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A ESCOLHA CERTA: UM JOGO INVESTIGATIVO PARA ABORDAGEM DOS
METODOS CONTRACEPTIVOS

WILLEMANN, MARILETE APARECIDA"
MULLER, YARA MARIA RAUH 2

" Programa de Pos-graduagao - Mestrado Profissional em Ensino de Biologia. *
marawillemann@yahoo.com.br.
2Mestrado em ensino de Biologia

RESUMO

A adolescéncia tem inicio com a puberdade que é o periodo em que, pela agao hormonal, acontecem
o crescimento expressivo do corpo, o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e a
maturacao dos sistemas genitais masculino e feminino. Na adolescéncia geralmente acontecem as
primeiras experiéncias sexuais, tornando os jovens vulneraveis as infecgbes sexualmente
transmissiveis (IST) e a gravidez nado planejada. Considerando este panorama, em relagcao a
adolescéncia, a escola tem o desafio de abordar a tematica da sexualidade. Concordando com uma
concepcao de ensino e aprendizagem em que o aluno deve ter papel ativo e acreditando que o jovem
precisa construir uma visao critica, bem como desenvolver autonomia para ser promotor de atitudes
que visam a boa qualidade de vida individual e coletiva, € que tem sido um desafio para os
professores do ensino médio desenvolver materiais para a abordagem deste assunto. Partindo desta
premissa, o presente trabalho teve por objetivo elaborar um jogo de tabuleiro com caracteristicas de
ensino por investigacao para a abordagem dos métodos contraceptivos. Para a elaboragao deste
produto de ensino, foram formuladas quatro situagdes problema integrando o contexto juvenil e a
contracepgao; foram organizados trés setores de cartas com informagdes sobre a contracepcao,
direitos sexuais e reprodutivos; foram propostas as regras e a narrativa para o jogo. “A escolha
certa”, € um jogo composto por um tabuleiro medindo 120 cm x 63 cm, cento e quarenta e oito (148)
Biocoins, dois (2) dados, quatro (4) pedes, quinze (15) cartas de pesquisa, vinte e quatro (24) cartas
de mito ou verdade, (24) vinte e quatro cartas de sorte ou revés, quatro (4)fichas de registro e quatro
(4) casos que apresentam situacdes problema a serem resolvidas. A partida inicia com a leitura da
situacao problema de um dos casos e os alunos/jogadores sao desafiados a proporem hipéteses de
solucdes para o problema. Em seguida, cada equipe deve se deslocar no tabuleiro afim de acessar
as pistas e as cartas, coletar informacoes, discutir, analisar e tentar solucionar o caso. A intengao foi
que, ao participar desse jogo investigativo, os alunos/jogadores desenvolvam competéncias que
contribuam para a sua sensibilizacao frente aos comportamentos de prevengao e autocuidado em
relagdo ao sexo.

Palavras-chave: Contracepgéo na adolescéncia; Ensino por investigacéo; Jogo de tabuleiro.
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A INFLUENCIA DA MICROBIOTA NA PRESSAO ARTERIAL E COMPORTAMENTO DE
RATAS SHR E SLA16

BOEDER, ARIELA MAINA"?", VOLZ, LUA[\INA1'2 LINDER™? AUREA ELIZABETH" SPILLER,
FERNANDO'?1ZIDIO, GEISON SOUZA"2,
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RESUMO

Cada vez mais o0 microbioma intestinal tem sido sugerido como um fator importante na modulagéo
da pressao arterial, fungbes cerebrais e saude mental. A disbiose intestinal tem sido associada a
hipertensdo na linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive Rats), embora ndo se saiba se as
alteragbes neurobioldgicas apresentadas por esta linhagem (hiperatividade/impulsividade, atencao
sustentada deficiente) também estdo associadas ao seu microbioma. Ratos da linhagem SLA16
(SHR.LEW-Anxrr16) apresentam maior hiperatividade/impulsividade e menor pressao arterial
basal, do que a linhagem SHR, embora as diferencas genéticas entre eles estejam apenas no
cromossomo 4. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo investigar a microbiota e sua
participacdo no desenvolvimento de diferengas comportamentais e fisiolégicas entre as linhagens
SHR e SLA16. Para tanto, foram utilizadas ratas SHR e SLA16 fémeas de 4 meses de idade em
dois experimentos: tratamento com antibiético (ATB); antibidtico seguido de transplante de
microbiota fecal (TMF); Durante e ao final dos tratamentos, os animais foram submetidos a
avaliacdo da pressao arterial sistolica (PAS), campo aberto (CA), labirinto em cruz elevado (LCE) e
caixa atividade (CAtiv). Os dados foram avaliados através de ANOVA de duas vias, ou ANOVA
com medidas repetidas e, quando necessario, teste post hoc de Duncan. Os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UFSC sob o nimero PP00903. O
tratamento com ATB levou a diminuicao da PAS de SHR [Controle = 178,4 + 2,5; ATB = 167,8 2,1;
post hoc p = 0,037] e aumento sugestivo da PAS no SLA16 [Controle = 163,7 = 2; ATB =173,3 £
2,7; post hoc p = 0,059]. Além de diminuir a locomog¢ao na CA em ambas as linhagens [F (1,33) =
4,1; p = 0,049]. Apés o ATB, a microbiota total foi reduzida [F (3,21) = 4,5; p = 0,01] e foi
identificada a presenca de Enterococcus faecalis em ambas as linhagens. Em relagdo a TMF,
apenas houve aumento da PAS do SLA16 [Controle = 160,9 + 2,7; FMT = 171,7 3,0; post hoc p =
0,033] e nenhum efeito comportamental foi encontrado em ambas as linhagens. Posteriormente, os
animais receberao tratamento probidtico com E. faecalis buscando ver a influéncia dessa cepa
bacteriana nos fenétipos previamente encontrados. Em conclusao, destacamos a microbiota como
um fator importante na regulacdo da PAS e comportamento nas linhagens SHR e SLA16. Além
disso, sugere-se a bactéria E. faecalis como importante para as diferengcas comportamentais e
fisiologicas entre estas linhagens de ratos.

Palavras-chave: Linhagens isogénicas; microbioma; neurobiologia.
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A SYSTEMATIC REVIEW OF THE METHODOLOGIES USED TO PRODUCE
MESENCHYMAL STROMAL CELLS CONDITIONED MEDIUM FOR
NEUROTHERAPEUTIC APPLICATIONS
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GRILLO?3; TRENTIN, ANDREA'2
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ABSTRACT

Mesenchymal stromal cells (MSC) are mainly characterized by their self-renewal and
differentiation properties, aspects that makes them attractive as a therapeutic approach for
functional restoration in several tissues. Exogenous MSC application has been shown to promote
the regeneration of injured tissues through various mechanisms, such as replacement of
damaged or dysfunctional cells, mobilization of endogenous MSC, modulation of scar formation,
immunomodulation and secretion of trophic factors. However, it has been extensively
demonstrated that the most significant effects of MSC therapy can be attributed to paracrine
modulation in injured tissue, to the detriment of cell differentiation and repopulation itself. In this
context, MSC’s secretome appears as a therapeutic approach of great potential. The secretome
consists of all molecules produced and secreted by cultured cells under specific preconditioning
conditions and is then obtained as conditioned medium (MC). Thus, this product obtained from
MSC isolated from several anatomic sites has attracted the attention of the scientific community
in the context of regenerative medicine, due to its trophic and immunomodulatory action, as well
as the possibility of circumventing well-described limitations of cell therapy, such as activation of
the immune system, graft rejection and tumorigenesis. It has also been shown that changes in
preconditioning conditions for CM collection can have significant effects on its efficiency,
considering that differences in culture protocols can lead to changes in the profile of molecules
produced and secreted by cells in vitro. Therefore, the objective of this work is to systematically
review the literature to collect and analyze information about the methodologies that has been
used to produce MSC’s CM for neurotherapeutic applications, aiming to answer the following
question: “the CM of MSC obtained from which cultivation conditions leads to the best results
regarding its neurotherapeutic potential?”. The electronic search was conducted in PubMed,
Scopus and Web of Science databases using the terms “mesenchymal stromal cell” AND
secretome OR “conditioned media” AND “central nervous system”, and all 1.224 studies published
until January 15, 2019 were included for further analysis using the reference manager Zotero,
version 5 for iOS. After identification and removal of 126 duplicated entries, 1098 studies were
selected for the first screening. From these, 685 were considered eligible for full text analysis,
stage in which the studies included for systematic analysis will be selected. For inclusion studies
must approach the production of CM from MSCs, and not another cell type, and its
neurotherapeutic potential must be assessed, in vitro or in vivo. Following this screening, all
included references will be closely analyzed and every information circa the methodology for CM
collection will be extracted aiming to identify a pattern. With this work we hope to identify a
methodological standard for CM collection that reflects a better quality product for
neurotherapeutic applications.

Keywords: regenerative medicine; secretome; stem cells.
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ANALYSIS OF THE DOUBLE-STRANDED RNA BINDING GENE EXPRESSION OF
Arabidopsis thaliana INFECTED BY Colletotrichum higginsianum
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ABSTRACT

Pathogen attacks triggers a range of plant responses which drives the expression of several
defense-related genes. The control of expression of these genes can occur post-transcriptionally,
via small interfering RNAs (siRNA), or transcriptionally via RNA-directed DNA methylation. The
Double-stranded RNA binding domain proteins (dsRBPs) are involved in all aspects of RNA biology,
including synthesis, transport, processing, translation and degradation. The Double-stranded RNA-
Binding (DRBs) proteins are a family of dsRBPs, which five of them are encoded by the Arabidopsis
thaliana genome, being nominated as DRB1 to DRB5. The DRBs have two double-stranded RNA
binding domains at the N-terminal end and are involved in the biogenesis of small RNAs, as well in
the pathway of microRNAs (miRNAs) and trans-acting siRNAs (tasiRNAs). Furthermore, those
proteins have a role in bacterial and viral infection signaling but their role in fungal infection was not
described yet. Fungi pathogens can be divided into biotrophs and necrotrophs. Besides, there are
also pathogens called hemibiotrophs, that shows both strategies during the infection. That means
they have a biotrophic stage then, by causing host cells death, they switch to the necrotrophic
stage. The hemibiotrophic fungus Colletotrichum higginsianum is a very important model pathogen
as it causes the anthracnose disease in a wide range of plants and is easily cultured. Therefore, we
aim to investigate the possible involvement of DRBs in the pathosystem A. thaliana x C.
higginsianum. Thus, we analyzed the DRB gene expression of A. thaliana ecotype Col-0 after
inoculation with the strain IMI 349063 of C. higginsianum. Plants were grown at 23°C under 16h of
light and the fungus was grown on oatmeal culture media for conidial suspension preparation. Then,
plants of the infected group were pulverized with the concentration of 1x10° conidia mL™" while only
water was used on plants of the control group. Total RNA was extracted from leaves of adult plants
from three biological replicates of both control and infected groups at 6, 12, 24 and 48 hours after
infection, followed by the reverse transcription reaction. We performed quantitative PCR analysis
using the refence genes Actin and Ubiquitin. The results show that DRB4 and DRB5 were
expressed differently between infected and control plants at some evaluation points. DRB4 was
highly induced during the fungus attack and seems to be the best DRB candidate to be explored on
the next steps. DRB4 is a known partner of DCL4 protein during tasiRNA biogenesis and recently
was observed to interact with DRB7, a new DRB complex which was pointed to be involved in plant
pathogenesis processes. Besides that, although the function of DRB5 remains unknown, the
repression of this protein at the first stages of infection requires further analysis, which will be
performed on other plant tissues.

Key words: DRB; Fungal infection; plant-pathogen interaction.
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ASSOCIACAO ENTRE VARIANTES NOS GENES TNFRSF1A E IL28Ra
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RESUMO

Artrite Reumatoide (AR), Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e Psoriase sdo doencgas inflamatérias
cronicas, de origem autoimune. As trés doengas possuem uma patogénese complexa, etiologia
multifatorial e sdo desencadeadas em individuos geneticamente suscetiveis, expostos a
determinados fatores ambientais. Varios genes tém sido associados com a suscetibilidade as
Doencas Autoimunes (DAs), entre eles os que codificam proteinas envolvidas na imunomodulagao.
Os genes TNFRSF1A e IL28Ra tém ganhado destaque na autoimunidade pois codificam receptores
que medeiam a agao de citocinas inflamatdrias. A presencga de polimorfismos nestes genes pode
afetar a atividade inflamatoria de suas respectivas citocinas, resultando em uma resposta imune
anormal e contribuindo com a autoimunidade. Estudos prévios demonstraram associa¢des dos SNPs
rs1800693 (gene TNFRSF1A) e rs4649203 (gene /IL28Ra) com algumas DAs, principalmente em
populacdes de origem Europeia e Chinesa. O presente estudo teve como principal objetivo verificar
uma possivel associacao dessas variantes com AR, LES e Psoriase e suas manifestagdes clinicas
na populacao Brasileira, visando contribuir com a melhor compreensado da patogénese dessas
doengas. Através de um estudo caso-controle, um total de 426 pacientes (AR, LES e Psoriase) e
194 individuos sem histérico de DAs foram genotipados para os polimorfismos rs1800693 e
rs4649203 através do ensaio TagMan® SNP genotyping por qPCR. As frequéncias alélicas e
genotipicas e as analises de associacdo foram calculadas e analisadas entre casos e controle
através do software Unphased. No estudo com TNFRSF1A, a presenca do alelo rs1800693-C foi
associada a suscetibilidade de AR e Psoriase e conferiu protecdo para o teste de ESR elevado em
AR. Em LES, demonstrou ser um fator de risco para Eritema Malar e casos de DA na familia e
protetivo para presenca do autoanticorpo Anti-Cardiolipina. No estudo com IL28Ra, rs4649203-G foi
relacionado a protecdo de LES e a suscetibilidade de AR no sexo masculino. Conferiu fator protetor
para Serosite em LES e para Vasculite Reumatoide, Nédulos Reumatoides, ESR elevado e Proteina
C reativa em pacientes com AR. Na Psoriase, foi relacionada ao risco de desenvolver Psoriase
Gutata. O rs4649203-AG conferiu risco para o Eritema Malar em LES. Concluimos que as variantes
estudadas estdo associadas a suscetibilidade de AR, LES e Psoriase, bem como a determinadas
manifestacodes clinicas.

Palavras-chave: Polimorfismos genéticos; Lupus Eritematoso Sistémico; Artrite Reumatoide.
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AVALIACAO DOS EFEITOS DA FUCOXANTINA NA ADESAO DE CELULAS DE
GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUMANO
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RESUMO

Os gliomas sao tumores do Sistema Nervoso Central (SNC). Sua origem ¢é de células da glia ou de
suas progenitoras. E o tipo de tumor cerebral mais comum, correspondendo a 80% das neoplasias
desse local. O glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo mais comum e mais agressivo de glioma, com
mais de 50% dos casos. Seu tratamento é feito com ressecg¢ao cirurgica e subsequentes radio e
qguimioterapia. No entanto, a sobrevida dos pacientes € baixa, cerca de 14 meses. A temozolomida
(TMZ) é o quimioterapico mais utilizado no seu tratamento. Trata-se de um agente alquilante, que
leva as células em replicacdo a apoptose. Porém muitos gliomas apresentam resisténcia a esse
quimioterapico e ele também apresenta alguns efeitos colaterais indesejados. Além da resisténcia
ao tratamento, outra caracteristica que permite a reincidéncia do tumor, € a sua alta capacidade de
invadir os tecidos ao seu redor, o que dificulta a ressecg¢ao total. Para isso, € preciso uma série de
mudancgas de caracteristicas, como de adesao celular, que € mediada por moléculas da membrana
celular e da matriz extracelular. A fucoxantina (Fx) € um carotenoide contido em algas pardas que ja
demonstrou efeitos anticancer, inclusive antimigratérios, e foi mostrado que ela altera a matriz
extracelular secretadas por células de GBM. Portanto, ela se mostra muito interessante para um
futuro uso clinico. Os efeitos da Fx foram vistos sobre a viabilidade celular e na adesao células de
células GBM1 humanas. A viabilidade foi testada por meio do ensaio de MTT depois de 24h de
tratamento. As células foram divididas em 3 grupos: controle (DMEM-F12), veiculo (DMEM-F12 +
DMSO) e tratado (DMEM-F12 + Fx 100 uM). Como resultado, foi visto que a Fx reduz a viabilidade
celular em cerca de 30%. A adeséo celular foi observada através do ensaio de adesao, depois de
6h, 12h e 24h de tratamento, com os mesmos trés grupos. Foi visto que a Fx ndo altera a adesé&o
celular depois de 6h e 12h, mas que diminui depois de 24h. A analise estatistica foi feita por analise
de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os dados foram expressos
como média com erro padrao. O software usado foi o GraphPad Prism 5 e os valores p < 0,05 foram
considerados significantes. Como perspectivas futuras, queremos ver quais moléculas da membrana
celular e da matriz extracelular estdo envolvidas nesse processo, como integrinas, laminina,
fibronectina e metaloproteinases de matriz (MMPs), quantificando a expresséo e a secrec¢ao dessas
moléculas, bem como a atividade das MMPs.

Palavras-chave: Carotenoide; GBM; glioma.
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AVALIACAO MORFOMETRICA DOS OVOCITOS PRE-VITELOGENICOS DO OVARIO
DE MACROBRACHIUM POTIUNA EXPOSTOS AO ROUNDUP WG

CASTRO, VANESSA S."?; MELO, MADSON S. "2, MULLER, YARA M.R."2

"Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento; Centro de Ciéncias
Biolégicas/Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — Universidade Federal de Santa
Catarina.

2|aboratério de Reprodugao e Desenvolvimento Animal (LRDA); Centro de Ciéncias Bioldgicas/
Departamento de Biologia Celular— Universidade Federal de Santa Catarina.

" castro.vanessa@posgrad.ufsc.br

O glifosato € um herbicida organofosforado, mundialmente empregado no controle do crescimento
de plantas indesejaveis em areas agricolas e urbanas. Embora a aplicagdo deste agroquimico seja
mais comum a areas terrestres, ele pode atingir os ecossistemas aquaticos e comprometer a
qualidade da agua e os organismos nao alvos que ali habitam, como os crustaceos. Dentre os
representantes deste subfilo, a espécie Macrobrachium potiuna demostra ser um adequado modelo
bioldégico para estudos de toxicidade de herbicidas a base de glifosato (HBG). M. potiuna é um
camarado de agua doce endémico da fauna brasileira, que desempenha um importante papel na
cadeia alimentar de ecossistemas aquaticos tropicais, participando da ciclagem de energia e no fluxo
de nutrientes do ambiente, podendo ser alvo da contaminagdo dos ecossistemas aquaticos por
poluentes. Estudos focando a toxicidade de HBG em crustaceos, principalmente caranguejos, tém
demonstrado que o sistema reprodutor feminino é alvo da toxicidade do herbicida, interferindo na
maturacdo ovariana, e consequentemente na fertilidade. Dessa forma, considerando que (i) HBG
sdo os mais utilizados no mundo e que lideram o ranking de ingrediente ativo (glifosato) mais
comercializado no Brasil; (ii) as espécies apresentam sensibilidade diferenciada a um mesmo agente
téxico; (iii) sdo escassos os estudos avaliando o potencial toxicolégico de HBG em representantes
endémicos da carcinofauna brasileira, como M. potiuna e que (iv) os ovarios de crustaceos
decapodes, quando expostos a HBG, apresentam um comprometimento no ciclo reprodutivo e
consequentemente na maturacao ovariana, este estudo tem por objetivo investigar o efeito deste
composto sobre a morfometria dos ovdcitos pré-vitelogénicos de M. potiuna. Assim, fémeas em
estagio intermediario da maturacdo ovariana foram coletadas na Cachoeira do Pogdo em
Florianopolis/SC e transportadas ao Laboratério de Reprodugdo e Desenvolvimento Animal e
aclimatadas por 7 dias. Apds a aclimatacéao, realizou-se um bioensaio subagudo de 14 dias, sendo
utilizada as concentragées de 0,065 e 0,28 mg/L de HBG, fémeas expostas apenas com agua
declorada foram utilizadas como grupo controle. Apds a exposi¢ao, os ovarios foram dissecados e
processados para técnica histolégica de coloragdo com Hematoxilina & Eosina (HE) e o comprimento
do maior eixo dos ovocitos pré-vitelogénicos foram medidos no programa ImagedJ. Os dados sao
apresentados como média * erro padrdao da média. A analise da morfometria dos ovocitos pré-
vitelogénicos demostrou um aumento significativo no comprimento do maior eixo apenas nos
ovocitos das fémeas expostas a concentracdo de 0,28mg/L de HBG (212,4 £ 15,3 um; p<0,05),
quando comparados ao grupo controle (174,8 + 6,78 pym). Por outro lado, o comprimento do maior
eixo dos ovdcitos pré-vitelogénicos expostos a concentragao de 0,065mg/L (202,2 £ 7,26 pm) néo
demonstraram diferenga significativa. Os resultados apresentados, permitem observar uma resposta
da maior concentragao de HBG sobre a morfometria dos ovécitos pré-vitelogénicos do ovario de M.
potiuna. Tal resultado sugere que o HBG possui um efeito de disruptor enddcrino na maturagéo
ovariana. Neste contexto, o presente estudo ainda tem por perspectiva, investigar o efeito do HBG
sobre a morfologia e morfometria das demais células germinativas e somaticas do ovario de M.
potiuna.

Palavras-chave: Crustaceos; reprodugao; toxicidade.
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CELLULAR EFFECTS OF UVB RADIATION: PROLIFERATION AND APOPTOSIS IN
EMBRYOS AND LARVAE OF FRESHWATER PRAWN Macrobrachium olfersii
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ABSTRACT

Solar ultraviolet radiation (UV) is composed by a range of 100 - 400 nm wavelength, subdivided into
ultraviolet A (UVA, 400-320 nm), ultraviolet B (UVB, 320-280 nm) and ultraviolet C (UVC, 280-100
nm). UVB radiation is partially attenuated in the atmospheric ozone layer, and the longer
wavelengths of this radiation reach the Earth's surface. At higher doses, UVB radiation is capable of
promoting cellular and molecular changes in exposed organisms, including those living in aquatic
environments, such as the freshwater prawn Macrobrachium olfersii. This species lives and
reproduces in shallow, translucent water, and then its eggs are also exposed to UVB radiation
during all stages of embryonic development, until hatching. The present study aimed to investigate
and compare the effects of UVB radiation on the embryonic and larval cells of M. olfersii, specifically
on molecules involved in cell proliferation and cell death by apoptosis. Females and males of the M.
olfersii were collected at Parque Municipal da Lagoa do Peri, Floriandpolis, Santa Catarina
(IBAMA’s Permanent Authorization N°. 15294-1/2008), transported to Laboratério de Reprodugéo e
Desenvolvimento Animal (LRDA) and kept in aquaria (1 male: 3 females). Ovigerous females
obtained in laboratory were irradiated for 30 minutes (310 mW/cm?, 6 W lamp - Vilber Lourmat) to
obtain embryos and larvae. Embryos and larvae from non-irradiated ovigerous females were used
as controls. Immunohistochemistry using protein specific marker was performed for
immunolocalization and quantification of phosphohistone H3 (PHH3), involved in cell proliferation. In
irradiated-embryos a significant increase in the number of PHH3-positive cells (4.40 + 0.21) was
observed, when compared to controls (3.45 + 0.18; p < 0.001). In the larvae, the number of PHH3-
positive cells was 5.81 (x 0.50), which did not differ from the controls (7.18 £ 0.54). Additionally, by
immunohistochemistry the Bak protein involved in the apoptosis process was immunolocalized and
quantified. A significant increase in the number of Bak-positive cells was observed in embryos
(13.11 £ 0.61) and larvae (6.70 £ 0.51) when compared to controls (7.51 £ 0.86 for embryos, 2.68 +
0.33 for larvae). Therefore, the results presented allow us to observe the effect of UVB radiation on
M. olfersii embryonic and larval cells. These results also showed that the effects observed in
embryonic cells may compromise the larval cells viability. New irradiation protocols may help to
elucidate the effects of embryonic exposure to UVB radiation on larval cells.

Keywords: Cell viability; Crustacean; Embriotoxicity.
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CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS DO TECIDO ADIPOSO ABDOMINAL
HUMANO APRESENTAM FENOTIPO SENESCENTE APOS TRATAMENTO COM
ALTA GLICOSE, IN VITRO
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RESUMO

O envelhecimento do tecido adiposo subcutdneo abdominal esta associado a progressao de
patologias tipicas da idade avangada, como as sindromes metabdlicas, doencas degenerativas e
metastases. A senilidade desse tecido é acelerada pelo acumulo de células-tronco senescentes.
Um dos principais processos que geram a senescéncia celular precoce € o catabolismo da glicose
nas mitocéndrias. Nesse processo a glicose é convertida em energia para o metabolismo celular,
mas também em espécies reativas que quando em excesso causam danos oxidativos nas células.
Esses danos se nao corrigidos podem direcionar as células a senescéncia em resposta ao
estresse oxidativo. Uma das estratégias terapéuticas antienvelhecimento é aumentar a eficacia
das defesas celulares antioxidantes. Para isso, protocolos que visam estabelecer a senescéncia
celular in vitro sédo indispensaveis. O objetivo desse trabalho foi obter o fenétipo senescente em
células estromais mesenquimais isoladas do tecido adiposo subcutdneo humano submetida a alta
glicose in vitro. Primeiramente, buscamos verificar a melhor dose sub letal de glicose para essas
células analisando a viabilidade celular pelo ensaio de MTS. Apds, as doses mais promissoras
foram testadas e seus efeitos analisados na morfologia celular, no potencial proliferativo, na
atividade da enzima lisossomal beta galactosidase acida, no acumulo de focos de heterocromatina
associada a senescéncia celular e de focos de yH2AX. Além disso, também analisamos o efeito
da glicose no aumento de espécies reativas de oxigénio pelo ensaio de DCFH-DA. Todas essas
caracteristicas celulares analisadas sao comuns ao estado senescente. Os resultados
demonstraram que nas doses de 25mM e 35mM de glicose as células apresentavam reducao de
14% e 20,5% da viabilidade celular 24 horas apds o tratamento, respectivamente. Nessas doses
as células apresentaram aumento de 341% e 382% de hipertrofia celular e perda de 37,3% e
82,3%, da capacidade de formar colbnias, respectivamente, o que demonstra comprometimento
no ciclo celular. Essa suposicao foi corroborada com o aumento de heterocromatinizagido do DNA
associada a senescéncia celular ja que essa ocorre em resposta a ativagao de ciclinas como p14
e p16 que cessam a mitose. Além disso, nessas doses de glicose, as células demonstraram maior
instabilidade genética que foi detectada pela imunomarcagao de yH2AX. Por fim, quando as
células foram tratadas com essas doses de glicose houve um aumento de 2,5 vezes e 5,7 vezes
do acumulo de espécies reativas de oxigénio, respectivamente, sugerindo alteracdes celulares
associadas a senescéncia celular em resposta ao estresse oxidativo gerado pela alta glicose. Em
conjunto, esses resultados sugerem que as doses de 25mM ou 35mM de glicose induziram a
senescéncia nas células estromais mesenquimais isoladas do tecido adiposo subcutaneo humano.
Portanto, foi estabelecido um protocolo eficiente de indugao de senescéncia celular precoce in vitro
que pode ser utilizado para analises de terapias antisenescéncia.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Protocolo; Terapias.
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CONSTRUCAO DE MODELOS DIDATICOS PARA O ESTUDO DE ESTRUTURAS DA
BIOLOGIA CELULAR E TECIDUAL POR ALUNOS DO ENSINO MEDIO
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RESUMO

O livro didatico e o quadro/lousa sao os recursos didaticos mais utilizados em grande parte das
escolas publicas de Ensino Médio, pois ha limitagbes de espacgos apropriados para a realizagao de
atividades de laboratério. Assim, ha prioridade das aulas tedricas em detrimento das atividades
praticas, o que contribui para a baixa motivagcdo dos alunos com o ambiente escolar. Nesse
contexto, a utilizagdo de uma metodologia ativa, incentivando os alunos a estudar e posteriormente
construirem modelos didaticos que representem estruturas como células e tecidos, em escala
aumentada, mostrou-se uma alternativa interessante para amenizar o problema de infraestrutura
além de se adequar a realidade da escola. O presente trabalho foi realizado com os alunos do
Ensino Médio da Escola Estadual Maria do Carmo Lopes em Sao José/SC, proporcionando uma
atividade pratica criativa em relagdo ao estudo da Biologia Celular e Tecidual. A escola tem
limitagbes de espago que inviabilizam a realizagdo de aulas praticas e de informatica. A atividade
foi realizada por alunos das séries dos segundos e terceiros anos do Ensino Médio, com o objetivo
de proporcionar uma melhor visualizagdo e entendimento de partes e fungdes de células e tecidos,
tornando as aulas mais atrativas e melhorando o processo ensino e aprendizagem. A partir de
ilustracdes de livros didaticos, sites didaticos e imagens foram construidos nove modelos didaticos
utilizando materiais nao pereciveis, como parafusos, pegas plasticas, fios elétricos, para que
permanecam como acervo de estudos na escola e possam ser utilizados pelos trés niveis do
ensino basico. De biologia celular foram construidos modelos didaticos referentes a membrana
plasmatica, estrutura helicoidal de um fragmento do DNA, um neurénio, uma célula procarionte e
uma célula eucarionte. Em relacao a biologia tecidual foram elaborados modelos dos tecidos
0sseo, muscular, pele humana representando os tecidos epitelial e conjuntivo, vasos sanguineos e
tecido sanguineo. Posteriormente foi aplicado juntos aos alunos um questionario, com nove
questdes, de avaliacido da atividade proposta, onde foi constatado que com a execucdo desse
projeto, os alunos se sentiram estimulados a participar como protagonistas do processo de
construgdo do conhecimento e avaliaram como sendo importante a realizagdo de atividades como
esta para amenizar as dificuldades de aprendizagem mediante as limitagcdes de infraestrutura da
instituicdo de ensino. Constatou-se também que quando o ambiente de trabalho estimula a
curiosidade, a participacao dos alunos é espontanea, o que facilita o desenvolvimento do processo
de ensino.

Palavras-chaves: aprendizagem,; atividade pratica; acervo da escola.
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CRUSTACEAN ENDOCRINE SYSTEM AS TARGET TO GLYPHOSATE-BASED
FORMULATIONS TOXICITY
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ABSTRACT

The endocrine system of crustaceans regulates among other processes, the molting, growth and
reproduction. For this to happen, several molecules (e.g. ecdysteroids, neuroendocrine hormones,
vitellogenin, and chitinolytic enzymes) are required to a normal functioning of these processes.
However, some compounds known as endocrine disruptor compounds (EDC) are capable of disrupting
the normal molt/reproduction functioning, causing molting and reproductive impairments.
Glyphosate-based herbicides (GBH), which represent one of the most used herbicides worldwide, are
usually found in freshwater environments and has been assumed an EDC for vertebrates. Although
invertebrates represents almost 95% of the fauna, reports on the effects of GBH on the endocrine
system of invertebrates, especially decapod crustaceans are very scarce. Thus, this study aimed to
investigate the environmentally relevant GBH concentrations (0.0, 0.0065, 0.065, and 0.28 mg L)
effects on molecules involved in the molting, growth and reproduction processes of the freshwater
prawn Macrobrachium potiuna exposed for 7 and 14 days. Therefore, after the exposure periods, the
relative transcript expression levels of the ecdysteroid receptor (EcR), the molt-inhibiting hormone
(MIH), and the vitellogenin (Vg) genes were measured. In addition, the 20-hydroxyecdysone hormone
(20-HE) concentration and the chitobiase activity were assessed in males and females. The transcript
levels results revealed that only males were affected by the GBH exposure, suggesting that males were
more sensitive to GBH than females. Males exposed for 7 days at 0.065 mg L™ showed overexpression
of EcR and MIH, meanwhile, males exposed for 14 days showed overexpression of Vg at the same
concentration. On the other hand, the chosen GBH concentrations were able to decrease the 20-HE
concentration in males exposed for 7 days and females exposed for 14 days. Moreover, GBH also
decreased the chitobiase activity in males and females prawns exposed for 14 days. This study
highlighted that, in addition to be an EDC in vertebrates, GBH seems to be also an EDC for
crustaceans, disturbing the molt/growth and reproduction processes. The results also indicate that the
GBH concentrations, considered secure by regulatory agencies, should be reviewed to minimize the
effects on non-target organisms.

Keywords: Macrobrachium potiuna; Molt; Roundup.
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RESUMO

O Brasil é o pais que mais utiliza agrotdxicos em litros por habitante, sendo que dentre estes, o
herbicida glifosato € o mais utilizado, assim como no mundo todo. Seu modo de agao ocorre pela
inibicio da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase encontrada em plantas e
microrganismos, envolvida na sintese de aminoacidos aromaticos. Ainda que essa enzima nao seja
encontrada em animais, estudos vém demonstrando efeitos toxicos do glifosato em diferentes
organismos nao-alvo, como abelhas, peixes, anfibios, entre outros. Embora diante do crescente uso
de herbicidas, principalmente de herbicidas a base de glifosato (HBG), poucos estudos tém
investigado os efeitos de baixas concentracdes de HBG, especificamente a sua toxicidade em
organismos nao-alvo. Em peixes, a branquia € um dos principais érgaos afetados por agentes tdxicos
em ambientes aquaticos. Sua sensibilidade a tais agentes se deve a extensa superficie de contato
direto com a agua, sendo um dos primeiros 6rgaos expostos aos compostos dissolvidos na agua.
Assim, o objetivo desse estudo foi investigar o efeito do HBG sobre a morfometria das branquias do
peixe-zebra, Danio rerio. Exemplares adultos (n = 3) foram expostos por 7 dias a 0,065 mg/L de
HBG, e exemplares nao expostos ao HBG foram utilizados como grupo controle. As branquias foram
dissecadas, fixadas em solugdo de glutaraldeido a 1,5% + paraformaldeido a 1,5%, incluidas em
parafina e seccionadas a 6 g#m, sendo posteriormente coradas com Hematoxilina-Eosina. As
branquias foram analisadas através de parametros morfométricos: i) tamanho das lamelas
secundarias, ii) distancia entre as lamelas secundarias e iii) largura das células cartilaginosas das
lamelas primarias, com auxilio do software Image J®. Os dados obtidos foram submetidos ao Teste
t de Student e expressos como média * erro padrao. Nao foram observadas diferencas significativas
(p = 0,7927) no tamanho das lamelas secundarias entre o grupo controle e exposto (56,16 um %
1,15 uym; 55,42 ym = 2,69 um, respectivamente). Tampouco foram observadas diferencas
significativas (p = 0,7438), na largura das células cartilaginosas entre o grupo controle e exposto
(1,02 um = 0,01 pm; 1,01 um = 0,03 pm, respectivamente). Contudo, a distancia entre as lamelas
secundarias mostrou uma diminuicao significativa (p < 0,0001) no grupo exposto (11,78 um + 0,33
pum), quando comparado ao grupo controle (14,47 um + 0,26 um). Diante dos resultados, uma
provavel explicacédo para a reducao da distancia entre as lamelas secundarias pode estar relacionada
a uma hipertrofia das lamelas, ja que essa alteragdo foi visualizada nas branquias dos peixes
expostos ao HBG. As alteragbes morfométricas ainda estdo sendo analisadas e classificadas, e
poderao explicar os efeitos observados, assim como futuras analises em relagao a capacidade do
HBG de interferir no ciclo celular das células das branquias serdo realizadas, para uma maior
compreensao dos seus efeitos.

Palavras-chave: Scout; toxicidade; zebrafish.
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RESUMO

A dependéncia € um disturbio crénico e recorrente, caracterizado pelo desejo compulsivo e perda do
controle sobre a limitagao do uso de drogas. Essa vulnerabilidade individual ao vicio € um fenémeno
complexo influenciado por fatores comportamentais, genéticos, neurobiolégicos, bem como é
modulada por transtornos psiquiatricos, fatores socioambientais e experiéncias pregressas em
diferentes fases do desenvolvimento. Adicionalmente, experiéncias adversas na infancia, ou seja, no
periodo mais plastico do desenvolvimento biolégico, emocional e cognitivo da vida do individuo,
predispdem ao uso e a dependéncia de drogas durante a juventude e vida adulta. Embora menos
estudado que o comportamento emotivo e a hiperatividade do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal, o
estresse na infancia de ratos pode interferir no desenvolvimento da via nervosa mediadora do
sistema de recompensa. Existem evidéncias que o estresse infantil aumenta o consumo voluntario
de etanol, exagera o comportamento e a resposta dopaminérgica para psicoestimulantes, e altera a
sinalizagdo de dopamina e opidides em regides de recompensa, como coértex pré-frontal e nucleo
acumbens. Para melhor investigar o uso e o abuso de substancias, estudos pré-clinicos, apontam
que a linhagem SHR revela “background’ genético de elevada sensibilidade a psicoestimulantes,
opiaceos e canabinoides, bem como, tem apresentado aumento significativo no consumo
espontaneo e sensibilidade aos efeitos estimulantes do etanol. Além disso, o tratamento crénico com
o metilfenidato, durante a adolescéncia, altera a ingestao de etanol e os efeitos comportamentais da
cocaina em ratos adultos. Na tentativa de identificar genes, produtos génicos e mecanismos
subjacentes a numerosas caracteristicas quantitativas, uma nova linhagem denominada SLA16 foi
desenvolvida no Laboratério de Genética do Comportamento da UFSC. A linhagem congénica
SLA16 apresenta-se como um modelo animal ideal e especifico para avaliar a regiao genémica
Anxrr16 no cromossomo 4 (“Quantitative Traits Loci” com forte influéncia na locomocao central do
campo aberto), uma vez que apresenta, nessa regiao, alelos da linhagem doadora LEW no fundo
genético da receptora SHR. Em relagdo as caracteristicas comportamentais, a linhagem SLA16
apresenta menores niveis de ansiedade, déficits de aprendizado e maior atividade locomotora em
ambientes novos em relagdo a linhagem SHR. Nesse sentido, cabe ressaltar que a reatividade
locomotora a um novo ambiente prediz aspectos de busca e consumo de substancias psicoativas.
Ainda na comparagao entre as linhagens, é observado elevada press&o arterial, bem como menor
sensibilidade e maior consumo frente ao alcool em fémeas da linhagem SHR. Nesse contexto,
objetiva-se compreender a complexa inter-relagdo entre o gendtipo, os eventos ambientais e a
estrutura neurobioldgica frente ao uso e dependéncia de drogas através da investigagao do seguinte
qguestionamento cientifico: O estresse na infancia interfere no comportamento e nos mecanismos
biolégicos de dependéncia na vida adulta em ratos das linhagens SHR e SLA16? Para tanto, nas
diferentes linhagens, sera realizada a indugao do estresse infantil através da separagdo materna por
4h diaria durante duas semanas e pelo acondicionamento em caixas contendo maravalha limitada
para confecgdo do ninho, bem como sera avaliada a sensibilidade comportamental, o consumo
voluntario de etanol, a dependéncia a anfetamina e os mecanismos biolégicos estabelecidos no
sistema de dependéncia - via mesolimbica.

Palavras-chave: Dependéncia; Alcool; Anfetamina.
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EFFECT OF N-METHYL-D-ASPARTATE RECEPTOR ACTIVATION ON THE
MODULATION OF THE MAPK/ERK PATHWAY IN CORTICAL NEURONS IN VITRO
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ABSTRACT

Extracellular signal-regulated kinase (ERK) is a member of the mitogen-activated protein kinases
(MAPK) family, known for its role in the regulation of cellular processes such as proliferation, gene
expression, differentiation, apoptosis, survival and inflammation. When activated trough
phosphorylation, ERK is translocated to the nucleus and becomes able to phosphorylate nuclear
transcription factors. This signaling pathway has a central role in several key cellular activities,
therefore its impairment can be related to the development of pathological processes leading to
neurodegenerative diseases, for example. It is known that central nervous system (CNS) lesions are
characterized by the activation of complex cascades of cellular responses that lead to secondary
injuries and consequent successive loss of tissue and functionality, promoting an unfavorable
microenvironment for homeostasis and repair. Glutamate-induced excitotoxicity via N-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAR) overactivation is a common key point in neurodegeneration, and it has
been associated to deactivation of the ERK pathway and, consequently, of its target CAMP response
element-binding protein (CREB), a transcription factor associated with synaptic plasticity,
neuroprotection, growth and neuronal survival. Thus, we aimed to investigate the effect of NMDAR
activation on ERK phosphorylation in vitro using cortical neurons of C57BL/6 newborn mice as a
model, which use was approved by the Ethics Committee under the protocol 9259120918. Primary
cultures were obtained through enzymatic dissociation of cortices with 0,25% trypsin-EDTA and 1x10°
cells were seeded in 6-wells plates coated with poly-L-lysine. Neurons were cultivated in Neurobasal-
A medium supplemented with antibiotics, B-27 and glutamine, with an initial inhibitory feeding with
cytosine arabinoside and changes of 50% of the medium volume every 3 days until reaching 14 days
in vitro (DIV). Immunodetection of microtubule-associated protein 2 (MAP-2), a marker for mature
neurons, was used to characterize initial cultures and confirm the neuronal phenotype after 5, 7, 10
and 14 DIV. Besides that, ERK phosphorylation was evaluated through western blotting after cells
exposure to 0, 20, 30, 40 and 50 uM of N-methyl-D-aspartic acid (NMDA), a known NMDAR agonist,
for 30 minutes. Regarding characterization, our results showed that cultures presented between
67,9% and 89% of MAP-2 positive cells, confirming its predominantly neuronal phenotype.
Furthermore, relative quantitation of ERK phosphorylation, using a-tubulin as loading control,
demonstrated that NMDAR stimulation is capable of modulate the activation of this signaling pathway.
According to information available in scientific literature, excitotoxicity induction with lower NMDA
concentrations (20 uM) induces a neuroprotective response, increasing ERK phosphorylation in
19,1% when compared to the unexposed control. Higher NMDA concentrations, however, can
compromise its activation, which was confirmed by a decrease of 45,85%, 79,2% and 72,1% after
exposure to 30, 40 and 50 uM of the NMDAR agonist, respectively. Thus, our results verify that
excitotoxicity via NMDAR can modulate signaling pathways associated with basic cellular responses
and even the activation of transcription factors strongly associated to neuroprotection, confirming its
role in the development of neurodegenerative pathologies.

Keywords: excitotoxicity; neurodegeneration; neuroprotection.
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EFFECTS OF EXPOSURE TO ULTRAVIOLET B RADIATION ON THE ACTIVATION OF
MITCHONDRIAL QUALITY CONTROL IN Macrobrachium olfersii EMBRYOS
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ABSTRACT

The high levels of ultraviolet B (UVB) radiation recorded in southern Brazil are related to the ozone
layer depletion and elicit attention to the global climate changes. This radiation reaches transparent
freshwater environments, where the prawns Macrobrachium olfersii live and reproduce. These
prawns are essential for maintaining the cycling of organic matter and energy in freshwater
ecosystems. Thus, changes caused by UVB radiation in M. olfersii populations may compromise the
integrity of these natural environments. In addition, it is important to note that UVB radiation also
has enough energy to penetrate the tissues and cells of adult animals, larvae and embryos, causing
changes in cellular organelles. The mitochondria, responsible for the energy production in animal
cells, are an important target of this radiation. Previous studies have shown that the UVB radiation
was able to alter the morphology and the functional integrity of this organelle. Mitophagy is a
mechanism of mitochondrial quality control, which involves the detection of dysfunctional
mitochondria, autophagosome recruitment and degradation by autophagic processes. Thus, the aim
of this study was to investigate the effects of UVB radiation on the expression of genes and proteins
content related to mitophagy, which contributes to mitochondrial quality control, using M. olfersii
embryonic cells. Adults of M. olfersii were collected in the Lagoa do Peri in the Santa Catarina
Island and maintained in aquarium to obtain ovigerous females (IBAMA’s permanent approval n°
15294-1/2008). Embryos in the stage of morphogenesis and organogenesis (E7) were irradiated for
30 minutes with irradiance of 310 mW/cm?, in order to simulate the natural UVB irradiation. After 6
hours and 12 hours of irradiation procedure, embryos were analyzed. The identification of the genes
associated with mitophagy (PINK1, MAP1LC3) and outer mitochondrial membrane (TOMMZ20) were
found in the transcriptome analysis of the M. olfersii embryos, and the cDNA synthesis was used to
analyze the gene expression through the RT-gPCR, using Rpl8 as reference gene. In addition,
immunohistochemistry for quantification of cells positive for PINK1, TOM20 and LC3B proteins were
performed. Data were analyzed by One-way ANOVA and Tukey’s Test (p < 0.05). After 6 hours of
exposure to UVB radiation, transcript levels of the genes showed a significant increase. In addition,
a significant increase of immunolabeled positive cells was observed after 12 hours of exposure to
UVB radiation. Considering these results, we conclude that after the increase of transcript levels of
genes 6 hours after UVB exposure, mRNA translation into proteins occurs, which is compatible with
the results of the increase in the number of cells positive for the analyzed proteins 12 hours after
exposure. This increase of the analyzed genes and proteins indicates the activation of mitophagy,
as a form of quality control of damaged mitochondria through their removal by autophagosomes. In
addition, this study contributes to the understanding of the molecular responses of mitochondria in
embryonic cells of aquatic invertebrates against to UVB exposure.

Key words: Crustacea; Embriotoxicity; Mitophagy.
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RESUMO

Gliomas sao neoplasias do Sistema Nervoso Central (SNC) que podem afetar tanto o cérebro quanto
a medula espinhal. Esses tumores sao classificados como heterogéneos devido a sua composicao
celular e histologia. Baseando-se nisso, a Organizagdo Mundial de Saude classifica os gliomas em
diferentes graus (I-IV) sendo o Glioblastoma Multiforme (GBM) a forma mais agressiva e o tumor
primario mais comum entre os tumores cerebrais. Pacientes acometidos por GBM possuem uma
sobrevida média de aproximadamente 14 meses apés o diagndstico. O tratamento padrao consiste
em cirurgia de excisao do tumor, seguida por quimio e/ou radioterapia. Entretanto, esse tratamento
nao é eficaz na maioria dos casos, devido as altas taxas proliferativas das células de GBM, da
capacidade destas células de evadirem a apoptose e invadirem tecidos sadios. Desta forma, a busca
por tratamentos alternativos para o GBM é de fundamental importancia. As chalconas, por exemplo,
sdo compostos fendlicos que fazem parte da via de biossintese de flavonoides em plantas e
apresentam uma estrutura quimica simples e versatil. Diversas fung¢des biolégicas estdo descritas
na literatura sobre as chalconas como atividade antibacteriana, anti-inflamatdéria, antitumoral e
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Levantou-se a hipétese de que as chalconas
sintéticas produzidas no LEAT-UFSC teriam acgao antitumoral nas células de GBM. Para isso foram
testadas trés chalconas sintéticas (Q1VA, Q2VA e Q18VA) em células de GBM provenientes de
resseccao cirdrgica de paciente. Os ensaios de citotoxicidade por MTT demonstraram que apenas a
chalcona Q1VA apresentou reducdo da viabilidade celular de forma significativa. A reducéo na
viabilidade celular foi investigada pelo ensaio de Anexina-Pl, onde os resultados demonstraram que
a morte causada pela Q1VA foi por apoptose e que os niveis de morte por necrose diminuiram, uma
importante caracteristica para um composto anti-tumoral. Os ensaios de EROs (DCFDA) e AWYm
(TMRE) identificaram que ocorre um aumento nos niveis de EROs nas primeiras horas em contato
com a chalcona Q1VA, diminuindo ao longo do tempo; do mesmo modo que apds 24 horas, a
membrana mitocondrial encontrava-se despolarizada. A analise do ciclo celular através da
incorporacao de Pl demonstrou a capacidade da chalcona Q1VA em promover um atraso no ciclo
celular. Desta forma, a chalcona Q1VA tem agao sobre mecanismos que impedem a proliferagéo do
GBM e a morte celular poderia estar ocorrendo via mitocondrial. Essa perda do AWm poderia ser em
decorréncia do acréscimo nos niveis de EROs que foram observados nas primeiras 6 horas de
tratamento. As células que permaneceram viaveis apresentaram atraso no ciclo celular na fase M,
principalmente. Os proximos passos serao investigar o efeito da chalcona Q1VA sobre os processos
de migragao, invasao e angiogénese, caracteristicas importantes no GBM.

Palavras-chave: Apoptose; Citotoxicidade; Mitocdndria;
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ABSTRACT

Mercury is a metal present in the forms of metallic mercury (HgO0), inorganic ions (Hg* and Hg? *)
and organic mercury (ethylmercury and methylmercury), which differ in toxicokinetics, distribution,
accumulation and cycling in the environment. Methylmercury (MeHg) is found in nature through
methylation by microorganisms that make it highly available in the environment, allowing
accumulation in biological tissues, raising concerns about MeHg contamination and toxicity. MeHg
is the most toxic form of organic mercury and may be responsible for morphological, behavioral and
metabolic damages in exposed individuals. However, although the toxicity of MeHg is well known,
its effect on cardiovascular system development remains poorly explored. Thus, the aim of this
study was to investigate the effect of MeHg on heart development, using Gallus domesticus
embryos as experimental model. Specifically, the content of proteins involved in cell proliferation
and apoptosis, as well as the organization of the cardiac ventricular trabeculae and subcellular
organization of cardiac ventricular cells were analyzed. Embryos were treated in ovo after 33 hours
of incubation with 0.1 ug MeHg/50 uL of saline solution and then were analyzed on the 10"
embryonic day (E10) (Ethics Committee of Federal University of Santa Catarina, CEUA — protocol
number 5843231018). For the morphological analyses, the heart was submitted to light microscopy
and transmission electron microscopy techniques. Additionally, the content of proteins involved in
the cell proliferation (phosphohistone H3) and in the apoptosis (caspase-3) of cardiac cells, was
analyzed by immunohistochemistry. After MeHg treatment, there was a significant reduction in the
number of phosphohistone H3-positive cells in the left ventricle (15.62 + 0.75 cells) and in the right
ventricle (17.5 £ 0.42) in comparison to controls (19.12 £ 0.39 and 21.12 £ 1.43, for the left and right
ventricles, respectively). No changes were observed for the number of caspase-3 positive cells.
Regarding subcellular organization, swelling of mitochondrial crest was observed in MeHg-treated
embryos. In addition, a significant reduction in heart rate was observed after MeHg-treatment (75.94
+ 27.3 beats/min) in comparison to control (103.66 + 34.0 beats/min). The results showed that
MeHg exposure was able to compromise cell proliferation and mitochondrial integrity, which are
extremely necessary for heartbeat. Further studies focusing on the cell cycle and mitochondrial
quality control will be welcome.

Keywords: Embryotoxicity; MeHg; Heart ventricles

23


mailto:nathaliarzk@gmail.com

_s [ Karyokinesis Symposivm (5

,// sharing and multiplying knowledge on cell, molecular and developmental biology

EXPOSURE TO PYRIPROXYFEN INDUCES CHANGES IN THE THICKNESS OF
CELLULAR LAYERS IN THE SPINAL CORD AND DEVELOPING BRAIN

SILVA, MAICO ROBERTO LUCKMANN RODRIGUES"?; SPRICIGO, MIRIAN2*"; SILVA, NORMA
MACHADO* NAZARI, EVELISE 3.

"Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento; Centro de Ciéncias Bioldgicas —
CCB; Universidade Federal de Santa Catarina.

2Laboratério de Reprodugdo e Desenvolvimento Animal; Centro de Ciéncias Biologicas/Departamento de
Biologia Celular, Embriologia e Genética; Universidade Federal de Santa Catarina.

3Curso de Graduagdo em Biologia; Centro de Ciéncias Bioldgicas; Universidade Federal de Santa Catarina.
4Laboratério de Genética Evolutiva; Centro de Ciéncias Biolégicas/Departamento de Biologia Celular,
Embriologia e Genética; Universidade Federal de Santa Catarina

* maicooroberto@gmail.com?; mirian.spricigo@gmail.com?.

ABSTRACT

Pyriproxyfen (PPF) (C20H19NO3) is a pyridine-based larvicide that acts as an insect growth regulator.
Since 2014, due to concerns about the Zika virus epidemic, transmitted by the Aedes genus mosquito,
the use of 0.01 mg/L PPF in drinking water has been adopted in Brazil. In this same period, there was
an increase in cases of microcephaly in newborns in the country and some health institutions
published technical notes warning about the possible association between the larvicide applied in
water reservoirs and cases of microcephaly. In order to investigate the neurotoxic effects of PPF on
the central nervous system, this research aimed to characterize the morphology and cellular
mechanisms involved in spinal cord and brain histogenesis after PPF exposure, using Gallus
domesticus embryos, as model. Then, fertile eggs were incubated at 37,5°C temperature and 65%
humidity (CEUA-UFSC protocol No. 5843231018). The sub-lethal concentrations of the PPF (0.01
mg/L, 10 mg/L) were defined by a survival curve. Treatments were performed in ovo after 24 hours
of incubation, at embryonic age (E1) and analyzed at E10. Non-treated embryos (0.00 mg/L PPF)
were used as controls. External cephalic macro-morphometry was conducted before the spinal cord
and brain were submitted to histological procedures and micro-morphometry of the cell layers. To
investigate the effect of the PPF on the content of proteins involved in neuronal proliferation and
differentiation, immunohistochemistry technique was carried out. Regarding the external
measurements, a significant reduction in the anterior-posterior cephalic distance was observed in
embryos treated with 10 mg/L (13.84 um £ 0.18; p < 0.05), in comparison to controls (14.45 ym %
0.14). Micro-morphometric analysis revealed the presence of two layers in the telencephalon, which
showed a reduction in thickness (p < 0.05) after exposure to PPF. In the mesencephalon, ten cellular
layers were recognized after exposure to PPF and a significant reduction (p < 0.05) in thickness was
observed in four of them. In the spinal cord, thickness of the three cellular layers was reduced (p <
0.05) after exposure to PPF. Moreover, immunostaining of cell proliferation and neuronal
differentiation was also made. The results showed that the PPF was able to cause morphological
changes in the brain and spinal cord cell layers, accompanied by a reduction in head measurement.
In addition, further analysis will be needed to better understand PPF neurotoxicity, such as the
assessment of neural and glial integrity and viability.

Keywords: neurotoxicity; central nervous system; larvicide.
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RESUMO
Palavras-chave: Diferenciagdo Celular; Fator de transcricao; Sistema Nervoso Periférico

A maior parte do sistema nervoso periférico (SNP) é formado pelas células da crista neural (CCN)
que durante a neurulagao, sofrem transi¢ao epitélio-mesenquimal migrando por rotas especificas e
diferenciando em muitos tipos celulares. Essa diferenciagéo é coordenada por fatores de transcri¢cao
que tém sua expressao influenciada pelos fatores soluveis que a célula encontra no microambiente
embrionario. Trabalhos anteriores de nosso grupo mostraram que, in vitro, durante a fase de
migracao (primeiras 24h) a proteina Sti1 é expressa pelas CCN e pode atuar como um novo fator
soluvel, estimulando a diferenciacdo das CCN para neurbnios e melandcitos em detrimento de
células gliais. Para compreender os mecanismos moleculares associados a esse efeito, avaliamos a
influéncia de Sti1 sobre a expressao de Sox10, um fator de transcri¢gao regulador na diferenciacao
inicial das CCN. Mostramos que Sti1 é capaz de aumentar a expressao de Sox10 em populacdes
especificas de CCN. Durante a diferenciacao inicial das CCN, Sox10 induz a expressao de fatores
de transcrigdo que direcionam a diferenciacdo de neurdnios € melandcitos, como Mash1 e Mitf,
respectivamente. A baixa expressao de Sox10 esta relacionada a expressao de fatores de
transcricdo que controlam a diferenciacao glial, como Krox20. Esses dados reforcam o resultado
anterior de que Sti1 estaria estimulando a diferenciacdo das CCN para neurdnios e melandcitos em
detrimento de células gliais. Porém, quando analisamos a expressdo de Sox10 in vivo, ndo se
percebe alteragcdo do tratamento com Sti1 com relagdo ao controle, provavelmente devido a
influencia dos tecidos embrionarios, ausentes in vitro. Além disso, mostramos que Sti1 exerce uma
influéncia no aumento de CCN presente no desenvolvimento dos ganglios de raiz dorsal (GRD) do
SNP, in vivo. Esses dados sugerem que Sti1 pode estar mediando a escolha do destino celular, pois
altera a expressao de Sox10, expressos pelas CCN no inicio do seu processo de diferenciacao e
aumenta o numero de CCN presente nos GRD. Analises na expressao de outros fatores de
transcricdo envolvidos no mecanismo molecular de diferenciacdo das CCN, como Pax3, Pax7 e
Sox9, serado realizadas futuramente para entender o efeito de Sti1 sobre a diferenciacido das CCN.
Compreender esse efeito nos permite avancar no conhecimento sobre os mecanismos que
controlam o desenvolvimento do SNP e, possivelmente compreender melhor processo patolégicos
relacionados a esse sistema.
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GAMIFICACAO NO ENSINO DE CITOLOGIA: UMA PROPOSTA DE ENSINO
UTILIZANDO JOGOS DE TABULEIRO
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A gamificagado é a aplicagdo de elementos de jogos com objetivo de resolver problemas engajando
um publico especifico a um determinado tema que, no caso da educacao, o publico-alvo é o aluno.
Neste contexto, essa metodologia também visa encorajar uma mudanga de comportamento dos
alunos como a organizagdo légica na resolugcao de problemas, empatia através da socializagao,
motivacao e estimulo da criatividade e nesse sentido, alguns trabalhos ja demonstram uma
melhoria de 40% das habilidades académicas resolvendo parcialmente a falta de interesse no
aprendizado e assim, a gamificacdo na educacado oferece uma metodologia alternativa da
tradicional reforcando o ambiente de aprendizado. O termo “jogo” ndo possui um consenso
conceitual, mas alguns autores tentaram conceituar como Huizinga que afirma que jogo é uma
atividade livre e desprovida de interesse material ao passo que Crawford coloca que jogos sao
caracterizados por elementos de interagdo, competicdo e que possua objetivos e Schell que atribui
0 jogo com uma forma ludica de resolucdo de problemas. Schell dispde que os jogos possuem
quatro elementos que sao auto relacionados formando uma tétrade: estética, mecanica, historia e
tecnologia. A estética esta associada aos elementos visuais do jogo, a mecénica corresponderia ao
elemento associado ao funcionamento do jogo, a histéria seria o elemento que fundamenta a
motivacdo do jogo incluindo seus objetivos e, por fim, a tecnologia que sdo os elementos
necessarios para a confeccdo do jogo. Neste sentido, o jogo Cytosis aborda os elementos
funcionais de uma célula como secrecao, sintese proteinas, produgdo de ATP e destoxificacdo
celular e, utilizando esse jogo, foi criado um plano de aula. O plano de aula consiste em aplicar o
jogo em duas aulas com os alunos e montar uma tabela contendo o nome das organelas celulares
e descrever sua funcéo e posicédo na célula Durante a partida, o professor pode questionar o por
gue de uma organela estar proxima da outra e se haveria alguma vantagem nesse posicionamento.
Numa terceira e quarta aula, apdés cada aluno memorizar a fungdo e o posicionamento das
estruturas celulares, a sala seria dividida em grupos formando chaves e um quiz seria feito e, de
modo competitivo, os questionamentos seriam acerca da funcdo e posicdo de determinada
organela na célula questionamento também as vantagens das proximidades de determinadas
organelas. Por fim, em uma quinta aula, o professor aprofundaria o tema através de uma aula
expositiva trazendo nao apenas as fungdes celulares ja conhecidas, mas também a importancia
para o metabolismo corporeo e variagédo da distribuicdo entre glandulas.

Palavras-chave: Cytosis; ludico; Schell.
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INDUGAO DE SENESCENCIA POR ESTRESSE OXIDATIVO EM CELULAS
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RESUMO

A senescéncia celular caracteriza-se pela saida irreversivel do ciclo celular associada a mudancgas
fenotipicas caracteristicas. No fendtipo senescente, além da perda do potencial proliferativo,
também ha hipertrofia e achatamento celular. Também ocorrem modificacdes no DNA, como, por
exemplo, os FHAS (Focos de Heterocromatina Associados a Senescéncia) que promove o
silenciamento génico de regides importantes para a progressdo do ciclo celular. A senescéncia
celular, principalmente quando ocorre em células-tronco, é considerada um dos principais eventos
bioldégicos que geram o envelhecimento tecidual e corpéreo. Danos celulares gerados por agentes
oxidativos podem induzir a senescéncia celular precoce (SCP) e acelerar o envelhecimento. Por
este motivo, € importante caracterizar os efeitos de agentes indutores da SCP, para desenvolver
terapias que auxiliem a reduzir os seus efeitos deletérios. Um dos agentes indutores da SCP mais
bem conhecidos é o estresse oxidativo, caracterizado por um acumulo desequilibrado de espécies
reativas de oxigénio intracelulares que gera danos ao DNA e proteinas. As células estromais
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (CEM-TA) possuem vantajoso potencial terapéutico,
pois seu secretoma (conjunto de fatores secretados) € rico em moléculas com propriedades
antioxidantes. Portanto, o secretoma das CEM-TA apresenta um promissor potencial de reduzir os
efeitos deletérios associados a SCP induzida por estresse oxidativo. Todavia, antes de se avaliar o
possivel efeito citoprotetor desse secretoma, necessita-se caracterizar, previamente, um modelo de
inducdo de senescéncia celular por estresse oxidativo. Em face desta problematica, o presente
estudo visa padronizar uma metodologia de indugcdo de SCP por estresse oxidativo em CEM-TA
humanos. Para isso foram utilizadas seis concentragdes de H.O; — um agente indutor de estresse
oxidativo — (0 yM, 50 uM, 100 pM, 200 uM, 400 uM e 700 uM) em CEM-TA semeadas em placas
de 6 pogos, em baixa confluéncia (cerca de 50%). Apdés 3 horas de tratamento com H:0,, o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se DMEM suplementado com 10% de SFB. As células
foram entdo mantidas em cultura na estufa por 9 dias, com trocas de meio a cada 2-3 dias. Apds, o
numero de células em cada grupo foi contabilizado em camara de Neubauer e as mesmas foram
semeadas em uma nova placa de 6 pogos (500 células/pogo) e mantidas em cultura por 5 dias. Em
seguida, as culturas foram fixadas com paraformaldeido 4%, analisadas ao microscopio Optico para
a avaliagao de suas morfologias e identificagao de unidades formadoras de coldnias e coradas com
DAPI para analise da formacdao de FHAS nos nucleos celulares. Os resultados preliminares
indicam que o tratamento com H>O, entre as dosagens de 100 uM e 400 uM é promissor para
induzir o estado senescente nas CEM-TA, por reduzir o potencial proliferativo, gerar alteragdes
morfolégicas caracteristicas de senescéncia celular e promover o acumulo de FHAS. Por se
tratarem de resultados preliminares, mais experimentos sao necessarios para confirmar se este
método é realmente eficaz para gerar senescéncia celular por H>O.

Palavras-chave: Biologia Celular, Envelhecimento Celular, Ciclo Celular
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RESUMO

O periodo de lactagdo e o vinculo mae-filhote representam uma area de grande interesse para
diversas areas da pesquisa basica e clinica, podendo-se destacar tépicos como comportamento
materno, depressado pos-parto e perinatal, fadiga materna e relagcdo materno-infantil. Uma das
estratégias para o estudo do cuidado materno € a utilizagdo de roedores, uma vez que ja possuem
esses comportamentos bem descritos na literatura. Esse tipo interagcao entre a mae e filhotes é de
extrema importancia para o desenvolvimento e o bom estabelecimento da prole, e se mostra como
um fator critico para o crescimento e o desdobramento de uma série de comportamentos, uma vez
que é capaz de modular uma vasta gama de circuitarias neurais. Devido a isso, atualmente o
estudo do periodo inicial do desenvolvimento pds-parto tem sido de grande importancia para
compreender o aparecimento de uma série de transtornos no adulto, como a ansiedade e a
hiperatividade, por exemplo. Dos modelos de roedores, os ratos SHR (espontaneamente
hipertensos) séo utilizados para trabalhos relacionados a hipertensao arterial, além de estudos de
emocionalidade, sendo considerado o “padrao ouro” dentre os modelos de Transtorno de Déficit de
Atencao e Hiperatividade (TDAH). Além destes, ratos da linhagem SLA16 (SHR.LEW-Anxrr16),
possuem o mesmo perfil genético de SHR, com exce¢do de uma parte do cromossomo 4, no
entanto apresentam menor pressao arterial basal, memodria, comportamento relacionado a
ansiedade, além de maior hiperatividade. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo
avaliar se essas diferencas comportamentais, apresentadas pelas linhagens, sao decorrentes, ao
menos em parte, do cuidado materno. Para tanto, ratas das linhagens SHR e SLA16 em idade
reprodutiva, serao acasaladas e o comportamento de cuidado da prole sera avaliado nos dias
iniciais, para caracterizacao do comportamento da mae SLA16. Apdés o desmame, sera avaliado o
desenvolvimento sexual da ninhada, ganho de peso, além dos comportamentos ligados a
emocionalidade. Posteriormente, apds a caracterizagdo desses parametros “basais” da linhagem,
sera realizado o acasalamento de um novo grupo de ratas e no primeiro dia pos-parto o cross-
fostering, para determinar a capacidade de adogdo dessas ratas e suas consequéncias para o
desenvolvimento dos comportamentos, anteriormente avaliados nas ninhadas. Mais uma vez seréo
acompanhados o peso e o desenvolvimento sexual dos filhotes. Por fim, serdo investigados os
niveis hormonais, como ocitocina e hormdnios sexuais, investigacao do sistema dopaminérgico dos
filhotes, além de genes ligados a produgdo de ocitocina no hipotdlamo materno, devido a
importancia desse horménio para o estabelecimento desse tipo de interacéo.

Palavras-chave: desenvolvimento; modelos genéticos; relagdo mae-filhote.
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INFLUENCIA DO VIiRUS ZIKA SOBRE O DESENVOLVIMENTO DOS OSSOS DA
CALOTA CRANIANA E AS RELACOES MOLECULARES COM O DESENVOLVIMENTO
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RESUMO

O virus da ZIKA (ZIKV), pertencente ao género Flavivirus, pode ser transmitido por
mosquitos da espécie Aedes aegypt. Estudos clinicos e epidemioldgicos recentes demonstraram
uma estreita relagdo entre a infeccdo de gestantes com ZIKV e o nascimento de criangas com
microcefalia. Os ossos do cranio sdo formados pelas células da Crista Neural (CN) e da
mesoderme paraxial. As células da CN migram a partir das bordas dorsais do tubo neural em
fechamento, podendo assumir diferentes vias migratdrias. Na regido cefalica, elas diferenciam em
células da glia, neurbnios, melandcitos, adipécitos, células musculares lisas, condrécitos,
osteoblastos e ostedcitos. Nos casos de microcefalia induzida por ZIKV, duas alteragbes sao
marcantes: reducdo do cortex cerebral e ossificagdo avangada da calota craniana. Durante o
desenvolvimento craniofacial inicial, através da expressdo de Noggin, as células da CN cefalica
bloqueiam o Bmp ectodermal, permitindo a expressdao de Fgf8, o principal fator relacionado a
expansao inicial do telencéfalo. Em momento especifico, as células da CN deixam de expressar
Noggin, permitindo com que a sinalizagcdo Bmp bloqueie a atividade de Fgf8, induzindo a
diferenciacao 6ssea das células da CN cefalica e mesoderme. Considerando essas informacoes, a
microcefalia causada pelo ZIKV poderia influenciar no balanco de expressdo Noggin / Bmp / Fgf8?
Nesse trabalho estudamos os mecanismos moleculares associados as malformacgdes craniofaciais
induzidas pelo ZIKV. Para isso foi utilizado um modelo de infecgéo in ovo em embrides de frango.
A abordagem metodoldgica utilizada seguiu as seguintes etapas: 1) Infec¢do in ovo: inoculagéo de
solucado contendo ZIKV na concentracdo de 5 e 500 PFU; 2) Confirmacao da infeccao através de
RT-PCR; 3) Andlise de expressao de Fgf8 em embrides inteiros por hibridizagao in situ. 4) Analise
da morfologia dos ossos da calota craniana. A infeccdo se mostrou efetiva, mas variavel entre os
individuos. Ao comparar a morfologia externa dos embrides infectados foi possivel identificar
alteragbes morfolégicas na cabeca e tronco, as quais estdo diretamente associadas a maior carga
viral. Em média, o grupo infectado com 5 PFU apresentou variagdes em 31% das caracteristicas
analisadas, ja no grupo infectado com 500 PFU, 50% das caracteristicas analisadas apresentaram
variagdes. Além disso, foi observado que embrides infectados com ZIKV apresentam aumento na
expressao de Fgf8 nos placodides nasais e telencéfalo, ja no istmo a expressao foi menos intensa.
A infeccdo com ZIKV também induziu uma aceleracao da ossificacdo do osso frontal. A influéncia
do ZIKV na expressdo de Fgf8 pode ser um dos fatores responsavel pelas alteragbes no
desenvolvimento craniofacial, mas precisa ser melhor caracterizada, utilizando um nimero maior
de replicatas. Os préximos passos a serem seguidos sdo: 1) Analise de expressao de Fgf8, Noggin
e Bmp4 em embribes inteiros; 2) Imunomarcagao em embrides inteiros para identificar as regides
do embrido infectadas pelo ZIKV; 3) Identificar alteragées nas células da CN através da marcagao
com anti-HNK1; 4) Identificar possiveis alteragbes na morfologia dos ossos e cartilagens. Esses
dados nos permitirdo delinear possiveis explicagbes sobre a influéncia nos mecanismos
moleculares responsaveis pelo crescimento do cértex cerebral e ossificacdo da calota craniana.

Palavras-chave: Desenvolvimento Craniofacial; Infeccdo com ZIKV; Mecanismos Moleculares.
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ABSTRACT

Herbicides are widely used in the agriculture practice due to the need to avoid undesired weeds.
The increasing use of these substances in Brazil is alarming, being the largest consumer of
pesticides in the world since 2008. Herbicides can reach and contaminate aquatic ecosystems, a
reduction of the environmental quality and effects on the local communities are observed. Most of
the herbicides used contain glyphosate as an active ingredient that inhibits the biosynthesis of
aromatic amino acids in plants. Although there are several studies on the effects of glyphosate on
non-target organisms, only a few have addressed the reproductive effects in Danio rerio (zebrafish).
Given that glyphosate acts as an endocrine disruptor compound, we hypothesize that it can also
induce micromorphological alterations on D. rerio oocytes. For that, females of D. rerio (n = 3) were
exposed to Roundup WG® low concentration of 0.065 mg/L for 15 days (CEUA-UFSC protocol No.
5466040416/2016). After the exposure, the fish were euthanized, ovaries were fixed in 4%
formaldehyde, embedded in Paraplast®, sectioned at 8 um and stained with Hematoxylin and Eosin.
The oocytes were classified into three maturation stages, as follows: (i) early oocytes, characterized
by a basophilic and non-granular cytoplasm; (ii) intermediate oocytes, with a basophilic and
granular cytoplasm; and (iii) late oocytes, identified by an acidophilic and granular cytoplasm. Also,
the oocytes number was determined and their diameter (um) measured using a micrometric
eyepiece (Olympus®). The collected data (oocytes number and diameter of the exposed and non-
exposed fish) was comparatively analyzed using the Unpaired Student’s t Test (p < 0.05). No
significant difference on the number of oocytes between the non-exposed and the exposed groups
was observed. However, a significant decrease on the diameter of early oocytes, from non-exposed
females (57.2 um £ 2.3) to exposed females (44.8 um + 1.2; p < 0.05) was observed. That also was
observed in intermediate oocytes (204.2 um + 9.2) for non-exposed and (180.1 um = 5.9; p < 0.05)
for the exposed. No significant difference was observed in late oocytes, comparing the non-exposed
females (436.0 um £ 16.3) and exposed females (395.2 um + 11.7). These results corroborated our
hypothesis that glyphosate-based formulations can induce micromorphological differences in the
female reproductive system of non-target organisms. However, further studies are required to
address the cellular mechanisms involved on the oocyte’s morphological changes.

Keywords: oocytes micromorphology; glyphosate; Danio rerio.
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ABSTRACT

Introduction: Spinal cord injury (SCI) leads to paralysis of limbs and organ function, resulting in
severe disabilities, with limited functional recovery. In the last two decades, many works showed the
neurotherapeutic properties of mesenchymal stromal cells (MSC). However, few explore the potential
of the secretome, which is thought to be the main responsible for the beneficial effects of these cells.
In fact, mesenchymal cells or probably their secretome are able to promote locomotor and sensorial
improvements in animal models of SCI, due to the modulation of immune response and other
deleterious reactions induced by the injury. MSC obtained from the human foreskin (hfMSC) have
remarkable proliferative capacity in culture and can be a cell source for therapy. The most significant
feature of these cells in the donor’s age, since the foreskin can be obtained from children between 5
and 13 year old. Methods: In the present work, MSC was isolated from a sample of human foreskin
and expanded in culture. Cells was cultivated until confluence in DMEM with 10% fetal bovine serum,
and the medium was changed to DMEM without serum, for conditioned medium (CM) collection. After
48h hours, the medium was collected, centrifuged to remove debris, and concentrated by
ultrafiltration. Ten weeks old Wistar rats were divided in sham group (only thoracic laminectomy), SCI-
control and SCI-CM (thoracic laminectomy following clip-compression SCI, treated with DMEM and
CM, respectively). Both DMEM or CM was infused via an external infusion pump in the site of injury,
15 minutes after insult (acute phase). The CM was prepared in three concentrations (1x, 10x and
100x). All animals were evaluated by Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) motor test. Results: In
the first experimental set (n=3), the animals treated with 1x and 10x CM showed significant locomotor
improvement in comparison to Sham, SCl-control and 100x groups, being the 1x groups score
superior to 10, which indicates substantial recovery of weight-bearing stepping. In the second
experimental set (n=5), there was no significant difference between the treated groups and the
controls, but there was a tendency to improvement similar to the first trial. The 1x and 10x groups
showed the higher scores, next to 9. In both sets, the SCI-control scored between 5-7 points,
indicating inability to support their own body weights on hindlimbs. Discussion: The first round of
tests pointed to a neurotherapeutic effect of the CM, being able to partially restore locomotor and
weight support capability, but despite the tendency observed, this was not confirmed in the second
round. Since the neurotherapeutic effect of MSC CM from different sources had been demonstrated
in other works, it was hypothesized that the lost in the effect was due to the degradation of the CM
during the course of this experiment. CM are made mostly by proteins, having a short lifespan even
in appropriate storage conditions. CM was prepared 5 months before the second round of
experiments, and was stored at -20°C. The neurotherapeutic potential of hfMSC CM remains to be
confirmed in further experiments.

Keywords: Secretome; neuroregeneration, mesenchymal stem cells
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OBJECT RECOGNITION AND CONTEXTUAL FEAR MEMORY IMPAIRMENTS
EXHIBITED BY YOUNG ADULT LOW-DENSITY LIPOPROTEIN RECEPTOR (LDLR)
KNOCKOUT MICE ARE NOT ASSOCIATED WITH HIPPOCAMPAL ATROPHY

PINHO, CIBELE', OLESCOWICZ, GISLAINE', DE BEM, ANDREZA?, PREDIGER, RUI
DANIEL’

'Departamento de Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, Florianépolis, Brazil.
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*cibelemartinsp@gmail.com

ABSTRACT

Familial hypercholesterolemia is caused by mutations in the low-density lipoprotein receptor (LDLr)
gene, causing loss of function of the LDLr and increased plasma cholesterol levels [1]. Previous
studies using LDLr knockout (LDLr-/-) mice have demonstrated learning and memory impairments
accompanied by neurochemical and neuromorphological changes in the hippocampus [2,3]. In this
study we further investigated alterations in the performance of LDLr-/- mice in hippocampal-
dependent memory tasks and putative changes in hippocampal volume. Male C57BL/6 and LDLr-/-
young adult mice (3-4 months) were used. The experiments were performed after approval of the
protocol by the Ethics Committee of the Institution (PP00948). To ensure the model validity, the serum
cholesterol concentration was evaluated. The locomotor activity was addressed in the open field. To
evaluate memory parameters, the short-term recognition and long-term contextual fear memories
were addressed in the object recognition and fear conditioning tasks, respectively (N=8-10). The
hippocampal volume was determined after hematoxylin eosin staining by the Cavalieri’s principle. A
three-fold increase in serum cholesterol concentration was observed in LDLr-/- animals (80 mg/dL to
234 mg/dL). An increase in locomotor activity in LDLr-/- females when compared to WT females
[One-way ANOVA, F(1, 40)=7.4668, p=0.00931] or males [One-way ANOVA, F(1, 40)=21.131,
p=0.00004] in the open field apparatus. In the object recognition task, it was observed a memory
deficit of short-term recognition memory [T-Test, t= 1.050, p= 0.328, in relation to 50%] in LDLr-/-
mice. Likewise, in the fear conditioning tasks LDLr-/- mice presented long-term contextual fear
memory impairments [One-way ANOVA, F (1, 20) =11.316, p=0.00309]. Although, the cognitive
impairment no significant differences were showed in the hippocampal volume between genotypes
[T-Test, t= 1.288, p= 0.287, between groups]. These findings reinforce the notion of the development
of learning and memory impairments in hippocampal-dependent tasks. More importantly, this study
provides the pioneering evidence that, at least in young adult mice, these cognitive impairments are
not associated to hippocampal atrophy.

Keywords: Hypercholesterolemia, LDL receptor, memory, hippocampus.

Acknowledgments: UFSC, CAPES e CNPq

32


mailto:cibelemartinsp@gmail.com

%—‘ @

¢

o
.':-.
®

=

s | Karyokinesis Symposivm {5

& 17 i .
T o ,// sharing and multiplying knowledge on cell, molecular and developmental biology
: Yy

POLIMORFISMOS REGULATORIO§ DA 5’URR DO GENE HLA-G ASSOCIADOS COM
CANCER DE MAMA
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RESUMO

Cancer é o resultado do acumulo de alteragdes genéticas, hereditarias ou adquiridas através da
exposicao a fatores de risco ambientais ou fisioldégicos, que levam ao acumulo progressivo de
mutacdes celulares. A capacidade distintiva que possibilita o crescimento tumoral e a disseminacéo
metastatica sdo os mecanismos de escape de supressores de crescimento e manutencao de sinais
proliferativos. Bem como, a ativacdo de mecanismos de invasdo e metastase, inducdo da
angiogénese, imortalidade replicativa e resisténcia a morte celular. O cancer de mama é o cancer
mais comum entre as mulheres, com aproximadamente 1,7 milhdes de casos diagnosticados
anualmente em todo o mundo. Os fatores genéticos, estilo de vida e moléculas com propriedades
imunoregulatorias estdo implicados na etiologia da doencga. O antigeno leucocitario humano (HLA-
G) possui fungdo imunomoduladora negativa e sua expressao tem sido associada ao cancer de
mama. Varios sitios polimérficos foram descritos na regido promotora 5' (5'URR) do gene HLA-G,
que podem afetar a afinidade dos fatores de transcricido e, portanto, influenciar diretamente a
expressao da proteina. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a associacdo de variacées de
nucleotideo unico (SNVs) da 5'URR do HLA-G com susceptibilidade ao desenvolvimento do cancer
de mama. Um total de 103 pacientes com cancer de mama e 103 controles foram genotipados para
21 SNVs 5'URR HLA-G. Dos vinte e um polimorfismos analisados neste estudo, doze (nomeados
—-762C/T CC; -725G/C/T G e CC; -716T/G TT; -689A/G G, GG e GA; -646A/G G, GG e GA;
-486A/C A, AAe CA; -483A/G A; —443G/A A e AA; —400G/A A e AA; —-399G/A A e AA; -391G/A A
e AA; —297G/A A e AA, alelos e gendtipos respectivamente) apresentaram associacdo em um ou
mais modelos de andlises de associacdo de risco de desenvolvimento de cancer de mama. Os
resultados do presente estudo apontam que ha SNVs na regido promotora, que participam na
ligagdo dos fatores de transcricdo aos elementos regulatdrios, estdo associados ao risco de
desenvolvimento do cancer de mama. Entretanto, novas analises, como a analise de hapldtipos,
podem auxiliar no entendimento mais profundo sobre a agdo dos SNVs na ligagéo dos fatores de
transcricdo sobre essa regido. Assim como, estudos futuros relacionando os polimorfismos e
hapoétipos das regides reguladoras do gene HLA-G, 5’URR e 3'UTR, poderao gerar informagdes
que levem a uma melhor compreensdo da acdo destas regides na afinidade por elementos
regulatérios, como os fatores de transcricdo e microRNAs respectivamente, entendendo a
influéncia conjunta dessas regibes reguladoras e a quantidade do produto final da molécula HLA-G.

Palavras-chave: Fatores transcricionais; Molécula imunomoduladora; Variagbes de nucleotideo
unico.
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PRODUGAO E AVALIAGAO DA PROTEINA NcSAG1 COMO POSSIVEL ALVO PARA O
DIAGNOSTICO DA NEOSPOROSE
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RESUMO

Neospora caninum, agente causador da neosporose, € um protozoario intracelular obrigatério,
pertencente ao filo Apicomplexa. A parasitose € reconhecida mundialmente por causar um grande
numero de abortos e mortalidade neonatal em bovinos, gerando perdas econémicas globais, tanto
para criagdes de gado de leite, quanto para criacdes de gado de corte. O parasito possui como
hospedeiros definitivos os canideos, e varios animais podem atuar como hospedeiros
intermediarios, principalmente, bovinos e ovinos. Na busca por alvos promissores para o
desenvolvimento de um teste diagnédstico especifico, as proteinas de superficie demonstram ser de
grande importancia, pois sao os primeiros antigenos a serem apresentados aos anticorpos. A
NcSAG1 é um antigeno de superficie celular que possui epitopos exclusivamente associados aos
taquizoitos do parasito, possuindo alta imunogenicidade, caracteristicas que a torna interessante
como alvo para testes de diagndstico, bem como sua utilizagdo em formulagbes vacinais. O
presente estudo buscou produzir e avaliar a proteina recombinante NcSAG1 como potencial alvo
para o diagnéstico da neosporose bovina e ovina, através de um ensaio de imunoabsorg¢ao
enzimatica (ELISA). Para isso, o gene sintético sag1 foi inserido no plasmideo de expressao pAE,
e esse foi transformado por choque térmico na cepa Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RP.
Para caracterizagao da proteina rNcSAG1, primeiramente foi avaliado se esta continha a cauda de
poli-histidina, utilizando-se anticorpo anti-6x-histidina, e posteriormente avaliou-se a antigenicidade
da proteina recombinante, a qual foi submetida a um pool de 10 soros bovinos, previamente
caracterizados por Imunofluorescéncia Indireta (IFl), positivos e negativos para neosporose, ambos
os testes foram feitos através de Western blotting. Para o ELISA indireto, as placas de poliestireno
com 96 pocos foram sensibilizadas com a proteina rNcSAG1 na concentracdo de 100 ng por
cavidade, foram utilizados pool (n=10) de soros bovinos e ovinos, positivos e negativos para
neosporose, como controles foram utilizados soro normal de terneiro (SNT) e soro de suino positivo
para Toxoplasma gondii, todos os soros foram caracterizados previamente por IFl. Como
resultados, quanto a identificacdo da proteina, evidenciou-se que esta continha cauda de poli-
histidina, demonstrando reacao positiva para rNcSAG1 com tamanho aproximado de 30 kDa. Na
avaliacdo da antigenicidade, foi observada uma banda reativa apenas na coluna que foi testada
com o pool de soros positivos para neosporose, indicando que a proteina apresenta epitopos
similares aos da proteina nativa. No ELISA indireto observou-se, que o soro suino positivo para T.
gondii nao foi capaz de reconhecer a proteina rNcSAG1, indicando que esta pode ser um bom alvo
para o diagnéstico, a fim de se minimizar reagdes cruzadas com outro parasito similar, e quando
analisados os pools de soros bovinos e ovinos, observou-se uma diferenca estatistica significativa
entre os positivos e negativos (p > 0.005). Esses dados conferem uma base para estudos
posteriores, que busquem desenvolver testes diagndsticos mais sensiveis e especificos, buscando
uma maior aplicabilidade, dentro do cenario rural, facilitando a vida de muitos produtores, com isso
sugere-se que a proteina rNcSAG1 pode ser utilizada como alvo para o diagndstico da
neosporose.

Palavras-chave: Neospora caninum; imunodiagnéstico; proteina de superficie.
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PROTOCOL FOR MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF Danio rerio EMBRYOS AND
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ABSTRACT

Histological techniques are important tools for cell and tissue analyses in morphological studies.
Therefore, it is necessary to develop appropriated routine protocols for different biological tissues,
including steps such as fixation, embedded in different media, staining and immunohistochemistry.
Thus, the aim of this work was to develop protocols for fixation, paraffin-embedding, staining and
immunostaining for embryos and larvae of the zebrafish, Danio rerio. Embryos were obtained from
the breeding colony of the Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal, through adult
reproduction (5 - 7 months), kept in 10 L aquaria with dechlorinated tap water, constant aeration,
26°C (x 2) temperature, 14 h light/10 h dark photoperiod and fed three times daily with commercial
flake fish diet (Alcon colors®) supplemented with brine shrimp (Artemia sp.). After breeding,
fertilized eggs were collected, carefully rinsed with dechlorinated tap water and kept in a 48-well
plate (one embryo per well) with 500 uL of dechlorinated tap water (renewed daily) at 28°C (x 1).
Embryos at 48 hours post-fertilization (hpf) and larvae at 96 hpf were used for the experiments. The
best fixative solution was alcoholic Bouin, and the fixation time for embryos was 3 hours and for
larvae was 5 hours. After fixation, the samples were kept in 70% alcohol until the inclusion
embedding, which started with serial dehydration of 70% to 100% ethanol for 5 minutes each; the
diaphanization was performed with two xylol baths for 10 minutes each; the paraffin impregnation
was performed in 3 25-minute baths at 56-58°C. The samples were sectioned at 5 um thickness in a
rotary microtome. For staining, slides were deparaffinized in two xylol baths (5 minutes each),
hydrated in 100% - 70% ethanol (5 minutes each), stained in hematoxylin for 3 minutes and eosin
for 45 seconds, followed by serial dehydration at 70% - 100% ethanol (2 minutes each) and two
xylol baths (2 minutes each); slides were mounted with Entellan® mounting medium. The
embedding protocol was valid for the preservation of cells and tissues and, from the staining
protocol, it was possible to recognize the yolk mass and the basic and acid cell compartments in
embryonic and larval tissues.

Keywords: routine protocol; embryonic and larval tissues; zebrafish
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REPINTANDO A REALIDADE: DOIS POLIMORFISMOS NO GENE MTHFR (C677T E
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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune sistémica e inflamatéria cronica de etiologia
multifatorial que visa principalmente as articulagbes. Ademais, € uma enfermidade com
consequéncias biopsicossociais que apresenta dificuldade diagnéstica e alto indice de morbidade.
Por conseguinte, o presente estudo tem como objetivo investigar a associagao de dois polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNP) do gene MTHFR (C677T e A1298C) a predisposicdo a AR, por meio de
um estudo de caso-controle (ECC) na populagdo de Santa Catarina (SC), Brasil. O grupo caso
constitui-se por 161 pacientes com AR atendidos no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao
Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC), enquanto o grupo controle conta
com 161 voluntarios higidos sem relagdo conhecida com a doenga. Mediante o uso de questionarios
foram levantadas informacdes epidemioldgicas, caracteristicas terapéuticas e parametros clinicos
dos integrantes dos grupos caso e controle, que também forneceram sob consentimento amostras
de sangue periférico. A partir dessas amostras foi possivel extrair e genotipar os DNA para os SNP
C677T e A1298C por reagao em cadeia da polimerase para o marcador polimérfico no comprimento
de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). A estimativa das frequéncias alélicas nas populacdes
amostrais permitiu verificar que elas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
considerando um intervalo de confianga (IC) de 95% e valor de p < 0,05. As frequéncias para o alelo
C677T*T foram de 0,287 e 0,345 para os grupos caso e controle e do alelo A1298C*C foram de
0,346 e 0,431, respectivamente. Em seguida, foi confirmado que os SNP estudados estdo em
desequilibrio de ligacao, logo, sdo herdados em bloco (p=0,017). A analise de associacao estatistica
para o polimorfismo C677T demonstrou que a presenga do alelo selvagem *C (OR = 2,374; IC 95%
=1,027-5,592; p = 0,042) provavelmente é um fator de risco para o desenvolvimento da AR. Pelo
modelo de heranca recessivo comum foi possivel corroborar a conferéncia de protegao pelo alelo *T,
porém apenas quando em duplicidade, caracterizando o genétipo *TT (OR =0,421; IC 95% = 0,179—
0,974; p = 0,042). Com relacdo ao polimorfismo A1298C, a andlise de associacdo de alelos e
genotipos demonstrou que nao ha relagao significativa entre esse SNP e a propenséo a AR. Para
além, o haplétipo ‘T/C’ (OR = 0,358; IC 95% = 0,125-0,996; p = 0,049) e a combinacao haplotipica
‘TA/TC’ (OR = 0,050; IC 95% = 0,000-0,716; p = 0,016) foram identificados como passiveis de
assinalar protecao para AR naqueles que o possuem. Assim sendo, este estudo foi capaz de prover
informagbes pioneiras referentes a associagdo dos SNP C677T e A1298C do gene MTHFR a
predisposicdo a AR na populagdo de SC. Além disso, forneceu subsidios para uma melhor
compreensao da etiologia da AR. Num futuro préximo se espera que tais informagbes sejam
aplicadas de modo a compor marcadores genéticos de suscetibilidade que facilitem o processo de
diagnostico da doencga.

Palavras-chave: Doencas autoimunes; rs1801131; rs1801133.
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RESUMO

O ensino tradicional, esta centrado na transmissao dos conteudos, sem propiciar a interagao entre
professores e estudantes e entre os proprios estudantes. Muitas vezes é orientado pela memorizagao
de conceitos e pela reproducgéo de regras e processos, podendo causar o desinteresse do estudante
e contribuir para o fracasso escolar. Este trabalho buscou num primeiro momento, realizar uma
analise de documentos da Escola de Educagao Basica Professor José Arantes no municipio de
Camboriu-SC no periodo de 2008 a 2017, visando verificar o nimero de reprovagdes na disciplina
de Biologia e 0 numero de reprovagdes em geral, nos trés anos do Ensino Médio, a fim de analisar
se as reprovagodes na disciplina de Biologia foram mais frequentes no 1°ano do Ensino Médio e se
as mesmas interferiram no numero de reprovagdes em geral. Apds essa constatacao, levando em
conta a necessidade de inovacgao nas formas de abordagens no processo de ensino-aprendizagem
de Biologia e visando a superacgao de desafios como, o ensino mecanico e tradicional, o desinteresse
dos estudantes pelas aulas, a abstragcdo de conceitos, o presente trabalho teve por objetivo a
elaboragéo e aplicacdo de uma sequéncia didatica referente ao conteludo de Biologia Celular em
duas turmas de 1° ano do Ensino Médio, sendo uma no periodo matutino e outra no vespertino. A
sequéncia didatica teve como referéncias, a aprendizagem significativa e as metodologias ativas de
ensino. Possibilitar que o estudante seja um individuo ativo e responsavel pelo préprio conhecimento
€ fundamental para a formagao critica e cidada dos estudantes para a atuacdo na sociedade.
Partindo desta premissa, a sequéncia didatica aplicada teve como enfoque abordar e contextualizar
os conceitos das estruturas celulares, a fim de que os estudantes compreendessem os processos e
nao apenas decorassem nomes cientificos e o par organela-fungéo, podendo assim despertar maior
interesse e participacao nas aulas. Conforme esperado, obteve-se uma maior participacado dos
estudantes na sequéncia didatica pautada em metodologias ativas. Os resultados desta pesquisa
podem contribuir como base para outros professores e possibilitar a elaboracdo de outras propostas
de educacao e de metodologias que oportunizem a alfabetizagao cientifica e a melhoria no processo
ensino-aprendizagem de Biologia.

PALAVRAS-CHAVE: aprendizagem significativa; célula; desafios de aprendizagem.
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ABSTRACT

Plants are often challenged by biotic stresses caused by potentially pathogenic organisms. In the
course of evolution, plants have developed several defense mechanisms against a variety of
pathogens. One example of plant response to pathogen attack include Double-stranded RNA
binding (DRB) proteins, which are involved in the biogenesis of small RNAs (sRNAs).The
Arabidopsis thaliana DRB proteins consists of five members, denominated from DRB1 to DRB5. Of
these, two proteins have already been related in the signaling pathway during viral and bacterial
infection. DRB3 participates in methylation-mediated defense against DNA viruses, while DRB4
alters its subcellular location to interact with viral RNA, controlling infection. Besides that, DRB4 is
also required by resistance mechanisms during bacterial disease. However, the DRBs were not
explored during fungal diseases. Fungi play a dominant role among phytopathogens causing
devastating epidemics for plant species and are classified by their lifestyle as necrotrophic,
biotrophic and hemibiotrophic. Among the necrotrophic fungi, Alternaria brassicicola is a model
specie used to study signaling pattern during plant pathogen interaction. This fungus utilizes several
pathogenicity factors and kills host tissue as it colonizes and develops in dead cell content, causing
black spot disease in a wide range of Brassicaceae species, including A. thaliana. To further
understand the possible involvement of DRBs in plant defense during fungal infection, we employed
the model pathosystem A. thaliana x A. brassicicola. We analyzed DRBs gene expression of A.
thaliana ecotype Col-0 after the inoculation with the A. brassicicola strain CBS 125088. Plants were
cultivated in growth chambers at 23°C with 16h of light. The A. brassicicola were grown on V8 meal
culture media for conidial suspension preparation. The concentration of 1x10° conidia mL™' was
sprayed on the infected group plants, while the control group was sprayed with water. Leaves of
adult plants from three biological replicates were collected from infected and control groups after 6,
12, 24 and 48 hours of the inoculation. Total RNA was extracted and the reverse transcription was
carried out subsequently. The quantitative PCR was performed and for the relative expression
analysis we employed the Actin and the Ubiquitin as reference genes. We observed that, DRBT,
DRB3 and DRB5 were differentially expressed between infected and control plants in some
evaluation points. DRB1 was induced at the beginning of the infection, but did not vary between
groups at subsequent points. DRB5 was strongly repressed 12 hours after inoculation. Interestingly,
DRB3 was induced by fungal infection during all analyzed points. The highest gene expression
induction occurred 12 hours after inoculation. Our results suggest that DRB3 is a good candidate to
be explored in the next steps of the research, since it has already been demonstrated to be involved
in plant defense. Further analyzes will be performed with DRB4. In addition, analyzes of DRBs
proteins will also be performed in other plant tissues.

Key words: Alternaria brassicicola; dsRNA binding proteins; Fungal infection.
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RESUMO

Os pesticidas como ingredientes ativos sdo combinados com outras substancias para disponibilizar
ao mercado diferentes formulas comerciais. Dentre estes, os herbicidas a base de glifosato séo
vendidos mundialmente sob uma variedade de nomes comerciais, sendo a marca Roundup a mais
conhecida e a mais utilizada no mundo, incluido o Brasil. Os herbicidas a base de glifosato sao
eficazes para matar uma variedade de ervas daninhas terrestres e aquaticas e também sao
populares para uso doméstico, como em gramados e jardins. Devido a sua alta solubilidade em agua,
quando aplicado nas plantagdes por pulverizagao, grande parte dele chega ao solo, onde ocorre
rapida e alta taxa de adsorc¢ao pelos sedimentos e particulas do solo. Desta forma, o herbicida pode
infiltrar e alcancar os corpos da agua, atingindo assim diferentes organismos aquaticos nao-alvos,
como os peixes. Como o glifosato ndo & aplicado no campo como um ingrediente ativo puro, a
toxicidade da férmula comercial deve ser testada em organismos nao-alvos. O uso de peixes como
bioindicadores de efeitos de contaminantes, esta sendo cada vez mais utilizado, uma vez que pode
ajudar a detectar possiveis impactos ambientais. Particularmente, o peixe-zebra, Danio rerio, é
bastante valorizado nas pesquisas de doengas hepaticas, devido a que os principais processos
fisiologicos sdo semelhantes aos observados nos seres humanos, como na fungdo e composigcao
celular, sinalizagdo e resposta a lesdo e metabolismo de drogas, sugerindo assim o peixe-zebra
como um bom modelo para estudar a toxicidade do Roundup. Além disso, o figado desempenha um
importante papel na biotransformacdo de contaminantes, na excreg¢édo de alguns xenobiontes bem
como na estocagem de carboidratos. Para isso, fémeas adultas (n=4/grupo) de D. rerio foram
divididos em trés grupos experimentais: controle, 65ug/L e 6,5ug/L expostos ao Roundup por 7 dias,
sendo 65ug/L a concentragdo maxima permitida pelo CONAMA. Os figados foram fixados em
glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2,5%, diluidos em cacodilato de sodio 0,1 M. As amostras
foram poés-fixadas com tetroxido de dsmio a 1%, desidratadas em acetona e embebidas em resina
Spurr. Secgdes ultrafinas foram coradas com acetato de uranilo seguido de citrato de chumbo e
examinadas ao Microscoépio eletrdnico de transmissao (JEM-1011). Cada alteragao foi categorizada
segundo o componente subcelular: nucleo, citoplasma, mitocdndria e reticulo, e o grau de severidade
foi estabelecido por escores: ausente, baixa frequéncia, moderada frequéncia, frequente e alta
frequéncia. As principais alteracoes observadas foram nos perfis mitocondriais, evidenciadas pela
perda de cristas mitocondriais e rompimento da membrana externa da mitocéndria nos figados
fémeas expostas. Além disso, foram evidenciadas as cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico
rugoso, bem como dilatagdo do espaco perinuclear. Também os hepatdcitos das fémeas expostas
apresentaram formagdes de membranas concéntricas, vacuolizagdo, bem como desorganizagao do
citoplasma. Nossos resultados demonstraram claramente que a formulacdo de Roundup WG®
induziu uma citotoxicidade na ultraestrutura do figado das fémeas expostas. Esta toxicidade nem
sempre € reconhecida em estudos toxicolégicos, devido a que é dificil que ocorra a morte dos
organismos pelo fato de que esse composto esta presente em baixas concentragdes no meio
ambiente.

Palavras-chave: glifosato; mitocéndria; zebrafish.
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RESUMO

Considerado um problema emergencial mundial, o cancer apresenta alto custo, tanto financeiro
como humano e esta entre as principais causas de 6bito. O Cancer do Colo do Utero (CCU),
também chamado de Cancer Cervical é o quarto tipo de cancer mais comum na populagéo
feminina mundial, e segunda causa de incidéncia e mortalidade por cancer nos paises com baixo
indice de desenvolvimento humano (IDH), sendo estimada a morte de uma mulher em cada cinco
por cancer, devido principalmente ao diagndstico em fases tardias da doenca. O CCU é uma
proliferacdo desordenada do epitélio de revestimento do 6rgdo, que pode levar ao
comprometimento do tecido subjacente (estroma), atingindo outras estruturas e 6rgaos. O principal
fator de risco é a infeccao persistente com certos tipos oncogénicos de papilomavirus humano
(HPV), que podem induzir neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) graus 1, 2 e 3. Nao tratadas,
essas lesdes podem progredir para o cancer de colo do utero. O desenvolvimento de tumores
depende de diferentes estratégias de escape do reconhecimento por células imunes. O gene HLA-
G expressa moléculas de mesmo nome, com papel de regulagdo da imuno tolerancia, envolvidas
na inibicdo de respostas imunes. Sua expressdo, em condi¢cdes patoldgicas, pode permitir o
desenvolvimento da infeccdo do HPV no trato cervical feminino e desenvolvimento de células
tumorais. E proposto que variagdes de nucleotideo tnico (SNVs) presente na regido promotora 5'
(5'URR) do gene podem influenciar os niveis de HLA-G, modificando a afinidade com fatores de
transcricdo. O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia de vinte e um SNVs, localizados na
5'URR do HLA-G sobre a suscetibilidade a lesdes de colo do utero. As amostras do estudo foram
compostas por 83 pacientes e 83 mulheres saudaveis. A genotipagem foi realizada por
sequenciamento e 14 SNVs (-725G/C/T G e CC; -689A/G G, GG e GA; -646A/G G, GG e GA;
-539A/G A e AA; -509C/G G, GG e CG; -486A/C CA; -483A/G A e AA; -477C/G G e GG;
-443G/A A e AA; —400G/A A e AA; -399G/A Ae AA; -391G/A Ae AA; -369C/A A e AA; -284G/A
A e AA) foram associados ao risco de desenvolvimento de cancer. Considerando que a expressao
de HLA-G esta relacionada ao escape da imunovigilancia em diversos tumores e infegbes virais, e
que polimorfismos influenciam a expressao do gene, torna-se interessante a compreenséo do
papel dos polimorfismos das regides regulatdrias junto a identificagao dos fatores de transcrigcao e
elementos pos-transcricionais, que possam atuar na regulagcdo da expressdo da molécula,
desenvolvimento de NIC e CCU, podendo estar associados aos diferentes polimorfismos descritos.
Desta forma, a partir de um determinado polimorfismo nas regides regulatérias do gene, pode-se

40


mailto:clistenfs@yahoo.com.br

%-‘ .
a’; \f

o oy |Karyokinesis Symposium

Y . " :
.// sharing and multiplying knowledge on cell, molecular and developmental biology

¢

fazer uma predicdo sobre a permanéncia da infecgdo viral, assim como, analises mais profundas,
principalmente dos subgrupos de casos, poderéo trazer resultados interessantes.

Palavras-chave: Cancer; Fatores de risco; Sistema imune.

41



