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Andlise da mutacdo R337H TP53 em pacientes com carcinomas

mamarios esporadicos

Mathias, C.; Lima, R.S.; Urban, C.A.; Cavalli, L.R.; Figueiredo, B.C.; Sebastido, A.P.M.; Soares,
E.; Ribeiro, E.M.S.F.; Cavalli, 1.J.

Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética

E-mail: carol.mathiasl@hotmail.com

O cancer de mama é o tipo mais comum dos casos de cancer diagnosticados em adultos. Mutacdes
no gene TP53 representam 25% dos casos e geralmente resultam na perda do alelo selvagem e
formacgéo de uma proteina com fenétipo dominante-negativo. O estudo do gene supressor de tumor
TP53 possibilitou a identificacdo da mutacdo R337H TP53 que se caracteriza por codificar uma
histidina no lugar de arginina (R337H), no exon 10 do gene TP53, no dominio de dimerizacéo da
proteina p53. Esta mutacdo ocorre em 95% dos pacientes pediatricos portadores de Tumor de
Cortex Adrenal (ATC), em frequéncias elevadas no Sul do Brasil, comparativamente a outras
regibes e paises. Em familias portadoras desta mutagéo, outros canceres além do ATC tém sido
descritos, em especial na vida adulta, e o cancer de mama é o mais frequente deles sendo
observado em 8,6% das pacientes, enquanto que na populagdo em geral a frequéncia € de 0,3%.
O objetivo principal deste projeto foi verificar a frequéncia da mutacdo R337H, em uma amostra de
pacientes portadoras de carcinomas mamarios esporadicos, atendidas no Hospital Nossa Senhora
das Gracas e de Clinicas de Curitiba, PR e no Hospital UOPECCAN (Unido Oeste Paranaense de
Estudos e Combate ao Cancer, Cascavel-PR). Foram genotipadas 700 pacientes atendidas nos
Hospitais de Curitiba e 150 atendidas na UOPECCAN. Entre as primeiras foram identificadas 11
pacientes heterozigotas para a mutacdo, e na amostra da UOPECCAN, foram identificadas 6
pacientes heterozigotas, com uma frequéncia genotipica em ambas as amostra de 2% e génica de
1%. Dados clinicos e histopatolégicos das pacientes utilizadas neste trabalho estdo sendo
disponibilizados pelos médicos das instituicdes para posterior andlise estatistica.

Palavras-chave: cancer de mama, TP53, R337H



Analise do niumero de cépias do gene CCND1 em pacientes portadoras

de carcinomas mamarios com e sem metastases em linfonodos axilares
Jucoski, T.S; Callegari, C.C.F; Lima, R.S; Urban, C.A; Cavalli, I.J; Ribeiro, E.M.S.F.
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O gene CCND1 codifica a proteina ciclina D1, esta localizado no cromossomo 11g13.3 e patrticipa
da regulacao do ciclo celular. No cancer de mama apresenta-se amplificado em cerca de 15-20%
das pacientes e tem sido sugerido que esta alteracdo tenha significado progndstico e preditivo no
tratamento de tumores positivos para o receptor de estrogénio. Com o objetivo de avaliar a
importancia do numero de cépias deste gene no processo de progressao tumoral, esta analise foi
realizada tomando como parametro inicial a presenca ou auséncia de metastases em linfonodos
axilares e correlacionando os resultados obtidos com outros parametros clinico-histopatol6gicos
(idade, grau do tumor, status dos receptores hormonais e do oncogene HER2). Métodos: O estudo
foi realizado com 102 amostras de tumores coletados no momento da cirurgia, sendo 68 com e 34
sem metastases em linfonodos axilares. As pacientes eram predominantemente eurodescendentes,
provenientes do Hospital Nossa Senhora das Gracgas, Curitiba, PR. A extracdo do DNA dos tumores
foi realizada pelo método de fenol cloroférmio e a andlise de altera¢cdes do namero 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. Resultados: Na analise do numero de copias do gene em
estudo todas as amostras apresentaram ganho em comparacdo com o controle normal (diploide),
porém nao houve diferenca estatisticamente significante (£'=0,85 <tc=2,03) entre a média do nimero
de coépias das pacientes com metastases (6,41 + 3,68) quando comparada com a média das
pacientes sem metastases (6,20 = 4,84) e também para nenhum dos dados clinicos e
histopatoldgicos analisados. Conclusdo: estes dados sugerem que o numero de cépias do gene
CCNDL1 esta associado com o inicio da carcinogénese mamaria por se mostrar aumentado nas
amostras sem metastase em linfonodo axilar permanecendo aumentado naquelas com metastases.

Palavras-chave: cancer de mama, niumero de cépias, gene CCND1, metastases
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Analise do numero de copias e da expressédo dos genes CDH1 e VIM

Wons, L; Ramos, F.S.; Ribeiro, E.M.S.F; Cavalli, I1.J.; Lima, R.S.; Urban, C.A.
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética

E-mail: leli@wons.com.br

O cancer é uma anormalidade do tecido causada por células que apresentam alteragdes no DNA
levando a expressao modificada de alguns genes. Essas células cancerosas apresentam um ciclo
celular irregular o que pode conferir a capacidade de crescer descontroladamente e de migrar para
tecidos adjacentes ou distantes, configurando o processo de metastase. Dentre os Varios tipos de
cancer, o de mama € o mais frequente em mulheres e que apresenta o maior indice de mortalidade.
Em torno de 90% dos casos de cancer de mama resultam de mutacdes nas células somaticas
enguanto apenas 10% séo hereditarios. A transi¢ao epitelial-mesenquimal (TEM) pode promover o
processo metastatico visto que ela é um evento onde as células epiteliais neoplasicas podem
ganhar caracteristicas mesenquimais como mobilidade. Para isso, uma série de mudancas ocorrem
como alteracfes na expressao e do numero de copias génicas. O gene VIM codifica a vimentina,
uma proteina estrutural do citoesqueleto que contribui para a manutencao da célula. Muitos estudos
demostraram que a superexpressdo de VIM é comum em canceres de mama agressivos e esta
relacionada com o desenvolvimento de metastases, se constituindo em um marcador da transicédo
epitelial-mesenquimal (TEM). Quando a célula adquire a capacidade de deslocamento, a expressao
de VIM se encontra alterada assim como a de CDH1. Este gene codifica a E-caderina, uma proteina
gue atua na adesdo celular das células epiteliais e sua baixa expressédo tem sido correlacionada
com a presencga de metéstases, diminuicdo da diferenciacdo do tumor e pior sobrevida. A analise
de expressao génica e de numero de copias dos genes VIM e CDH1 contribuird para o entendimento
da TEM em carcinomas primarios de mama.

Palavras-chave: expressao génica, nimero de copias, vim, cdhl.
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A artéria aorta esta sujeita a alteracdes morfolégicas durante o processo natural de senescéncia
gue podem ocorrer em funcdo de modificacdes fisioldgicas e histoldgicas. Diversas pesquisas
demonstram, no envelhecimento, a ocorréncia de espessamento da tdnica intima, hipertrofia da
musculatura, fragmentacdo da camada elastica, aumento da infiltracdo de leucécitos e alteracédo na
distribuicdo de colagenos tipos | e Ill. Tais variagdes histolégicas sdo responsaveis por alteracdes
mecanicas, como elasticidade e rigidez da parede da artéria aorta. No entanto, ndo hé relatos na
literatura sobre analise do didmetro vascular. Neste sentido, este trabalho apresenta como objetivo
analisar o processo natural de envelhecimento da artéria aorta de ratos Wistar por meio da analise
histopatol6gica e morfoquantitativa. Foram utilizados 72 ratos da linhagem Wistar, divididos em 6
grupos, com 12 animais cada. No grupo 1, os animais tiveram 3 meses de vida; no 2, 6 meses; 3, 9
meses; 4, 12 meses; 5, 15 meses, e no 6, 18 meses, sendo destinados a eutanasia e, em seguida,
dissecacdo e remocao das artérias aortas para montagem das laminas e execucdo das técnicas
histoquimicas, que foram: Hematoxilina e Eosina, Tricomico de Masson e Picrosirius. A artéria aorta
de cada animal foi, devidamente, seccionada na parte descendente para obtencdo de 10 cortes
transversais para posterior montagem das laminas histologicas. As 72 laminas foram escaneadas,
e foi realizada a anélise morfoquantitativa pelo software VSViewer. Foi verificada a média e o desvio
padrdo de cada grupo, e os resultados principais sdo apresentados a seguir: grupo 1: média
perimetro (MP) = 5,064 mm; média area (MA) = 1,7476 mmz2. Grupo 2: MP = 5,1736 mm; MA =
1,9052 mm?. Grupo 3: MP = 5,566 mm; MA = 2,2114 mm?2. Grupo 4: MP = 4,7481 mm; MA = 1,5774
mm?. Grupo 5: MP =5,8775 mm; MA = 2,4618 mm?. Grupo 6: MP = 5,5319 mm; MA = 2,1861 mm?.
Os resultados da analise morfoquantitativa obtidos até o presente momento permitem concluir que
do grupo 1 até o grupo de numero 6, os valores da média do perimetro e da area aumentaram
crescentemente. Portanto, pode-se estimar que, com o0 avancgo da idade as medidas da artéria aorta
aumentam gradativamente.

Palavras-chave: Artéria aorta, Rato Wistar, Envelhecimento, Anatomia Clinica
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em carcinomas mamarios triplo negativos de Latinas
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Os tumores mamarios triplo negativos (TMTN) representam um grupo de doencas clinicamente e
molecularmente heterogéneo, apresentando incidéncia e resposta ao tratamento varidveis de
acordo com 0s grupos raciais. Esses tumores sdo mais comuns em mulheres jovens de
descendéncia africana, hispanica e latina, nas quais sdo geralmente diagnosticadas em estagios
avancados, com doenca nao-localizada. Estudos moleculares demonstraram que as diferengas na
biologia desses tumores em latinas pode ser o principal contribuinte para a alta mortalidade da
doenca. O objetivo principal desse estudo foi identificar a assinatura de expressdo de miRNA
associada com TMTN de pacientes latinas através da integragdo de dados de expressao de miRNA
e aCGH. Métodos: Amostras parafinizadas de 40 TMTN e 25 ndo-TMTN de pacientes latinas obtidas
do Hospital de Clinicas da UFPR foram analisadas quanto expressao de miRNA e aCGH utilizando
as plataformas Nanostring e Agilent SurePrint G3 Human array-CGH respectivamente. Os dados
de miRNA e aCGH obtidos nas mesmas amostras foram diretamente integrados, e algoritmos
combinatorios de predi¢cdo de alvos de miRNAs juntamente com softwares de enriquecimento de
vias de sinalizacao e func¢des bioldgicas foram utilizados para identificar os miRNAs mais relevantes
e seus respectivos genes alvos. Resultados: Foram obtidos duzentos e nove miRNAs
diferencialmente expressos entre as amostras TMTN e ndo-TMTN. Apos a integragdo com aCGH,
14 miRNAs apresentaram dados concomitantes e concordantes de alteracdes de numeros de
cépias de DNA e expressao de miRNA, resultando em 3800 genes alvos preditos por pelo menos 2
de 3 diferentes algoritmos de predi¢do de alvos. Uma segunda integracdo com dados obtidos por
aCGH, o numero de genes alvos preditos reduziu para 730 genes, sugerindo que esses genes sao
potencialmente afetados por dois mecanismos de regulacdo (MmiRNA e alteracdo de numero de
copias de DNA). Andlises de bioinformatica identificaram diversas vias de sinalizagéo
potencialmente afetadas pelos miRNAs, incluindo adeséo focal, via do PI3K-Akt, e vias relacionadas
a cancer. Analises de interactoma demonstram que os genes alvos dos 14 miRNAs estéo envolvidos
em processos de desenvolvimento tumoral, como angiogénese, proliferacdo, transi¢cdo epitelial-
mesenquimal e apoptose. Conclusédo: A analise integrada permitiu a identificagdo de uma assinatura
de expressdo de miRNAs associada a TMTN de pacientes latinas e de mecanismos moleculares
gue podem resultar na desregulacéo da expressdo de miRNAs e respectivos genes alvos. Esses
resultados contribuem para a identificagdo de alvos moleculares especificos para racas que podem
ser utilizados para desenvolvimento de novos tratamentos para TMTN e para o desenho de estudos
clinicos e intervencgdes clinicas mais apropriadas para mulheres latinas.

Palavras-chave: cancer de mama, microRNA, DNA
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Com o aumento da presenca e do contato dos animais de companhia dentro dos lares, a percep¢ao
de doencas bucais aumentou, entre. A principal doenca bucal é a doenca periodontal que causa
danos a polpa dentaria, sendo necessario tratamento endoddntico. Sendo o objetivo deste trabalho,
analisar a expanséo radicular por meio de radiografias. Foram utilizados 40 dentes, com canal Unico
e com comprimento médio de 21 mm, extraidos de cdes com doenca periodontal. Radiografias
foram feitas antes para confirmar a presenca de canal Unico, e depois do tratamento com limas
ProTaper NiTi®. As imagens radiograficas foram analisadas pelo programa ImageLab® e os
resultados obtidos foram tratados pelos teste estatisticos Shapiro-Wilk e Wilcoxon. A analise
morfométrica dos canais radiculares por meio de radiografias demonstrou aumento significativo do
didmetro do canal radicular ap6s modelagem com limas ProTaper NiTi® permitindo concluir que a
instrumentacgdo rotatdria dos canais radiculares de dentes incisivos e caninos de cées foi eficaz para
a limpeza e aumento da é&rea.

Palavras-chave: tratamento endodontico, doenca periodontal, Analise morfométrica
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In the Southeastern and Southern regions of Brazil, the main diseases that cause kidney failure are
glomerulonephritis, pyelonephritis, hypertension and cardiovascular diseases, diabetes and renal
cystic diseases. Renal diseases are the major causes in death and disability in many countries. The
techniques involved in kidney transplantation have been developed over the years, to the point that
currently they can be characterized as relatively common procedures, so technical failure rates are
very low and the major barrier to the success of the procedure is the prevention and maintenance of
graft rejection processes. For success of kidney transplantation HLA mismatches are to be avoided,
on order to improve graft survival and reduce the incidence of acute rejection and awareness to
incompatible specificities. The human leukocyte antigen E is expressed in all tissues at low
concentrations, differently from class la antigens. HLA-E is mainly involved in regulation of innate
immunity by interaction with the CD94/NKG2 receptor expressed in abundance, but not exclusively,
in NK cells. In this study, 24 kidney transplant patients (KTx), 48 patients with chronic kidney disease
(CKD) and 50 healthy controls were analyzed for genetic variability of exon 3 of the HLA-E gene by
SBT. Allele and genotype frequencies were compared between the three different groups by the
global G test. Comparisons of allele frequencies among the three groups and two by two
comparisons revealed no significant differences. In the comparisons of genotypic frequencies,
significant differences were observed when comparing the three groups (P= 0.0147) and in the
comparisons of KTx patients vs. CKD patients and in KTx patients vs. controls (P= 0.0085 and P=
0.0032, respectively). Future studies are necessary to broaden and complement the results
observed in the present study, given the small sample size used and to corroborate the results of
related studies published elsewhere.

Palavras-chave: HLA-E, kidney transplantation, polymorphisms



Avaliacdo da atividade de Metaloproteinases 2 e 9 em diafragma de ratos

diabéticos
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O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca na qual os niveis de insulina ou a resposta dos tecidos a
insulina (ou ambos) sdo insuficientes para manter normais os niveis plasmaticos de glicose, o que
causa um fendtipo hiperglicémico. Esta relacionado a varias neuropatias e doencas
musculoesqueléticas, além de outros sistemas. Atualmente ha poucas pesquisas a respeito da
incidéncia, prevaléncia e fisiopatologia de desordens diafragméticas causadas por DM. Embora
outras inumeras pesquisas correlacionem o DM com diversas implicacbes neuropdticas e
musculoesqueléticas, neste projeto estamos investigando alterac¢des troficas nas fibras musculares
diafragmaticas, grau de fibrose em diafragma e o papel das metaloproteinases 2 e 9 nestas
alteracdes em musculo diafragma de ratos adultos diabéticos estreptozotocina-induzidos, o que a
torna uma pesquisa inovadora. Para estudar essas alteragdes nos musculos diafragmaticos de ratos
adultos diabéticos estreptozotocina-induzidos, foram preparadas laminas histolégicas coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-Sirius Red (PSR). A amostra foi composta por 19 animais, sendo
9 controle e 10 diabéticos. A atividade enzimatica das metaloproteinases 2 e 9 esta sendo
investigada através de zimografia. O resultado da andlise estatistica da area de seccao transversal
média (ASTM) das fibras musculares de ratos do grupo controle comparada aos do grupo diabético
estreptozotocina-induzido, demonstrou que ha uma significativa diferenca de trofismo celular entre
0s grupos (valor p = 0,0001). O grupo de animais controle apresentou uma ASTM de 1355,00 pm?
+/- 159,8 pm?, enquanto o grupo de animais com DM apresentou um ASTM de 822,5 um? +/- 160,7
um?2. Ja o estudo histolégico de diafragma em coloracéo Picro-sirius Red demonstrou que animais
com DM apresentaram maior concentragdo de coldgeno no musculo diafragmatico com valor p =
0,0068. O grupo de animais controle apresentou concentracdes de colageno médio 7,438% e desvio
padrao 1,25, enquanto o grupo de ratos diabéticos apresentou concentragdo de colageno médio
10,38% e desvio padrdo +2,112. Estes dados apontam evidéncias de que ha efeito distrofico da
diabetes estreptozotocina-induzida sobre o masculo diafragma dos animais. Resta agora determinar
o0 papel das metaloproteinases 2 e 9 nesse processo degenerativo e discutir como essas alteragdes
podem interferir na funcionalidade do diafragma e capacidade pulmonar dos individuos.

Palavras-chave: metaloproteinases, diabete, diagfragma



Avaliacao da citotoxicidade e dos niveis de espécies reativas do oxigénio

em células de glioblastoma humano da linhagem T98G tratadas com
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J.L.M.T.; Christoff, A.; Winnisschofer, H.; Martinez, G.R.; Wnnischofer, S.M.B.

Laboratorio de oxidag6es biologicas, UFPR
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O glioblastoma multiforme (GBM) € o que apresenta o maior grau de agressividade dentre os tipos
de glioma, que sé@o os tumores mais comuns no sistema nervoso central. Estes tumores apresentam
mecanismos de resisténcia que evadem a terapéutica atual baseada no uso do quimioterapico
temozolomida seguido de ciclos de radioterapia. E por isso, sdo necessarias novas abordagens
terapéuticas. Tendo em vista que 0 nosso grupo tem explorado a acdo do hexahidroxitrifenileno
(HHTP), um derivado de catecol citotéxico em células tumorais, o objetivo desse trabalho é avaliar
os efeitos citotoxicos do tratamento com o HHTP em modelo de glioma humano, com foco na
modulacao dos niveis de espécies reativas de oxigénio. Para isso, utilizaram-se células da linhagem
T98G tratadas com HHTP nas concentragdes de 10, 25 e 50 uM por 12, 24 e 48 horas. Foram
realizados ensaios de citotoxicidade, pelo método de MTT, e andlise dos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ROS), por método fluorescente utilizando a sonda DCFH-DA. Os resultados mostram
qgue apos 12 e 24 horas, o tratamento com HHTP ndo promove diferenca significativa no numero de
células viaveis com relagdo ao controle. Ja apos 48 horas de tratamento , o efeito citotoxico do
HHTP foi evidente, promovendo reducdo do numero de células viaveis em 14%, 34%, 46% para as
concentracdes de 10, 25 e 50 uM de HHTP, respectivamente. Ainda, observou-se que apdés
tratamento com HHTP por 12 horas os niveis de espécies reativas de oxigénio foram aumentados
em 40% somente na maior concentracdo de HHTP utilizada (50 uM). J& em 48 horas o aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio atingiram 29% e 46% para as concentracdes de 25 e
50uM de HHTP utilizadas. Em conjunto, esses dados mostram que o HHTP promove agéo citotdxica
em modelo de glioma humano, pelo menos em parte devido ao aumento dos niveis de espécies
reativas do oxigénio, e sugerem o HHTP como uma alternativa eficaz e/ou adjuvante as atuais
terapias de GBM.

Palavras-chave: Glioma, hexahidroxitrifenileno, morte celular, espécies reativas de oxigénio
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Descricdo anatdmica dos canais radiculares de dentes de cées: reviséo

de literatura
Ferraz, C.P.; Torres, M.F.; Veronez, D.A.L.; Brancher, J.A.; Schibicheski, J.

E-mail: cintia.ferraz08@gmail.com

O tratamento endodéntico de dentes de cades estd se tornando muito frequente nas clinicas
veterinarias. O objetivo principal desta terapia é promover a toalete dos canais radiculares por meio
do preparo biomecanico, utilizando instrumentos e solucdes irrigadoras. Para atingir esse objetivo
€ de fundamental importancia o conhecimento da anatomia interna do canal radicular uma vez que
0s canais radiculares podem apresentar variacbes quanto ao nimero, quanto a direcao relativa,
guanto ao aspecto, quanto ao calibre, a seccdo e a acessibilidade. Com a evolucédo da terapia
endodbntica humana e o desenvolvimento de limas automatizadas rotatérias com grande
flexibilidade, o tempo operatorio diminuiu significativamente. Nesse sentido, o objetivo deste estudo
foi revisar a literatura buscando informacdes sobre a utilizacéo de limas automatizadas no preparo
do canal radicular de dentes de cédes. Para tanto, foram selecionadas palavras-chave veterinary +
dentistry + endodontics + rotary files + dog, na lingua inglesa e na lingua portuguesa, como
descritores a fim de facilitar o processamento da pesquisa bibliografica e o acesso aos artigos
cientificos. Foram consultadas as bases de dados PUbMED e Bireme. Os resultados mostram que
os descritores odontologia veterinaria e cdo foram encontrados em 785 artigos; endodontia
veterinaria e cao apareceram em 109 artigos; os descritores endodontia veterinaria, céo e limas
rotatorias levou a apenas um artigo cientifico. Os dados obtidos nesta pesquisa mostram que apesar
do significativo nimero de artigos publicados sobre odontologia veterinaria e da ampla utilizacao de
instrumentos rotatérios na odontologia humana, as limas automatizadas ainda sdo pouco descritas
e utiizadas na Medicina Veterinaria. Estudos futuros deverdo comprovar que as limas
automatizadas podem diminuir o tempo cirtrgico aumentando a seguranca do paciente veterinario.

Palavras-chave: odontometria, canais radiculares, anatomia, odontologia, veterinaria
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Diatomaceas — panorama das novidades taxonémicas propostas por

pesquisadores do LABFIC/UFPR
Tremarin, P.l.; Ludwig, T.A.V.

Laboratério de Ficologia

E-mail: ptremarin@gmail.com

Diatomaceas sdo algas unicelulares microscopicas que geralmente ocorrem em elevada riqueza e
abundancia nos mais diversos tipos de ambientes aquaticos, tanto suspensas na coluna d’agua
guanto aderidas a substratos. Importantes trabalhos taxondmicos sobre diatomaceas foram
realizados pela equipe que atua no laboratério de Ficologia (professores, alunos de graduacao do
curso de Ciéncias Bioldgicas e de pés-graduacdo em Botanica da UFPR). O laboratério, fundado
pelo Prof. Dr. Hermes Moreira-Filho, representa uns dos principais centros de referéncia no estudo
de diatoméaceas continentais e marinhas do Brasil. Dois novos géneros foram propostos (Margaritum
Moreira-Filho 1968 e Brandinia Fernandes 2007), 22 novas espécies (Triceratium moreirae
Fernandes & Souza-Mosimann 2001, Melosira brandinii Fernandes & Souza-Mosimann 2001,
Brandinia mosimaniae Fernandes & Procopiak 2007, Thalassiosira rudis Tremarin, Ludwig, Becker,
Torgan 2008, Encyonema exuberans Tremarin, Wetzel & Ludwig 2011, Eunotia fuhrmanii Metzeltin
& Tremarin 2011, Aulacoseira brasiliensis Tremarin, Torgan & Ludwig 2012, Aulacoseira calypsi
Tremarin, Torgan & Ludwig 2013, Placoneis itamoemae Straube, Tremarin & Ludwig 2013,
Urosolenia obesa Freire, Tremarin & Ludwig 2013, Eunotia trigona Fuhrmann, Metzeltin & Tremarin
2013, Aulacoseira minuscula Tremarin, Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira pantanalensis Tremarin,
Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira samariana Tremarin, Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira
simoniae Tremarin, Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira veraluciae Tremarin, Torgan & Ludwig
2015, Nupela amabilis Tremarin & Ludwig 2015, Nupela difficilis Straube, Tremarin & Ludwig 2015,
Nupela kociolekii Straibe, Tremarin & Ludwig 2015, Nupela metzeltinii Tremarin & Ludwig 2015,
Nupela praecipuoides Tremarin & Ludwig 2015, Nupela torganiae Tremarin & Ludwig 2015), duas
variedades ndo tipicas (Cymbella perpusilla var. moreirae L. Rodrigues 1989, Eunotia
pseudosudetica var. rotundata Cavalcante, Tremarin & Ludwig 2015), além de novas combinacdes.
Salienta-se que estudos taxondmicos desvendam a diversidade biol6gica do planeta e séo
fundamentais para o desenvolvimento de estudos ecoldgicos, filogenéticos, biotecnoldgicos,
paleoambientais, forenses, nanotecnolégicos e outros.

Palavras-chave: taxonomia, espécies novas, Estado do Parana, Brasil
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Diatomaceas em ambientes céarsticos na formacdo Bodoquena, Mato

Grosso do Sul

Tremarin, P.; Ludwig, T.
Laboratério de Ficologia

E-mail: eduardotu7@gmail.com

A formacdo carstica de Bodoquena caracteriza-se pela presenca de rios com aguas cristalinas e
tufas carbondticas. As espécies de diatomaceas que ocorrem nestes ambientes ainda sao pouco
estudadas. NOs realizamos um estudo taxondmico da comunidade de diatomaceas de ambientes
carsticos, através de microscopia 6ptica e eletronica de varredura e transmissao para a visualizacéo
da ultraestrutura das frustulas. As coletas foram realizadas nos seguintes corpos d' agua:
Chapeninha, Baia Bonita e Bonito, Olho d'agua, rio da Prata, Perdido e Lagoa Misteriosa, estado
do Mato Grosso do Sul. Cento e cinco taxons infragenéricos de diatomaceas foram determinados
até o momento sendo trinta e sete destes novas cita¢cdes para a regiao Centro Oeste. Microscopia
eletrbnica de varredura e transmisséo tem sido utilizada como ferramenta para desvendar estruturas
pouco visiveis em microscopia 6ptica, auxiliando nas identificagfes. Pelo potencial bioindicador
destas algas siliceas, espera-se encontrar uma comunidade caracteristica de aguas carbonatadas,
transparentes e com pH mais elevado.
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Diatomaceas epiliticas respondem a um gradiente temporal apds um

derramamento de 6leos diesel e vegetal no rio Negro, Parana
Matias de Faria, D.; Costin, J.C.; Tremarin, P.l.; Ludwig, T.A.V.
LABFIC
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As diatoméaceas séo algas mundialmente utilizadas para monitoramento de disturbios e impactos
ambientais. Sdo eficientes colonizadoras de substratos e suas estratégias de adesdo fornecem
informac@es confiaveis sobre a estrutura do biofilme. As associa¢des de diatomaceas que possuem
caracteristicas ecoldgicas similares fornecem fortes relacées com gradientes ambientais. Neste
estudo nés utilizamos ferramentas bioldgicas, as guildas e formas de vida, para acessar a estrutura
da comunidade de diatomaceas ap6s um derramamento de Oleos diesel e vegetal no rio Negro,
maior tributario da margem esquerda do rio Iguacu, (PR, Brasil). Antes do acidente (12/07/2004),
amostras de agua e epiliton foram coletadas num ponto entre duas estacdes de captacao de dgua
para estudo qualitativo. Desta forma, apds o derramamento foram realizadas trés amostragens (P1,
19/09/2004; P2, 03/10/2004; P3, 13/10/2004) no mesmo local (n=9; variacéo temporal). Trés seixos
por amostragem foram coletados e o biofilme foi removido e limpo utilizando KMnO4 e HCI. O
derramamento resultou em diminuicdo do pH e da incidéncia de luz devido a redugédo da
profundidade Secchi, e aumento dos soélidos totais. DBO, DQO, nitrito e nitrato também sofreram
aumento. Devido as chuvas, as amostras subseqiientes mantiveram altos os valores de sélidos
totais. A comunidade de diatomaceas encontrada antes do derramamento de 6leos apresentou
maior riqueza e diversidade e também maior equidade, e apds o acidente tendéncia a menor
uniformidade. Gradiente temporal de riqueza ocorreu decrescendo significativamente da amostra
P1 (S’ = 46) para amostra P3 (S'= 33). A amostra coletada apds o derramamento de 6leos foi
caracterizada pela motile guild formada por diatomaceas méveis que sédo 6timas competidoras em
ambientes enriquecidos e sombreados. As coletas P2 e P3 foram caracterizadas pela Low-profile
guild que sofreu aumento (65% entre P1 e P2) relacionado a turbuléncia causada pela alta
pluviosidade reduzindo a diversidade da guilda. A High-profile guild compreende espécies que
prevalecem em ambientes enriquecidos e com baixo disturbio e neste estudo contribuiu menos de
17% para a comunidade epilitica, ndo demonstrando variacdo temporal. As guildas responderam
satisfatoriamente ao gradiente ambiental encontrado, sendo possivel compreender a dindmica do
sistema observando a composicdo das associagfes de diatomaceas e suas preferéncias
ecoldgicas.
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As diatomaceas perifiticas sdo importantes produtores primarios e fonte nutricional para
invertebrados em corpos d"agua Iénticos. Sdo capazes de adesdo firme ou frouxa a substratos
submersos, por liberacdo de mucilagem. Investigamos as espécies de diatomaceas que
colonizaram substrato artificial para conhecer a composi¢cao das espécies e suas estratégias de
fixacdo, durante um intervalo sucessional pré-estabelecido. O ambiente Iéntico selecionado foi o
reservatorio do Piraquara Il regido metropolitana de Curitiba/PR. Laminas de poliestireno foram
utilizadas como substratos artificiais, as quais permaneceram submersas na coluna da 4gua a uma
profundidade de 30 cm, por 30 dias, sendo coletadas diariamente até o sétimo dia e na sequéncia,
em intervalos de 2, 3 e 5 dias. Analise quantitativa foi realizada em cubetas de sedimentac¢do, com
material removido dos substratos por raspagem. As formas de fixagdo foram documentadas em
microscopia otica e microscopia de varredura. As estratégias mais comuns foram a adeséo por
almofadas seguidas pela formacéo de pedunculos e posteriormente, as prostradas. As diatomaceas
mais abundantes foram Discostella stelligera e Aulacoseira ambigua, Fragilaria tenera, F. gracilis,
Achnanthidium caledonicum, A. minutissimum, Gomphonema gracilis, Fragilariforma javanica. Nos
primeiros dias de colonizagdo registrou-se uma baixa abundancia de individuos, destacando-se
Discostella stelligera e Aulacoseira ambigua ambas consideradas meroplancténicas. A partir do
segundo dia amostral, as diatomaceas perifiticas com almofadas foram encontradas, seguidas das
pedunculadas e posteriormente das prostradas, ao longo do processo sucessional. Estas
permaneceram até o Ultimo dia de amostragem, mas aumentaram em numero de individuos ao
longo do tempo. Dentre os géneros identificados, Fragilaria foi 0 mais abundante, desde o0 momento
em que se estabeleceram pela primeira vez no substrato, através de almofadas de mucilagem
secretadas por campo de poros apicais. Estimaram-se alguns fatores abioticos a fim de caracterizar
o0 ambiente: a condutividade variou de 30 a 84 uScm-1, o pH de 8,3 a 8,9 e a temperatura de 18,5
a 25°C.

Palavras-chave: biofilme, perifiton, substrato artificial, sucesséo
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Efeito agudo do exercicio intervalado sobre a variabilidade da frequéncia

cardiaca no diabetes melito
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O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica, cuja principal caracteristica é a hiperglicemia,
gue pode resultar em desenvolvimento de altera¢des cardiacas graves, acarretando a faléncia
cardiaca e consequentemente danos graves a qualidade de vida. Portanto, este estudo avalia
efeitos agudos do treinamento aerdbico intervalado de alta intensidade sobre a variabilidade da
frequéncia cardiaca em ratos diabéticos. Foram implantados eletrodos tipo piercing (no subcutaneo,
com as pontas externadas e entrelacadas colocados posteriormente e abaixo da linha da insergéo
das patas, somando um total de quatro eletrodos). Posteriormente os ratos foram divididos em dois
grupos, um como sendo Diabetes Mellitus induzido por estreptozotocina e outro controle (injecéo
de veiculo), a partir da divisdo, dentro de cada grupo havera 2 subgrupos, no grupo diabético, assim
como no grupo controle teremos um subgrupo treinamento continuo (70% da capacidade no teste
de exaustao) e outro subgrupo treinamento intervalado (alterna entre 90% e 50% da capacidade do
teste de exaustdo, com um minuto para cada, para que tenha o mesmo volume de exercicio do
grupo continuo) por 50 minutos diario. Posteriormente a eutandasia, foram dissecados os animais e
coletados coragfes, amostra sanguinea, 0sso, pele e musculos da pata posterior, além de
diafragma para as andlises da biologia molecular e histoquimica e de imunofluorescéncia. O
controle autondmico foi avaliado pela analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) obtida
atraveés de eletrocardiograma (ECG) antes e imediatamente apds o exercicio. De acordo com dados
preliminares o exercicio intervalado aparentemente teve efeito negativo sobre a VFC e sobre o
balanco simpatovagal. Os animais apresentaram menor frequéncia cardiaca e menor variabilidade
global imediatamente apds o exercicio, devido ao predominio parassimpatico.

Palavras-chave: variabilidade de frequéncia cardiaca, diabetes melito, treinamento intervalado
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Efeito de p-cresol e p-cresil sulfato na expressédo do transportador de

anion organico-1 (OAT1) em células vasculares musculares lisas de
coelho (RASM)

Cunha, R.S.; Favretto, G.; Gregdrio, P.C.; Maciel, R.A.P.; Becker-Finco, A.; Pecoits-Filho, R.;
Stinghen, A.E.M.

Laboratorio de Nefrologia Experimental

E-mail: regidacunha@gmail.com

As toxinas urémicas p-cresol (PC) e seu conjugado p-cresil sulfato (PCS) contribuem para a
progressao de diversas complicagdes clinicas da uremia, como a aterosclerose em pacientes com
doenca renal crénica (DRC). A captacdo de PC e PCS na célula é mediada por proteinas
transportadoras tais como o OAT1, da familia dos transportadores de anions orgénicos (OAT). O
presente estudo avaliou o efeito de PC e PCS na expressdo de OAT1 em células vasculares
musculares lisas de coelho (RASM). As células musculares foram tratadas com PC e PCS,
respectivamente, nas concentracdes normal (0,6 e 0,08 mg/L), urémica (20,1 e 1,75 mg/L) e maxima
urémica (40,7 e 2,6 mg/L) por 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, com
ou sem probenecid (Pb) a 2,5 mM, agente uricosurico descrito como inibidor de OATSs. A expressao
de OAT1 foi investigada por imunocitoquimica e dot-blot. O tratamento das células com PC diminuiu
significativamente a viabilidade celular nas concentracdes urémica (P<0,05) e maxima urémica
(P<0,0001). O mesmo aconteceu com PCS em todas as concentracdes testadas (P<0,0001).
Quando as células foram tratadas com Pb, a viabilidade celular foi restabelecida (P<0,0001). A
imunocitoquimica demonstrou visualmente uma marcagao positiva para OAT1. O dot-blot mostrou
um aumento significativo de OAT1 no tratamento com PC na concentracdo maxima urémica
(P<0,01) quando comparado ao controle. Dados da literatura demonstram que tanto a camada
intima como a camada média do vaso participam ativamente do processo inflamatério vascular e
da aterogénese. O presente estudo demonstrou que a captacdo de PC e PCS pelas células
musculares se da via OAT1, e que o blogueio seletivo com Pb pode representar uma estratégia
terapéutica a fim de reverter os eventos deletérios da uremia.

Palavras-chave: toxicidade urémica, p-cresol, p-cresil sulfato
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Efeito do treinamento intervalado sobre a variabilidade da Frequéncia

Cardiaca e Remodelamento Cardiaco em ratos diabéticos
Souza-Neto, E.G.; Araujo, D.N.; Peixoto, J.V.C.; Capote, A.E.; Dias, F.A.L.; Fogaca, R.T.H.

Laboratério de Fisiologia e Fisiopatologia Cardiovascular
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O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica, cuja principal caracteristica é a hiperglicemia,
gue pode resultar em desenvolvimento de altera¢des cardiacas graves, acarretando a faléncia
cardiaca e consequentemente danos graves a qualidade de vida. Portanto, este estudo avalia
efeitos do treinamento aerdbico intervalado de 4 semanas (5 dias por semana) em ratos diabéticos.
Um teste incremental foi realizado antes e apos o treinamento. Foram implantados eletrodos tipo
piercing (no subcutaneo, com as pontas externadas e entrelacadas colocados posteriormente e
abaixo da linha da insercéo das patas, somando um total de quatro eletrodos). Posteriormente os
ratos foram divididos em dois grupos, um com o diabetes melito induzido por estreptozotocina e
outro controle (injecdo de veiculo), a partir da divisdo, dentro de cada grupo havera 3 subgrupos,
no grupo diabético, assim como no grupo controle teremos um subgrupo controle sedentario (CS),
treinamento continuo (70% da capacidade no teste de exaustdo) e outro subgrupo treinamento
intervalado (alterna entre 90% e 50% da capacidade do teste de exaustdo, com um minuto para
cada, para que tenha o mesmo volume de exercicio do grupo continuo) por 50 minutos diarios.
Posteriormente a eutanasia, foram dissecados os animais e coletados cora¢des, amostra
sanguinea, 0sso, pele e musculos da pata posterior, além de diafragma para as analises da biologia
molecular e histoquimica e de imunofluorescéncia. O controle autonémico foi avaliado pela anéalise
da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) obtida através de eletrocardiograma (ECG) através
dos eletrodos implantados. De acordo com dados preliminares ndo ha alteragéo consideravel entre
os dias 1d, 15d e Final em relacdo a glicemia. Os ratos DM perderam peso, enquanto 0s ratos
saudaveis aumentaram. No teste incremental os ratos treinamento intervalado apresentaram
consideravel aumento da capacidade de corrida em relacao aos ratos de exercicio continuo. Houve
um predominio para manutencao ou discreto aumento no SDNN nos animais treinados, exceto para
0 grupo diabéticos treinamento intervalado, sugerindo uma sensivel piora da funcédo autonémica.
Em nosso estudo, podemos inferir que o preco para o ganho na funcdo de capacidade de corrida
pode ser o prejuizo da fun¢do autonémica cardiaca.

Palavras-chave: VFC, DM, Treinamento Intervalado
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Emprego do anticorpo mAb 3 no estudo e diagndéstico da ceratite

amebiana
Lima, M.M.W.; Finco, A.B.; Costa, A.O.; De Moura, J.F.; Ramirez, M.; Alvarenga, L.M.
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Com o aumento do numero de casos clinicos de ceratite amebiana (CA) também aumentou o
interesse medico e estudos envolvendo o género Acanthamoeba. Acanthamoebas sdo protozoarios
de vida livre, encontrados em todo mundo e em diversos ambientes. Apresentam duas formas no
seu ciclo de vida, a forma trofozoitica que é favoravel ao seu desenvolvimento e infeccéo, e a forma
cistica, adquirida quando o ambiente ndo esta propicio, podendo assim beneficiar a sua
propagacdo, resisténcia e a incidéncia da doenca. S&o denominados anfizéicos, pois s&o
encontrados no ambiente e parasitando o ser humano facultativamente. A relagdo do crescimento
de casos de ceratite amebiana pode estar relacionada com o crescimento do uso de lentes de
contato. Existe uma dificuldade no diagnéstico e tratamento da ceratite amebiana, que € geralmente
confundida com outras doencas, podendo resultar, em alguns casos, na escolha de tratamentos
inadequados. Recentemente nosso grupo produziu um anticorpo monoclonal (mAb3) que
reconhece antigenos presentes em cepas patogénicas, tendo como alvo principal uma proteina de
aproximadamente 130 kDa, que pode se tratar de uma proteina ligadora de manose. Deste modo,
0 objetivo deste estudo é caracterizar os antigenos reconhecidos pelo mAb3 e determinar a sua
associacdo com mecanismo de patogenicidade da ceratite amebiana, assim como a producdo de
um fragmento de anticorpo recombinante ligado a fosfatase alcalina (scFv-AP), com finalidades de
uso diagnéstico. No presente trabalho a reatividade do mAb 3 com um nimero maior de cepas esta
sendo investigado e também a especificidade frente a outros agentes também causadores de
ceratite. Dentro das hipéteses do nosso trabalho tentaremos entre varias cepas de Acanthamoebas
associar a proteina ligadora de manose (alvo sugerido para o mAb3) aos mecanismos de ativagédo
e resisténcia a lise pelo complemento, especialmente da via das lectinas. Por outro lado, para uma
confirmacao da reatividade do mAb foram realizados géis 2D. Até o momento, os resultados obtidos
nos encorajam a dar continuidade ao projeto, tendo em vista a capacidade de reconhecimento
especifico demonstrada pelo mAb3 e a eficiéncia da ativacdo do sistema de complemento com
alguma das cepas estudadas.

Palavras-chave: Acanthamoeba, anticorpo recombinante, sistema complemento
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Engineered antibody fragments for recognise and neutralize the

dermonecrotic toxins of Loxosceles intermedia

Karim-Silva, S.; de Moura, J.; Noiray, M.; Minozzo, J.C.; Aubrey, N.; Alvarenga, L.M.; Billiald,
P.
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E-mail: sabrinaimtair@yahoo.com.br

Loxcosceles spiders have a worldwide distribution and are considered one of the most important
medical group of spiders. Envenomation (loxoscelism) can result in degenerative necrotic skin
lesions, kidney failure, hematological disorders and, less commonly, in a systematic illness that can
be fatal. In Brazil, loxoscelism is a serious public health threat and three prominent species (L.
intermedia, L. gaucho and L. laeta) are responsible for more than 6000 cases of envenomation per
year. There is a wide variance in envenomation profile of patients and diagnosis is difficult due to
the number of diseases that mimic loxoscelism. In addition, no definite therapy has yet been
established and serum therapy has been used clinically since several decades. In such a context, it
is of interest to consider the design of standardized recombinant antibody fragments not only for
diagnosis and specific detection of individual circulating toxins in biological fluids of envenomed
patients but also for venom's neutralization and treatment. We prepared a hybridoma that secretes
an 1gG (LiMab7) reacting with L. intermedia venom components of 32-35 kDa. This monoclonal
antibody shows high neutralizing potency for the dermonecrotic activity of the venom. It has now
been re-engineered into colorimetric bifunctional protein consisting in the corresponding single-chain
antibody fragment (scFv) fused to alkaline phosphatase of E. coli. This recombinant fusion protein
can be used for rapid, specific and sensitive immunodetection of L. intermedia toxins. In addition,
antibody LiMab7 has been reformatted into diabody structure with high neutralizing potential. This
work paves the way to the design of well-standardized reagents with high potential for diagnosis and
treatment of envenomed patients.

Palavras-chave: Loxoscelism, recombinant antibody, diagnosis



20

Estruturacdo de um banco de dentes caninos no departamento de

anatomia da UFPR

Zattoni, D.F.M.; Torres, M.F.; Gomes, F.G.F.L.R.; Brancher, J.A.; Veronez, D.A.L.; Valduga,
M.l.R.

E-mail: doriezattoni@gmail.com

Recentemente tem se dado maior atencdo as afeccbes orais dos cdes. Por esse motivo,
profissionais e académicos buscam aprender mais sobre esta area, fazendo com que o banco de
dentes seja fundamental no fornecimento de material com origem comprovada e seguranca. I1Sso
possibilita 0 estudo e pesquisa na area de odontologia veterinaria. O objetivo do presente trabalho
foi gerar um banco de dentes caninos com material de origem comprovada disponivel para pesquisa
e atividades pedagogicas. A estruturacdo do banco de dentes canino foi possivel através de doacao
feita por uma clinica especializada em odontologia veterinéria. A doacao foi realizada junto com um
termo de consentimento livre e esclarecido, assinado pelo veterinario responsavel e pelo
proprietario do animal, comprovando a origem do material. Atualmente o banco de dentes conta
com 268 dentes devidamente limpos e separados.

Palavras-chave: Banco de dentes, cdo, odontologia veterinaria, veterinaria, anatomia
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Estudo morfométrico e estereoldgico da artéria aorta de ratos Wistar no

processo de envelhecimento
Sakamoto, A.A.; Balduino, A.S.; Veronez, D.A.L.
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O envelhecimento é um processo fisioldgico natural pelo qual todos os seres vivos passam. Como
0 aumento de idosos na populacdo mundial € um fenbmeno cada vez mais comum, € importante
estudar todos os processos relacionados a senescéncia para estabelecer estratégias de promocao
da saude. No sistema cardiovascular, em particular, ha muitas alteracbes com sintomas clinicos
gue podem afetar a autonomia de idosos. O presente estudo visa esclarecer alguns pontos relativos
as alteracdes morfofuncionais que ocorrem no organismo em diferentes fases da vida, em especial
delimitar em que momento e a que velocidade ocorrem, enfatizando ocorréncias na artéria aorta.
Neste sentido, este trabalho apresenta como objetivo analisar o processo natural de envelhecimento
da artéria aorta de ratos Wistar por meio da andlise histopatolégica e morfoquantitativa. Foram
utilizados 72 ratos da linhagem Wistar, divididos em 6 grupos, com 12 animais cada. No grupo 1,
0s animais tiveram 3 meses de vida; no 2, 6 meses; 3, 9 meses; 4, 12 meses; 5, 15 meses, € no 6,
18 meses, sendo destinados a eutanasia e, em seguida, dissecagéo e remocao das artérias aortas
para montagem das laminas e execucdo das técnicas histoquimicas, que foram: Hematoxilina e
Eosina, Tricomico de Masson e Picrosirius. A artéria aorta de cada animal foi, devidamente,
seccionada na parte descendente para obtencéo de 10 cortes transversais para posterior montagem
das laminas histologicas. As 72 laminas foram escaneadas, e foi realizada a andlise
morfoquantitativa pelo software VSViewer. Foi verificada a média e o desvio padrdo de cada grupo,
e 0s resultados principais sdo apresentados a seguir: grupo 1: média perimetro (MP) = 5,064 mm;
média area (MA) = 1,7476 mm?2. Grupo 2: MP =5,1736 mm; MA = 1,9052 mm2. Grupo 3: MP = 5,566
mm; MA = 2,2114 mm?2. Grupo 4: MP = 4,7481 mm; MA = 1,5774 mm?2. Grupo 5: MP = 5,8775 mm;
MA = 2,4618 mmz2. Grupo 6: MP = 5,5319 mm; MA = 2,1861 mmz?. Os resultados da andlise
morfoquantitativa obtidos até o presente momento permitem concluir que do grupo 1 até o grupo de
namero 6, os valores da média do perimetro e da area aumentaram crescentemente. Portanto,
pode-se estimar que, com o0 avanco da idade as medidas da artéria aorta aumentam
gradativamente.

Palavras-chave: Artéria aorta, Envelhecimento, Morfometria, Anatomia Clinica
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Estudo morfoquantitativo dos nucleos hipotalamicos paraventricular,
dorsomedial, arqueado, ventromedial e area hipotalamica lateral de ratos

wistar submetidos ao tratamento com imunossupressores tacrolimus e
micofenolato mofetil

Schuh, R.; Matias, J.E.F.; Ramos, E.J.B.;Veronez, D.A.L.
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Drogas imunossupressoras promovem alteracdes morfofuncionais em nucleos hipotalamicos,
contribuindo para o ganho de peso comumente observado em pacientes pés transplante. A
obesidade tornou-se muito comum apés transplantes, ocorrendo em até 50% desses pacientes pos
transplante, sendo que a média de ganho de peso durante o primeiro ano de transplante é de 10%
do peso inicial. Estudos em pacientes transplantados relatam aumento do tecido adiposo, obesidade
relacionada com dislipidemia, risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, Diabetes
Mellitus pos transplante e perda de massa 6ssea e/ou muscular. A causa dessas alteragcdes pos
transplante muitas vezes é atribuida a melhora da qualidade de vida e ao uso de corticéide.
Entretanto, os efeitos dos imunossupressores sobre 0s nlcleos hipotalamicos, que regulam a
ingestao alimentar, necessitam de estudos. Neste sentido, os objetivos deste projeto sdo: elaborar
um estudo estereoldgico de nucleos hipotalamicos envolvidos com a regulacdo da ingesta alimentar
em ratos Wistar submetidos ao tratamento com 0s imunossupressores, tacrolimus e micofenolato,
comparar a densidade neuronal, volume e numero total de neurénios hipotalamicos entre ratos
Wistar tratados com o0s imunossupressores, observar possiveis alteracbes nos nucleos
hipotalamicos paraventricular, dorsomedial, arqueado, ventromedial e area hipotalamica lateral e
analisar os efeitos morfoquantitativos do tacrolimus e micofenolato no hipotalamo de ratos Wistar.

Palavras-chave: Imunossupressores, Obesidade, Hipotalamo, Estereologia, Anatomia Clinica
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Frustulia (Diatomeae, Bacillariophyceae) em ambientes de baixo impacto

antrépico
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Diatomaceas sao algas microscépicas eucariontes, unicelulares, encontradas em ambientes
aguaticos ou umidos. Sao consideradas importantes indicadoras ambientais. Espécies e géneros
sao seletivos e indicam o nivel trofico do sistema, pH, presenca de metais especificos e outras
condicbes da 4gua. Também demonstram certa especificidade por substratos, tais como briéfitas.
Ambientes com baixo impacto antrépico, ou mesmo pristinos, sao raros, portanto pouco estudados
em relacdo as diatomaceas e carentes de levantamentos floristicos. Realizamos a determinacgéo
taxondmica de espécies do género Frustulia Rabenhorst da comunidade de diatoméaceas perifiticas
em ambientes com baixo impacto antrépico. Foram observadas, descritas e ilustradas vinte e trés
espécies. Costumam crescer solitarias ou em tubos mucilaginosos e sao comuns em aguas
levemente acidas, elevada quantidade de carbono organico e condutividade relativamente baixa. A
principal caracteristica morfologica do género é a rafe margeada por costelas de silica
proeminentes, ao longo de todo o comprimento valvar, as quais se fusionam em uma ponta Unica,
nas extremidades da valva. Setenta e quatro amostras de material perifitico foram coletadas em 29
pontos de amostragem, situados entre 897 e 1119 metros de altitude, nos anos de 2013 e 2014.
Riachos e caixas coletoras foram selecionados na regido dos mananciais da serra, municipio de
Piraquara, estado do Parand. Os substratos amostrados foram seixos, filidios de bridfitas,
sedimento de areia, além de substratos subaéreos Umidos. Dados abidticos da agua foram
coletados: pH, condutividade (uS-1/cm) e temperatura da agua (°C). As amostras foram fixadas com
solucdo Transeau na proporcéo 1:1 (BICUDO; MENEZES, 2006). Ap6s lavagem e oxidacdo das
amostras, laminas permanentes foram montadas com resina Naphrax® (I.R.: 1,74) para analise dos
exemplares sob microscopia 6ptica (MO). llustracBes fotogréaficas das espécies encontradas foram
obtidas em microscoépio Optico com camera de captura acoplada. Parte do material oxidado foi
depositado e seco sobre suportes de aluminio, metalizado com ouro para registro da ultraestrutura
da fristula das espécies. As analises foram realizadas em microscépio eletrénico de varredura
JEOL JSM 6360, no Centro de Microscopia Eletronica da UFPR.

Palavras-chave: Bacillariophyta, diatomaceas, perifiton, pristino, taxonomia



24

Identificacéo de peptideos ICK e de isoformas de uma proteina homoéloga

a alérgenos em aranhas do género Loxosceles
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O veneno das aranhas do género Loxosceles é composto por uma mistura de toxinas que,
sinergicamente, causam o conjunto de sinais e sintomas denominado Loxoscelismo. O estudo do
transcriptoma da glandula produtora de veneno de L. intermedia mostrou que mais de 50% das
sequéncias codificantes de toxinas estéo relacionadas a peptideos inseticidas da familia ICK. Esses
peptideos sdo caracterizados por possuirem baixa massa molecular (5,6-7,9 kDa) e 10 residuos de
cisteina, os quais estabelecem um arranjo estrutural tipico de pontes dissulfeto intracadeia
denominado “no de cistina inibidor” (ICK). O estudo do transcriptoma mencionado também revelou
a presencga de uma molécula com identidade semelhante a alérgenos presentes em formigas (Loxi
i 1), correspondendo a 0,2% dos transcritos. O objetivo deste trabalho foi identificar sequéncias
relacionadas aos peptideos ICK e alérgenos presentes no veneno de duas espécies do género
Loxosceles - L. laeta e L. gaucho. A andlise em SDS-PAGE dos perfis dos venenos dessas espécies
revelou grande similaridade protéica, incluindo a presenca de uma banda correspondente a massa
esperada para os peptideos ICK. A obtencéo das sequéncias codificadoras dos peptideos ICK e da
Loxi i 1 dos venenos de L. gaucho e L. laeta foram obtidas através da extracédo das glandulas de
veneno, purificacdo do RNA total, RT-PCR, clonagem e sequenciamento. As sequéncias
identificadas dos peptideos ICK para L. laeta e L. gaucho apresentaram alta identidade quando
comparadas as sequéncias ja descritas para L. intermedia, com os 10 residuos de cisteinas em
posicbes conservadas. Em L. gaucho, algumas sequéncias mostraram-se idénticas as de L.
intermedia. Para o alérgeno as sequéncias encontradas nas duas espécies se mostraram altamente
conservadas quando comparadas a de L. intermedia, diferindo em dois aminoacidos. Em L. gaucho
uma sequéncia obteve 100% de identidade com a de L. intermedia. A maior similaridade dessas
sequéncias entre L. intermedia e L. gaucho sugere uma relagéo filogenética mais préxima entre
essas duas espécies. Este estudo demonstrou pela primeira vez sequéncias codificantes de
peptideos ICK e do alérgeno em outras duas espécies de Loxosceles. A identificacdo dessas
moléculas constitui a etapa inicial para producéo e aplicagéo biotecnoldgica ou terapéutica dessas
toxinas.

Palavras-chave: Loxosceles, alérgeno, peptideos ICK, sequenciamento
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InibicAo de autofagia potencializa o efeito citotoxico do

hexahidroxitrifenileno em células de glioblastoma humano
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Os glioblastomas (GBM) séo tumores do sistema nervoso central derivados dos astrécitos. Devido
a elevada agressividade, os GBM apresentam mecanismos de resisténcia que evadem a
terapéutica atual baseada no uso do quimioterapico temozolomida seguido de ciclos de radioterapia.
Entre os mecanismos de resisténcia, destaca-se a autofagia, processo catabdlico conservado
evolutivamente e que promove 0 sequestro e subsequiiente degradacdo de componentes celulares
gue comprometem a homeostasia celular. No contexto dos gliomas esse processo celular tem
contribuido no desenvolvimento do tumor. Dessa forma, novas abordagens terapéuticas séo
necessarias. Tendo em vista que o0 nosso grupo tem explorado a agcdo do hexahidroxitrifenileno
(HHTP), um derivado de catecol citotéxico em células tumorais, e que a hidroxicloroquina (HCQ) é
um agente inibidor do processo autofagico, o objetivo desse trabalho é avaliar o efeito citotdxico do
tratamento combinado do HHTP com a HCQ em modelo de glioma humano. Para isso, células da
linhagem U87MG foram tratadas com HHTP nas concentragdes de 10, 25 e 50 uM por 12, 24 e 48
horas. Em 12 horas, o tratamento ndo promoveu diferenca significativa de citotoxicidade com
relacdo ao controle, seja com o HHTP isolado ou combinado a HCQ. Em 24 horas, quando utilizado
o tratamento isolado de HHTP observou-se diminuigéo na viabilidade celular em 21% e 42% para
as concentracdes de 25 e 50 uM, respectivamente. O efeito citotoxico do foi ainda mais evidente no
tempo de 48 horas, promovendo diminuicdo da viabilidade celular em 37%, 42%, 57% para as
concentracdes de 10, 25 e 50 uM. O tratamento combinado de HHTP com a HCQ (25 pM) mostrou
efeito citotoxico ainda mais pronunciado com diminui¢cdes de viabilidade de 66%, 78% e 85% nas
concentracoes de 10, 25 e 50 uM de HHTP. Esses dados mostram que a inibicdo de autofagia
potencializa a agao citotéxica promovida pelo HHTP e sugerem que a inibi¢cdo da autofagia é uma
importante alternativa as atuais terapias, uma vez que o potencial terapéutico da modulagéo da
autofagia no tratamento de gliomas, sobretudo glioblastomas, tem sido destacado em estudos de
fase clinica que corroboram nossos achados in vitro.
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Instrumentacdo endodontica de dentes de cdes com limas rotatorias

Protaper®
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A doencga bucal mais prevalente em animais domésticos é a doenca periodontal. A mesma &
causada pelo acumulo de biofilme bacteriano sobre a superficie dentéria na falta de higienizacgao.
A doenca pode evoluir e afetar a polpa dentaria, o que leva ao tratamento endoddntico do canal
radicular, sempre demorado e oneroso. O desenvolvimento de ligas de niquel titdnio revolucionaram
a terapia endodontica, uma vez que essas ligas apresentam grande flexibilidade e foram utilizadas
para o desenvolvimento de limas rotatérias automatizadas, as quais possibilitam diminuir o tempo
operatorio e, consequentemente, o risco anestésico para o paciente. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia de limas rotatorias automatizadas na modelagem de canais radiculares de
dentes incisivos e caninos de cdes. Foram selecionados 40 dentes recém-extraidos devido a
doenca periodontal obtidos junto a Clinica Veterinaria Odontocdo. Antes da modelagem dos canais
foram realizadas radiografias mesio-distais para determinar o comprimento de trabalho utilizado. O
acesso endoddntico foi realizado com uma broca esférica 1014 e a modelagem do canal radicular
foi efetuada com limas rotatérias ProTaper® SX, S1 e S2 seguidas pelas limas F1 e F2, se
necessario. Entre as limas, o canal radicular foi irrigado com hipoclorito de sédio (5 ml) e EDTA
como solucao irrigadora final. Uma radiografia final foi realizada ap6s o procedimento. Dentro das
limitacbes deste estudo, observou-se uma remocéo significativa de dentina do canal radicular
evidenciando a eficiéncia das limas na modelagem do canal. Os tercos cervical, médio e apical
foram modelados de maneira homogénea. Estudos futuros deverdo buscar informacdes sobre a
adequada desinfeccdo do canal radicular, bem como investigar o enfraquecimento das paredes
internas do canal radicular.

Palavras-chave: endodontia, canais radiculares, limas endodonticas.
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R.K.; Veiga, S.S.

Laboratorio de Matriz Extracelular e Biotecnologia de Venenos

E-mail: larissavuitika@hotmail.com

Os membros da familia das fosfolipases D, também referidas como toxinas dermonecréticas, estao
entre as moléculas mais bem estudadas presentes no veneno de aranhas-marrons do género
Loxosceles. Estas toxinas sdo biologicamente ativas, uma vez que induzem dermonecrose,
resposta inflamatoria exacerbada, agregacao plaguetaria, hemolise e insuficiéncia renal aguda.
Apesar da sua importancia biomédica, o papel dos residuos de aminoacidos abrangendo a interface
catalitica na atividade das fosfolipases D e seus efeitos biol6gicos ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Para abordar esta questdo, foi realizada uma investigagdo mutacional e funcional
utilizando a isoforma LiRecDT1 (primeira isoforma de fosfolipase D identificada de Loxosceles
intermedia) como modelo. As formas mutadas H12A, H12A-H47A e E32A-D34A (sitio catalitico),
C53A-C201A (ponte dissulfeto adicional), K93A, Y228A e W230A (ligacao ao substrato lipidico) e
G96A (controle) foram produzidos em modelos heter6logos e purificados. Todas as variantes
mutantes foram reconhecidas pelos anticorpos policlonais anti-veneno total e anti-LiRecDT1,
mostrando que mantiveram 0s epitopos imunogénicos conservados. Além disso, observamos que
a conformacéo das variantes mutantes permaneceu semelhante a isoforma original, mostrada pelo
dicroismo circular (CD) e calorimetria diferencial de varredura (DSC). As variantes H12A, H12A-
H47A e E32A-D34A apresentaram atividade fosfolipasica, hemolitica, alteracao da permeabilidade
vascular e dermonecrética diminuidas para valores residuais, reforcando a participacao desses
residuos na atividade catalitica. O maior destaque foi para a mutacdo no residuo Y228, que se
mostrou igualmente importante para as atividades bioquimicas e biologicas, indicando um papel
essencial no reconhecimento e ligagdo ao substrato. Por outro lado, a variante mutante C53A-
C201A (mutacdo que suprime a ponte dissulfeto adicional nas fosfolipases D de classe IlI) ndo
bloqueou a atividade fosfolipasica, hemolitica, permeabilidade vascular e dermonecrética em
comparagéo com a LiRecDT1. Estes resultados confirmam os determinantes estruturais envolvidos
com as atividades biologicas das fosfolipases D do veneno de aranhas-marrons, abrindo portas
para pesquisas de estrutura/funcéo por método de cristalografia, estudos de vias sinalizacao celular
e mediadores pro-inflamatérios, e também na prospeccao de inibidores moleculares especificos
para estas enzimas.
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Modelo de insuficiéncia venosa e cicatrizacao de ulceras em ratos Wistar
Araujo, D.N; Ribeiro, C.T.D; Santos, E.N; Veiga, A.T; Fogaca, R.T. H; Dias, F.A.L.

Laboratério de células excitaveis

A insuficiéncia venosa é uma doenca caracterizada por altera¢des do retorno venoso por conta de
obstrucdes e refluxo sanguineo. Os vasos apresentam alteragbes morfolégicas, que levam a
manifestacdes clinicas nos membros inferiores e pode levar, em um nivel mais grave, a formagéo
de Ulcera venosa, que é uma ferida de dificil cicatrizacao e que traz prejuizos a qualidade de vida
das pessoas, além de possuir uma alta taxa recidiva. O objetivo desse estudo foi avaliar a
cicatrizacao de ulceras em um modelo de inducdo de insuficiéncia venosa. Para isso, 18 ratos
Wistar, com peso acima de 250 gramas, foram divididos em trés grupos, um grupo controle somente
com a ulcera (UC, n=6), um grupo com cirurgia de insuficiéncia venosa e ulcera (IVC, n=6), e um
grupo com a cirurgia de insuficiéncia venosa e Ulcera com aplicacdo de laser (L, n=6). A cirurgia de
inducéo de insuficiéncia venosa consistiu em fazer uma ocluséo por ligadura na veia femoral do
animal dificultando o fluxo sanguineo, dez dias ap0s a cirurgia foi realizada uma incisdo com tesoura
em formato circular com aproximadamente 3 cm?2 de area no dorso da pata traseira que estava com
insuficiéncia venosa para formacdo da Ulcera. As Ulceras foram fotografadas nos dias 1 e 3 e
posteriormente foi calculada a razdo de cicatrizagdo (%) comparando com o dia 0 no software
ImageJ. Como resultados, 0s grupos apresentaram as seguintes razdes de cicatrizagdo
(médiaxDP): controle Ulcera: dia 1 (47,1%z=11,3), dia 3 (70%=8,3); controle IVC dia 1 (31,2%z5,5),
dia 3 (64,8%+3,7); laser dia 1 (20,6%+14,4) e dia 3 (56,6%+10,6). O grupo controle Ulcera
apresentou razdo de cicatrizacdo maior no dia 1 comparado aos grupos Laser e controle IVC
(p<0,05; ANOVA). Dessa maneira, podemos afirmar que a cirurgia de insuficiéncia venosa atrasa a
cicatrizacao de uUlceras em ratos nas primeiras 24h, demonstrando que a cirurgia pode ser um bom
modelo de insuficiéncia venosa.

Palavras-chave: cicatrizagdo, insuficiéncia venosa, Ulcera
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O Carbonato de Sevelamer reduz a inflamacdo em células endoteliais

humanas expostas aos produtos de glicacao avancada (AGESs)

Gregorio, P.C.; Favretto, G.; Sassaki, G.; Cunha, R.; Becker-Finco, A.; Pecoits-Filho, R;
Souza, W.M.; Barreto, F.C.; Stinghen, A.E.M.

LabNefro - Laboratério de Nefrologia Experimental

E-mail: paulocezargregorio@gmail.com

INTRODUCAO: Os AGEs s&o toxinas urémicas envolvidas na disfuncdo endotelial e doenca
cardiovascular na doenca renal crénica (DRC). O Sevelamer, um quelante de fosforo que nao
contém calcio nem metal, possui propriedades pleiotrépicas e anti-inflamatérias, possivelmente
devido ao efeito quelante sobre outras toxinas urémicas. OBJETIVO: Avaliar o efeito in vitro do
Sevelamer na disfuncéo endotelial causada por AGEs em células endoteliais humanas. METODOS:
Os AGEs foram preparados por glicacdo da albumina e caracterizados por absorbancia e
eletroforese em gel de poliacrilamida. A fim de excluir a contaminagdo dos AGEs sintetizados, 0s
niveis de endotoxinas, foram mensurados pelo método de Limulus Amebocyte Lysate (LAL). As
células endoteliais humanas foram incubadas em meio de cultura contendo AGEs (0,2 mg/mL) com
ou sem Sevelamer (3%). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os niveis de IL-8
foram avaliados pelo método de ELISA no sobrenadante celular. A expressédo de receptor para
AGEs (RAGE) foi avaliada por imunocitoquimica e Western blot. A propriedade quimiotatica do
sobrenadante celular, ap6s a exposicdo aos AGEs com ou sem Sevelamer, foi avaliada em modelo
de mondcitos humanos (células U-937) por meio do ensaio de migracdo celular com auxilio da
camara de Boyden. RESULTADOS: A viabilidade celular n&o foi afetada pela exposi¢cado aos AGEs
ou ao Sevelamer. A expresséo de RAGE foi induzida pelos AGEs (P<0,005 vs controle); e diminuida
pelo tratamento com Sevelamer (P<0,05 vs AGEs isoladamente). Os niveis de IL-8 aumentaram
significativamente apo6s 6h de tratamento com AGEs (P<0,005 vs grupo controle) assim como apds
a exposicao conjunta AGEs mais Sevelamer (P<0,05 vs AGES isoladamente). A quimiotaxia de
monacitos induzida pelo sobrenadante de células endoteliais foi significativamente maior com a
exposicao aos AGEs (P<0,05 vs grupo controle), enquanto que o Sevelamer foi capaz de reduzi-la
(P<0,05 vs AGEs isoladamente). CONCLUSOES: Nossos resultados sugerem que o Sevelamer é
capaz de se ligar in vitro a outras toxinas urémicas além do Pi, tais como os AGEs. Essa acao
guelante adicional pode ser uma das responsaveis pelo efeito pleiotropico dessa medicacéo, o que,
por sua vez, pode contribuir para um efeito benéfico sobre o sistema cardiovascular.

Palavras-chave: Doenca renal crénica, Disfuncéo endotelial, AGEs, Carbonato de sevelamer, IL-
8, RAGE
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Padronizacdo do meétodo "hanging drop" para enriquecimento da

populacéo de células tronco de glioma humano
Bark, J.M.; Silva, M.M., Mottin, S.S., Cruz, O.M.; Ribeiro, C.S.P.; Winnischofer, S.M.B.

Laboratério de Oxidagdes Bioldgicas, UFPR

Gliomas sdo os tumores mais comuns derivados do Sistema Nervoso Central. Dentre seus tipos, 0
glioblastoma multiforme (GBM) € o0 mais agressivo e que apresenta pior prognaéstico.
Frequentemente, GBMs sao resistentes as terapias convencionais, apresentando altas taxas de
recorréncia, o que pode ser justificado pela presenca das CSCs (Cancer Stem Cells). Essas células
possuem propriedades como auto-renovacdo e habilidade para se diferenciar em multiplas
linhagens. Uma das formas para isolar as CSCs de GBM pode ser feita através do uso de condic¢des
de cultivo desenvolvidos originalmente para células tronco neurais normais. Estas crescem in vitro
como agregados de células, formando neuroesferas, através do cultivo em substratos nao
aderentes, meios de cultura definidos, crescimento em constante movimento e ainda por meio das
hanging drops. A técnica de hanging drop baseia-se no cultivo das células que ficam suspensas em
uma tampa de placa de cultura devido a tensao superficial, entdo a gravidade induz a agregacao
de células, formando um esferoide. Essa técnica possui vantagens, como a facilidade de cultivo,
baixo custo e a possibilidade de controle de tamanho das esferas. Com o objetivo de padronizar
essa metodologia de cultivo e verificar se ha um enriqguecimento em CSCs, utilizou-se a linhagem
de glioma humano U87MG, cultivada em diferentes quantidades de células em diferentes volumes
de gota, por diferentes tempos e meios de cultivo (com e sem soro). Observou-se que apés 72h de
cultivo em hanging drop a formacgéo de agregado ocorreu apenas nas condigdes com soro, sendo
gue nas condi¢cdes sem soro as ceélulas ficaram dispersas no meio. Ao analisar o tamanho das
esferas formadas, as quantidades de 20, 40 e 60 células/gota foram descartadas. J4 as quantidades
de 80, 100 e 200 células/gota formaram esferoides com didmetro entre 100-200um, sendo um
tamanho considerado satisfatério. Apés 72 horas de cultivo em hanging drop as gotas foram
realocadas em uma placa recoberta com Polyhema por 120h. Nessas condicbes houve um
crescimento em média de 82,94um e 76,88um nas esferas de 100 e 200 células, respectivamente.
Nossos resultados mostram a efetiva padronizagdo da metodologia hanging drops, sendo
promissora para o cultivo das CSCs de GBM.

Palavras-chave: células tronco tumorais, glioma, hanging drops
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Plataforma didatica de ensino a distancia — biomoodle como recurso

didatico no ensino de anatomia de animais domeésticos
Silva, J.E.M.; Pereira, J.F.S.; Torres, M.F.; Guimaraes, A.T.B.; Leal Jr, A.R.; Filus, A.

Departamento de anatomia

E-mail: alefilus@hotmail.com

Plataformas de educacdo a distancia (EaD) sao utilizadas como ferramentas didaticas no
aprendizado dos contetdos programaticos de disciplinas curriculares. O objetivo deste estudo foi
caracterizar a utilizacdo da plataforma Bio Moodle empregada como recurso pedagdgico para o
ensino de Anatomia dos Animais Domésticos para académicos do primeiro periodo do Curso de
Agronomia. Foram elaboradas 4 questdes objetivas, com 3 alternativas cada, respondidas de forma
voluntéria e anbnima. Foram obtidos 88 questiondrios analisados pelo teste Qui-quadrado
considerando-se um nivel de significAncia de 5%. Na primeira questdo, quanto a facilidade do
acesso ao BioMoodle, 67% dos académicos consideraram o acesso “Facil”, 28% “Confuso” e 3%
“Dificil”. A segunda questdo, referente a frequéncia da utilizacdo da plataforma, 58% dos
académicos responderam utilizar “Razoavelmente”, 31% “Integralmente” e 11% “Nunca utilizaram”.
Nessas duas questdes, houve diferenca estatistica (p<0,0001) entre todas as alternativas. Na
terceira questao, referente ao recurso tecnolégico utilizado para o acesso a plataforma, 79,5%
responderam que o0 acesso é realizado por meio de “computador”, 20,5% por “Smartphone” e 8%
por “Tablet”. A utilizagdo de computador diferiu estatisticamente (p<0,0001) em relacdo a
smartphones e tablets, enquanto os acessos por smartphones e tablets ndo foram estatisticamente
diferentes (p>0,05). A Ultima questdo, referente a influéncia da utilizacdo do Bio Moodle sobre o
rendimento académico, 85% dos alunos indicaram que a utilizagdo da plataforma “Ajudou a
melhorar”, 6% responderam que “Nao influenciou”, enquanto 7% assinalaram “Nao utilizo o
BioMoodle”. Esses resultados revelaram diferenga estatistica (p<0,0001) sobre a influéncia positiva
da utilizagdo da plataforma na formacdo do aluno na disciplina, enquanto ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre “Néo influenciou” e “Nao utilizo o BioMoodle” . A primeira questao nao foi
respondida por 1%, enquanto a terceira e a quarta questdes nao foram respondidas por 2% dos
académicos. Concluimos que a utilizacdo da plataforma Bio Moodle foi caracterizada pelos
académicos de Agronomia na disciplina de Anatomia dos Animais Domésticos como sendo de facil
acesso, utilizada razoavelmente por meio de computador e influenciou positivamente o rendimento
académico. Esse estudo permite avaliar a utilizacdo do Moodle na formacdo académica como
suporte pedagogico, estimulando a aplicagdo da EaD na disciplina de Anatomia dos Animais
Domeésticos pelos professores e a atuagcdo dos monitores como tutores nesta pratica pedagogica.

Palavras-chave: Anatomia Animal, BioMoodle, Ensino
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Producdo e avaliacdo funcional de proteinas moduladoras da via de

sinalizagcdo Wnt com potencial terapéutico
Schwarzer, A.C.A.P.; Carneiro, F.R.G.; Zanchin, N.I.T.

Laboratoério de Protedbmica e Engenharia de Proteinas

E-mail: anaschwarzer@gmail.com

Wnt consiste numa ampla familia de glicoproteinas sinalizadoras secretadas envolvidas em diversos
processos da embriogénese e homeostase de tecidos adultos, como especificacdo dos eixos de
simetria, morfogénese dos membros laterais, tumorigénese, metastase, diferenciacao, senescéncia
e morte celular. Dentre as inmeras patologias resultantes da desregulacao das vias Wnt destacam-
se diversos tipos de cancer, incluindo as leucemias. A ativacéo e repressao da sinalizagcdo Wnt sédo
determinadas pelas interacbes destas proteinas com diferentes receptores de membrana e
moduladores secretados, como DKK1 e SFRP2, os quais podem exercer papel fundamental no
desenvolvimento ou supressao tumoral de acordo com o contexto celular. Neste projeto foram
desenvolvidos sistemas de expressdo para as proteinas humanas DKK1 e SFRP2 a partir de
linhagens celulares de mamiferos, objetivando a obtengdo de proteinas ativas para posterior
caracterizacdo funcional. Para tanto, os cDNAs de DKK1 e SFRP2 contendo uma cauda de
histidinas na extremidade C-terminal foram subclonados no vetor pIRES2-EGFP (Clontech), que
permite a expressao da proteina de interesse e EGFP em um Unico mRNA bicistrénico, mas com
traducao independente; e em versdes modificadas no nosso laboratério do vetor pcDNA™3.1
(Invitrogen®), contendo cassetes de expressao distintos para a proteina de interesse e EGFP.
Células HEK293T foram transfectadas por lipossomo e analisadas por microscopia de fluorescéncia
guanto a expressao de EGFP, utilizada como gene marcador. A expresséo transiente de SFRP2 foi
avaliada 24 h, 48 h, 72 h e 96 h ap6s a transfeccéo. Purificagfes desta proteina por cromatografia
de afinidade foram realizadas utilizando a resina Ni-NTA Superflow (QIAGEN®), além de um
sistema de cromatografia automatizado com a coluna HisTrap FF Crude (GE Healthcare). Os niveis
de expressao a partir de ambos os plasmideos foram comparados por SDS-PAGE e Western blot.
Ambos os vetores mostraram-se eficientes para a expressao de SFRP2; entretanto, os maiores
niveis desta proteina foram obtidos entre 48 h e 72 h apés a transfeccdo com o vetor bicistrénico
pIRES2-EGFP. A otimizacao da expressao e dos protocolos de purificacdo estd em andamento para
possibilitar a utilizacdo de SFRP2 em posteriores ensaios funcionais.

Palavras-chave: sinalizagdo Wnt, sfrp2, moduladores, sistemas de expressao, purificacao
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Sinvastatina induz o processo autofagico em células de melanoma

humano metastatico: Potencial acédo na resisténcia tumoral
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O melanoma é um tipo de cancer de pele com baixa incidéncia, porém muito agressivo e com alto
indice de mortalidade. Um dos desafios da terapéutica atual é o processo de resisténcia, o qual
torna células tumorais tolerantes a citotoxicidade do farmaco e/ou ativa mecanismos de
sobrevivéncia celular. Esses fatos enfatizam a necessidade da busca por alternativas de tratamento.
A sinvastatina tem acdo antitumoral, capaz de induzir apoptose, parada do ciclo celular e modular
a autofagia em diversas linhagens tumorais. Neste trabalho buscou-se avaliar o efeito da
sinvastatina na modulagdo da autofagia em células de melanoma metastatico humano da linhagem
WMB9. Nossos resultados mostram que a sinvastatina reduziu a viabilidade das células WM9 de
forma dependente da concentracdo, atingindo 53,5% e 90,3% apoOs tratamento por 72 h nas
concentracdes de 1 e 5 pM, respectivamente. A reducdo de viabilidade foi acompanhada por
aumento no indice autofagico (2,5 unidades) para o tratamento com 5 UM de sinvastatina e aumento
da quantidade de células na fase GO-G1 do ciclo celular. O co-tratamento de sinvastatina com
hidroxicloroquina (um inibidor de autofagia) bloqueou efetivamente a autofagia, com concomitante
aumento da sensibilidade das células WM9 aos efeitos citotdéxicos da sinvastatina, atingindo uma
reducdo de viabilidade de 97% com a combinacdo de hidroxicloroquina (25uM) e sinvastatina (5
pM) e aumento da quantidade de células com DNA fragmentado (18,4%). Foram avaliados os
marcadores de autofagia LC3-I/ll e p62. Observou-se niveis aumentados da expressao de LC3-I/II
proporcional ao aumento da concentracdo de sinvastatina e concomitante redugédo dos niveis de
proteina p62. Com a autofagia inibida, a expressao de LC3-I/Il foi diminuida e os niveis de p62 néo
foram alterados. Ainda, a superexpressao da proteina GFP-LC3-mCherry em células WM9
possibilitou a deteccdo do aumento de vacuolos fluorescentes concomitante com o aumento da
concentragcdo de sinvastatina utilizada. Juntos, esses dados indicam que o tratamento com
sinvastatina é capaz de induzir autofagia de maneira concentracao-dependente, sendo este um
mecanismo de resisténcia em modelo de melanoma humano. Independente do aumento no fluxo
autofagico a sinvastatina foi citotdxica, tornando interessante a possibilidade de ser utilizada como
um agente terapéutico alternativo e/ou adjuvante ao uso de guimioterapicos.
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Taxonomia e distribuicdo de Minidiscus (Bacillariophyta) no sul do Brasil
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O género Minidiscus Hasle é um dos menores géneros de diatomaceas marinhas conhecidas, cujas
dimens@es nado ultrapassam 10 pum de didametro. A espécie Minidiscus trioculatus (F.J.R. Taylor)
Hasle foi a primeira espécie descrita, proveniente do Oceano Indico. Atualmente, sdo reconhecidos
10 representantes do género, distribuindo-se em oito espécies, duas variedades e uma forma,
distintas morfologicamente entre si através da disposi¢ao das estrias, o tipo de aréola, presenca ou
auséncia de fultopoértulas ou de uma éarea hialina marginal. No Brasil, ha registro de apenas duas
espécies, Minidiscus chilensis Rivera e M. comicus Takano. O material estudado é proveniente de
expedicoes realizadas entre 2006 a 2013 entre os estados da regido Sudeste e Sul do Brasil (Sao
Paulo, Parana e Santa Catarina). Este estudo traz observacées morfoldégicas sob microscopia
eletrénica de transmisséo e distribuicdo das espécies (M. chilensis, M. comicus, M. variabilis var.
variabilis, M. trioculatus var. trioculatus). Registra-se pela primeira vez no Brasil, as espécies M.
trioculatus var. trioculatus (F.J.R.Taylor) Hasle e M. variabilis var. variabilis Kaczmarska.

Palavras-chave: Minidiscus, distribuicdo geogréfica, taxonomia, morfologia
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E.; Ribeiro, E.M.S.F.; Cavalli, I.J.

Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética
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O cancer de mama é o tipo mais comum dos casos de cancer diagnosticados em adultos. Mutagdes
no gene TP53 representam 25% dos casos e geralmente resultam na perda do alelo selvagem e
formagao de uma proteina com fenétipo dominante-negativo. O estudo do gene supressor de tumor
TP53 possibilitou a identificacdo da mutacido R337H TP53 que se caracteriza por codificar uma
histidina no lugar de arginina (R337H), no exon 10 do gene TP53, no dominio de dimerizagao da
proteina p53. Esta mutacdo ocorre em 95% dos pacientes pediatricos portadores de Tumor de
Cortex Adrenal (ATC), em frequéncias elevadas no Sul do Brasil, comparativamente a outras
regides e paises. Em familias portadoras desta mutagao, outros canceres além do ATC tém sido
descritos, em especial na vida adulta, e o cancer de mama é o mais frequente deles sendo
observado em 8,6% das pacientes, enquanto que na populagdo em geral a frequéncia é de 0,3%.
O objetivo principal deste projeto foi verificar a frequéncia da mutacao R337H, em uma amostra de
pacientes portadoras de carcinomas mamarios esporadicos, atendidas no Hospital Nossa Senhora
das Gragas e de Clinicas de Curitiba, PR e no Hospital UOPECCAN (Uniao Oeste Paranaense de
Estudos e Combate ao Cancer, Cascavel-PR). Foram genotipadas 700 pacientes atendidas nos
Hospitais de Curitiba e 150 atendidas na UOPECCAN. Entre as primeiras foram identificadas 11
pacientes heterozigotas para a mutagdo, e na amostra da UOPECCAN, foram identificadas 6
pacientes heterozigotas, com uma frequéncia genotipica em ambas as amostra de 2% e génica de
1%. Dados clinicos e histopatologicos das pacientes utilizadas neste trabalho estdo sendo
disponibilizados pelos médicos das instituicdes para posterior analise estatistica.

Palavras-chave: cancer de mama, TP53, R337H



Analise do numero de copias do gene CCND1 em pacientes portadoras

de carcinomas mamarios com e sem metastases em linfonodos axilares
Jucoski, T.S; Callegari, C.C.F; Lima, R.S; Urban, C.A; Cavalli, I.J; Ribeiro, E.M.S.F.
Laboratério de Citogenética Humana e Onsogenética

E-mail: tayschultz@hotmail.com

O gene CCND1 codifica a proteina ciclina D1, esta localizado no cromossomo 11g13.3 e participa
da regulacdo do ciclo celular. No cancer de mama apresenta-se amplificado em cerca de 15-20%
das pacientes e tem sido sugerido que esta alteracéo tenha significado prognéstico e preditivo no
tratamento de tumores positivos para o receptor de estrogénio. Com o objetivo de avaliar a
importancia do numero de copias deste gene no processo de progressao tumoral, esta analise foi
realizada tomando como parametro inicial a presenca ou auséncia de metastases em linfonodos
axilares e correlacionando os resultados obtidos com outros pardmetros clinico-histopatolégicos
(idade, grau do tumor, status dos receptores hormonais e do oncogene HER2). Métodos: O estudo
foi realizado com 102 amostras de tumores coletados no momento da cirurgia, sendo 68 com e 34
sem metastases em linfonodos axilares. As pacientes eram predominantemente eurodescendentes,
provenientes do Hospital Nossa Senhora das Gracgas, Curitiba, PR. A extracido do DNA dos tumores
foi realizada pelo método de fenol cloroférmio e a analise de alteragcbes do nimero de copias 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. Resultados: Na analise do niumero de cépias do gene em
estudo todas as amostras apresentaram ganho em comparagao com o controle normal (diploide),
porém nao houve diferenga estatisticamente significante ('=0,85 <tc=2,03) entre a média do nimero
de copias das pacientes com metastases (6,41 + 3,68) quando comparada com a média das
pacientes sem metastases (6,20 = 4,84) e também para nenhum dos dados clinicos e
histopatoldgicos analisados. Conclusao: estes dados sugerem que o numero de cépias do gene
CCND1 esta associado com o inicio da carcinogénese mamaria por se mostrar aumentado nas
amostras sem metastase em linfonodo axilar permanecendo aumentado naquelas com metastases.
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Analise do numero de cépias e da expressdo dos genes CDH1 e VIM
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O cancer é uma anormalidade do tecido causada por células que apresentam alteragcbes no DNA
levando a expressao modificada de alguns genes. Essas células cancerosas apresentam um ciclo
celular irregular o que pode conferir a capacidade de crescer descontroladamente e de migrar para
tecidos adjacentes ou distantes, configurando o processo de metastase. Dentre os varios tipos de
cancer, o de mama é o mais frequente em mulheres e que apresenta o maior indice de mortalidade.
Em torno de 90% dos casos de cancer de mama resultam de mutagbes nas células somaticas
enquanto apenas 10% sao hereditarios. A transicao epitelial-mesenquimal (TEM) pode promover o
processo metastatico visto que ela € um evento onde as células epiteliais neoplasicas podem
ganhar caracteristicas mesenquimais como mobilidade. Para isso, uma série de mudangas ocorrem
como alteragbes na expressao e do numero de copias génicas. O gene VIM codifica a vimentina,
uma proteina estrutural do citoesqueleto que contribui para a manutencao da célula. Muitos estudos
demostraram que a superexpressao de VIM é comum em canceres de mama agressivos e esta
relacionada com o desenvolvimento de metastases, se constituindo em um marcador da transicao
epitelial-mesenquimal (TEM). Quando a célula adquire a capacidade de deslocamento, a expressao
de VIM se encontra alterada assim como a de CDH1. Este gene codifica a E-caderina, uma proteina
gue atua na adesao celular das células epiteliais e sua baixa expressédo tem sido correlacionada
com a presenca de metastases, diminuicdo da diferenciacdo do tumor e pior sobrevida. A analise
de expressao génica e de numero de copias dos genes VIM e CDH1 contribuira para o entendimento
da TEM em carcinomas primarios de mama.

Palavras-chave: expressao génica, numero de cépias, vim, cdh1.
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Analise histolégica da artéria aorta de ratos Wistar no processo de
envelhecimento

Balduino, A.S.; Sakamoto, A. A.; Veronez, D.A.L.
Laboratério de Estudos Morfolégicos, Morfométricos e Estereoldgicos

E-mail: djaniraveronez@gmail.com

A artéria aorta esta sujeita a alteracbes morfolégicas durante o processo natural de senescéncia
que podem ocorrer em fungcao de modificagdes fisioldgicas e histolégicas. Diversas pesquisas
demonstram, no envelhecimento, a ocorréncia de espessamento da tunica intima, hipertrofia da
musculatura, fragmentacao da camada elastica, aumento da infiltracéo de leucécitos e alteragédo na
distribuicdo de colagenos tipos | e lll. Tais variagdes histolégicas sao responsaveis por alteragoes
mecanicas, como elasticidade e rigidez da parede da artéria aorta. No entanto, ndo ha relatos na
literatura sobre analise do didmetro vascular. Neste sentido, este trabalho apresenta como objetivo
analisar o processo natural de envelhecimento da artéria aorta de ratos Wistar por meio da analise
histopatoldgica e morfoquantitativa. Foram utilizados 72 ratos da linhagem Wistar, divididos em 6
grupos, com 12 animais cada. No grupo 1, os animais tiveram 3 meses de vida; no 2, 6 meses; 3, 9
meses; 4, 12 meses; 5, 15 meses, € no 6, 18 meses, sendo destinados a eutanasia e, em seguida,
dissecacdo e remocao das artérias aortas para montagem das laminas e execugao das técnicas
histoquimicas, que foram: Hematoxilina e Eosina, Tricomico de Masson e Picrosirius. A artéria aorta
de cada animal foi, devidamente, seccionada na parte descendente para obtencao de 10 cortes
transversais para posterior montagem das laminas histolégicas. As 72 laminas foram escaneadas,
e foi realizada a analise morfoquantitativa pelo software VSViewer. Foi verificada a média e o desvio
padrao de cada grupo, e os resultados principais sdo apresentados a seguir: grupo 1: média
perimetro (MP) = 5,064 mm; média area (MA) = 1,7476 mm?. Grupo 2: MP = 5,1736 mm; MA =
1,9052 mm?2. Grupo 3: MP = 5,566 mm; MA = 2,2114 mm?. Grupo 4: MP =4,7481 mm; MA = 1,5774
mm?. Grupo 5: MP = 5,8775 mm; MA = 2,4618 mm?2. Grupo 6: MP = 5,5319 mm; MA = 2,1861 mm?Z.
Os resultados da analise morfoquantitativa obtidos até o presente momento permitem concluir que
do grupo 1 até o grupo de numero 6, os valores da média do perimetro e da area aumentaram
crescentemente. Portanto, pode-se estimar que, com o avanco da idade as medidas da artéria aorta
aumentam gradativamente.
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Os tumores mamairios triplo negativos (TMTN) representam um grupo de doengas clinicamente e
molecularmente heterogéneo, apresentando incidéncia e resposta ao tratamento variaveis de
acordo com o0s grupos raciais. Esses tumores sdo mais comuns em mulheres jovens de
descendéncia africana, hispanica e latina, nas quais sao geralmente diagnosticadas em estagios
avangados, com doenga nao-localizada. Estudos moleculares demonstraram que as diferencas na
biologia desses tumores em latinas pode ser o principal contribuinte para a alta mortalidade da
doenca. O objetivo principal desse estudo foi identificar a assinatura de expressdo de miRNA
associada com TMTN de pacientes latinas através da integracéo de dados de expressdo de miRNA
e aCGH. Métodos: Amostras parafinizadas de 40 TMTN e 25 nao-TMTN de pacientes latinas obtidas
do Hospital de Clinicas da UFPR foram analisadas quanto expressao de miRNA e aCGH utilizando
as plataformas Nanostring e Agilent SurePrint G3 Human array-CGH respectivamente. Os dados
de miRNA e aCGH obtidos nas mesmas amostras foram diretamente integrados, e algoritmos
combinatérios de predicao de alvos de miRNAs juntamente com softwares de enriquecimento de
vias de sinalizagao e fun¢des bioldgicas foram utilizados para identificar os miRNAs mais relevantes
e seus respectivos genes alvos. Resultados: Foram obtidos duzentos e nove miRNAs
diferencialmente expressos entre as amostras TMTN e ndo-TMTN. Apés a integragao com aCGH,
14 miRNAs apresentaram dados concomitantes e concordantes de alteracbes de numeros de
copias de DNA e expressao de miRNA, resultando em 3800 genes alvos preditos por pelo menos 2
de 3 diferentes algoritmos de predicao de alvos. Uma segunda integracdo com dados obtidos por
aCGH, o numero de genes alvos preditos reduziu para 730 genes, sugerindo que esses genes sao
potencialmente afetados por dois mecanismos de regulagdo (miRNA e alteracdo de numero de
cépias de DNA). Anadlises de bioinformatica identificaram diversas vias de sinalizagédo
potencialmente afetadas pelos miRNAs, incluindo adesao focal, via do PI3K-Akt, e vias relacionadas
a cancer. Analises de interactoma demonstram que os genes alvos dos 14 miRNAs estdo envolvidos
em processos de desenvolvimento tumoral, como angiogénese, proliferagao, transigcdo epitelial-
mesenquimal e apoptose. Conclusao: A analise integrada permitiu a identificagdo de uma assinatura
de expressao de miRNAs associada a TMTN de pacientes latinas e de mecanismos moleculares
que podem resultar na desregulagdo da expressdao de miRNAs e respectivos genes alvos. Esses
resultados contribuem para a identificacdo de alvos moleculares especificos para racas que podem
ser utilizados para desenvolvimento de novos tratamentos para TMTN e para o desenho de estudos
clinicos e intervencgdes clinicas mais apropriadas para mulheres latinas.
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Analise morfométrica de dentes submetidos a tratamento endodéntico
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Com o aumento da presenga e do contato dos animais de companhia dentro dos lares, a percepgao
de doencgas bucais aumentou, entre. A principal doenca bucal é a doenca periodontal que causa
danos a polpa dentaria, sendo necessario tratamento endodéntico. Sendo o objetivo deste trabalho,
analisar a expansao radicular por meio de radiografias. Foram utilizados 40 dentes, com canal Unico
e com comprimento meédio de 21 mm, extraidos de caes com doencga periodontal. Radiografias
foram feitas antes para confirmar a presenca de canal Unico, e depois do tratamento com limas
ProTaper NiTi®. As imagens radiograficas foram analisadas pelo programa /magelLab® e os
resultados obtidos foram tratados pelos teste estatisticos Shapiro-Wilk e Wilcoxon. A analise
morfométrica dos canais radiculares por meio de radiografias demonstrou aumento significativo do
didmetro do canal radicular apés modelagem com limas ProTaper NiTi® permitindo concluir que a
instrumentacgao rotatéria dos canais radiculares de dentes incisivos e caninos de caes foi eficaz para
a limpeza e aumento da area.

Palavras-chave: fratamento endodéntico, doenga periodontal, Analise morfométrica
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O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga na qual os niveis de insulina ou a resposta dos tecidos a
insulina (ou ambos) sdo insuficientes para manter normais os niveis plasmaticos de glicose, o que
causa um fendtipo hiperglicémico. Esta relacionado a varias neuropatias e doencgas
musculoesqueléticas, além de outros sistemas. Atualmente ha poucas pesquisas a respeito da
incidéncia, prevaléncia e fisiopatologia de desordens diafragmaticas causadas por DM. Embora
outras inumeras pesquisas correlacionem o DM com diversas implicagdes neuropaticas e
musculoesqueléticas, neste projeto estamos investigando alteragdes troficas nas fibras musculares
diafragmaticas, grau de fibrose em diafragma e o papel das metaloproteinases 2 e 9 nestas
alteracdes em musculo diafragma de ratos adultos diabéticos estreptozotocina-induzidos, o que a
torna uma pesquisa inovadora. Para estudar essas alteragoes nos musculos diafragmaticos de ratos
adultos diabéticos estreptozotocina-induzidos, foram preparadas laminas histolégicas coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-Sirius Red (PSR). A amostra foi composta por 19 animais, sendo
9 controle e 10 diabéticos. A atividade enzimatica das metaloproteinases 2 e 9 esta sendo
investigada através de zimografia. O resultado da analise estatistica da area de seccgao transversal
média (ASTM) das fibras musculares de ratos do grupo controle comparada aos do grupo diabético
estreptozotocina-induzido, demonstrou que ha uma significativa diferenca de trofismo celular entre
os grupos (valor p = 0,0001). O grupo de animais controle apresentou uma ASTM de 1355,00 ym?
+/- 159,8 um?, enquanto o grupo de animais com DM apresentou um ASTM de 822,5 um? +/- 160,7
um?2. Ja o estudo histologico de diafragma em coloragéo Picro-sirius Red demonstrou que animais
com DM apresentaram maior concentragéo de colageno no musculo diafragmatico com valor p =
0,0068. O grupo de animais controle apresentou concentragdes de colageno médio 7,438% e desvio
padrdo £1,25, enquanto o grupo de ratos diabéticos apresentou concentragdo de colageno medio
10,38% e desvio padrao +2,112. Estes dados apontam evidéncias de que ha efeito distréfico da
diabetes estreptozotocina-induzida sobre o musculo diafragma dos animais. Resta agora determinar
0 papel das metaloproteinases 2 e 9 nesse processo degenerativo e discutir como essas alteracbes
podem interferir na funcionalidade do diafragma e capacidade pulmonar dos individuos.
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O glioblastoma multiforme (GBM) é o que apresenta o maior grau de agressividade dentre os tipos
de glioma, que sao os tumores mais comuns no sistema nervoso central. Estes tumores apresentam
mecanismos de resisténcia que evadem a terapéutica atual baseada no uso do quimioterapico
temozolomida seguido de ciclos de radioterapia. E por isso, sdo necessarias novas abordagens
terapéuticas. Tendo em vista que o nosso grupo tem explorado a acdo do hexahidroxitrifenileno
(HHTP), um derivado de catecol citotéxico em células tumorais, o objetivo desse trabalho é avaliar
os efeitos citotoxicos do tratamento com o HHTP em modelo de glioma humano, com foco na
modulagao dos niveis de espécies reativas de oxigénio. Para isso, utilizaram-se células da linhagem
T98G tratadas com HHTP nas concentracoes de 10, 25 e 50 uM por 12, 24 e 48 horas. Foram
realizados ensaios de citotoxicidade, pelo método de MTT, e analise dos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ROS), por método fluorescente utilizando a sonda DCFH-DA. Os resultados mostram
que apos 12 e 24 horas, o tratamento com HHTP nao promove diferenca significativa no nimero de
células viaveis com relagao ao controle. Ja apdés 48 horas de tratamento , o efeito citotdoxico do
HHTP foi evidente, promovendo redugao do nimero de células viaveis em 14%, 34%, 46% para as
concentragcdoes de 10, 25 e 50 uM de HHTP, respectivamente. Ainda, observou-se que apoés
tratamento com HHTP por 12 horas os niveis de espécies reativas de oxigénio foram aumentados
em 40% somente na maior concentragdo de HHTP utilizada (50 uM). Ja em 48 horas o aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio atingiram 29% e 46% para as concentracdes de 25 e
50uM de HHTP utilizadas. Em conjunto, esses dados mostram que o HHTP promove agao citotéxica
em modelo de glioma humano, pelo menos em parte devido ao aumento dos niveis de espécies
reativas do oxigénio, e sugerem o HHTP como uma alternativa eficaz e/ou adjuvante as atuais
terapias de GBM.

Palavras-chave: Glioma, hexahidroxitrifenileno, morte celular, espécies reativas de oxigénio



Descricao anatémica dos canais radiculares de dentes de caes: revisao

de literatura
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E-mail: cintia.ferraz08@gmail.com

O tratamento endodéntico de dentes de cies esta se tornando muito frequente nas clinicas
veterinarias. O objetivo principal desta terapia é promover a toalete dos canais radiculares por meio
do preparo biomecanico, utilizando instrumentos e soluc¢des irrigadoras. Para atingir esse objetivo
€ de fundamental importancia o conhecimento da anatomia interna do canal radicular uma vez que
os canais radiculares podem apresentar variagdes quanto ao numero, quanto a direcao relativa,
quanto ao aspecto, quanto ao calibre, a seccédo e a acessibilidade. Com a evolugcédo da terapia
endodontica humana e o desenvolvimento de limas automatizadas rotatérias com grande
flexibilidade, o tempo operatério diminuiu significativamente. Nesse sentido, o objetivo deste estudo
foi revisar a literatura buscando informacdes sobre a utilizacdo de limas automatizadas no preparo
do canal radicular de dentes de caes. Para tanto, foram selecionadas palavras-chave veterinary +
dentistry + endodontics + rotary files + dog, na lingua inglesa e na lingua portuguesa, como
descritores a fim de facilitar o processamento da pesquisa bibliografica e o acesso aos artigos
cientificos. Foram consultadas as bases de dados PubMED e Bireme. Os resultados mostram que
os descritores odontologia veterinaria e cao foram encontrados em 785 artigos; endodontia
veterinaria e cao apareceram em 109 artigos; os descritores endodontia veterinaria, cao e limas
rotatérias levou a apenas um artigo cientifico. Os dados obtidos nesta pesquisa mostram que apesar
do significativo nimero de artigos publicados sobre odontologia veterinaria e da ampla utilizagao de
instrumentos rotatérios na odontologia humana, as limas automatizadas ainda sao pouco descritas
e utiizadas na Medicina Veterinaria. Estudos futuros deverdo comprovar que as limas
automatizadas podem diminuir o tempo cirdrgico aumentando a seguranga do paciente veterinario.

Palavras-chave: odontometria, canais radiculares, anatomia, odontologia, veterinaria
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Diatomaceas — panorama das novidades taxonémicas propostas por
pesquisadores do LABFIC/UFPR

Tremarin, P.l.; Ludwig, T.A.V.
Laboratério de Ficologia

E-mail: ptremarin@gmail.com

Diatomaceas sao algas unicelulares microscépicas que geralmente ocorrem em elevada riqueza e
abundancia nos mais diversos tipos de ambientes aquaticos, tanto suspensas na coluna d’agua
quanto aderidas a substratos. Importantes trabalhos taxonémicos sobre diatomaceas foram
realizados pela equipe que atua no laboratério de Ficologia (professores, alunos de graduagao do
curso de Ciéncias Bioldgicas e de pos-graduagdo em Botanica da UFPR). O laboratdrio, fundado
pelo Prof. Dr. Hermes Moreira-Filho, representa uns dos principais centros de referéncia no estudo
de diatomaceas continentais e marinhas do Brasil. Dois novos géneros foram propostos (Margaritum
Moreira-Filho 1968 e Brandinia Fernandes 2007), 22 novas espécies (Triceratium moreirae
Fernandes & Souza-Mosimann 2001, Melosira brandinii Fernandes & Souza-Mosimann 2001,
Brandinia mosimaniae Fernandes & Procopiak 2007, Thalassiosira rudis Tremarin, Ludwig, Becker,
Torgan 2008, Encyonema exuberans Tremarin, Wetzel & Ludwig 2011, Eunotia fuhrmanii Metzeltin
& Tremarin 2011, Aulacoseira brasiliensis Tremarin, Torgan & Ludwig 2012, Aulacoseira calypsi
Tremarin, Torgan & Ludwig 2013, Placoneis itamoemae Straube, Tremarin & Ludwig 2013,
Urosolenia obesa Freire, Tremarin & Ludwig 2013, Eunotia trigona Fuhrmann, Metzeltin & Tremarin
2013, Aulacoseira minuscula Tremarin, Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira pantanalensis Tremarin,
Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira samariana Tremarin, Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira
simoniae Tremarin, Torgan & Ludwig 2014, Aulacoseira veraluciae Tremarin, Torgan & Ludwig
2015, Nupela amabilis Tremarin & Ludwig 2015, Nupela difficilis Straube, Tremarin & Ludwig 2015,
Nupela kociolekii Straibe, Tremarin & Ludwig 2015, Nupela metzeltinii Tremarin & Ludwig 2015,
Nupela praecipuoides Tremarin & Ludwig 2015, Nupela torganiae Tremarin & Ludwig 2015), duas
variedades nao tipicas (Cymbella perpusilla var. moreirae L. Rodrigues 1989, Eunotia
pseudosudetica var. rotundata Cavalcante, Tremarin & Ludwig 2015), além de novas combinacgdes.
Salienta-se que estudos taxondmicos desvendam a diversidade biolégica do planeta e séo
fundamentais para o desenvolvimento de estudos ecoldgicos, filogenéticos, biotecnoldgicos,
paleoambientais, forenses, nanotecnoldgicos e outros.

Palavras-chave: taxonomia, espécies novas, Estado do Parana, Brasil
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Diatomaceas em ambientes carsticos na formacao Bodoquena, Mato
Grosso do Sul

Tusset, E.A.; Tremarin, P.; Ludwig, T.
Laboratério de Ficologia

E-mail: eduardotu7@gmail.com

A formagao carstica de Bodoquena caracteriza-se pela presenga de rios com aguas cristalinas e
tufas carbonaticas. As espécies de diatomaceas que ocorrem nestes ambientes ainda sao pouco
estudadas. Nos realizamos um estudo taxondmico da comunidade de diatomaceas de ambientes
carsticos, através de microscopia 6ptica e eletronica de varredura e transmissao para a visualizagao
da ultraestrutura das frustulas. As coletas foram realizadas nos seguintes corpos d' agua:
Chapeninha, Baia Bonita e Bonito, Olho d'agua, rio da Prata, Perdido e Lagoa Misteriosa, estado
do Mato Grosso do Sul. Cento e cinco taxons infragenéricos de diatomaceas foram determinados
até o momento sendo trinta e sete destes novas citagdes para a regido Centro Oeste. Microscopia
eletrénica de varredura e transmissao tem sido utilizada como ferramenta para desvendar estruturas
pouco visiveis em microscopia optica, auxiliando nas identificagdes. Pelo potencial bioindicador
destas algas siliceas, espera-se encontrar uma comunidade caracteristica de aguas carbonatadas,
transparentes e com pH mais elevado.

Palavras-chave: ambiente I6ticos, Bacillariophyta, carste, Bonito
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Diatomaceas epiliticas respondem a um gradiente temporal apés um

derramamento de 6leos diesel e vegetal no rio Negro, Parana
Matias de Faria, D.; Costin, J.C.; Tremarin, P.l.; Ludwig, T.A.V.
LABFIC

E-mail: matiasdefaria.d@gmail.com

As diatomaceas sao algas mundialmente utilizadas para monitoramento de disturbios e impactos
ambientais. Sao eficientes colonizadoras de substratos e suas estratégias de adesao fornecem
informacodes confiaveis sobre a estrutura do biofilme. As associagdes de diatomaceas que possuem
caracteristicas ecoldgicas similares fornecem fortes relacbes com gradientes ambientais. Neste
estudo nés utilizamos ferramentas biolégicas, as guildas e formas de vida, para acessar a estrutura
da comunidade de diatomaceas apdés um derramamento de 6leos diesel e vegetal no rio Negro,
maior tributario da margem esquerda do rio Iguagu, (PR, Brasil). Antes do acidente (12/07/2004),
amostras de agua e epiliton foram coletadas num ponto entre duas esta¢des de captacéo de agua
para estudo qualitativo. Desta forma, apds o derramamento foram realizadas trés amostragens (P1,
19/09/2004; P2, 03/10/2004; P3, 13/10/2004) no mesmo local (n=9; variagao temporal). Trés seixos
por amostragem foram coletados e o biofilme foi removido e limpo utilizando KMnO4 e HCI. O
derramamento resultou em diminuicdo do pH e da incidéncia de luz devido a redugdo da
profundidade Secchi, e aumento dos sélidos totais. DBO, DQO, nitrito e nitrato também sofreram
aumento. Devido as chuvas, as amostras subsequientes mantiveram altos os valores de sélidos
totais. A comunidade de diatomaceas encontrada antes do derramamento de 6leos apresentou
maior riqueza e diversidade e também maior equidade, e apds o acidente tendéncia a menor
uniformidade. Gradiente temporal de riqueza ocorreu decrescendo significativamente da amostra
P1 (S’ = 46) para amostra P3 (S'= 33). A amostra coletada apds o derramamento de 6leos foi
caracterizada pela motile guild formada por diatomaceas méveis que sédo 6timas competidoras em
ambientes enriquecidos e sombreados. As coletas P2 e P3 foram caracterizadas pela Low-profile
guild que sofreu aumento (65% entre P1 e P2) relacionado a turbuléncia causada pela alta
pluviosidade reduzindo a diversidade da guilda. A High-profile guild compreende espécies que
prevalecem em ambientes enriquecidos e com baixo disturbio e neste estudo contribuiu menos de
17% para a comunidade epilitica, ndo demonstrando variacao temporal. As guildas responderam
satisfatoriamente ao gradiente ambiental encontrado, sendo possivel compreender a dindmica do
sistema observando a composicdo das associacoes de diatomaceas e suas preferéncias
ecologicas.

Palavras-chave: formas de adeséo, guildas, perifiton
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substrato artificial
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As diatomaceas perifiticas sdo importantes produtores primarios e fonte nutricional para
invertebrados em corpos d’agua Iénticos. Sdo capazes de adesao firme ou frouxa a substratos
submersos, por liberagdo de mucilagem. Investigamos as espécies de diatomaceas que
colonizaram substrato artificial para conhecer a composicao das espécies e suas estratégias de
fixagdo, durante um intervalo sucessional pré-estabelecido. O ambiente |éntico selecionado foi o
reservatorio do Piraquara |l regido metropolitana de Curitiba/PR. Laminas de poliestireno foram
utilizadas como substratos artificiais, as quais permaneceram submersas na coluna da 4gua a uma
profundidade de 30 cm, por 30 dias, sendo coletadas diariamente até o sétimo dia e na sequéncia,
em intervalos de 2, 3 e 5 dias. Analise quantitativa foi realizada em cubetas de sedimentagcido, com
material removido dos substratos por raspagem. As formas de fixacao foram documentadas em
microscopia otica e microscopia de varredura. As estratégias mais comuns foram a adesao por
almofadas seguidas pela formagao de pedunculos e posteriormente, as prostradas. As diatomaceas
mais abundantes foram Discostella stelligera e Aulacoseira ambigua, Fragilaria tenera, F. gracilis,
Achnanthidium caledonicum, A. minutissimum, Gomphonema gracilis, Fragilariforma javanica. Nos
primeiros dias de colonizagao registrou-se uma baixa abundancia de individuos, destacando-se
Discostella stelligera e Aulacoseira ambigua ambas consideradas meroplanctonicas. A partir do
segundo dia amostral, as diatomaceas perifiticas com almofadas foram encontradas, seguidas das
pedunculadas e posteriormente das prostradas, ao longo do processo sucessional. Estas
permaneceram até o ultimo dia de amostragem, mas aumentaram em numero de individuos ao
longo do tempo. Dentre os géneros identificados, Fragilaria foi o mais abundante, desde o momento
em que se estabeleceram pela primeira vez no substrato, através de almofadas de mucilagem
secretadas por campo de poros apicais. Estimaram-se alguns fatores abiéticos a fim de caracterizar
0 ambiente: a condutividade variou de 30 a 84 uScm-1, o pH de 8,3 a 8,9 e a temperatura de 18,5
a 25°C.

Palavras-chave: biofilme, perifiton, substrato artificial, sucessao
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Efeito agudo do exercicio intervalado sobre a variabilidade da frequéncia

cardiaca no diabetes melito
Sousa-Neto, E.G.; Rank Filho, C.A.; Cabral, M.V.C_; Dias, F.A.L.; Fogaga, T.R.; Fernandes, L.C.
Laboratério de Fisiologia e Fisiopatologia Cardiovascular
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O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga metabdlica, cuja principal caracteristica € a hiperglicemia,
que pode resultar em desenvolvimento de alteragdes cardiacas graves, acarretando a faléncia
cardiaca e consequentemente danos graves a qualidade de vida. Portanto, este estudo avalia
efeitos agudos do treinamento aerébico intervalado de alta intensidade sobre a variabilidade da
frequéncia cardiaca em ratos diabéticos. Foram implantados eletrodos tipo piercing (no subcutéaneo,
com as pontas externadas e entrelacadas colocados posteriormente e abaixo da linha da inser¢cao
das patas, somando um total de quatro eletrodos). Posteriormente os ratos foram divididos em dois
grupos, um como sendo Diabetes Mellitus induzido por estreptozotocina e outro controle (injecao
de veiculo), a partir da divisdo, dentro de cada grupo havera 2 subgrupos, no grupo diabético, assim
como no grupo controle teremos um subgrupo treinamento continuo (70% da capacidade no teste
de exaustao) e outro subgrupo treinamento intervalado (alterna entre 90% e 50% da capacidade do
teste de exaustdo, com um minuto para cada, para que tenha o mesmo volume de exercicio do
grupo continuo) por 50 minutos diario. Posteriormente a eutanasia, foram dissecados os animais e
coletados coragdes, amostra sanguinea, 0sso, pele e musculos da pata posterior, além de
diafragma para as analises da biologia molecular e histoquimica e de imunofluorescéncia. O
controle autondmico foi avaliado pela analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) obtida
através de eletrocardiograma (ECG) antes e imediatamente apds o exercicio. De acordo com dados
preliminares o exercicio intervalado aparentemente teve efeito negativo sobre a VFC e sobre o
balango simpatovagal. Os animais apresentaram menor frequéncia cardiaca e menor variabilidade
global imediatamente apos o exercicio, devido ao predominio parassimpatico.

Palavras-chave: variabilidade de frequéncia cardiaca, diabetes melito, treinamento intervalado
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Efeito de p-cresol e p-cresil sulfato na expressao do transportador de

anion orgéanico-1 (OAT1) em células vasculares musculares lisas de
coelho (RASM)

Cunha, R.S.; Favretto, G.; Gregério, P.C.; Maciel, R.A.P.; Becker-Finco, A.; Pecoits-Filho, R.;
Stinghen, A.E.M.

Laboratdrio de Nefrologia Experimental
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As toxinas urémicas p-cresol (PC) e seu conjugado p-cresil sulfato (PCS) contribuem para a
progressao de diversas complicagdes clinicas da uremia, como a aterosclerose em pacientes com
doenga renal cronica (DRC). A captacdo de PC e PCS na célula é mediada por proteinas
transportadoras tais como o OAT1, da familia dos transportadores de anions orgénicos (OAT). O
presente estudo avaliou o efeito de PC e PCS na expressao de OAT1 em células vasculares
musculares lisas de coelho (RASM). As células musculares foram tratadas com PC e PCS,
respectivamente, nas concentragdes normal (0,6 e 0,08 mg/L), urémica (20,1 e 1,75 mg/L) e maxima
urémica (40,7 e 2,6 mg/L) por 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, com
ou sem probenecid (Pb) a 2,5 mM, agente uricosurico descrito como inibidor de OATs. A expressao
de OAT1 foi investigada por imunocitoquimica e dot-blot. O tratamento das células com PC diminuiu
significativamente a viabilidade celular nas concentragdes urémica (P<0,05) e maxima urémica
(P<0,0001). O mesmo aconteceu com PCS em todas as concentragdes testadas (P<0,0001).
Quando as células foram tratadas com Pb, a viabilidade celular foi restabelecida (P<0,0001). A
imunocitoquimica demonstrou visualmente uma marcagao positiva para OAT1. O dot-blot mostrou
um aumento significativo de OAT1 no tratamento com PC na concentracdo maxima urémica
(P<0,01) quando comparado ao controle. Dados da literatura demonstram que tanto a camada
intima como a camada média do vaso participam ativamente do processo inflamatério vascular e
da aterogénese. O presente estudo demonstrou que a captacdao de PC e PCS pelas células
musculares se da via OAT1, e que o bloqueio seletivo com Pb pode representar uma estratégia
terapéutica a fim de reverter os eventos deletérios da uremia.

Palavras-chave: foxicidade urémica, p-cresol, p-cresil sulfato
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Souza-Neto, E.G.; Araujo, D.N.; Peixoto, J.V.C.; Capote, A.E.; Dias, F.A.L.; Fogaga, R.T.H.
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O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga metabdlica, cuja principal caracteristica € a hiperglicemia,
que pode resultar em desenvolvimento de alteragdes cardiacas graves, acarretando a faléncia
cardiaca e consequentemente danos graves a qualidade de vida. Portanto, este estudo avalia
efeitos do treinamento aerdbico intervalado de 4 semanas (5 dias por semana) em ratos diabéticos.
Um teste incremental foi realizado antes e apés o treinamento. Foram implantados eletrodos tipo
piercing (no subcutaneo, com as pontas externadas e entrelagadas colocados posteriormente e
abaixo da linha da inser¢c&o das patas, somando um total de quatro eletrodos). Posteriormente os
ratos foram divididos em dois grupos, um com o diabetes melito induzido por estreptozotocina e
outro controle (injecdo de veiculo), a partir da divisdo, dentro de cada grupo havera 3 subgrupos,
no grupo diabético, assim como no grupo controle teremos um subgrupo controle sedentario (CS),
treinamento continuo (70% da capacidade no teste de exaustdo) e outro subgrupo treinamento
intervalado (alterna entre 90% e 50% da capacidade do teste de exaustdo, com um minuto para
cada, para que tenha o mesmo volume de exercicio do grupo continuo) por 50 minutos diarios.
Posteriormente a eutanasia, foram dissecados os animais e coletados coragdes, amostra
sanguinea, 0sso, pele e musculos da pata posterior, além de diafragma para as analises da biologia
molecular e histoquimica e de imunofluorescéncia. O controle autonémico foi avaliado pela analise
da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) obtida através de eletrocardiograma (ECG) através
dos eletrodos implantados. De acordo com dados preliminares nao ha alteracéo consideravel entre
os dias 1d, 15d e Final em relacdo a glicemia. Os ratos DM perderam peso, enquanto os ratos
saudaveis aumentaram. No teste incremental os ratos treinamento intervalado apresentaram
consideravel aumento da capacidade de corrida em relagao aos ratos de exercicio continuo. Houve
um predominio para manutengao ou discreto aumento no SDNN nos animais treinados, exceto para
0 grupo diabéticos treinamento intervalado, sugerindo uma sensivel piora da fungao autondémica.
Em nosso estudo, podemos inferir que o prego para o ganho na fun¢ao de capacidade de corrida
pode ser o prejuizo da fungdo autondmica cardiaca.

Palavras-chave: VFC, DM, Treinamento Intervalado
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Emprego do anticorno mAb 3 no estudo e diagndéstico da ceratite
amebiana

Lima, M.M.W.; Finco, A.B.; Costa, A.O.; De Moura, J.F.; Ramirez, M.; Alvarenga, L.M.
Laboratério de Imunoquimica

E-mail: michelemlweber@gmail.com

Com o aumento do numero de casos clinicos de ceratite amebiana (CA) também aumentou o
interesse médico e estudos envolvendo o género Acanthamoeba. Acanthamoebas sao protozoarios
de vida livre, encontrados em todo mundo e em diversos ambientes. Apresentam duas formas no
seu ciclo de vida, a forma trofozoitica que é favoravel ao seu desenvolvimento e infecgao, e a forma
cistica, adquirida quando o ambiente n&o esta propicio, podendo assim beneficiar a sua
propagacao, resisténcia e a incidéncia da doenga. Sdo denominados anfizéicos, pois s&o
encontrados no ambiente e parasitando o ser humano facultativamente. A relagdo do crescimento
de casos de ceratite amebiana pode estar relacionada com o crescimento do uso de lentes de
contato. Existe uma dificuldade no diagnéstico e tratamento da ceratite amebiana, que € geralmente
confundida com outras doengas, podendo resultar, em alguns casos, na escolha de tratamentos
inadequados. Recentemente nosso grupo produziu um anticorpo monoclonal (mAb3) que
reconhece antigenos presentes em cepas patogénicas, tendo como alvo principal uma proteina de
aproximadamente 130 kDa, que pode se tratar de uma proteina ligadora de manose. Deste modo,
0 objetivo deste estudo € caracterizar os antigenos reconhecidos pelo mAb3 e determinar a sua
associagao com mecanismo de patogenicidade da ceratite amebiana, assim como a produc¢ao de
um fragmento de anticorpo recombinante ligado a fosfatase alcalina (scFv-AP), com finalidades de
uso diagndstico. No presente trabalho a reatividade do mAb 3 com um numero maior de cepas esta
sendo investigado e também a especificidade frente a outros agentes também causadores de
ceratite. Dentro das hipoteses do nosso trabalho tentaremos entre varias cepas de Acanthamoebas
associar a proteina ligadora de manose (alvo sugerido para o mAb3) aos mecanismos de ativacado
e resisténcia a lise pelo complemento, especialmente da via das lectinas. Por outro lado, para uma
confirmacgao da reatividade do mAb foram realizados géis 2D. Até o momento, os resultados obtidos
nos encorajam a dar continuidade ao projeto, tendo em vista a capacidade de reconhecimento
especifico demonstrada pelo mAb3 e a eficiéncia da ativagdo do sistema de complemento com
alguma das cepas estudadas.

Palavras-chave: Acanthamoeba, anticorpo recombinante, sistema complemento
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dermonecrotic toxins of Loxosceles intermedia
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Loxcosceles spiders have a worldwide distribution and are considered one of the most important
medical group of spiders. Envenomation (loxoscelism) can result in degenerative necrotic skin
lesions, kidney failure, hematological disorders and, less commonly, in a systematic iliness that can
be fatal. In Brazil, loxoscelism is a serious public health threat and three prominent species (L.
intermedia, L. gaucho and L. laeta) are responsible for more than 6000 cases of envenomation per
year. There is a wide variance in envenomation profile of patients and diagnosis is difficult due to
the number of diseases that mimic loxoscelism. In addition, no definite therapy has yet been
established and serum therapy has been used clinically since several decades. In such a context, it
is of interest to consider the design of standardized recombinant antibody fragments not only for
diagnosis and specific detection of individual circulating toxins in biological fluids of envenomed
patients but also for venom's neutralization and treatment. We prepared a hybridoma that secretes
an IgG (LiMab7) reacting with L. infermedia venom components of 32-35 kDa. This monoclonal
antibody shows high neutralizing potency for the dermonecrotic activity of the venom. It has now
been re-engineered into colorimetric bifunctional protein consisting in the corresponding single-chain
antibody fragment (scFv) fused to alkaline phosphatase of E. coli. This recombinant fusion protein
can be used for rapid, specific and sensitive immunodetection of L. intermedia toxins. In addition,
antibody LiMab7 has been reformatted into diabody structure with high neutralizing potential. This
work paves the way to the design of well-standardized reagents with high potential for diagnosis and
treatment of envenomed patients.

Palavras-chave: Loxoscelism, recombinant antibody, diagnosis
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Estruturacdo de um banco de dentes caninos no departamento de
anatomia da UFPR

Zattoni, D.F.M.; Torres, M.F.; Gomes, F.G.F.L.R.; Brancher, J.A.; Veronez, D.A.L.; Valduga,
M.I.R.

E-mail: doriezattoni@gmail.com

Recentemente tem se dado maior atencdo as afeccdes orais dos cies. Por esse motivo,
profissionais e académicos buscam aprender mais sobre esta area, fazendo com que o banco de
dentes seja fundamental no fornecimento de material com origem comprovada e seguranga. Isso
possibilita o estudo e pesquisa na area de odontologia veterinaria. O objetivo do presente trabalho
foi gerar um banco de dentes caninos com material de origem comprovada disponivel para pesquisa
e atividades pedagodgicas. A estruturacdo do banco de dentes canino foi possivel através de doagao
feita por uma clinica especializada em odontologia veterinaria. A doagéao foi realizada junto com um
termo de consentimento livre e esclarecido, assinado pelo veterinario responsavel e pelo
proprietario do animal, comprovando a origem do material. Atualmente o banco de dentes conta
com 268 dentes devidamente limpos e separados.

Palavras-chave: Banco de dentes, cdo, odontologia veterinaria, veterinaria, anatomia
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Estudo morfomeétrico e estereolégico da artéria aorta de ratos Wistar no

processo de envelhecimento
Sakamoto, A.A.; Balduino, A.S.; Veronez, D.A.L.
Laboratério de Estudos Morfolégicos, Morfométricos e Estereoldgicos

E-mail: djaniraveronez@gmail.com

O envelhecimento é um processo fisiolégico natural pelo qual todos os seres vivos passam. Como
o0 aumento de idosos na populagdo mundial € um fendmeno cada vez mais comum, € importante
estudar todos os processos relacionados a senescéncia para estabelecer estratégias de promogao
da saude. No sistema cardiovascular, em particular, ha muitas alteragcbes com sintomas clinicos
que podem afetar a autonomia de idosos. O presente estudo visa esclarecer alguns pontos relativos
as alteragdes morfofuncionais que ocorrem no organismo em diferentes fases da vida, em especial
delimitar em que momento e a que velocidade ocorrem, enfatizando ocorréncias na artéria aorta.
Neste sentido, este trabalho apresenta como objetivo analisar o processo natural de envelhecimento
da artéria aorta de ratos Wistar por meio da analise histopatolégica e morfoquantitativa. Foram
utilizados 72 ratos da linhagem Wistar, divididos em 6 grupos, com 12 animais cada. No grupo 1,
0s animais tiveram 3 meses de vida; no 2, 6 meses; 3, 9 meses; 4, 12 meses; 5, 15 meses, e no 6,
18 meses, sendo destinados a eutanasia e, em seguida, dissecagdo e remog¢ao das artérias aortas
para montagem das laminas e execug¢ao das técnicas histoquimicas, que foram: Hematoxilina e
Eosina, Tricobmico de Masson e Picrosirius. A artéria aorta de cada animal foi, devidamente,
seccionada na parte descendente para obtengao de 10 cortes transversais para posterior montagem
das laminas histologicas. As 72 laminas foram escaneadas, e foi realizada a analise
morfoquantitativa pelo software VSViewer. Foi verificada a média e o desvio padrao de cada grupo,
e os resultados principais sdo apresentados a seguir: grupo 1: média perimetro (MP) = 5,064 mm;
média area (MA) = 1,7476 mm?2. Grupo 2: MP = 5,1736 mm; MA = 1,9052 mm?. Grupo 3: MP = 5,566
mm; MA = 2,2114 mm?2. Grupo 4: MP = 4,7481 mm; MA = 1,5774 mm?2. Grupo 5: MP = 5,8775 mm;
MA = 2,4618 mm? Grupo 6: MP = 5,5319 mm; MA = 2,1861 mm?3. Os resultados da analise
morfoquantitativa obtidos até o presente momento permitem concluir que do grupo 1 até o grupo de
numero 6, os valores da média do perimetro e da area aumentaram crescentemente. Portanto,
pode-se estimar que, com o avanco da idade as medidas da artéria aorta aumentam
gradativamente.

Palavras-chave: Artéria aorta, Envelhecimento, Morfometria, Anatomia Clinica
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Estudo morfoquantitativo dos nucleos hipotalamicos paraventricular,
dorsomedial, arqueado, ventromedial e area hipotalamica lateral de ratos

wistar submetidos ao tratamento com imunossupressores tacrolimus e
micofenolato mofetil

Schuh, R.; Matias, J.E.F.; Ramos, E.J.B.;Veronez, D.A.L.

Laboratério de Estudos Morfolégicos, Morfométricos e Estereoldgicos

E-mail: rodrigoanato@gmail.com

Drogas imunossupressoras promovem alteracbes morfofuncionais em nucleos hipotalamicos,
contribuindo para o ganho de peso comumente observado em pacientes pos transplante. A
obesidade tornou-se muito comum apds transplantes, ocorrendo em até 50% desses pacientes pos
transplante, sendo que a média de ganho de peso durante o primeiro ano de transplante € de 10%
do peso inicial. Estudos em pacientes transplantados relatam aumento do tecido adiposo, obesidade
relacionada com dislipidemia, risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, Diabetes
Mellitus pés transplante e perda de massa dssea e/ou muscular. A causa dessas alteracoes pos
transplante muitas vezes € atribuida a melhora da qualidade de vida e ao uso de corticoide.
Entretanto, os efeitos dos imunossupressores sobre os nucleos hipotalamicos, que regulam a
ingestao alimentar, necessitam de estudos. Neste sentido, os objetivos deste projeto sao: elaborar
um estudo estereoldgico de nucleos hipotalamicos envolvidos com a regulagéo da ingesta alimentar
em ratos Wistar submetidos ao tratamento com os imunossupressores, tacrolimus e micofenolato,
comparar a densidade neuronal, volume e numero total de neurénios hipotalamicos entre ratos
Wistar tratados com o0s imunossupressores, observar possiveis alteragdes nos nucleos
hipotalamicos paraventricular, dorsomedial, arqueado, ventromedial e area hipotalamica lateral e
analisar os efeitos morfoquantitativos do tacrolimus e micofenolato no hipotalamo de ratos Wistar.

Palavras-chave: Imunossupressores, Obesidade, Hipotalamo, Estereologia, Anatomia Clinica
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Frustulia (Diatomeae, Bacillariophyceae) em ambientes de baixo impacto

antropico
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E-mail: paulacarolina2712@gmail.com

Diatomaceas sao algas microscopicas eucariontes, unicelulares, encontradas em ambientes
aquaticos ou umidos. Sao consideradas importantes indicadoras ambientais. Espécies e géneros
sao seletivos e indicam o nivel tréfico do sistema, pH, presenca de metais especificos e outras
condicbes da agua. Também demonstram certa especificidade por substratos, tais como bridfitas.
Ambientes com baixo impacto antrépico, ou mesmo pristinos, sao raros, portanto pouco estudados
em relagdo as diatomaceas e carentes de levantamentos floristicos. Realizamos a determinagao
taxonémica de espécies do género Frustulia Rabenhorst da comunidade de diatomaceas perifiticas
em ambientes com baixo impacto antrépico. Foram observadas, descritas e ilustradas vinte e trés
espécies. Costumam crescer solitarias ou em tubos mucilaginosos e sao comuns em aguas
levemente acidas, elevada quantidade de carbono orgéanico e condutividade relativamente baixa. A
principal caracteristica morfolégica do género é a rafe margeada por costelas de silica
proeminentes, ao longo de todo o comprimento valvar, as quais se fusionam em uma ponta unica,
nas extremidades da valva. Setenta e quatro amostras de material perifitico foram coletadas em 29
pontos de amostragem, situados entre 897 e 1119 metros de altitude, nos anos de 2013 e 2014.
Riachos e caixas coletoras foram selecionados na regidao dos mananciais da serra, municipio de
Piraquara, estado do Parana. Os substratos amostrados foram seixos, filidios de bridfitas,
sedimento de areia, além de substratos subaéreos uUmidos. Dados abidticos da agua foram
coletados: pH, condutividade (uS-1/cm) e temperatura da agua (°C). As amostras foram fixadas com
solucado Transeau na proporcao 1:1 (BICUDO; MENEZES, 2006). Apds lavagem e oxidacao das
amostras, laminas permanentes foram montadas com resina Naphrax® (l.R.: 1,74) para analise dos
exemplares sob microscopia optica (MO). llustragbes fotograficas das espécies encontradas foram
obtidas em microscoépio dptico com camera de captura acoplada. Parte do material oxidado foi
depositado e seco sobre suportes de aluminio, metalizado com ouro para registro da ultraestrutura
da frastula das espécies. As analises foram realizadas em microscépio eletrénico de varredura
JEOL JSM 6360, no Centro de Microscopia Eletronica da UFPR.
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Identificagao de peptideos ICK e de isoformas de uma proteina homéloga
a alérgenos em aranhas do género Loxosceles

Justa, H.C.; Matsubara, F.H.; Meissner, G.O.; De Mari, T.L .; Vuitika, L.; Bednaski, A.L.; Boia,
M.F.; Morgon, A.M.; Senff-Ribeiro, A., Veiga, S.S.
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O veneno das aranhas do género Loxosceles € composto por uma mistura de toxinas que,
sinergicamente, causam o conjunto de sinais e sintomas denominado Loxoscelismo. O estudo do
transcriptoma da glandula produtora de veneno de L. intermedia mostrou que mais de 50% das
sequéncias codificantes de toxinas estao relacionadas a peptideos inseticidas da familia ICK. Esses
peptideos séo caracterizados por possuirem baixa massa molecular (5,6-7,9 kDa) e 10 residuos de
cisteina, os quais estabelecem um arranjo estrutural tipico de pontes dissulfeto intracadeia
denominado “no de cistina inibidor” (ICK). O estudo do transcriptoma mencionado também revelou
a presencga de uma molécula com identidade semelhante a alérgenos presentes em formigas (Loxi
i 1), correspondendo a 0,2% dos transcritos. O objetivo deste trabalho foi identificar sequéncias
relacionadas aos peptideos ICK e alérgenos presentes no veneno de duas espécies do género
Loxosceles - L. laeta e L. gaucho. A analise em SDS-PAGE dos perfis dos venenos dessas espécies
revelou grande similaridade protéica, incluindo a presenca de uma banda correspondente a massa
esperada para os peptideos ICK. A obtencao das sequéncias codificadoras dos peptideos ICK e da
Loxi i 1 dos venenos de L. gaucho e L. laeta foram obtidas através da extracdo das glandulas de
veneno, purificagdo do RNA total, RT-PCR, clonagem e sequenciamento. As sequéncias
identificadas dos peptideos ICK para L. laeta e L. gaucho apresentaram alta identidade quando
comparadas as sequéncias ja descritas para L. intermedia, com os 10 residuos de cisteinas em
posicdes conservadas. Em L. gaucho, algumas sequéncias mostraram-se idénticas as de L.
intermedia. Para o alérgeno as sequéncias encontradas nas duas espécies se mostraram altamente
conservadas quando comparadas a de L. infermedia, diferindo em dois aminoacidos. Em L. gaucho
uma sequéncia obteve 100% de identidade com a de L. intermedia. A maior similaridade dessas
sequéncias entre L. intermedia e L. gaucho sugere uma relacao filogenética mais préxima entre
essas duas espécies. Este estudo demonstrou pela primeira vez sequéncias codificantes de
peptideos ICK e do alérgeno em outras duas espécies de Loxosceles. A identificacao dessas
moléculas constitui a etapa inicial para producéo e aplicac&do biotecnolégica ou terapéutica dessas
toxinas.
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Inibicdo de autofagia potencializa o efeito citotéxico do

hexahidroxitrifenileno em células de glioblastoma humano
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Os glioblastomas (GBM) s&do tumores do sistema nervoso central derivados dos astrécitos. Devido
a elevada agressividade, os GBM apresentam mecanismos de resisténcia que evadem a
terapéutica atual baseada no uso do quimioterapico temozolomida seguido de ciclos de radioterapia.
Entre os mecanismos de resisténcia, destaca-se a autofagia, processo catabdlico conservado
evolutivamente e que promove o sequestro e subsequiente degradagao de componentes celulares
que comprometem a homeostasia celular. No contexto dos gliomas esse processo celular tem
contribuido no desenvolvimento do tumor. Dessa forma, novas abordagens terapéuticas sao
necessarias. Tendo em vista que o nosso grupo tem explorado a agao do hexahidroxitrifenileno
(HHTP), um derivado de catecol citotéxico em células tumorais, e que a hidroxicloroquina (HCQ) é
um agente inibidor do processo autofagico, o objetivo desse trabalho é avaliar o efeito citotdxico do
tratamento combinado do HHTP com a HCQ em modelo de glioma humano. Para isso, células da
linhagem U87MG foram tratadas com HHTP nas concentragdes de 10, 25 e 50 uM por 12, 24 e 48
horas. Em 12 horas, o tratamento ndo promoveu diferenga significativa de citotoxicidade com
relacéo ao controle, seja com o HHTP isolado ou combinado a HCQ. Em 24 horas, quando utilizado
o tratamento isolado de HHTP observou-se diminui¢gao na viabilidade celular em 21% e 42% para
as concentragoes de 25 e 50 uM, respectivamente. O efeito citotoxico do foi ainda mais evidente no
tempo de 48 horas, promovendo diminuigdo da viabilidade celular em 37%, 42%, 57% para as
concentracoes de 10, 25 e 50 uM. O tratamento combinado de HHTP com a HCQ (25 uM) mostrou
efeito citotoxico ainda mais pronunciado com diminui¢cdes de viabilidade de 66%, 78% e 85% nas
concentracdes de 10, 25 e 50 yM de HHTP. Esses dados mostram que a inibicdo de autofagia
potencializa a agao citotoxica promovida pelo HHTP e sugerem que a inibicdo da autofagia € uma
importante alternativa as atuais terapias, uma vez que o potencial terapéutico da modulagao da
autofagia no tratamento de gliomas, sobretudo glioblastomas, tem sido destacado em estudos de
fase clinica que corroboram nossos achados in vitro.
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Instrumentacdo endodoéntica de dentes de caes com limas rotatérias

Protaper®
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A doenca bucal mais prevalente em animais domésticos € a doenga periodontal. A mesma é
causada pelo acumulo de biofilme bacteriano sobre a superficie dentaria na falta de higienizacéo.
A doenca pode evoluir e afetar a polpa dentaria, o que leva ao tratamento endoddntico do canal
radicular, sempre demorado e oneroso. O desenvolvimento de ligas de niquel titanio revolucionaram
a terapia endodéntica, uma vez que essas ligas apresentam grande flexibilidade e foram utilizadas
para o desenvolvimento de limas rotatérias automatizadas, as quais possibilitam diminuir o tempo
operatdrio e, consequentemente, o risco anestésico para o paciente. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia de limas rotatorias automatizadas na modelagem de canais radiculares de
dentes incisivos e caninos de caes. Foram selecionados 40 dentes recém-extraidos devido a
doenca periodontal obtidos junto a Clinica Veterinaria Odontocdo. Antes da modelagem dos canais
foram realizadas radiografias mesio-distais para determinar o comprimento de trabalho utilizado. O
acesso endodéntico foi realizado com uma broca esférica 1014 e a modelagem do canal radicular
foi efetuada com limas rotatérias ProTaper® SX, S1 e S2 seguidas pelas limas F1 e F2, se
necessario. Entre as limas, o canal radicular foi irrigado com hipoclorito de sédio (5 ml) e EDTA
como solucao irrigadora final. Uma radiografia final foi realizada apds o procedimento. Dentro das
limitagbes deste estudo, observou-se uma remogao significativa de dentina do canal radicular
evidenciando a eficiéncia das limas na modelagem do canal. Os tercos cervical, médio e apical
foram modelados de maneira homogénea. Estudos futuros deverdo buscar informag¢des sobre a
adequada desinfeccado do canal radicular, bem como investigar o enfraquecimento das paredes
internas do canal radicular.

Palavras-chave: endodontia, canais radiculares, limas endodénticas.
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Mapeamento estrutural do sitio ativo de fosfolipases D presente no

veneno de aranha-marrom (Loxosceles intermedia): caracteristicas
bioquimicas e biolégicas
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Os membros da familia das fosfolipases D, também referidas como toxinas dermonecréticas, estao
entre as moléculas mais bem estudadas presentes no veneno de aranhas-marrons do género
Loxosceles. Estas toxinas sdo biologicamente ativas, uma vez que induzem dermonecrose,
resposta inflamatéria exacerbada, agregagao plaquetaria, hemolise e insuficiéncia renal aguda.
Apesar da sua importancia biomédica, o papel dos residuos de aminoacidos abrangendo a interface
catalitica na atividade das fosfolipases D e seus efeitos biolégicos ainda nio estdo totalmente
esclarecidos. Para abordar esta questao, foi realizada uma investigagdo mutacional e funcional
utilizando a isoforma LiRecDT1 (primeira isoforma de fosfolipase D identificada de Loxosceles
intermedia) como modelo. As formas mutadas H12A, H12A-H47A e E32A-D34A (sitio catalitico),
C53A-C201A (ponte dissulfeto adicional), K93A, Y228A e W230A (ligagao ao substrato lipidico) e
G96A (controle) foram produzidos em modelos heterdlogos e purificados. Todas as variantes
mutantes foram reconhecidas pelos anticorpos policlonais anti-veneno total e anti-LiRecDT1,
mostrando que mantiveram os epitopos imunogénicos conservados. Além disso, observamos que
a conformacéao das variantes mutantes permaneceu semelhante a isoforma original, mostrada pelo
dicroismo circular (CD) e calorimetria diferencial de varredura (DSC). As variantes H12A, H12A-
H47A e E32A-D34A apresentaram atividade fosfolipasica, hemolitica, alteracdo da permeabilidade
vascular e dermonecrotica diminuidas para valores residuais, reforcando a participacdo desses
residuos na atividade catalitica. O maior destaque foi para a mutagdao no residuo Y228, que se
mostrou igualmente importante para as atividades bioquimicas e biolégicas, indicando um papel
essencial no reconhecimento e ligagdo ao substrato. Por outro lado, a variante mutante C53A-
C201A (mutagcédo que suprime a ponte dissulfeto adicional nas fosfolipases D de classe IlI) ndo
bloqueou a atividade fosfolipasica, hemolitica, permeabilidade vascular e dermonecrética em
comparagao com a LiRecDT1. Estes resultados confirmam os determinantes estruturais envolvidos
com as atividades bioldgicas das fosfolipases D do veneno de aranhas-marrons, abrindo portas
para pesquisas de estrutura/fungao por método de cristalografia, estudos de vias sinalizagao celular
e mediadores proé-inflamatorios, e também na prospeccao de inibidores moleculares especificos
para estas enzimas.

Palavras-chave: Loxosceles, fosfolipase D, estrutura, sitio ativo, fenda catalitica



27

Modelo de insuficiéncia venosa e cicatriza¢cao de ulceras em ratos Wistar
Araujo, D.N; Ribeiro, C.T.D; Santos, E.N; Veiga, A.T; Foga¢a, R.T. H; Dias, F.A.L.

Laboratorio de células excitaveis

A insuficiéncia venosa é uma doenca caracterizada por alteragdes do retorno venoso por conta de
obstrugdes e refluxo sanguineo. Os vasos apresentam alteragdes morfologicas, que levam a
manifestacdes clinicas nos membros inferiores e pode levar, em um nivel mais grave, a formacgéao
de ulcera venosa, que € uma ferida de dificil cicatrizacdo e que traz prejuizos a qualidade de vida
das pessoas, além de possuir uma alta taxa recidiva. O objetivo desse estudo foi avaliar a
cicatrizacao de ulceras em um modelo de indugao de insuficiéncia venosa. Para isso, 18 ratos
Wistar, com peso acima de 250 gramas, foram divididos em trés grupos, um grupo controle somente
com a ulcera (UC, n=6), um grupo com cirurgia de insuficiéncia venosa e ulcera (IVC, n=6), e um
grupo com a cirurgia de insuficiéncia venosa e ulcera com aplicacao de laser (L, n=6). A cirurgia de
indugdo de insuficiéncia venosa consistiu em fazer uma ocluséo por ligadura na veia femoral do
animal dificultando o fluxo sanguineo, dez dias apos a cirurgia foi realizada uma incisdo com tesoura
em formato circular com aproximadamente 3 cm? de area no dorso da pata traseira que estava com
insuficiéncia venosa para formagéo da ulcera. As Ulceras foram fotografadas nos dias 1 e 3 e
posteriormente foi calculada a razdo de cicatrizagdo (%) comparando com o dia 0 no software
ImageJ. Como resultados, os grupos apresentaram as seguintes razbes de cicatrizagcao
(médiatDP): controle ulcera: dia 1 (47,1%z11,3), dia 3 (70%=8,3); controle IVC dia 1 (31,2%5,5),
dia 3 (64,8%3,7); laser dia 1 (20,6%%14,4) e dia 3 (56,6%%10,6). O grupo controle Ulcera
apresentou razao de cicatrizacdo maior no dia 1 comparado aos grupos Laser e controle IVC
(p<0,05; ANOVA). Dessa maneira, podemos afirmar que a cirurgia de insuficiéncia venosa atrasa a
cicatrizagao de ulceras em ratos nas primeiras 24h, demonstrando que a cirurgia pode ser um bom
modelo de insuficiéncia venosa.
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O Carbonato de Sevelamer reduz a inflamacao em células endoteliais
humanas expostas aos produtos de glicagcdo avancada (AGEs)
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INTRODUCAO: Os AGEs sdo toxinas urémicas envolvidas na disfungdo endotelial e doenca
cardiovascular na doenga renal crénica (DRC). O Sevelamer, um quelante de fosforo que nao
contém calcio nem metal, possui propriedades pleiotrépicas e anti-inflamatérias, possivelmente
devido ao efeito quelante sobre outras toxinas urémicas. OBJETIVO: Avaliar o efeito in vitro do
Sevelamer na disfuncéo endotelial causada por AGEs em células endoteliais humanas. METODOS:
Os AGEs foram preparados por glicacdo da albumina e caracterizados por absorbancia e
eletroforese em gel de poliacrilamida. A fim de excluir a contaminagdo dos AGEs sintetizados, os
niveis de endotoxinas, foram mensurados pelo método de Limulus Amebocyte Lysate (LAL). As
células endoteliais humanas foram incubadas em meio de cultura contendo AGEs (0,2 mg/mL) com
ou sem Sevelamer (3%). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os niveis de IL-8
foram avaliados pelo método de ELISA no sobrenadante celular. A expressao de receptor para
AGEs (RAGE) foi avaliada por imunocitoquimica e Western blot. A propriedade quimiotatica do
sobrenadante celular, apds a exposi¢cao aos AGEs com ou sem Sevelamer, foi avaliada em modelo
de mondcitos humanos (células U-937) por meio do ensaio de migragao celular com auxilio da
camara de Boyden. RESULTADOS: A viabilidade celular ndo foi afetada pela exposi¢cao aos AGEs
ou ao Sevelamer. A expressao de RAGE foi induzida pelos AGEs (P<0,005 vs controle); e diminuida
pelo tratamento com Sevelamer (P<0,05 vs AGEs isoladamente). Os niveis de IL-8 aumentaram
significativamente apos 6h de tratamento com AGEs (P<0,005 vs grupo controle) assim como apoés
a exposicao conjunta AGEs mais Sevelamer (P<0,05 vs AGES isoladamente). A quimiotaxia de
mondcitos induzida pelo sobrenadante de células endoteliais foi significativamente maior com a
exposicao aos AGEs (P<0,05 vs grupo controle), enquanto que o Sevelamer foi capaz de reduzi-la
(P<0,05 vs AGEs isoladamente). CONCLUSOES: Nossos resultados sugerem que o Sevelamer é
capaz de se ligar in vitro a outras toxinas urémicas além do Pi, tais como os AGEs. Essa acao
qguelante adicional pode ser uma das responsaveis pelo efeito pleiotrépico dessa medicacao, o que,
por sua vez, pode contribuir para um efeito benéfico sobre o sistema cardiovascular.

Palavras-chave: Doenca renal crénica, Disfungcao endotelial, AGEs, Carbonato de sevelamer, IL-
8, RAGE
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Gliomas sao os tumores mais comuns derivados do Sistema Nervoso Central. Dentre seus tipos, o
glioblastoma multiforme (GBM) € o mais agressivo e que apresenta pior prognostico.
Frequentemente, GBMs sao resistentes as terapias convencionais, apresentando altas taxas de
recorréncia, o que pode ser justificado pela presenca das CSCs (Cancer Stem Cells). Essas células
possuem propriedades como auto-renovagao e habilidade para se diferenciar em multiplas
linhagens. Uma das formas para isolar as CSCs de GBM pode ser feita através do uso de condicdes
de cultivo desenvolvidos originalmente para células tronco neurais normais. Estas crescem in vitro
como agregados de células, formando neuroesferas, através do cultivo em substratos n&o
aderentes, meios de cultura definidos, crescimento em constante movimento e ainda por meio das
hanging drops. A técnica de hanging drop baseia-se no cultivo das células que ficam suspensas em
uma tampa de placa de cultura devido a tensao superficial, entdo a gravidade induz a agregacéao
de células, formando um esferoide. Essa técnica possui vantagens, como a facilidade de cultivo,
baixo custo e a possibilidade de controle de tamanho das esferas. Com o objetivo de padronizar
essa metodologia de cultivo e verificar se ha um enriquecimento em CSCs, utilizou-se a linhagem
de glioma humano U87MG, cultivada em diferentes quantidades de células em diferentes volumes
de gota, por diferentes tempos e meios de cultivo (com e sem soro). Observou-se que apos 72h de
cultivo em hanging drop a formacao de agregado ocorreu apenas nas condicdes com soro, sendo
que nas condicbes sem soro as células ficaram dispersas no meio. Ao analisar o tamanho das
esferas formadas, as quantidades de 20, 40 e 60 células/gota foram descartadas. Ja as quantidades
de 80, 100 e 200 células/gota formaram esferoides com diametro entre 100-200um, sendo um
tamanho considerado satisfatorio. Apdés 72 horas de cultivo em hanging drop as gotas foram
realocadas em uma placa recoberta com Polyhema por 120h. Nessas condigbes houve um
crescimento em média de 82,94um e 76,88um nas esferas de 100 e 200 células, respectivamente.
Nossos resultados mostram a efetiva padronizagdo da metodologia hanging drops, sendo
promissora para o cultivo das CSCs de GBM.
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Plataformas de educacdo a distancia (EaD) sao utilizadas como ferramentas didaticas no
aprendizado dos conteudos programaticos de disciplinas curriculares. O objetivo deste estudo foi
caracterizar a utilizagdo da plataforma Bio Moodle empregada como recurso pedagoégico para o
ensino de Anatomia dos Animais Domésticos para académicos do primeiro periodo do Curso de
Agronomia. Foram elaboradas 4 questdes objetivas, com 3 alternativas cada, respondidas de forma
voluntaria e anbnima. Foram obtidos 88 questionarios analisados pelo teste Qui-quadrado
considerando-se um nivel de significancia de 5%. Na primeira questdo, quanto a facilidade do
acesso ao BioMoodle, 67% dos académicos consideraram o acesso “Facil”’, 28% “Confuso” e 3%
“Dificil”. A segunda questdo, referente a frequéncia da utilizagdo da plataforma, 58% dos
académicos responderam utilizar “Razoavelmente”, 31% “Integralmente” e 11% “Nunca utilizaram”.
Nessas duas questdes, houve diferenga estatistica (p<0,0001) entre todas as alternativas. Na
terceira questao, referente ao recurso tecnoldgico utilizado para o acesso a plataforma, 79,5%
responderam que o acesso € realizado por meio de “computador”, 20,5% por “Smartphone” e 8%
por “Tablet’. A utilizagdo de computador diferiu estatisticamente (p<0,0001) em relacédo a
smartphones e tablets, enquanto os acessos por smartphones e tablets ndo foram estatisticamente
diferentes (p>0,05). A ultima questéo, referente a influéncia da utilizacdo do Bio Moodle sobre o
rendimento académico, 85% dos alunos indicaram que a utilizagédo da plataforma “Ajudou a
melhorar”, 6% responderam que “Nao influenciou”, enquanto 7% assinalaram “Nao utilizo o
BioMoodle”. Esses resultados revelaram diferenca estatistica (p<0,0001) sobre a influéncia positiva
da utilizagdo da plataforma na formagao do aluno na disciplina, enquanto ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre “N&o influenciou” e “Nao utilizo o BioMoodle” . A primeira questao nao foi
respondida por 1%, enquanto a terceira e a quarta questdes nao foram respondidas por 2% dos
académicos. Concluimos que a utilizagdo da plataforma Bio Moodle foi caracterizada pelos
académicos de Agronomia na disciplina de Anatomia dos Animais Domésticos como sendo de facil
acesso, utilizada razoavelmente por meio de computador e influenciou positivamente o rendimento
académico. Esse estudo permite avaliar a utilizacdo do Moodle na formacdo académica como
suporte pedagdgico, estimulando a aplicagdo da EaD na disciplina de Anatomia dos Animais
Domeésticos pelos professores e a atuagao dos monitores como tutores nesta pratica pedagogica.
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O melanoma é um tipo de cancer de pele com baixa incidéncia, porém muito agressivo e com alto
indice de mortalidade. Um dos desafios da terapéutica atual € o processo de resisténcia, o qual
torna células tumorais tolerantes a citotoxicidade do farmaco e/ou ativa mecanismos de
sobrevivéncia celular. Esses fatos enfatizam a necessidade da busca por alternativas de tratamento.
A sinvastatina tem ac&o antitumoral, capaz de induzir apoptose, parada do ciclo celular e modular
a autofagia em diversas linhagens tumorais. Neste trabalho buscou-se avaliar o efeito da
sinvastatina na modulag&o da autofagia em células de melanoma metastatico humano da linhagem
WMS9. Nossos resultados mostram que a sinvastatina reduziu a viabilidade das células WM9 de
forma dependente da concentragéo, atingindo 53,5% e 90,3% apés tratamento por 72 h nas
concentragcdoes de 1 e 5 uM, respectivamente. A reducdo de viabilidade foi acompanhada por
aumento no indice autofagico (2,5 unidades) para o tratamento com 5 uM de sinvastatina e aumento
da quantidade de células na fase G0O-G1 do ciclo celular. O co-tratamento de sinvastatina com
hidroxicloroquina (um inibidor de autofagia) bloqueou efetivamente a autofagia, com concomitante
aumento da sensibilidade das células WM9 aos efeitos citotoxicos da sinvastatina, atingindo uma
reducao de viabilidade de 97% com a combinagao de hidroxicloroquina (25uM) e sinvastatina (5
UM) e aumento da quantidade de células com DNA fragmentado (18,4%). Foram avaliados os
marcadores de autofagia LC3-I/ll e p62. Observou-se niveis aumentados da expressao de LC3-l/II
proporcional ao aumento da concentracdo de sinvastatina e concomitante redu¢do dos niveis de
proteina p62. Com a autofagia inibida, a expressao de LC3-I/Il foi diminuida e os niveis de p62 nao
foram alterados. Ainda, a superexpressdo da proteina GFP-LC3-mCherry em células WM9
possibilitou a detecgdo do aumento de vacuolos fluorescentes concomitante com o aumento da
concentracao de sinvastatina utilizada. Juntos, esses dados indicam que o tratamento com
sinvastatina é capaz de induzir autofagia de maneira concentragdo-dependente, sendo este um
mecanismo de resisténcia em modelo de melanoma humano. Independente do aumento no fluxo
autofagico a sinvastatina foi citotdxica, tornando interessante a possibilidade de ser utilizada como
um agente terapéutico alternativo e/ou adjuvante ao uso de quimioterapicos.
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O género Minidiscus Hasle € um dos menores géneros de diatomaceas marinhas conhecidas, cujas
dimensdes nao ultrapassam 10 ym de didmetro. A espécie Minidiscus trioculatus (F.J.R. Taylor)
Hasle foi a primeira espécie descrita, proveniente do Oceano Indico. Atualmente, sdo reconhecidos
10 representantes do género, distribuindo-se em oito espécies, duas variedades e uma forma,
distintas morfologicamente entre si através da disposigao das estrias, o tipo de aréola, presenca ou
auséncia de fultoportulas ou de uma area hialina marginal. No Brasil, ha registro de apenas duas
espécies, Minidiscus chilensis Rivera e M. comicus Takano. O material estudado é proveniente de
expedicoes realizadas entre 2006 a 2013 entre os estados da regido Sudeste e Sul do Brasil (Sao
Paulo, Parana e Santa Catarina). Este estudo traz observacées morfolégicas sob microscopia
eletrénica de transmissao e distribuicdo das espécies (M. chilensis, M. comicus, M. variabilis var.
variabilis, M. trioculatus var. trioculatus). Registra-se pela primeira vez no Brasil, as espécies M.
trioculatus var. trioculatus (F.J.R.Taylor) Hasle e M. variabilis var. variabilis Kaczmarska.
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