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ATIVIDADE MUTAGENICA DE EXTRATOS ETANOLICOS E
METANOLICOS DE Lippia alba EM CELULAS DE CULTURA PRIMARIA DE
TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

Dyna, AL.>2, Orcini, WA. 2, Bellini, MF. 12

1.Universidade do Sagrado Coracao, Centro de Ciéncias da Saude, Bauru, Sdo Paulo,
Brasil.

2.Universidade do Sagrado Corac¢do, Laboratério de Biologia Molecular e Citogenética,
Bauru, Sao Paulo, Brasil.

E-mail: A.L.Dyna@outlook.com; marilanda_bellini@yahoo.com

Resumo: Lippia alba é uma das plantas utilizadas pela populacdo brasileira como
ansiolitica. O presente trabalho tem como objetivo avaliar os potenciais mutagénicos
dos extratos alcodlicos de L. alba em cultura priméria de células de Tumor Ascitico de
Ehrlich. Para o teste de microntcleo foi utilizado 5x10* de células de lavado peritoneal
de camundongos swiss com 7 dias de evolucdo tumoral, as mesmas foram ressuspensas
em meio de cultura RPMI, contendo 10% de Soro Bovino Fetal e 1% de antibiotico
(penincilina e estreptomicina), as células foram mantidas em estufa a 37°C, por 8h para
estabilizacdo. Posteriormente, foram administrados extrato etandlico (EE) e metandlico
(EM) de L. alba (LA) na concentracdo de 0,1mg/mL por 48h. Um total de 1000 células
mononucleadas de tumor ascitico de Ehrlich foram analisadas por tratamento por
repeticdo (2 repeticGes), em microscopio de luz, contabilizando a presenca de
microndcleos. As culturas primarias de tumor de Ehrlich, mantidas como controle
apresentaram (média = desvio-médio) 4,5 = 0,707 células com micronucleos. O extrato
metanolico L. alba apresentou 65,0 + 1,414 (p= 0,0053), totalizando 130 células
micronucleadas, j& o extrato etandlico L. alba apresentou 115,0 + 49,497 (p= 0,1979),

totalizando 230 células com micronucleos. Anélise estatistica (t-Student) apresentou
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diferenca significativa apenas para EMLA, todavia, os resultados obtidos indicam que
ambos extratos testados (EELA, EMLA) aumentam o nOmero de células
micronucleadas, levando a sugerir que apresentem atividade mutagénica nas células de

cultura primaria de Tumor Ascitico de Ehrlich.

Palavras — chave: Lippia alba; Tumor Ascitico de Ehrlich; Micronucleo.

Financiamento: FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo),

CNPqg (Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento).
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ANALISES PRELIMINARES DA OCORRENCIA DE COMPETICAO DE
ESPERMA EM DROSOPHILA MEDIOPUNCTATA (DIPTERA,;

DROSOPHILIDAE)

Camila Heloise dos Santos?, Lorenna Tayrini de Oliveira da Silva !, Silvana Aparecida

Beiral, Luciana Paes de Barros Machado?, Rogério Pincela Mateus!

1. Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO;

E-mail: chscamilasantos@yahoo.com

Resumo: Em espécies do género Drosophila (Diptera; Drosophilidae), a competicdo de
esperma possibilita a escolha da fémea pelo melhor conjunto de espermatozoide,
gerando uma F1 multiparental proveniente de uma mesma oviposi¢do, a chamada
poliandria, 0o que resulta também em uma maior variabilidade genética da progénie.
Drosophila mediopunctata é uma espécie de distribuicdo neotropical que pouco se
conhece sobre sua biologia reprodutiva. Este trabalho teve como objetivo uma
investigacdo preliminar da ocorréncia de competicdo de esperma em fémeas de D.
mediopunctata. Para investigacdo da paternidade da F1 de cinco fémeas inseminadas na
natureza, foram amplificados quatro loci de microssatelites descritos para a espécie. A
analise dos produtos da amplificacdo revelou que a F1 de ao menos trés fémeas
apresentou quatro alelos de origem paterna. Como cada individuo pode apresentar no
méaximo dois alelos, conclui-se que a F1 foi produzida por espermatozoides de, no
minimo, dois doadores, revelando poliandria nesta espécie. Estudos futuros poderdo
demonstrar a relagéo deste sistema de acasalamento com a intensidade da selegéo sexual

em acasalamentos intra e interpopulacional de D. mediopunctata.

Palavras — chave: Multipla paternidade; Selecdo Sexual; Marcador Microssatélite
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MICROORGANISMOS

Avaliacao do potencial da piramidacao génica na promocao da resisténcia a FAS

(Ferrugem Asiatica da soja)

Bruna Martins Carvalho!, Marielle Gabriel?, Roberta de Paula Saturnino Costat,

Rafaelly de Oliveira Souza?!, Anderson Roberto Benedettit, Luan Vitor Alves de Lima?,

Larissa de Assis Carrets!, Mayra Costa da Cruz Gallo de Carvalhot.

1 Universidade Estadual do Norte do Parand — Campus Luiz Meneghel

Resumo: A Ferrugem Asiatica da soja (FAS) é uma doenca foliar que ocasiona o
desenvolvimento de lesdes que dao as folhas o aspecto de enferrujada. A doenca é
causada pelo fungo Phakopsora pachynhzi, um parasita obrigatério da planta
hospedeira. Essa doenca causa sérios prejuizos a sojicultura no Brasil, devido sua rapida
dispersdo a baixa eficiéncia do controle quimico e principalmente, da auséncia de
genotipos amplamente resistentes. Alguns genoétipos de soja foram caracterizados como
portadores de genes de resisténcia a racas especificas do patégeno, entre eles, as PIs:
P1230970 (Rpp2), P1459025 (Rpp4), P1200526 (Rpp5). Uma das estratégias buscadas
no melhoramento da resisténcia ndo transgénica € a piramidacao de genes que conferem
resisténcia a racas especificas do patogeno, oferecendo uma alternativa importante na
resposta de resisténcia a doenga. A exemplo, o genoétipo piramidado (NOG6.12). Nesse
sentido, foi feita a avaliacdo do perfil de resisténcia a FAS, nos trés gendtipos Pls
portadores dos genes acima mencionados e comparados com o genotipo Linhas
piramidadas —Rpp (familia BC*F3) onde os trés genes foram piramidados (Rpp2, Rpp4
e Rppb5). Plantou-se os 4 diferentes genoétipos, com 10 repeticbes cada, apds o
nascimento do terceiro trifélio, inoculou-se os esporos do fungo. Apds a aparicdo das
primeiras lesbes foram feitas avaliagdes fenotipicas, usando os seguintes critérios de

avaliacdo: periodo de laténcia e incubagdo, nivel de esporulacdo, severidade, e cor da
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lesdo. Os resultados obtidos sugerem que a linha de piramidacdo apresentou maior
resisténcia a doencga que 0s outros genotipos, devido ao baixo nivel de esporulagédo e

menor grau de severidade.

Palavras-chave: Phakapsora pachynhzi; FAS:; resisténcia.

Financiamento: Fundacdo Araucaria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico do Estado do Parana.
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Caracterizacdo do dominio DUF4130 e proteinas associadas do sistema de reparo
de DNA

Dayanne Chagas Sampaio, Robson Francisco de Souza

Laboratorio de Estrutura e Evolucao de Proteinas — Departamento de Microbiologia -
Instituto de Ciéncias Biomédicas — Universidade de Sdo Paulo — Brasil

E-mail: daycs.88@gmail.com

Resumo: O sistema SOS é um circuito regulatério amplamente distribuido em bactérias
e responsavel pelo reparo do DNA em situacbes de estresse. Um dos principais
componentes, a proteina RecA, catalisa a troca de fitas durante a recombinacéo
homologa e promove a auto-protedlise de LexA, iniciando a cascata de eventos que leva
a interrupcdo do ciclo celular e reparo dos danos no DNA. Recentemente, o dominio
DUF4130 foi apontado como um provavel novo componente do sistema SOS. Neste
trabalho expandimos a analise da evolugdo da familia DUF4130 e exploraremos o
padréo de vizinhanga génica e fusdes com genes do sistema SOS, como as UDG e a
fotoproduto liase que normalmente sdo observados na sua vizinhanca. Nossa analise
permitira a elaboracdo de hipdteses sobre a estrutura e a funcdo desse dominio.
Iniciamos nossa busca por homologos da familia DUF4130 aplicando o modelo do
banco de dados Pfam para a familia DUF4130 em buscas no banco de dados de
proteinas ndo-redundantes do NCBI (NR). Usando o programa blastclust, agrupamos
essas sequéncias por similaridade e identificamos sua arquitetura de dominios usando o0s
modelos do Pfam (hmmscan). Representantes para cada cluster foram selecionados e
utilizados em novas buscas iterativas com jackhmmer. Os mesmos representantes foram
incorporados a um alinhamento maultiplo (Muscle), a partir do qual foi inferida a arvore
filogenética do dominio DUF4130 (FastTree). O DUF4130 esta presente em todos 0s
grandes filos de bactérias e em algumas arqueias, porém ndo € encontrado em

eucariotos. Apenas duas arquiteturas de dominios foram observadas: a maioria dessas

8
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sequéncias contém apenas o dominio DUF4130, e um conjunto menor corresponde a
fusdo do DUF4130 com UDG. No alinhamento mdaltiplo das regides correspondentes
ao dominio DUF4130, a quantidade e distribuicdo dos residuos polares conservados
sugere que este dominio € capaz de atividade enzimatica. A filogenia baseada nesse
alinhamento indica que as fusdes do DUF4130 com UDG constituem uma sub-familia
distinta. Os residuos conservados apenas na sub-familia de DUF4130 que inclui as
fusbes com UDG sdo distintos dos outros DUF4130. Isso significa que a funcdo desta
sub-familia pode ter divergido das demais e que, para entender melhor quais sao 0s
residuos criticos para a funcdo do dominio DUF4130 serd necessario investigar 0s
exemplos de DUF4130 que ocorrem em outros contextos. No momento, estamos
analisando o padréo de vizinhanga génica e a filogenia dos genes UDG e da fotoliase

para entender as conexdes evolutivas entre essas familias e a familia DUF4130.

Palavras — chave: Uracil-DNA glicosilase; Sistema SOS; fotoproduto.

Financiamento: CAPES.
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Clonagem do gene Transglutaminase de Marinobacter excellens LAMA 842 em
Escherichia coli

André Oliveira de Souza Lima?, Wilson Roberto Campos?, Tiele Fraga de Souzal,

Jéssica Alvares dos Santos!

1. Universidade do Vale do Itajai (UNIVALLI) - Laboratério Genética Molecular;
2. Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI) - Laboratorio Genética Molecular;

E-mail: wilson_itp@hotmail.com

Resumo: Transglutaminases sdo enzimas de grande importancia biotecnoldgica, sendo
utilizada em varios processos industriais de diferentes areas (alimenticia, farmacéutica,
téxtil, etc.). Todavia, alguns destes processos séo realizados em condicGes extremas de
pH e temperatura, 0 que exige que as enzimas também sejam ativas sob estas condi¢des.
A fim de obter novas enzimas ativas em condi¢fes extremas, 0 grupo de pesquisa em
genética molecular (UNIVALLI), tem prospectado bactérias marinhas de zonas abissais
(5.000 m profundidade) produtoras de transglutaminase. Assim, tém-se como objetivo a
clonagem do gene codificante para a enzima transglutaminase de Marinobacter
excellens LAMA 842 no microrganismo Escherichia coli. Para tanto, procedeu-se a
localizacdo da sequéncia do gene transglutaminase no microrganismo M. excellens
LAMA 842, com base no NCBI e na ferramenta de comparagdo (BLAST). Em seguida,
primers especificos para o alvo de interesse foram desenhados e o gene amplificado por
meio da PCR. A partir do produto da amplificacdo, o gene foi transferido para um vetor
de clonagem, pGEM-T Easy vector (Promega). Para receber o plasmidio resultante das
ligacBes do vetor, as células de Escherichia coli DH5-a estavam competentes onde se
adotou 0 método de eletroporacdo. Para a confirmacdo do gene realizou-se uma reagéo
de PCR de coldnia. Por fim, uma entre as colonias positivas para o PCR de coldnia teve

seu plasmidio extraido e armazenado. Como produto, espera-se obter gene de

10
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transglutaminase ativa, bem como conhecer as condic¢Oes ideais de seu uso, dando

destaque ao fato de que estes genes/proteinas sdo passiveis de patenteamento.

Palavras — chave: Biotecnologia; Transglutaminase; Marinobacter excellens;

Financiamento: Os recursos foram decorrentes do Laboratério “Genética Molecular”

da Universidade do Vale do Itajai.
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ESTUDO RETROSPECTIVO DE CASOS COM NEOPLASIA MAMARIA
HER-2 POSITIVA EM GUARAPUAVA - PR

Luana Garciat, Gonzalo Ogliari Dal Forno2

1. Pos-Graduanda em Engenharia Genética pela Universidade Positivo;
2. Docente Orientador da Faculdade Campo Real — Mestre em Biologia Celular e
Molecular pela Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.

E-mail: lluanagarcia@hotmail.com

Resumo: A neoplasia mamaria é uma doenca complexa e heterogénea, que implica em
progndsticos e respostas terapéuticas distintas. A deteccdo da expressdo elevada da
oncoproteina HER-2 ou da amplificacdo do gene de mesmo nome é um indicador de
pior prognostico da doenca e estd associada a falta de resposta a certas medicacdes
antitumorais. Isto posto, o Trastuzumabe é um medicamento que age em sitios
especificos das células tumorais e gera grande beneficio ao melhorar as taxas de
resposta, diminuir a evolucdo da doenca, aumentar tanto a sobrevida livre de doenca
qguanto a global. O presente estudo estabeleceu como objetivo avaliar a presenca de
superexpressdo e/ou amplificacdo de HER-2 em pacientes mulheres portadoras de
cancer de mama. Apos a analise de um total de 87 prontuarios entre 2014 e 2015 em
uma clinica oncoldgica na cidade de Guarapuava — PR, apenas foram incluidas na
pesquisa aquelas pacientes com diagndstico histopatologico de carcinoma mamario
HER-2 positivo, a fim de se elucidar as etapas do diagnostico e desenvolvimento da
doenca, bem como do modelo de terapia utilizado. Notou-se que 15 eram portadoras de
HER-2 e realizaram o teste de imunoistoquimica, sendo que somente 20% precisaram
do teste molecular confirmatoério. O subtipo HER-2, que em outros estudos apresenta
frequéncia entre 15 e 30%, foi identificado em 17,2% da populacao estudada. Quanto ao

tratamento, 33,3% faz uso do Trastuzumabe e estd respondendo adequadamente. A

12
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determinacdo do perfil fenotipico do carcinoma mamario garantiu orientar um melhor

desfecho de tratamento e, como consequéncia, acabou por gerar um melhor progndstico.

Palavras-chave: Biomarcadores Tumorais; Neoplasia da Mama; Trastuzumabe.

Financiamento: Prdprio.
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AREA DE INTERESSE: GENETICA, EVOLUCAO E MELHORAMENTO ANIMAL

FREQUENCIA DE DETECCAO DE PICOBIRNAVIRUS EM FEZES DE
FRANGO DE CORTE PROVENIENTES DE AVIARIOS COM DIFERENTES
INDICES ZOOTECNICOS DE PRODUTIVIDADE

Carolina Isabela Mucellini?, Jessica Cristhine Gallego?, Daniela Lorencena?, Giulia

Maria Casagrande?, Elisabete Takiuchit

1. Departamento de Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Parand — Setor
Palotina

E-mail: carolinamucellini@gmail.com

Resumo: O picobirnavirus (PBV) é pertencente a familia Picobirnaviridae, cuja
nomenclatura estd relacionada a estrutura: “pico” — pequeno e “birna” — RNA
bissegmentado. Em frangos de corte, a excre¢do do PBV nas fezes € relatada tanto em
animais diarreicos como em néo diarreicos. Entretanto, sdo escassos os trabalhos que
correlacionem a frequéncia de PBV com indices zootécnicos de produtividade. O indice
de eficiéncia produtiva (IEP) é o principal indicador para mensurar o desempenho
zootécnico de um lote de frangos de corte, que utiliza os parametros ganho de peso
diario (kg), viabilidade (%) e conversdo alimentar. O objetivo do trabalho foi comparar
a ocorréncia do PBV em pintainhos de granjas industriais do oeste do Parana com
diferentes IEP. Foram coletadas fezes de pintainhos refugos (7 a 14 dias) provenientes
de 8 lotes aviarios com classificacdo IEP bom (n=4) e IEP regular (n=4), totalizando
171 amostras. As amostras foram submetidas a extracdo de RNA pela associacdo dos
métodos de fenol/cloroférmio e silica/tiocianato de guanidina e em seguida a EGPA
7,5%. Das 171 amostras avaliadas, 9 (5,26%) revelaram-se positivas na EGPA. De
acordo com o IEP apenas 1 (1/87) pertencia aos lotes com IEP bom enquanto 8 (8/84)
pertenciam aos lotes com IEP regular. Estes resultados, embora preliminares, sugerem
maior ocorréncia do PBV em lotes com baixo desempenho de produtividade.
Entretanto, para estimar a real prevaléncia de PBV nos lotes, sera realizada a anélise por

14
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RT-PCR, método diagnostico mais sensivel quando comparado a EGPA. Considerando
a relevancia da avicultura industrial no estado do Parang, a continuidade dos estudos se
faz necesséria para compreender a relacdo do PBV com o desempenho produtivo das
aves.

Palavras — chave: Picobirnavirus; frango de corte; EGPA

Financiamento: CAPES.
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OTIMIZACAO DA TECNICA DE CULTIVO DE FOLHAS DE SOJA
DESTACADAS EM PLACA DE PETRI PARA MULTIPLICACAO DO FUNGO

Phakopsorapachyrhizi.

Luan Vitor Alves de Limat, Larissa de Assis Carrets®, Roberta de Paula Saturnino Costa

1 Bruna Martins Carvalho?, Marielle Gabriel!, Mayra Costa da Cruz Gallo de Carvalho?

1. Universidade Estadual do Norte do Parand — Campus Luiz Meneghel

E-mail: luan_vitorr@hotmail.com

Resumo: A Ferrugem Asiatica da Soja (FAS) é uma das principais doencas que
acometem a soja no Brasil, sendo ocasionada pelo fungo biotréfico obrigatério,
Phakopsorapachyrhizi. O desenvolvimento completo do fungo depende do hospedeiro
vivo de forma que a sua multiplicagdo em ambiente controlado envolve invarialmente a
inoculacdo de folhas de soja sadias mantidas em meio de cultivo em placa de petri ou
em plantas sadias na casa de vegetagdo. Com o objetivo de impulsionar o
desenvolvimento de isolados monospéricos do Phakopsorapachyrhizi, foram testadas
diferentes condigdes de cultivo soja-fungo em placa de petri. Para tanto, utilizou-se a
cultivar suscetivel & FAS CD 219 RR. Folhas sadias destacadas de plantas em estadio
V3 foram submetidas a diferentes lavagens pré-cultivo: (1) agua destilada, (2) agua
destilada + &cido acético 2,5%, (3) agua destilada + Tween ® 0,002%, (4) e agua
destilada + acido acético 2,5% + Tween ® 0,002% (4). Apos as lavagens, as folhas
foram cultivadas em placas de Petri usando os meios: (A) agar 1%, (B) agar 1% +
sacarose 10% + Penicilina 0,01 mg/ml, (C) agar 1% + + Penicilina 0,01 mg/ml. Cada
folha foi inoculada com uma concentracdo de 1,85 esporos/ul. As placas foram
armazenadas em condic¢des controladas de iluminacdo e temperatura (aproximadamente
24 °C). Foram feitas avaliagBes diarias para analisar o desenvolvimento da FAS nas
folhas bem como a sanidade do meio de cultivo. Em todos os meios usados foi possivel
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observar o crescimento do fungo Aspergillus sp. como contaminante, no entanto, o
cultivo em meio &gar-penicilina resultou em redugdo visivel da contaminagao
independentemente da pré-lavagem utilizada. Além disso, ndo houve diferenca
significativa para nenhum dos parametros avaliados quanto ao desenvolvimento da
FAS, o que indica que o uso do antibidtico ndo reduz a capacidade de proliferacdo do

fungo ao longo dos trés ciclos avaliados.

Palavras—chave: FAS; P. pachyrhizi; cultivo

Financiamento: Fundacdo Araucéaria - Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico do Estado do Parana.
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AREA DE INTERESSE: GENETICA E EVOLUCAO HUMANA

PENFIGO FOLIACEO E A VIA DAS LECTINAS DO COMPLEMENTO:
EVIDENCIA DE ASSOCIACAO COM MASP1

Izabelle Schermak Neves!?, Fabiana Andrade?, Hellen Chris Weinschultz Mendes?, lara

Messias-Reason?, Maria Luiza Petzl-Erlert, Angelica B. W. Boldt!?

1. Laboratério de Genetica Molecular Humana, Departamento de Genética,
Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR, Brasil.

2. Laboratério de Imunopatologia Molecular, Hospital de Clinicas, Universidade
Federal do Parand (UFPR), Curitiba, PR, Brasil.

Resumo: O Pénfigo Folidceo (PF) é uma doenca autoimune endémica caracterizada
pela formacdo de bolhas e descolamento da camada superficial da epiderme. A ativagédo
da via das lectinas do sistema complemento parece ser corresponsavel pela acantlise e
apoptose dos queratindcitos. Esta é iniciada pela ligacdo da MBL (lectina ligante de
manose), colectina 11 ou ficolinas, deflagrando a ativacdo de duas proteinas associadas:
MASP-1 e MASP-2, ativando a reacdo inflamatéria. O gene MASP1 codifica a proteina
MASP-1 além de MASP-3 e MAp44 pelo processamento alternativo do mRNA. Neste
estudo, buscou-se avaliar a relacdo de possiveis polimorfismos reguladores de MASP1
com a susceptibilidade e a protecdo ao PF, através de amplificacdo multiplex com
indicadores sequéncia-especificos (PCR-SSP), em 188 pacientes e 201 controles
(doadores de sangue). Em 101 controles, foram mensurados os niveis de MASP-1,
MASP-3 e MAp44 no soro, usando Trifma. Os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) avaliados encontram-se no intron 1 (g.4099G>A - rs7609662 e g.4780C>T -
rs13064994), comum aos trés mRNAS, e no exon 12 (9.57882C>G - rs72549262,
0.58208C>T - rs1109452 e ¢.6224G>A -rs850314), exclusivo de da regido nao
traduzida a 3°, de MASP-3. A distribuicdo genotipica dos controles apresentou-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Houve uma associa¢do do haplétipo do exon 12 CCA
com susceptibilidade ao PF, mesmo ap6s correcdo para sexo, idade e grupo étnico
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(OR=1,91, [IC 95%: 1,20-3,04] P=0,006). O haploétipo CCA também foi associado com
niveis mais elevados de MASP-3 (P=0,0006), provavelmente devido a interrupcdo dos
sitios de reconhecimento dos miRNAs hs-miR-3181, hsa-mir-3944-3p e hsa-mir-2861.
Também houve associacdo de susceptibilidade a doenca com os hapldtipos GC CCA
(OR=1,9 [IC95%: 1,2-3,03], P=0,005), AC CCA (OR=3,16 [IC95%: 1,40-7,16]
P=0,005), GC CCG (OR=1,53 [1C95%:1,13-2,08] P=0,007), e de protecdo com GC
GTG (OR=0,42 [IC95%: 0,22-0,77], P=0.005), GT CCG (OR=0,33 [IC95%: 0,18-0,61]
P=0,0002) e AC CCG (OR=0,25 [IC95%:0,11-0,54] P=0,0002). Logo, os polimorfismos
de MASP1 que conduzem a niveis mais elevados de MASP-3 podem aumentar a
susceptibilidade ao PF. Estudos funcionais esclarecerdo estas hipéteses e beneficiardo a

terapéutica de pacientes com PF com o uso de reguladores de complemento adequados.

Palavras — chave: Pénfigo, MASP1, miRNA3181

Financiamento: Fundacdo Araucéria, CAPES.
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AREA DE INTERESSE: GENETICA, EVOLUCAO E MELHORAMENTO VEGETAL E
MICRORGANISMO

VIPER: UM RETROTRANSPOSON POTENCIALMENTE ATIVO EM

Trypanosoma cruzi

Danila Syriani Veluza® %, Cyndia Mara Bezerra® 3; Marco Aurélio Krieger? 2 e Adriana

Ludwig? 3

"Curso de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana (UFPR)
* Laboratoério de Gendmica Funcional, Instituto Carlos Chagas (ICC)
3 Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP)

E-mail: danilaveluza@gmail.com; adriludwig@gmail.com

Resumo: A doenca de Chagas, um problema social e econémico principalmente na
América Latina, é causada pelo protozoario parasita Trypanosoma cruzi e transmitida
por meio dos insetos barbeiros. O T. cruzi corresponde a uma espécie geneticamente
heterogénea e o estudo de sua variabilidade genética pode ajudar no entendimento dos
mecanismos de atuacdo e evolucdo da doenca. Neste contexto, nosso trabalho visa o
estudo de uma importante fonte de variabilidade genética, os elementos de transposicao
(TEs). Os TEs séo segmentos de DNA capazes de se mover dentro do genoma usando
como intermedidario uma molécula de DNA (transposons) ou de RNA
(retrotransposons). Especificamente, nosso projeto tem como objetivo estudar e
caracterizar o elemento VIPER em T. cruzi, um retrotransposon do grupo DIRS,
analisando sua estrutura e funcionalidade. Verificamos que o VIPER codifica trés fases
abertas de leitura (do inglés Open Reading Frames - ORFs): o produto da ORF 2 é uma
tirosina recombinase, da ORF 3 uma proteina com o0s dominios transcriptase reversa e
RNaseH, e a ORF 1 ha indicios de que codifica uma proteina GAG-like. Por meio de
analises in silico, encontramos alguns indicios de atividade do elemento como a
presenca de ESTs (do inglés Expressed Sequence Tags) na linhagem CL Brener e de

peptideos da ORF 2 em dados de espectrometria de massas. Também identificamos
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aproximadamente 20 copias potencialmente codificadoras de cada ORF no genoma da
linhagem Dm28c formando pelo menos 5 copias completas do elemento. Por meio de
RT-PCR, também evidenciamos expressdo de RNA das trés ORFs nas formas
epimastigotas do parasita. Para analise de expressao diferencial de VIPER, realizaremos
PCR em tempo real em diferentes condicdes de cultivo e formas de vida do parasita.
Com o objetivo de compreender como ocorre a transposicdo de VIPER, realizaremos
andlises de localizacdo celular das trés proteinas do elemento no parasita. Para isso
clonamos as trés ORFs separadamente em vetores de expressdo de T. cruzi pTcGW e
estamos transfectando em T. cruzi para posterior analise de microscopia e ensaios de
Western Blot. Ao contrario do que alguns autores concluiram de que VIPER é um
elemento inativo, identificamos algumas evidéncias de sua atividade e pretendemos, ao
final do projeto, confirmar essa nossa hipdtese e entender os mecanismos de sua
mobilizacdo. O estudo do VIPER pode fornecer informagcbes importantes para o
entendimento do surgimento e evolucdo dos TEs em geral e, principalmente, dos
elementos do grupo DIRS que sé&o pouco estudados e compreendidos.

Palavras — chave: Trypanosoma cruzi, Transposons, Elemento VIPER.

Financiamento: CNPq; Fiocruz.
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