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em outros paises tém avaliado os efeitos de PGM sobre
a diversidade microbiana ou o perfil catab6lico, mas nao
tém estimado os efeitos sobre popula¢des bacterianas
com potencial biotecnoldgico, como aquelas utilizadas
na produgdo de enzimas, promog¢ao de crescimento ve-
getal e controle de patégenos. Outro aspecto importante
a ser avaliado neste projeto é a transferéncia horizontal
de transgenes para bactérias associadas as plantas, visto
que genes marcadores que conferem as bactérias resis-
téncia a antibidticos sao utilizados para a produgao de
PGMs. Além disso, com o desenvolvimento da gendmica
funcional e estrutural, uma grande quantidade de es-
pécies bacterianas tém tido o seu genoma sequenciado,
bem como ESTs (Expressed Sequence Tags) de diferen-
tes espécies vegetais, permitindo, por meio da técnica de
microarranjos, uma avaliacao mais precisa da expressao
de intimeros genes envolvidos na interagdao bactéria-
planta. Assim sendo, essa técnica pode permitir uma
avaliacdo dos efeitos da transgenia sobre a expressdo de
genes, da bactéria e da planta, envolvidos na interagdo
bactéria-planta, permitindo uma avaliagao mais precisa
do nivel de interagao entre essas plantas e bactérias da ri-
zosfera, rizoplano, endofiticas e epifiticas. Dessa forma,
o presente projeto permitird o desenvolvimento de uma
area de estudo que, embora seja de extrema importancia
para a agricultura e biotecnologia, ainda é incipiente no
Brasil, necessitando da formacao de grupos de pesqui-
sa com experiéncia nesse tipo de avaliacao. Além disso,
este projeto introduzird a tecnologia de microarranjos
de DNA para a andlise da interagao planta-microrganis-
mos simbiontes, permitindo uma nova visiao na andlise
dessa associacao. Este projeto propde também a intro-
dugdo das técnicas de microarranjos e PCR quantitativo
no Departamento de Genética da Esalq, favorecendo a
realizacao de projetos na drea de genoémica funcional e o
aumento da interagao entre os estudos de comunidades
microbianas e PGMs, os quais poderao ser aplicados ao
melhoramento vegetal.
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As doengas infecciosas e parasitdrias sdo um grande
problema de saide publica e sua prevaléncia bem como
os mecanismos de suscetibilidade dos diferentes agentes
infecciosos que acomete a populacao nacional ainda sdo
desconhecidos. Portanto, tais questdes motivam a investi-
gac¢do, uma vez que o conhecimento desses processos per-

mite a criagao de estratégias efetivas de prevengao, con-
trole e tratamento dessas nosologias. Contribuem para
esse propdsito o entendimento da epidemiologia molecu-
lar dos agentes causadores da maldria e a sua correlagao
com os grupos sanguineos, polimorfismos eritrociticos e
hemoglobinopatias na Amazodnia brasileira, bem como da
epidemiologia de Candida spp. e seus perfis de resisténcia
antifingica. Desse modo, a associagao entre os subproje-
tos aqui propostos justifica-se pela necessidade de criacdo
de um grupo de pesquisa em epidemiologia e diagnés-
tico molecular de microrganismos, até entao inexistente,
no DDIP e a pés-graduagao da Famerp, bem como visa
a otimiza¢do do uso dos equipamentos e do material de
consumo a ser utilizado no Centro de Investigacao de Mi-
crorganismos.
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O projeto visa estudar e desenvolver o potencial de
aplicagdo de poli-hidroxialcanoatos (PHA) para micro-
encapsulagdo de drogas para a liberagdo controlada de
principios ativos. Serao testados trés tipos de PHA: o poli-
3-hidroxibutirato (P3HB), o copolimero poli-3-hidroxi-
butirato-co-3-hidroxivalerato (P3HB-co-3HV) e o po-
limero poli-3-hidroxi-4-pentenoato (P3H4PE) devido a
insatura¢do. P3H4PE é interessante para o tipo de aplica-
¢d0 proposta, pois esse polimero é produzido em peque-
nas propor¢des por linhagens de Burkholderia isoladas de
solo. Sera feito um estudo para melhorar a produgdo de
P3HA4PE, por meio do processo fermentativo e melhora-
mento genético da linhagem bacteriana envolvida. O gru-
po vinil do monémero 3H4PE ¢ um alvo potencial para
modificagdes quimicas do polimero, devido a insatura-
¢do. Dependendo do agente quimico, isso pode induzir
novas propriedades aos polimeros. Assim, serd estudado
o potencial de modifica¢des quimicas do PHA insatura-
do P3H4PE. O trabalho proposto abrange atividades do
Agrupamento de Biotecnologia (AB), que ha cerca de dez
anos vem desenvolvendo trabalhos na édrea de producio
de poli-hidroxialcanoatos e o Laboratdrio de Particulas
do Agrupamento de Processos Quimicos (APQ) do IPT,
com larga experiéncia na drea de microencapsulagao. No
AB serdo realizadas as atividades de: microbiologia, visan-
do ao melhoramento genético das bactérias produtoras de
P3H4PE, com a busca de mutantes alterados na biossin-
tese de PHA; fermentag¢do, com ensaios em biorreatores
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para definir pardmetros e identificar a melhor condi¢ao
para a produc¢do do polimero; separacao dos polimeros
em meio aquoso, pela agao de enzimas e modifica¢ao qui-
mica dos polimeros insaturados. No laboratério de par-
ticulas do APQ/DQ, serd desenvolvido o processo de mi-
croencapsulacdo para liberagao controlada de fdrmacos
com substincias ativas diversas, para avaliar o espectro
de substincias passiveis de liberaciao controlada por meio
desse processo, o desempenho dos sistemas encapsulados
no controle da liberacdo dos ativos serao avaliados através
de ensaios in vitro. Os polimeros P3HB e P3HB-co-3HV
serdo produzidos pela linhagem Ralstonia eutropha e o
P3HA4PE por linhagens de Burkholderia (Rodrigues et al.,
1995). A separagdo e purificagao dos polimeros produzi-
dos serd feita em meio aquoso com lise enzimatica para a
obtengao de suspensdes aquosas de granulos de alta pure-
za, gerando produtos com propriedades definidas, como
dureza, grau de cristalinidade, propriedades quimicas e
peso molecular. Em todas as etapas do processo, os poli-
meros deverdo ser caracterizados com relagdo a sua com-
posicao e pureza.
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A contaminagdo de dguas destinadas ao consumo
humano com cianotoxinas é um problema mundial e
vem aumentando devido a polui¢do ambiental. A produ-
¢30 dessas toxinas ocorre durante a floragao de algumas
espécies de cianobactérias e elas podem ser fatais para
animais e humanos. Andlises de rotina para detectar essas
toxinas na dgua ainda nao sao realizadas no Brasil devido
a falta de uma metodologia adequada. O presente projeto
de pesquisa visa desenvolver uma técnica molecular para
identificar a produgdo de microcistinas utilizando DNA
extraido diretamente dos microrganismos presentes na
agua de reservatorios. Para tanto, as cianobactérias pre-
sentes nas floragdes serao isoladas, identificadas e, apds a
obtengao de culturas axénicas, andlises moleculares serdo
feitas para identificar sequéncias homologas de genes de
peptideossintentases utilizando PCR. Estes fragmentos
serdo clonados e sequenciados visando encontrar primers
especificos para detectar esses genes em amostras am-
bientais. Esse método serd comparado com outro a ser
também desenvolvido, ou seja, a produgado de anticorpos
especificos contra microcistina (MC-LR) para a utiliza-
¢ao em Elisa. Essas microcistinas produzidas pelas cultu-
ras isoladas serao determinadas utilizando cromatografia
liquida de alta resolu¢ao (sistema Akta da Pharmacia) na

tentativa de identificar novas microcistinas a serem ca-
racterizadas posteriormente. Os fatores ambientais que
induzem a producio dessas toxinas durante as floragoes
de cianobactérias também serdo estudados por meio da
andlises dos pardmetros fisico-quimicos desses reservatd-
rios de dgua, cujos resultados serdo correlacionados com
a ocorréncia das floragdes. As condi¢des ambientais en-
contradas no inicio da floragao serdo simuladas em um
fermentador para se estudar a biologia da produgado de
microcistina, sua indugéo e possivel controle.
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Apesar da sua importancia clinico-epidemiolégica, a
patogénese das meningites enterovirais nao é conhecida
em detalhes. A prevaléncia dessas infec¢des no nosso meio
é supostamente alta, mas ndo hd estudos longitudinais de
longa duragdo. O presente projeto de pesquisa tem trés
objetivos principais: 1) localizar a replica¢ao de enterovi-
rus no nivel da sua porta de entrada no epitélio intestinal
e a via de invasdo do sistema nervoso central; 2) avaliar
a prevaléncia de meningites enterovirais na populacio
servida pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi-
cina de Ribeirdo Preto, utilizando métodos diagndsticos
eficazes; e 3) produzir proteina VP1 recombinante, que
contém epitopos imunodominantes de virus Coxsackie
B e testar sua imunogenicidade. Para atingir o primeiro
objetivo, serdo utilizados estudos de hibridizacao in situ
em modelos murinos de infec¢do per-oral e parenteral,
em culturas de mucosa intestinal e de células endoteliais
humanas infectadas in vitro, e em células de sedimento li-
quodrico de pacientes com meningite por enterovirus. Para
atingir o segundo objetivo, serd desenvolvida detec¢do de
enterovirus no liquor por isolamento em cultura de cé-
lulas, imunofluorescéncia, PCR e inocula¢do em camun-
dongos recém-nascidos. Para atingir o terceiro objetivo,
planeja-se produzir um clone de VP1 de virus Coxsackie
B5 e Echovirus 30, expressar a proteina recombinante e
testar a sua imunogenicidade e reatividade cruzada com
outros enterovirus.
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