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IDENTIFICACAO E ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES CODIFICANDO MEMBROS DA FAMILIA

NEPH-RST EM GALLUS GALLUS

José Eduardo Baroneza
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Guelerman Pinheiro Ramos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/10/2008

Proteinas da familia das imunoglobulinas tém sido
relatadas como fundamentais na regulagio de eventos rela-
cionados com a formagao de 6rgdos tanto em invertebrados
como em vertebrados. Em Drosophila melanogaster, por
exemplo, um subgrupo desta familia, que inclui as proteinas
Roughest (Rst), Kin-of-lrre (Kirre), Sticks-and-stones (Sns)
e Hibris (Hbs), € necessério a formacao de olho, cérebro,
tibulo de malpighi e tecido muscular. Proteinas homologas
em vertebrados, Neph1, Neph2, Neph3 e Nefrina participam
do processo de filtragdo da urina nos podécitos e sua falta
acarreta em proteintria, sindrome nefrética congénita e morte
perinatal. Este trabalho teve como objetivos identificar, por
meio de andlises in silico, possiveis membros da familia
Neph em Gallus gallus, isolar os fragmentos gendmicos cor-
respondentes e analisar a dinAmica de seu padrdo de ex-
pressdo, tanto temporal como espacial durante o desenvol-
vimento embriondrio e em adultos, contribuindo assim para
as andlises comparativas da evolugdo e diversifica¢do es-
trutural e funcional desta familia génica ao longo da escala

filogenética. Nossos resultados levaram a concluir a exis-
téncia em galinha de apenas dois genes inequivocamente
pertencentes a familia Neph que denominamos chkNephl e
chkNeph. Ambos sdo funcionais e transcrevem rnRNAs de
aproximadamente 2 kb Primeiramente observados nos estéa-
gios HH-22 e HH-24 do desenvolvimento de G.ga//us. Em
adultos, podem ser encontrados transcritos de ambos os
genes em coracao, figado, rim, testiculo e retina, com dife-
rengas quanto ao perfil de expressao em ovério, pancreas e
pulmao onde apenas foi observado o mRNA de chkNephl e
cortex parietal cerebral onde observamos somente a expres-
sdao de chkNeph2. A comparagdo de sequéncias de protei-
nas da familia Neph de Gallus e de outros vertebrados com
seus homologos em Drosophila suporta a hipétese de que
os genes Neph sio e resultado de divergéncia evolutiva do
grupo formado por Roughest e Kirre, enquanto as Nefrinas
seriam oriundas do grupo formado por Hibris e Sns. Além
disso, propomos que Neph3, ausente em galinha, seja pro-
vavelmente uma molécula alternativa a Neph2 em pancreas
de mamiferos. Consideramos que os resultados obtidos até
o momento formam uma base a partir da qual experimentos
especificos visando estabelecer as diferentes fungdes des-
tes loci em Gallus poderdo ser realizados.

CARACTERIZACAO DO PAPEL DOS GANGLIOSIDEOS NA ENDOCITOSE DO FCeRI EM MASTO-
CITOS DEFICIENTES NA EXPRESSAO DOS GANGLIOSIDEOS DERIVADOS DO GD1B

Vivian Marino Mazucato
Orientadora: Prof*. Dr*.Constance Oliver
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/10/2008

Lipid rafts sdao microdominios especializados da
membrana plasmética. Quando os mastdcitos sdo ativados
via FceRI, estes receptores se agregam e se deslocam para
dentro dos Lipid rafts onde se associam com outros com-
ponentes dos rafts, tais como: a LAT e os gangliosideos
derivados do GD1b especificos de mastdcitos. Em células
RBL-2H3, apds a estimulagdo, estes gangliosideos especi-
ficos de mastdcitos sdo internalizados juntamente com
FceRI, em uma vesicula coberta por clatrina. No presente

trabalho foi investigado o papel dos gangliosideos especi-
ficos de mastdcitos na modulagdo da via endocitica do
FceRI em células RBL-2H3 e em duas linhagens celulares
mutantes BOA4A2III-ES5 (ES) e BOA4AC1III-D1 (D1). As cé-
lulas ES expressam 35% dos gangliosideos especificos de
mastdcitos encontrados nas células RBL-2H3 e as células
D1 expressam menos de 1%. O mAb BC4 conjugado com
FITC, que se liga na subunidade 4 do FceRI, foi conjugado
com FITC e utilizado tanto para ativar as células quanto na
andlise da internalizagdo do FceRI. As células RBL-2H3 e
ES, apds incubadas por 30 minutos de incuba¢do com o
mAb BC4-FITC continham vesiculas endociticas dispersas
por todo o citoplasma. Com 1 hora as vesiculas endociticas
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das células RBL-2H3 comegaram a se fusionar e formar agre-
gados e, apds 3 horas a maioria dos FceRIs estava presente
em grandes agregados. Nas células ES a formagdo de agre-
gados pela fusdo de vesiculas endociticas foi mais lenta,
sendo observados somente com 3 horas de incubagdo. Em
contraste, mesmo com 3 horas de incubacdo, nas células
D1 as vesiculas endociticas eram menores e a maioria delas
permanecia préxima a membrana plasmadtica. As diferencas
observadas entre a endocitose das trés linhagens celula-
res, despertou o interesse em melhor caracterizar a via en-
docitica destas células. Quando as linhagens celulares fo-
ram incubadas com o mAb BC4-FITC e, posteriormente,
imonumarcadas com LAT (um marcador de Lipid rafts), o.-
adaptina (uma proteina adaptadora envovida na formagao
das vesiculas cobertas por clatrina), clatrina (uma cobertu-
ra protéica para as vesiculas endociticas), RabS (um marca-
dor de endossomo primario), CD63 (presente na membrana
lisossomal e de granulos secretores), ficou claro que havia
um defeito na via endocitica do FceRI nas células E5 e D1,
que tem inicio na formag@o das vesiciculas endociticas na
membrana plasmatica e se reflete por toda avia endocitica.
O impedimento na formag@o das vesiculas e no seu trans-
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porte € mais severo nas células D1, onde quase todas as
vesiculas endociticas foram encontradas préximas a
membrane plasmatica. Estas diferencas na endocitose e no
transporte foram confirmadas por microscopia eletronica.
O nivel de expressdo do FceRI e das diferentes proteinas
envolvidas na endocitose foram analisadas por Western
Blotting e por citometria de fluxo. As células D1 apresenta-
ram uma redugdo significante (79,8%) na expressdo do
FceRI e, ambas as células E5 e DI apresentaram uma
superexpressdo de LAT. Ndo houve diferenca na expres-
sdo de o-adaptina, clatrina e Rab 5. A quantidade
delisossomos foi encontrado por Lysotracker Red e Green,
também foi 0 mesmo nas trés linhagens celulares. O defeito
visto nas linhagens celulares mutantes néo foi limitado para
a endocitose do FceRI. A endocitose de marcadores da su-
perficie celular, a concanavalina A (ConA), bem como a
pinocitose de fase fluida também foi examinada. As células
D1 motraram defeitos significantes na endocitose dos mar-
cadores da ConA e na pinocitose de fase fluida. Portanto o
defeito endocitico visto, principalmente nas células D1,
parece ser um defeito geral que esta relacionado com a au-
séncia dos gangliosideos na membrane plasmética.

O PAPEL DA LECTINA ARTIN M NA ATIVACAO DE MASTOCITOS

Valéria Cintra Barbosa
Orientadora: Prof*. Dr®. Gabriela Silva Bisson
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/10/2008

Estudos anteriores demonstraram que Artin M in-
duz a ativac@o de mastdcitos na presenca ou na auséncia
de IgE ligada ao FceRI e que os dominios de reconhecimen-
to de carboidrato (CRDs) da lectina estavam envolvidos
nessa atividade. No presente trabalho estudou-se a intera-
¢do da lectina Artin M com glicoconjugados da superficie
de mastocitos. A ligacdo de Artin M biotinilada a superficie
de células RBL-2H3, avaliada por ensaios de citometria de
fluxo, ocorreu em 97% das células. Tal liga¢do foi inibida em
98 e 99%, respectivamente, por D-manose (25 ¢ 50 mM) e
metil-?-D-manopiranosideo (25 e 50 mM). Através de mi-
croscopia de fluorescéncia, observou-se marcagao positi-
va distribuida na superficie de células RBL-2H3. Nio hou-
ve marcagao quando Artin M foi previamente incubada com
D-manose (25 mM), contrariamente ao observado quando
a lectina foi pré- incubada com D-galactose (25 mM). A
desgranulacio de células RBL-2H3 induzida por Artin M
foi verificada através de ensaio de detecgdo de atividade [3-
hexosaminidase, onde se verificou que a liberagdo da enzi-
ma ocorre na auséncia ou presenca de IgE, e que, nesse
ultimo caso, hd um aumento expressivo da atividade enzi-
matica detectada. A liberagio de B-hexosaminidase foi ini-
bida em aproximadamente 97% quando Artin M foi previa-
mente incubada com metil-oi-D-manopiranosideo (50 mM).

Tais resultados sdo sugestivos de que a desgranulagdo de
mastdcitos induzida por Artin M possa ser decorrente da
interacdo entre os CRDs da lectina e componente (s)
glicosilado (s) da superficie dessas células, como FceRI.
Ou ainda, de uma possivel interacio entre Artin M e a IgE
ligada ao FceRI. A possivel ligacdo de Artin M a IgE foi
averiguada através de ensaios em microplacas, onde verifi-
cou-se que Artin M se liga a IgE de maneira dose-depen-
dente. Investigou-se ainda se o receptor de alta afinidade
para IgE - FceRI - seria reconhecido por Artin M. Através
da separacgao eletroforética de proteinas de lisados de célu-
las RBL-2H3, ativadas ou ndo, seguida da eletrotransferén-
cia para membrana de nitrocelulose e incubag¢do com Artin
M biotinilada, observou-se o reconhecimento, pela lectina,
de diversos componentes que apresentam massas molecu-
lares aparentes varidveis. Entretanto, dentre estes compo-
nentes, encontra-se uma banda protéica de aproximada-
mente 35 kDa, coincidente com aquela reconhecida por
mAbs BE's, especificos para a subunidade 3 de FceRI, fato
que sugere que esta subunidade do receptor seja reconhe-
cida por Artin M. A andlise da expressdo de FceRI, através
de citometria de fluxo, mostrou que células RBL-2H3 esti-
muladas por Artin M e sensibilizadas ou ndo por IgE, man-
tiveram o nivel de expressdo de FceRI, contrariamente as
células sensibilizadas pela imunoglobulina e estimuladas
por DNP48-HSA, que apresentaram uma redugdo de 40%
na expressao de FceRI. Através de ensaios de microscopia
confocal e Western Blot, observou-se um aumento na in-

67



Resumos de Dissertacoes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP

tensidade da marcacdo pelo anticorpo anti-fosfotirosina,
apos estimulo por Artin M, que pode ser devido a um au-
mento da fosforilagio de tirosinas induzido pela lectina, na
presenca de IgE, sugerindo que FceRI esteja de fato envol-
vido no processo de ativacao celular induzido por Artin M.
Através de ensaios imunoenzimaticos - ELISA- verificou-
se um aumento de 43% na produ¢do de MCP-1 em células
sensibilizadas por IgE e estimuladas por Artin M, durante 1
hora, comparado as células estimuladas via FceRI. Foi ob-
servado um aumento de 92% na produgio da TGF-f3 em
células ndo sensibilizadas por IgE e estimuladas por Artin

Medicina (Ribeirdo Preto) 2009;42 (1): 00-00

http://www.fmrp.usp.br/revista

M, durante 8 horas, em relag@o as células estimuladas via
FceRI; em adi¢do, houve um aumento de 68 % na produgdo
de TGF-f em células sensibilizadas por IgE e estimuladas
por Artin M durante 8 horas, em relagdo as células estimu-
ladas via FceRI.

O conjunto dos resultados obtidos sugere que Artin
M, ao ligar-se apropriadamente a carboidratos da superfi-
cie de mastdcitos, possivelmente aqueles presentes no re-
ceptor de alta afinidade para IgE e/ou na prépria IgE ligada
ao FceRI, induza a transducio de sinal intracelular, respon-
sdvel pela ativacdo dos mastdcitos.

PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS E DETERMINACAO DO PADRAO SUBCELULAR
DE DISTRIBUICAO DE JAZIGO DURANTE A MORTE CELULAR PROGRAMADA EM GLANDULAS

SALIVARES DE Drosophila melanogaster

Ana Paula Saita
Orientador: Prof. Dr. Claudio Roberto Simon
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/10/2008

Em estudos anteriores em nosso grupo, um screen
genético de uma coleg¢do de inser¢des tnicas de elemento-
P de Drosophila melanogaster, permitiu a identificacao de
uma mutac¢do que provoca um severo fenétipo defectivo
de morte celular de glandulas salivares larvais. Animais ho-
mozigotos mutantes para a inser¢ao de elemento P morrem
como pupas tardias e apresentam glandulas salivares per-
sistentes. Em animais selvagens a glandula salivar larval é
destinada a morrer durante o estidgio pupal num processo
de morte celular autofagico mediado por esterdide. O locus
mutado pela inserc¢ao do elemento-P foi identificado e no-
meado jazigo. Anélises bioinforméticas demonstraram gran-
de homologia do gene e de seu produto com componentes
de uma familia de proteinas denominada forminas (protei-
nas FH ou Formin Homology) qué foram conservadas em
eucariotos e cuja funcio foi relacionada com o remodela-
mento ativo do citoesqueleto de actina e microtibulos em
distintos processos celulares. Nesse trabalho demos inicio
a caracterizacdo bioquimica e funcional de JAZIGO utili-

zando andlises de bioinformatica e produgao de anticorpos
policlonais capazes de detectar o padrdo de localizagdo
subcelular de JAZIGO na glandula salivar larval durante o
periodo de morte celular programada. (MCP). Com base nas
analises de bioinformatica verificamos que as duas isofor-
mas de JAZIGO s@o essencialmente hidrofilicas e que es-
sas protefnas possuem um alto grau de similaridade com
forminas da subfamilia FHOD, as quais foram envolvidas
na apoptose artificialmente induzida em células HeLa. A
localizac@o de JAZIGO durante a morte celular programada
é inicialmente citoplasmdtica, mas com o progresso do pro-
cesso de morte celular a proteina € translocada para o nu-
cleo progressivamente. Nossos dados sugerem que JAZ
possui comportamento similar a formina FHODI e que JAZ,
similarmente a FHODI, poderia desempenhar um papel na
regulacdo de eventos de morte celular. Esses dados suge-
rem que JAZ e FHOD poderiam hipoteticamente compor
um grupo distinto de forminas relacionadas a processos de
morte celular. Também utilizamos o anticorpo para determi-
nar a localizag@o subcelular de JAZ em glandulas salivares
persistentes de animais mutantes. Notamos que a localiza-
¢do nuclear de JAZ foi observada apenas nas células cujo
processo de MCP foi interrompido mais tardiamente.

PCR EM TEMPO REAL PARA DETECCAO ESPECIFICA DE RNAS (+) E (-) DE VIRUS OROPOUCHE

Andrei Furlan da Silva
Orientador: Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/11/2008

O virus Oropouche € reconhecido como a segunda
causa mais frequente de arbovirose febril no Brasil, s6 sen-
do superado em niimero de casos pelo virus da dengue. O
virus Oropouche se destaca pelo elevado nimero de casos
de infecc?o aguda febril, que ocorrem em surtos epidémicos
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em areas urbanas da Amazonia, assim como pelo seu poten-
cial de disseminacao para outras regides do Brasil e da Amé-
rica do Sul. Apesar de sua importancia nunca foi determina-
da a existéncia de componentes do virus Oropouche, estru-
turais ou ndo, que estejam relacionados a sua patogenicida-
de. Diante da auséncia desses marcadores, o presente estu-
do procurou desenvolver uma metodologia que fosse capaz
de analisar acimulos das espécies de RNAs virais ao longo
da replicacdo em um tnico ciclo. No presente estudo foi
determinada a curva bioldgica do virus Oropouche em um
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unico ciclo com MOI > 1 em células Hela I e desenvolvido
um ensaio de RT-PCR em tempo real capaz de detectar RNAs
(+) e RNAs (-) durante o ciclo replicativo. Nesse estudo
também observamos a presenca de cDNAs formados mes-
mo sem a adicio de primers exdgenos, aos quais chamamos
de cDNAPi™r O e que geram falso-positivos. Para solucio-
nar este problema desenvolvemos um ensaio de RT-PCR em
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tempo real especifico, utilizando na etapa da RT primers
biotinilados que permitem purificar o cDNA no qual se in-
corporam por meio de separa¢do magnética. Com isso con-
seguimos desenvolver um método de detecgdo especifico
diferencial para RNAs positivos e negativos produzidos
durante ciclo e replicativo e pode vir a ser uma importante
ferramenta nos estudos de atogéneses.

O PAPEL FUNCIONAL DA ENZIMA FOSFOLIPASE D2 (PLD2) NAS CELULAS DA LINHAGEM DE

MASTOCITOS RBL-2H3

Claudia Maria Meirelles Marchini
Orientadora: Prof*. Dr*. Constance Oliver
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/11/2008

Os mastdcitos participam do sistema imunoldgico
liberando mediadores farmacologicamente ativos. A princi-
pal via de ativacao dos mastdcitos € através do receptor de
alta afinidade para a imunoglobulina E (FceRI). A ativacio
dos mastdcitos via FceRI culmina com a liberacdo de medi-
adores. A enzima PLD atua sobre fosfolipidios hidrolisando
a fosfatidilcolina em acido fosfatidico e colina. A PLD ¢
ativada apds o estimulo via FceRI e possui um papel impor-
tante na transducdo do sinal em mastdcitos. Existem duas
isoformas da enzima PLD, a PLD1 e a PLD2 que sao expres-
sas, diferentemente, de acordo com o tipo celular. Ambas
as isoformas podem estar expressas numa mesma célula,
apenas uma ou nenhuma. Neste estudo foram utilizadas
células RBL-2H3 transfectadas para a super expressdo PLD2
nas formas catalitica ativa (CA) e inativa (CI). O papel da
PLD2 foi examinado nestas células com o objetivo de elucidar
sua atua¢do no processo de secrecdo incluindo o aparelho
de Golgi e os granulos secretores. As células CA e CI pos-
suem maior atividavidade de B-hexosaminidase total, po-
rém quando estimuladas mostram uma deficiéncia na libe-
ra¢do desta enzima, quando comparadas com as células
selvagens. A PLD2 nas células CA, CI, VET e RBL-2H3 est4
localizada no citosol, sendo abundante na regido justanu-
clear, principalmente nas células CI, sugerindo uma associ-
acdo com o aparelho de Golgi. A dupla marcagdo com o

mAb AA4, que imunomarca gangliosideos derivados do
GD,, da membrana plasmatica e com anti-PL.LD2, mostrou
que esta enzima ndo se localiza na membrana plasmética. A
dupla marca¢do com anti-PLD2 e anti-GM 130 mostrou que
as dreas de maior concentra¢do da PLD2 se co-localizam
com o aparelho de Golgi, especialmente nas células CI. A
marcacdo com anti-GM130 e os experimentos com micros-
copia eletronica de transmissao mostraram que o aparelho
de Golgi estd organizado nas células CA e desorganizado
nas células CI, onde se encontra disperso no citoplasma.
Ainda, as células CI expressam menos GM 130 em compara-
¢do com as demais linhagens celulares. Quando a produ-
¢do de PA pela PLD estd inibida pelo 1-Butanol, as células
CA apresentam as mesmas caracteristicas fenotipicas das
células CI. A incubacio das CI com PA resulta na reestrutu-
racdo do aparelho de Golgi. A manutencdo estrutural do
aparelho de Golgi, também estd relacionada com os micro-
tibulos. Nas células CI o centro organizador de microttibu-
los € dificilmente identificado. Os microtibulos nas células
CI sdo desordenados em comparac¢io com as demais linha-
gens celulares. Estes resultados mostram que a produgdo
de PA pela PLD2 ¢ importante na organiza¢do de microtu-
bulos e na manutencdo da estrutura do aparelho de Golgi.
As alteragdes celulares relacionadas com os microtibulos
e o aparelho de Golgi afetam o processo secretor nestas
células e, provavelmente, em outros tipos de células secre-
toras. Estes achados poderdo levar a novas estratégias te-
rapéuticas para controlar a libera¢do de mediadores duran-
te processos alérgicos e inflamatdrios.

CARACTERIZACAO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A TERBINAFINA EM DIFERENTES ES-

PECIES DE Leishmania

Fabricio César Dias
Orientador: Prof. Dr. Luiz Ricardo Orsini Tosi
Tese de Doutorado apresentada em 24/11/2008

O fendmeno de amplificagdo génica é um mecanismo
de auto-preservacao celular observado com frequéncia no

protozodrio parasita Leishmania quando submetido a esti-
mulos negativos como, por exemplo, a presenca de drogas.
A regido H do genoma de Leishmania (Leishmania) major é
um dos loci mais estudados que leva a amplificacdo em res-
posta a drogas nao relacionadas, como a terbinafina. Foram
isoladas linhagens de L. (L.) major e Leishmania (Viannia)
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braziliensis resistentes a terbinafina. Analises por corridas
curtas de eletroforese em campo pulsado (PFGE) e Southern
blotting revelaram que a resisténcia observada nestas li-
nhagens nao foi gerada pela amplificag¢do do locus H. Sen-
do assim, a resisténcia ao inibidor da esqualeno epoxidase
estd sendo gerada por um outro mecanismo uma vez que
outros loci podem estar envolvidos na resisténcia a
terbinafina e através da analise diferencial do perfil de pro-
teinas, os mutantes resistentes apresentaram diferencas na
expressao de proteinas. O alvo inicial para a elucidagio da
resisténcia a terbinafina nas linhagens selecionadas foi a
via de biossintese de ergosterol. Foram escolhidos os genes
da 3-cetoacil-CoA tiolase (ERG10), esqualeno sintase (ERG9
ou SOST), esqualeno epoxidase (ERGI), oxidoesqualeno-
lanosterol ciclase (ERG7) e lanosterol 14 -demetilase (ERG11),
de L. major e L. braziliensis, além do gene YIPI de L.
braziliensis. Para isso foram sintetizados oligonucleotideos
a partir das sequéncias geradas pelo projeto genoma destas
espécies depositadas em bancos de dados.

Os genes ERG10, SOS1, ERGI, ERG7 e ERG1I de
L. major e de L. braziliensis além do YIP1 de L. braziliensis
amplificados por PCR foram clonados no vetor pPGEM-T
Easy, que possibilitou a construcio de reagentes para rup-
tura de todos genes pela inser¢do da marca HYG e, com
excecdo do gene ERG7 de L. braziliensis, os genes foram
subclonados no vetor pXG1. Fragmentos de restri¢do dos
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genes clonados no vetor pGEM-T Easy foram utilizados
para analisar o nivel de seus transcritos por northern blot.
Também verificamos através de corridas curtas de PFGE e
andlises de Southern, que as linhagens em estudo nio apre-
sentam amplificacdo dos loci em estudo. A participagio de
genes da via de biossintese de ergosterol de L. major e L.
braziliensis e do gene YIPI de L. braziliensis na resistén-
cia ou susceptibilidade a terbinafina e/ou anfotericina B foi
verificada através de experimentos funcionais. Com esse
objetivo, os genes YIPI, ERGI0 e ERGI de L. braziliensis
foram transfectados na linhagem LB2904 de L. braziliensis,
eos genes ERG10, SOS1, ERGI, ERG7 e ERG1I e aruptu-
rado gene ERG1 pelo cassete HYG de L. major foram trans-
fectados na linhagem LT252 de L. major.

Foram realizados experimentos para analisar a sus-
ceptibilidade a anfotericina B associada ou néo a terbinafina,
das linhagens selvagens de L. major e L. braziliensis, e a
partir destes experimentos iniciais, foram selecionadas li-
nhagens destas duas espécies resistentes a anfotericina B.

Para analisar a possivel funcdo regulatéria dos ele-
mentos RIME 5/2/6 de L. braziliensis, foi feita a amplifica-
¢do por PCR da repeti¢do invertida LbRIME 5/2/6b que
permitiu a clonagem deste fragmento no vetor pPGEM-T Easy
e a sua ruptura pela marca SAT. A clonagem no vetor pGEM
possibilitou a andlise da interacdo de proteinas nucleares a
repeticdo LbRIME 5/2/6b através do gel shift.

IDENTIFICACAO DE FOSFOPROTEINAS EM CELULAS DE UMA LINHAGEM DE LINFOMA DO

MANTO

Germano Aguiar Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Lewis Joel Greene
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/11/2008

O estudo fosfoprotedmico de células linféides pode
contribuir para a compreensdo de sua origem através da
elucidacdo das vias responsdveis pelo escape dessas do
controle celular. A abordagem protedmica foi utilizada no
estudo inicial da linhagem GRANTA-519, uma linhagem ce-
lular estabelecida de linfoma de células do manto, através
da criagdo de um inventério inicial de identificacio de pro-
teinas com possiveis modifica¢cdes pés-traducionais, es-
pecialmente fosforilagdes. Inicialmente as células de
GRANTA-519 foram cultivadas em condi¢des adequadas.
Proteinas foram extraidas com tampao de lise contendo 7,7
M de uréia, 2,2 M de tiouréia, 4,4 % de CHAPS e uma mistu-
ra de cocktail inibidor de proteases. Apds extracdo das
proteinas do extrato celular, aliquotas de proteinas foram
tratadas com 1PPase e submetidas a focalizagdo isoelétrica
em faixa de pH de 4,0 — 7,0 e eletroforese em gel de
poliacrilamida e SDS preparados em nosso laboratério. Pro-
teinas foram detectadas através de coloragdo com coomas-
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sie coloidal G-250, colorac@o especifica para fosfoproteinas
e anticorpos especificos contra residuos fosforilados de
serina e tirosina. Mapas bidimensionais foram analisados
utilizando o software ImageMaster Platinum. Vinte oito spots
de um total de duzentos, cerca de +£14%, desapareceram
apos o tratamento com fosfatase alcalina. Proteinas modifi-
cadas pelo tratamento passaram por digestdo in situ com
tripsina e os peptideos tripsinicos submetidos a espectro-
metria de massas em equipamentos do tipo MALDI-ToF e
ESI triplo quadruplo. Doze proteinas dos spots digeridos,
selecionados apés o tratamento com EPPase, foram identi-
ficados. As seguintes proteinas foram identificadas em mais
de um spot alinhado horizontalmente: Nucleofosmina, uma
proteina fosforilada envolvida com acetilacao nucleolar e
Anexina A6, uma proteina reguladora de célcio extrema-
mente conservada. Outras proteinas escolhidas apds o tra-
tamento com IPPase foram identificadas como Heat shock
70 kDa protein 1, Stress-70 protein, mitochondrial,
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H, Tumor protein
D52, Actin-related protein 2/3 complex subunit 5, Eukaryotic
translation initiation factor SA-1 e Rho GDP-dissociation
inhibitor 1.
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CARACTERIZACAO FUNCIONAL DOS GENES PGA13 E PGAS58 DE Candida albicans

Fabricio Freitas Fernandes
Orientador: Prof. Dr. Paulo Sérgio Rodrigues Coelho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 15/12/2008

A incidéncia de infec¢des por fungos oportunistas
na populacdo de pacientes imunocomprometidos tem au-
mentado nos tltimos anos, e estas sdo, principalmente, cau-
sadas por Candida albicans. Este patégeno oportunista
pode crescer em diferentes formas, variando de levedura,
pseudohifa e hifa e essa transicao morfoldgica esta associ-
ada com a viruléncia. Na transicdo de levedura para hifa,
genes hifa-especificos sdo expressos e muitos deles codifi-
cam proteinas que possuem uma molécula de GPI
(glicosilfosfatilinositol), mas a maioria (66%) das proteinas
preditas ancoradas por GPI (PGAs), ainda possuem fungao
desconhecida. Portanto, o objetivo deste trabalho, foi ini-
ciar a caracterizacgao funcional dos genes PGA13 e PGAS5S
através de andlises in silico, da expressio diferencial dos
RNAm sob condi¢des ambientais diversas, e nos mutantes

nulos TUPI e EFGI, e a obtencdo e caracterizagdo
fenotipica dos mutantes de PGA13: homozigoto nulo e de
superexpressao.

Os estudos realizados in silico indicam que PGA13
e PGA5S sao reguladas pelos fatores transcricionais Efgl,
Tecl e Nrgl e que possuem sitios potenciais de glicosilacio.
A andlise transcricional desses genes mostra que ambos
sdo regulados por Tupl e que respondem aos estimulos
NaCl (Cloreto de S(’)d/iO), H,0, (Peroxido de hidrogénio),
etanol, cafeina, HCI (Acido Cloridrico) e as condi¢des hipo
e hiperosmética. Os mutantes nulos e de superexpressiao
de PGA13 e PGAS58 foram obtidos e as linhagens que per-
deram o gene PGA 3 tiveram um padrdo de crescimento da
coldnia diferente da linhagem CAI-4 e foram mais sensiveis
aos compostos SDS, Higromicina B e pH 4cido, enquanto o
mutante que superexpressava foi mais resistente. Estes re-
sultados sugerem que PGA 13 deve ter papel importante na
parede celular, visto que a falta dela ocasionou maior sensi-
bilidade a compostos que agridem a parede celular.

COMPARACAO DE UM TESTE RAPIDO IMUNOCROMATOGRAFICO (DIRECTIGEN EZ RSV)
COM IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA, ISOLAMENTO EM CULTURA E SEMI-NESTED-RT-
PCR PARA A DETECCAO DE VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO HUMANO

Flavia Escremim de Paula
Orientador: Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/12/2008

O diagnéstico rapido de infecc@o do trato respirato-
rio por HRSV € importante para defini¢do de conduta bem
como para a identificacdo de surtos. No presente estudo
nds avaliamos o desempenho do teste rdpido Directigen
EZ™ RSV (BD Diagnostic Systems, Sparks, USA.), em com-
paracdo com a imunofluorescéncia indireta (IF), isolamento
em cultura e semi-nested-RT-PCR, para a detec¢do do virus
sincicial respiratério humano (HRSV) em amostras de secre-
¢do respiratdria de criancas atendidas no Hospital das Clini-
cas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universi-
dade de Sao Paulo, Brasil. De fevereiro a dezembro de 2005
foram coletadas 191 amostras de aspirados nasais de crian-
cas com idade entre oito dias e 50 meses, atendidas por

doenga respiratdria na unidade de emergéncia. Os critérios
de inclusio foram sintomas e sinais de infec¢ao respiratdria,
incluindo coriza, obstrucao nasal, febre, tosse, dispnéia,
taquipnéia, sibilos e sinais de bronquiolite ou pneumonia.

Ao todo 191 amostras foram testadas por todos os
métodos. O Directigen EZRSV detectou HRSV em 73/191
(38%) amostras, enquanto imunofluorescéncia indireta, iso-
lamento em cultura e o semi-nested-RT-PCR identificaram
respectivamente 63/191 (33%), 62/191 (32%) e 82/191 (43%).
Em comparag@o com todos os outros testes tomados em
conjunto, o Directigen EZRSV obteve 80% de sensibilida-
de, 99% especificidade, 99% valor preditivo positivo (PPV),
85% valor preditivo negativo (NPV) e 90% acuricia.

Os resultados mostraram que o teste Directigen EZ
RSV € uma boa alternativa para o diagndstico de HRSV,
pela sua facilidade e rapidez de execugao, sendo especial-
mente Util em servigos de atencdo primaria de sadde.

CARACTERIZACAO MOLECULAR DO GENE NCSA DE Aspergillus fumigatus

André Oliveira Mota Junior
Orientador: Prof. Dr. Gustavo H. Goldman
Tese de Doutorado apresentada em 18/12/2008

O foco do trabalho esta direcionado para a constru-
¢do dalinhagem "knock-out" do gene ncsA de A. fumigatus,
bem como a caracterizacdo do fenétipo da linhagem AncsA
e ainvestigagdo de interagdes deste gene com vias de sina-

lizagdo importantes para o desenvolvimento do fungo. A
linhagem mutante AncsA foi construida através da transfor-
macdo do WT ( ku80) com o gene marcador pyrG de A.
Sfumigatus. Foi confirmada a delecé@o por Southern blot e as
alteracdes fenotipicas da linhagem foram analisadas. O gene
nesA em A. fumigatus ndo € essencial e a linhagem AncsA
apresentou-se sensivel EGTA e SDS, alé, de tolerante a al-
tas concentracdes de fons cdlcio. Na linhagem NesA:mRFP
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foi localizado a proteina NcsA no citoplasma das células e
sua localizacdo nao € alterada pela em resposta ao aumento
da concentragio de célcio. A linhagem AncsA foi sensivel a
drogas que afetam a biossintese e a manutengio da mem-
brana plasmatica, tais como voriconazole, anfotericina e
itraconazole. O crescimento polarizado em presenca de
lovastatina nessa linhagem foi consideravelmente mais afe-
tado que no tipo selvagem. O Spitzenkorper ndo foi
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visualizado no mutante AncsA, e existe uma significante
diminui¢do de estruturas vacuolares e endossomos. Os re-
sultados obtidos em ensaios de TRPCR em tempo real su-
gerem que NcsA modula a expressdo dos genes pmcA e
pmcB, que codificam proteinas ATPases transportadoras
de fons célcio. Os ensaios de viruléncia no modelo animal
revelaram que a mutacdo do gene ncsA ndo causa perda de
viruléncia no A. fumigatus.

BIOQUIMICA

IDENTIFICACAO DE GENES NO FUNGO FILAMENTOSO Aspergillus nidulans MODULADOS POR
PalA, UM COMPONENTE DE UMA CASCATA SINALIZADORA EM RESPOSTA AO pH AMBIENTE

Janaina Silva de Freitas
Orientador: Prof. Dr. Antonio Rossi Filho
Tese de Doutorado apresentada em 30/10/2008

A via transdutora de sinal mediada pelo fator de
transcri¢do PacC atua em muitos eventos metabdlicos en-
volvidos na resposta adaptativa ao pH alcalino em Asper-
gillus nidulans. O gene pacC codifica um fator de transcri-
¢do zinc-finger, e os seis genes pal (A, B, C, F, Hel) sao
membros putativos de uma cascata sinalizadora que pro-
movem a ativacdo proteolitica de PacC em ambiente alcali-
no. A proteina PalA interage com os motivos YPXL/I em
PacC, o que € necessdrio para a acido de PalB, uma protease
da familia das calpainas. Este modelo implica que mutacdes
acarretando perda de fungdo em qualquer dos genes pal
levariam a mimetizagio do fenétipo acido (selvagem) inde-
pendentemente do pH ambiente. Assim, qualquer que seja
o pH de cultivo, a mutacdo pa/Al deveria mimetizar o
fenotipo selvagem, o que nio foi observado na linhagem
mutante biA 1 palAl. Experimentos simples foram designa-
dos para identificar a influéncia dos nutrientes no pH final
das culturas e na secre¢do da fosfatase acida em Aspergi-
llus nidulans. A linhagem mutante pa/C4 foi selecionada
pelo seu aumento substancial da atividade da fosfatase
acida e diminui¢do da atividade da fosfatase alcalina, quan-
do cultivada em meio minimo sélido, Pi limitante, pH 6.5. Foi

demonstrado que o crescimento pobre e a conidiacdo da
linhagem mutante pa/C4 em meio sélido, pH alcalino, foram
hiper sensiveis ao tampao Tris (hydroxymethyl). A secre-
¢do da fosfatase acida foi reprimida em ambas as linhagens
parental biA 1 e mutante palC4 biA 1 quando cultivadas em
meio liquido de extrato de levedura, Pi limitante, pH 5.0.
Essa condigdo indica que a secrecdo da fosfatase acida
nao é necessaria para regenerar fosfato inorganico a partir
do fosfato organico presente no extrato de levedura. Os
resultados apresentados ndo invalidam a hipdtese da cas-
cata de sinalizag@o governada por PacC em resposta fisio-
16gicas ao pH alcalino. Entretanto, esta claro que a percep-
¢do do pH alcalino pode ndo ser sua tnica funcido. Com a
finalidade de identificar genes envolvidos na resposta
adaptativa ao pH ambiente e avancar no entendimento da
funcionalidade do gene palA em pH acido, a hibridacao
subtrativa por supressao foi realizada a partir dos mRNAs
isolados das linhagens biA 1 e biA 1 palA 1 de A. nidulans
cultivadas em condi¢des de fosfato limitante, pH 5,0. Este
estudo revelou genes com expressdo diminuida na linha-
gem mutante biA1 palA1 envolvidos na defesa celular, res-
posta ao estresse, transcri¢cdo, sintese de proteinas, comu-
nicacg@o celular e etc. A expressio diferencial de nove des-
ses genes, confirmada por Norlhern blot, indica que o gene
palA tem fungdo metabdlica especifica em pH 4cido em A.
nidulans.

PROGRAMA DE TRIAGEM DE COMPOSTOS E ESTRATEGIA PARA PROSPECCAO E DESENVOLVI-
MENTO EM LARGA ESCALA DE NOVOS BIOATIVOS COM POTENCIAL ANTIMICOBA CTERIANO

Fabio Cicero de Sa Galetti
Orientador: Prof. Dr. Celio Lopes Silva
Tese de Doutorado apresentada em 03/11/2008

O atual tratamento da tuberculose (TB) implica na
terapia combinada de quatro diferentes drogas por pelo
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menos seis meses o que pode levar a nao adesdo do paci-
ente ao regime terapéutico. O abandono da terapia é um
dos principais fatores que favorecem o aumento dos casos
de tuberculose multidroga resistente(MDR- TB) e tubercu-
lose extremamente resistente (XDR- TB), que somados aos
problemas de co-infec¢do com HIV/AIDS, diminuem dras-
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ticamente a eficacia anti- TB das drogas de primeira esco-
lha. Estes fatores indicam a necessidade urgente para des-
coberta de uma nova droga para ser-aplicada no tratamento
da TB. Desta forma o Nicleo de Pesquisas em Tuberculose
(NPT), estabeleceu o programa de triagem de compostos,
utilizando a estratégia de triagem aleatdria de compostos em
larga escala, para prospec¢ao de potenciais novos bioativos
anti- TB, tanto de produtos naturais (biodiversidade brasi-
leira) como de produtos de origem sintética. Basicamente a
plataforma € constituida de trés etapas principais: (i) deter-
minag¢ao da concentracdo inibitéria minima (CIM) das amos-
tras contra o bacilo da TB; (ii) realizacdo de estudos de
citotoxicidade (IC, ) e atividade biol6gica em macréfagos
infectados; e (iii) determinacdo da atividade bioldgica em
modelos de TB experimental. Foram realizados bioensaios
in vitro de concentragdo inibitéria minima frente a cepa de
Mtb (H37Rv ATCC 27294) com um total de 2076 amostras:
81,41 % de extratos brutos de produtos naturais, 13,34% de
amostras fracionadas ou isoladas dos produtos naturais e
5,25% de compostos sintéticos. Os resultados seleciona-
ram 60 extratos com CIM inferior a 125 pg/mL que levaram
ao isolamento de dois bioativos do extrato bruto da esponja
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marinha Aplysina cauliformis. Estes extratos apresentaram
inédita atividade anti- TB in vitro, auséncia de citotoxicidade
em células de mamiferos e capacidade de reduzir em 3,53 log
de UFCs a carga bacilar intracelularmente semelhante a dro-
ga padrao RFP. Resultados semelhantes também foram en-
contrados para trés compostos sintéticos, dois andlogos
heterociclicos da nitrofurazona com CIM=16 pMol e um
derivado andlogo da INH (composto 227) com CIM=2 uMol.
Todas os trés compostos apresentaram excelentes indices
de seletividade sendo o melhor deles caracterizado para o
composto 227 (IS >250). O mesmo composto também apre-
sentou resultado promissor em teste pré-clinico em modelo
murino de TB experimental ao reduzir significativamente a
carga bacilar de tecido pulmonar em 3,27 log de UFC quan-
do comparado ao controle negativo (animais nao tratados).
Por fim, testes preliminares detectaram uma atividade
imunomoduladora em potencial para o composto na respos-
ta contra a TB. As andlises dos resultados indicaram o su-
cesso do Programa de Triagem de compostos e a eficicia da
estratégia de triagem aleatdria em larga escala em identificar
potenciais novos bioativos anti- TB em curto periodo de
tempo e baixo investimento de capital.

ATIVIDADE DA FOSTOLIPASE A, SECRETADA HUMANA DO GRUPO IID (HSPLA -IID) CONTRA

MEMBRANAS ARTIFICIAIS E BIOLOGICAS

Raquel Gomes Fonseca
Orientador: Prof. Dr. Richard John Ward
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 19/11/2008

As fosfolipases A, (PLA,s, EC 3.1.1.4) sdo enzimas
envolvidas em uma ampla variedade de processos fisiold-
gicos que compreendem digestio fosfolipidica, remodela-
gem de membranas, regulacdo do sistema imunoldgico e
processos patofisiolégicos. As PLA,s secretadas do gru-
po II (PLA -IT) sdo proteinas do sistema imune presentes
na resposta de fase aguda e na atividade bactericida, parti-
cipando na ativacdo e liberacio de citocinas e de outros
mediadores pré-inflamatdrios. Apesar dos estudos recen-
tes sobre os efeitos farmacolégicos e mecanismo catalitico
da PLA, do grupo ITA humana (PLA,-ITA), pouca aten¢ao
tem sido dada a PLA, do grupo IID humana (hsPLA -IID),
uma proteina associada ao progresso do processo inflama-
tério. O presente trabalho representa um estudo para avali-
ar uma eventual correlagdo entre 0 mecanismo de permea-
biliza¢do de membranas modelos e a atividade bactericida
de hsPLA,-IID. A sequéncia codificadora da hsPLA,-IID
foi inserida no vetor de expressdo pET3a, e a proteina
heteréloga foi produzida na forma de corpos de inclusao
em Escherlchia coli BL21 (DE3). Um protocolo de enovela-
mento da proteina recombinante foi desenvolvido que per-
mitiu a produgio de hsPLA,-IID na conformagio nativa.
Para avaliar o papel de atividade catalitica no efeito de per-
meabilizacdo de membranas modelos e na atividade

bactericida, as mutantes H48Q, D49K e G30S na regido de
sitio ativo foram produzidos com o intuito de reduz ou eli-
minar a atividade catalitica da enzima. A proteina hsPLA -
IID tipo selvagem e a mutante H48Q apresentaram ativida-
de hidrolitica de 58,45 e 7,7 uM.min-!.mg-! respectivamente,
e demonstraram uma atividade de danificacdo de membra-
nas artificiais. Em contraste, as mutantes G30S e D49K per-
deram completamente a atividade catalitica, mas mantive-
ram a capacidade de danificar membranas artificiais, de-
monstrando que a atividade hidrolitica e a danificagdo de
membranas modelos ndo estdo correlacionadas. A proteina
hsPLA -IID tipo selvagem demonstrou um efeito bactericida
contra bactérias Gram-negativa (E. coli K12) e Gram-positi-
va (Micrococcus luteus). As mutantes H48Q e D49K redu-
ziram, mas ndo aboliram a atividade bactericida contra a E.
coli, demonstrando que a atividade independente da ativi-
dade catalitica contribui para o efeito contra este linhagem.
As mesmas mutantes causam uma reducao maior na ativi-
dade contra M. luteus, mostrando que os mecanismos do
efeito bactericida sdo diferentes entre bactérias Gram nega-
tivas e positivas. Os efeitos das mutagdes da hsPLA,-IID
foram comparados com os efeitos das mesmas mutacdes na
hsPLA-ITA e com botropstoxina-1, uma Lys49- PLA  isola-
do do veneno da serpente Bothrops jararacussu, indican-
do que além da atividade catalitica e a atividade indepen-
dente de catalise, acesso a membrana interna da bactéria
pode ser um fator na determinag@o da atividade bactericida
das fosfolipases A, de classe II.
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CLINICA CIRURGICA

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE ECOENDOSCOPIA E ENDOSCOPIA DIGESTIVA ALTA NO DIAG-
NOSTICO DOS TUMORES SUBEPITELIAIS DO ESOFAGO ESTOMAGO E DUODENO

Spencer Vaiciunas
Orientador: Prof. Dr. Reginaldo Ceneviva
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/10/2008

A descoberta endoscépica de um tumor subepitelial
(TSE) é frequente. Geralmente o aspecto corresponde a de
uma compressdo extrinseca (CE) ou ao de um tumor intra-
mural (TT). O diagndstico dessas lesoes, por vezes, é dificil,
mesmo apds a obtencdo de bidpsias pela endoscopia di-
gestiva alta (EDA). A ecoendoscopia (EE) tem apresentado
importante papel na elucidacdo diagndstica. A proposta
nesse estudo foi comparar os resultados da EDA com os da
EE no diagnéstico diferencial entre TI e CE do esofago,
estdmago e duodeno e avaliar o desempenho da ecoendos-
copia no diagnéstico diferencial dos TSE. Foi feita andlise
retrospectiva dos exames de 176 pacientes (93 mulheres),
com média de idade de 62,5 (10- 89) anos, de janeiro de 2000
a maio de 2006, que foram estudados por EDA e EE por
apresentar abaulamento subepitelial ao exame endoscpico
do trato gastrointestinal alto. O tamanho, mobilidade, loca-
lizagdo e o diagndstico de presuncao foram registrados no
momento da EDA. Durante a EE foram analisados o tama-

nho, a ecogenicidade do tumor, as camadas da parede da
viscera e o diagndstico presuntivo. Todos os pacientes fo-
ram avaliados consecutivamente pela EDA e EE. Os tumo-
res intramurais representaram 87% dos casos e dentre eles,
o tumor estromal gastrointestinal foi a maioria (62%), en-
quanto as compressoes extrinsecas representaram 13%, das
quais a compressdo pelo figado foi a mais frequente (31 %).
Para a avaliacdo dos TI a sensibilidade, especificidade a
acurdcia da EDA foram menores de 50 % com p=0,25 e para
aEE de 95%, 100% e 95% respectivamente, com p=0,0003
(teste de Fisher). Na avaliacao das CE, a sensibilidade, es-
pecificidade e acuracia da EDA foram de 87%, 50% e 86%
com p=0,43 e a EE de 95%, 100% e 95% respectivamente,
com p=0,08 (teste de Fisher). Conclui-se que a endoscopia
digestiva € um bom exame para diagnosticar a presenca de
tumores intramurais do trato digestivo, mas tem fraco de-
sempenho em identificar o tipo especifico do tumor, e € um
mau exame para o diagndstico das compressoes extrinse-
cas. Por outro lado, a ecoendoscopia € um bom exame para
o diagnéstico diferencial dos tumores subepiteliais, poden-
do fornecer com precisao a localizacdo do tumor além de
permitir bidpsias dirigidas.

AVALIACAO DA ISQUEMIA RENAL EM RATOS WISTAR PELA ESPECTROSCOPIA DE FLUORES-
CENCIA INDUZIDA POR LASER, PELA ANALISE HISTOPATOLOGICA E PELA FUNCAO RENAL

E MITOCONDRIAL

Beatriz Flavia Moraes Trazzi
Orientador: Prof. Dr. Luis Fernando Tirapelli
Tese de Doutorado apresentada em 31/10/2008

Objetivos: Avaliar a associagdo da gravidade da le-
sdo renal isquémica determinada pela histopatologia, es-
pectroscopia de fluorescéncia induzida por laser (FIL -
442nm e 532nm), funcio renal, respira¢do mitocondrial e
intumescimento osmético da membrana mitocondrial e fun-
¢do renal.

Material e Métodos: Cinquenta ratos Wistar foram
submetidos a isquemia renal esquerda quente durante 20,
40, 60 e 80 minutos. A FIL foi realizada antes da isquemia
(controle) e repetida aos 20, 40, 60 e 80 minutos de isquemia.
Amostras de tecido para histologia e anilise mitocondrial
(estado 3 e 4 da respiragdo, razdo de controle respiratorio e
intumescimento osmoético da membrana mitocondrial) fo-
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ram colhidas do rim esquerdo apds determinacao da FIL.

Resultados: A associacdo da espectroscopia dptica
com o dano histolégico foi: FIL -442nm - 12 = 0,39, p < 0,001
e 532nm -r2=0,18, P =0,003; FFI (fator de fluorescéncia da
isquemia -laser refletido / fluorescéncia induzida) -442nm -2
=0,20,P=0,002 € 532nm -12 =0,004, P=0,67. As associacdes
entre a fungdo mitocondrial e o dano tecidual foram: estado
3 darespiragdo -r2 = 0,43, P = 0,0004, estado 4 da respiracdo
-12=0,03,P=0,38, RCR -12=0,28, P=0,007, e intumescimento
da membrana mitocondrial -12 =0,02, p=0,43.

Conclusoes: A intensidade de fluorescéncia emitida
pelo tecido excitado por laser, especialmente no compri-
mento de onda 442nm, foi capaz de determinar, em tempo
real, a gravidade das lesOes teciduais provocadas pela
isquemia renal. O estado 3 da respira¢do mitocondrial e a
RCR (razdo do controle respiratério) também mostraram uma
boa correlagdo com o grau de lesdo do tecido isquémico.
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AVALIACAO EXPERIMENTAL DA VIABILIDADE HEPATICA, APOS ISQUEMIA NORMOTERMICA,
PELA ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA INDUZIDA POR LASER (efil)

Jorge Luiz Fernandes
Orientador: Prof. Dr. Ajith Kumar Sankarankutty
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/10/2008

Novos métodos para a caracterizacdo de tecidos ou
para investigar e analisar diversos, pardmetros teciduais
tém sido buscados ultimamente. A avaliacao da viabilidade
do figado de ratos pela "espectroscopia de fluorescéncia
induzi da por laser" apds isquemia normotérmica visa mos-
trar a eficdcia do método e delinear critérios objetivos na
sua utiliza¢do. A fun¢do mitocondrial, provas bioquimicas
e a morfometria foram utilizadas como indicadores da viabi-
lidade hepatica. Estudos recentes mostram a eficacia do
método em condi¢des de hipotermia. Outros estudos foram
realizados com outros parametros. Os animais foram dividi-
dos em dois grupos: G1(isquemia parcial de 1 hora), com 12
animais, G2(isquemia parcial de 2 horas), também com 12
animais. A isquemia parcial foi realizada com oclusio
vascular do lobo mediano e do lobo lateral esquerdo, per-
mitindo fluxo sanguineo para o lobo caudado e para o lobo
lateral direito. Apds o periodo de isquemia a pinca vascular

foi removida e as leituras da espectroscopia de fluorescén-
cia foram realizadas antes da isquemia, apds o periodo de
isquemia e 24 horas ap6s a reperfusdo. Imediatamente apds
as leituras espectroscépicas, foram realizadas coletas de
sangue para dosagem das bilirrubinas, AST, ALT e DHL.
Ap6s a dltima coleta de sangue o tecido hepético, do lobo
submetido a isquemia, foi retirado e encaminhado parte para
o exame histopatolégico (morfometria) e parte para avalia-
¢do da funcgdo mitocondrial. Foi possivel comparar os pa-
drdes espectrais com a drea de necrose. Os padrdes espec-
trais foram distintos nas 3 fases e foi possivel avaliar evi-
déncias de associagdo das respostas da espectroscopia de
fluorescéncia com relagdo a Morfometria, pelo Teste Exato
de Fisher (p < 0,01), e também em relacio a sua concordan-
cia, pelo Coeficiente Kappa, variando de concordancia mo-
derada a concordancia quase perfeita. Valores semelhantes
foram obtidos na avaliagio do Potencial de Membrana mi-
tocondrial. A "espectroscopia de fluorescéncia induzida por
laser" apds isquemia normotérmica mostrou ser um método
rapido e eficaz na avaliac@o de lesdes isquémicas e de teci-
dos vidveis.

AVALIACAO DA IMPLANTACAO DE UM PROTOCOLO DE PREVENCAO EM EQUIPES DA ATEN-
CAO BASICA EM RIBEIRAO PRETO, SAO PAULO

Anderson Soares da Silva
Orientador: Prof. Dr. Orlando de Castro e Silva Junior
Tese de Doutorado apresentada em 10/11/2008

Introducdo: Ainda que a prevencdo represente o
cerne do trabalho dos médicos da Aten¢@o Baésica, as taxas
de emprego de medidas de preveng¢do, por mais simples
que sejam, ainda sem encontram em niveis inadequados. O
desafio que é posto aos profissionais de satide é o empre-
go de um rol minimo de medidas de prevenc¢ao a pacientes
elegiveis, baseados em uma avaliagdo rigorosa de fatores
de risco individuais e familiares, associado a aplicacdo de
medidas baseadas em solidas evidéncias cientificas. De
forma a atingir esse objetivo, a literatura cientifica tem for-
necido uma série de ferramentas (intervencdes nao eletrd-
nicas, tais como tabelas de prevenc¢do, cartas-lembrete e
cartdes de saide para os pacientes), que tem se mostrados
eficientes no curto prazo para o aumento do emprego de
medidas de prevencdo.

Objetivos: Dado a escassa disponibilidade de pes-
quisas sobre estratégias voltadas para a melhoria da provi-
sdo de servicos preventivos por equipes do Programa Sau-
de da Familia, o pesquisador estudou os valores e atitudes
atribuidos a prevencgao pelos profissionais de satde e ava-
liou a implementa¢do de um protocolo de promogdo de sau-
de e prevencio de doencas em cinco equipes do Programa
Satde da Familia do municipio de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

Material e Métodos: Um protocolo contendo 22 me-
didas de prevencio foi elaborado tendo como base as re-
comendacdes do US Preventive Services Task Force, do
Canadian Task Force on Preventive Health Care, do Pro-
grama de Actividades Preventivas y de Promocion de Ia
Salud (P APPS) da Sociedade Espanhola de Saide da Fami-
lia e Comunidade e das recomendagdes do Ministério da
Sadde, todas adaptadas as condigdes locais. Os profissio-
nais de saude foram entrevistados e logo depois treinados,
em dezembro de 2007, para a aplicacdo do protocolo. Apds
cinco meses do treinamento, a aplicacdo das 22 medidas
foram avaliadas.

Resultados: Apesar de afirmarem conhecer as medi-
das de promogao de satde e prevenc¢do de doengas e de se
mostrarem motivados a empregé-las, o registro de muitas
medidas de prevencao ficou muito abaixo daquilo preconi-
zado por organismos oficiais e a analise dos indices de
performance de medidas apropriadas e inapropriadas, an-
tes a apds o treinamento das equipes, mostrou que a estra-
tégia proposta ndo conseguiu melhorar o emprego das me-
didas de prevencdo analisadas.

Conclusées: Mudar o comportamento dos profissi-
onais de satide de forma que empreguem mais medidas de
prevengdo é uma tarefa bastante complexa. Além de mais
investimentos em pesquisas, € preciso que governos e es-
colas médicas enfatizem a importancia do emprego de me-
didas de prevenc¢do por profissionais da Atencdo Bésica.
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CLINICA MEDICA

APETITE, EQUILIBRIO ENERGETICO E TRANSITO GASTRINTESTINAL EM INDIVIDUOS GAS-

TRECTOMIZADOS

Mayra Mayumi Kamiji
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Brandt de Oliveira
Tese de Doutorado apresentada em 13/10/2008

No presente estudo, foram avaliados, em individu-
os submetidos previamente a gastrectomia, os niveis plas-
maticos de grelina total e de PYY, ., as sensagdes de ape-
tite e o transito gastrintestinal apds a ingestdo de uma re-
feicao liquida, e também o gasto energético de repouso
(GER) e a ingestdo energética. Foram estudados sete indi-
viduos com gastrectomia total (GT), 14 com gastrectomia
parcial (GP) e 10 individuos sadios. O Indice de Massa Cor-
poral (IMC) n@o era diferente entre os grupos [grupo con-
trole: 25 (20-34) kg/m?, GP: 22 (18-30) kg/ m?, GT: 23 (18-32)
kg/ m?]. Os pacientes haviam sido operados por céncer ou
por ulcera, hd pelo menos 1 ano, e nao apresentavam sus-
peita ou diagndstico de neoplasia. O GER foi medido por
calorimetria indireta e comparado ao calculado pela férmula
de Harris- Benedict (% GERm/GERt). A ingestao alimentar
habitual foi avaliada por recordatério de 24h e por registro
alimentar de 3 dias. As sensagdes de apetite (fome, plenitu-
de e consumo prospectivo) foram medidas por um questio-
ndrio que incluia uma escala analdgica visual, aplicado aos
participantes em jejum e durante o estudo cintilogréafico do
transito gastrintestinal apés uma refeicéo teste (361kcal). A
dosagem dos hormonios foi realizada por radioimunoensaio.
A relagio % GERm/GERt foi mais alta no grupo GP (P < 0,05)
comparativamente ao grupo controle. A ingestdo energética

habitual foi mais alta no grupo GT em comparagdo ao GP e
ao controle, e semelhante entre esses dois grupos. Os va-
lores basais de grelina total foram mais baixas (P < 0,05) no
grupo GT, e os de PYY nio foram diferentes entre os gru-
pos. A grelina basal se correlacionou positivamente (r =
0,74,P <0,01) com o GER no grupo GP e negativamente (r =
-0,87, P < 0,05) com o GER no grupo GT. Apés a refei¢do
teste, nos grupos GP e GT, ndo houve variagdo nas con-
centragdes de grelina pos-prandial, diferentemente dos ni-
veis de PY'Y, que aumentaram aos 15min. A recuperacdo de
fome e consumo prospectivo, e o pico de plenitude ocorre-
ram mais precocemente nos grupos GP e GT em compara-
¢do aos individuos sadios. O esvaziamento gastrico foi mais
rapido no grupo GP que no grupo controle, e o transito
gastrintestinal foi acelerado nos grupos GP e GT. As con-
centragOes de grelina e de PY'Y, ,  ndo se correlacionaram
com as pontuacdes de apetite. Nossos resultados indicam
que individuos com GP ou GT, com IMC normal, apresen-
tam um GER aumentado, que, nos individuos com GT, pare-
ce ser compensado por maior ingestdo energética. As sen-
sacOes de apetite estdo preservadas nesses pacientes, € a
plenitude pds-prandial é mais intensa e precoce, 0 que pa-
rece estar associado ao transito gastrintestinal acelerado, e
nao depender da integridade de nervos vagais. Nos indivi-
duos com GPou GT, a grelinae o PYY, , exercem influéncia
pequena ou nula sobre apetite e ingestdo alimentar, e a
grelina parece exercer papel importante na regulagdo do
GER.

MORFOLOGIA, FENOTIPO, POTENCIAL PROLIFERATIVO E EXPRESSAO GENICA DE CELULAS
MESENQUIMAIS ESTROMAIS MULTIPOTENTES OBTIDAS DA MEDULA OSSEA DO ADULTO, DA
VEIA DO CORDAO UMBILICAL E DE DIVERSOS TECIDOS FETAIS

Ana Valéria Gouveia de Andrade
Orientador: Prof. Dr. Dimas Tadeu Covas
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/10/2008

As células mesenquimais estromais multipotentes
(CTM) sdo células derivadas do mesoderma que podem ser
isoladas de diversos tecidos adultos e fetais. Estudos pré-
vios do nosso grupo isolaram CTM de medula éssea, veia
de cordido umbilical, veia safena e, diversos tecidos fetais.
Estas células apresentam perfil imunofenotipico caracteris-
tico e potencial de diferenciagcdo em ostedcito, adipdcito e
condrécito. As CTM podem ser utilizadas para as mais di-
versas aplicacdes na terapia celular em funcao da plastici-
dade, baixo risco de induzir tumores, do status imunoldgico
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e da capacidade destas células em migrar e regenerar a lon-
go prazo o tecido especifico. Partindo da hipétese de que
CTM de diferentes tecidos t&ém potencial proliferativo e ex-
pressdo génica distintos, comparamos CTM de medula 6s-
sea do adulto (CTM-MO), CTM de veia de cordao umbilical
(CTM-VCU) e CTM derivadas de cinco tecidos fetais (car6-
tida, fascia, figado, gbnada e pele). Observamos que CTM-
MO, CTM-VCU e CTM derivadas de diversos tecidos fetais
(CTM- TF) apresentaram perfil imunofenotipico similar bem
como capacidade de diferenciagdo in vitro em ostedcito e
adipdcito. Nossos dados mostraram que as CTM-TF sdo
menores e possuem maior potencial proliferativo quando
comparadas as CTM-MO e CTM-VCU. A partir de resulta-
dos de expressdo génica global de CTM-MO e CTM-VCU,
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escolhemos genes hiper ou hipoexpressos para serem ana-
lisados nas CTM. Os genes escolhidos estavam relaciona-
dos ao homing (SDF1, CXCR4, VCAM1, ITGA4), a osteogé-
nese (RUNX2 e BMP2), a angiogénese (VEGFC) e & imuno-
modulagdo (TGFB1). A expressido génica relativa mostrou
que o SDF1 estava significativamente mais expresso nas
CTM-MO do que nas CTM-VCU e nas CTM-TF. Este resul-
tado significativo para o SDF1 nas CTM-MO pode estar
relacionado com o suporte da hematopoese. O CXCR4 foi
detectado em quase todas as CTM-TF, em todas as CTM-
VCU e néo foi detectado em algumas CTM-MO. O VCAM1
encontrou-se mais expresso tanto nas CTM-MO quanto nas
CTM-VCU quando comparadas as CTM-TF. O ITGA4 en-
controu-se mais expresso nas CTM-VCU do que nas CTM-
TF. O RUNX2, importante iniciador da osteogénese, assim
como o BMP2, encontraram-se mais expressos nas CTM-
MO do que nas CTM-TF, enfatizando a participacdo destas
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células na diferenciagio osteogénica. O TGFp1, potente imu-
nossupressor, estava mais expresso nas CTM-MO do que
nas CTM-TF. O VEGEFC, por sua vez, encontrou-se mais
expresso nas CTM-MO e nas CTM-VCU do que nas CTM-
TF. Estes achados indicam que as CTM possuem uma am-
pla distribui¢do no organismo, que as CTM-TF possuem
um maior potencial proliferativo e sugerem que as CTM-TF
e as CTM-VCU podem possuir uma maior habilidade migra-
téria. Estes dados também sugerem que as CTM-MO po-
dem ser mais eficientes na osteogénese e como fonte imu-
nossupressora do que as CTM-TF na terapia celular. Por
fim, estes resultados mostram que CTM obtidas de fontes
diferentes, embora semelhantes do ponto de vista imunofe-
notipico e funcional, apresentam diferencas morfoldégicas e
na expressdo de varios genes. Estas diferencas podem ser
decorrentes da especializacao funcional do estroma que pode
ocorrer nos diversos tecidos em decorréncia de sua fungio.

INFLUENCIA DO TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS TRONCO HEMATOPOETICAS SO-
BRE O COMPORTAMENTO FUNCIONAL DO PULMAO E A RESPOSTA ATOPICA

Elisa Cristina Vendramini Nogueira
Orientador: Prof. Dr. Joao Terra Filho
Tese de Doutorado apresentada em 29/10/2008

Apesar do interesse crescente na investigacido da
reconstitui¢do do sistema imune ap6s o transplante de célu-
las tronco hematopoéticas (TCTH) em humanos, hd uma
escassez de informacgio sobre a transferéncia da imunidade
a um antigeno especifico dos doadores aos receptores.

Objetivo: Avaliar a fungdo pulmonar e a responsivi-
dade bronquica ap6s o TCTH alogénico; verificar a influén-
cia da inibi¢do ou transferéncia da resposta atopica cutinea
entre receptores e doadores do TCTH alogénico.

Material: Foram avaliados 16 voluntdrios recepto-
res do TCTH alogénico e seus respectivos doadores, dos
quais sete foram posteriormente afastados do estudo por
motivo de 6bito e/ou sustagdo do TCTH.

Meétodos: Questiondrio padrio para histéria de atopia.
Avaliagdo da fun¢@o pulmonar (em espirdmetro Collins mo-
delo GS Plus) com obtencio dos seguintes parametros: Vo-
lumes (inclusive residual) e capacidades pulmonares: capa-
cidade vital for¢ada e fluxos expiratérios maximos; capaci-
dade de difusdao pulmonar (DLCOSB). No estudo da res-
ponsividade bronquica (teste de broncoprovocagdo) utili-
zamos o cloreto de metacolina (Sigma) em doses crescentes
diluidas em solucdo salina tamponada, administrada pelo
Sistema Koko Digi Doses, pds Instrumentation. Assim, ob-
tivemos as curvas dose (concentragdo de metacolina mg/
ml) x resposta (queda VEF,) e a concentragio necessdria
para provocar queda de 20% no volume expiratério forcado
no primeiro segundo (PC,  VEF)). Teste Cutaneo (Prick Test)
foi realizado para 19 alérgenos. Induc@o de escarro com so-
lucdo hipertonica foi empregada para caracterizar o perfil

celular. Dosagem sérica de IgE total medida por Fluoro-
enzimaimunoensaio (Feia) no sistema UniCAP 100 (Pharmacia
& UpJohn Diagnostics AS, Uppsala, Suécia). Doadores e
receptores foram avaliados no periodo pré transplante. Nos
receptores as avaliagdes foram repetidas no D+100, D+180 e
um ano ap6s o TCTH.

Resultados: Foram avaliados nove receptores e seus
respectivos doadores. Nao houve reducdo das capacida-
des e volumes pulmonares nas diferentes etapas estuda-
das. A redugio da capacidade de difusdo pulmonar foi ob-
servada em 44% dos receptores. Houve aumento dos fluxos
expiratérios maximos em 55% dos receptores ap6s o HSCT.
Observamos hiperresponsividade em um receptor na avali-
acdo basal e no D+360. Esse mesmo receptor apresentou
disttirbio ventilatério obstrutivo somente na avaliagcdo basal.
Observamos que, em cinco receptores (55%) que exibiam
resposta atopica antes do TCTH, esta resposta se normali-
zou na avaliagdo realizada um ano apds e ndo houve relagao
com a resposta do doador. O percentual de linfécitos no
escarro induzido foi maior apés o TCTH em comparacdo
com a etapa basal.

Conclusao: No grupo de pacientes estudados o
TCTH ndo induziu o aparecimento de disturbio ventilatorio.
Em metade dos pacientes houve queda da capacidade de
difus@o pulmonar ap6s o TCTH, queda esta que persistiu
até a avaliacdo ao término de um ano. Houve aumento dos
fluxos expiratérios maximos apés o TCTH. O TCTH nao es-
teve associado ao aumento da responsividade bronquica a
metacolina mesmo nos pacientes que apresentaram OECH.
Nossos resultados indicam sugerem que a normalizac¢do da
resposta atopica pode estar relacionada a um melhor con-
trole da produc@o de IgE pelos linfécitos T. Houve persis-
téncia de um maior percentual de linfécitos no escarro indu-
zido ap6s o TCTH.
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EFEITOS DA PARACENTESE TERAPEUTICA NOS PARAMETROS DE FUNCAO PULMONAR EM PA-

CIENTES CIRROTICOS COM ASCITE TENSA

Livia Maria Camargo Silva
Orientador: Prof. Dr. Alex Vainey Callado Franca
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/10/2008

E frequente a presenca de dispnéia em pacientes
cirréticos com ascite. Além disto, parimetros de funcio
respiratéria podem estar alterados, bem como disfungio
alvéolo-capilar. Um desequilibrio na relagdo ventilacio/
perfusdo pode ser a principal causa destes achados. No
tratamento da ascite, a paracentese terapéutica € um méto-
do seguro e eficaz para redug@o do liquido ascitico, sem
que haja necessidade de permanéncia hospitalar. A utiliza-
c¢do deste método terapéutico parece interferir positivamen-
te nos pardmetros de fungdo pulmonar e de trocas gasosas.
Os objetivos deste estudo foram avaliar os pardmetros de
funcdo pulmonar e dos gases sanguineos arteriais de pa-
cientes cirrdticos com ascite tensa e avaliar os efeitos da
paracentese terapéutica nos parametros de fungdo pulmo-

nar e dos gases sanguineos arteriais. Seis pacientes do
sexo masculino, com idade média de 62 anos (de 46 a 72
anos) com diagndstico de cirrose hepdtica e ascite tensa
foram incluidos neste estudo. Foram realizadas 15 avalia-
¢oes de prova de fungdo pulmonar e 10 de gasometria arte-
rial antes e apds a paracentese, para verificar os valores
dos volumes e capacidades pulmonares e dos gases san-
guineos arteriais. Houve melhora significativa nos valores
da espirometria de capacidade vital, capacidade residual
funcional, volume de reserva expiratério e volume respira-
torio for¢ado no primeiro segundo. Nio houve mudanga
significativa nos valores dos gases sanguineos arteriais.
Concluimos que, pacientes com cirrose e ascite tensa, apre-
sentam diminuicao dos volumes pulmonares e disfungdo
alveolo-capilar leve, porem ndo foram notadas alteragdes
nos valores dos gases sanguineos arteriais. Apds a
paracentese terapéutica, somente os valores de fungio pul-
monar melhoraram significantemente.

ESTUDO DA ATIVACAO DA COAGULACAO E SUA RELACAO COM AS CITOCINAS REGULADO-
RAS DA INFLAMACAO NUM MODELO TRANSGENICO DE LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

Maria Carolina Tostes Pintao
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Magalhées Rego
Tese de Doutorado apresentada em 29/10/2008

Introducdo: A coagulopatia associada a leucemia
promielocitica aguda (LPA) € caracterizada por ativacio
difusa da coagulacdo, fibrindlise e protedlise. Os blastos
da LPA produzem citocinas inflamatérias como TNF e IL 1,
as quais regulam negativamente as propriedades anticoa-
gulantes do endotélio vascular normal e estimulam suas
propriedades pré-coagulantes. Entretanto, o papel in vivo
das citocinas pré-inflamatdrias na coagulopatia associada
a LPA ¢ desconhecido. Camundongos transgénicos hCG-
PML/RAR« desenvolvem uma forma de leucemia mieldide
aguda semelhante a LPA humana do ponto de vista morfo-
l6gico, molecular e quanto a resposta a diferentes terapias,
entretanto nenhum estudo até hoje determinou se hé e quais
sdo as alteracOes da hemostasia neste modelo.

Objetivos: a) investigar a existéncia de alteragdes
laboratoriais sugestivas de coagulac@o intravascular dis-
seminada (CIVD) por meio da dosagem do complexo
trombina-antitrombina (TAT) e do inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAIL); b) pesquisar a presenga de trombos
e/ou hemorragia por meio da andlise histopatoldgica e da
histoquimica; ¢) determinar os niveis séricos de citocinas
pré e antiinflamatérias (IL6, IL10, MCP1, INFy, TNF e
IL12p70); d) correlacionar estes pardmetros (quando alte-
rados) com o tamanho da massa tumoral. Métodos: Foram
avaliados 12 animais leucémicos e 22 animais selvagens
como controles. O sangue foi coletado por punc¢do cardia-
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ca utilizando seringa com citrato 3,2%, e o plasma obtido
por centrifugagdo e estocado -80°C até a realizagdo dos
testes. A dosagem do TAT e da atividade do PAIl foram
feitas por ELISA. As citocinas foram dosadas usando o
teste "BD™ CBA Mouse Inflammation Kit" (do inglés,
Cytometric Bead Array, kit inflamatério de camundon-
gos). A andlise histoldgica foi realizada em cortes de medu-
la 6ssea, baco, figado, pulmio, rim, cérebro e coracao inclu-
idos em parafina e corados com HE, enquanto a deposicao
de fibrina foi avaliada por histoquimica usando a técnica da
hematoxilina dcida fosfotingstica de Mallory (PTAH). Os
dados foram expressos pela mediana (25°-75° percentis), as
comparagdes entre animais leucémicos e controles foram
feitas pelo método de Mann-Whitney (bicaudal), e as cor-
relacdes entre as varidveis por meio da correlacdo de
Pearson.

Resultados: Os niveis plasméticos do TAT estavam
elevados nos animais leucémicos em comparagdo aos sel-
vagens [48,1 ng/ml (37,7 ng/ml - 61,4 ng/ml) versus 17,7 ng/
ml (10,9 ng/ml - 34,3 ng/ml) respectivamente; p=0,010]. Ati-
vidade do PAI1 também estava elevada nos animais leucé-
micos em comparacio aos controles [10,4 ng/ml (2,3 ng/ml
- 21,5 ng/ml) versus 0,8 ng/ml (0,6 ng/ml - 1,5 ng/ml), respec-
tivamente; p=0,002]. Anélise histolégica confirmou o diag-
noéstico de leucemia, mas ndo houve sinais de trombose ou
sangramento nos cortes analisados. Também ndo houve
sinais de deposicdo de fibrina pela coloragio PTAH. Den-
tre as citocinas avaliadas apenas os niveis de TNF foram
significativamente diferentes nos animais leucémicos em
comparagao aos controles [18.7 pg/ml (13,8 pg/ml - 26,6 pg/
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ml) versus 3,9 pg/ml (3,5 pg/ml - 5,8 pg/ml) em leucé€micos e
controles respectivamente; p<0,002]. Os niveis do TAT ndo
se correlacionaram aos do TNF, ao peso do bago (expresso
como fragdo do peso corporal) ou ao nimero de blastos na
medula éssea. Ao contrario observamos correlacio direta
entre os niveis de PAIl e o TNF (p=0,008). Conclusdes:
Demonstramos pela primeira vez que os camundongos
transgénicos hCG-PML/RARa leucémicos apresentam ati-
vacao espontanea da coagulacdo com elevacdo do TAT e
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do PAII, mas sem evidéncias histolégicas de deposicao de
fibrina. Niveis aumentados de TNF também foram detecta-
dos, e correlacionaram-se diretamente com os niveis de PAI1.
Estes dados sugerem que o TNF, mas nao as demais citoci-
nas testadas, tem papel relevante na patogénese da LPA.
Além disto, nossos resultados demonstraram a utilidade
do modelo transgénico para o estudo da fisiopatologia da
coagulopatia associada a LPA, e sendo de valia no desen-
volvimento de novas intervengdes terapéuticas.

ESTRESSE ORGANICO E ATIVIDADE ANTI E PRO-OXIDANTE NA QUEIMADURA AGUDA E NO
POS-OPERATORIO DE CIRURGIA REPARADORA DE SEqueLAS DO TRAUMA TERMICO

Paula Pileggi Vinha
Orientadora: Prof®. Dr*. Selma Freire de Carvalho da Cunha
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/10/2008

Introducio: O estresse organico decorrente da quei-
madura € intenso e prolongado. O hipercatabolismo e o
hipermetabolismo secundérios alteram o sistema de pré e
antioxidantes. Pela necessidade de reepitelizacdo da area
doadora e receptora, a cirurgia reparadora pode desenca-
dear ou perpetuar o estresse oxidativo.

Objetivos: Em pacientes vitimas de trauma térmico
agudo (Grupo Queimadura) e naqueles em pds-operatorio
de sequelas de queimaduras (Grupo Sequela), comparar o
estresse oxidativo e os niveis de anti e pré-oxidantes com
os obtidos no pré-operatorio de pacientes com sequelas de
queimaduras (Grupo Controle).

Casuistica e métodos: O estudo foi conduzido na
Unidade de Queimados do HCFMRP-USP. O Grupo Quei-
madura (n=11) incluiu pacientes com <48 horas do trauma
térmico agudo, SCQ = 10%. Os pacientes que necessitaram
de corre¢do cirdrgica das sequelas do trauma térmico, ocor-
rido > lano (n=8), foram avaliados no pré-operatério (Gru-
po Controle) e apés 48 horas-da cirurgia (Grupo Sequela).
Todos os voluntarios foram submetidos a antropometria e
quantificacio da ingestdo alimentar. Foi realizada a avalia-
¢do laboratorial do estado nutricional, dos marcadores da
atividade inflamatoria e dos anti e pré-oxidantes.

Resultados: Em pacientes vitimas de trauma térmico
agudo, foi documentado estresse organico caracterizado

pelo aumento das proteinas de fase aguda como a PCR
[8,76 (0,91 -34,54) vs 0,40 (0,01 -0,97)mg/dL, p=0,0004] e
ferritina (254,45 + 84,25 vs 145,10 + 88,80ng/mL, p=0,014),
além da diminuigao da albumina (3,55 £ 0,65 vs 4, 16 + 0,26g/
dL, p=0,004), da transferrina (110,67 + 55,13 vs 238,70 +
67,99mg/dL, p=0,0003), do colesterol (126,82 + 32,19 vs
193,75 + 51,64mg/dL, p=0,002) e triglicérides séricos (95,54
+36,84 vs 168,75 + 54,83mg/dL, p=0,003), ferro [30,00 (6,00-
73,00) vs 109,00 (70,00 -252,00)1Jg/dL, p=0,0004] e zinco
(63,55 +£23,34 vs 92,72 + 16,65mg/dL, p=0,014). O estresse
oxidativo diminuiu os niveis séricos das vitaminas C [0,45
(034-1,30) vs 0,93 (0,48 - 1,30)mg/dL, p=0,016], A (1,55 + 0,87
vs 3,35+ 0O,721Jmol/L, p=0,0002) e da vitamina E (9,49 + 3,4
vs 4,96 + 1,601Jmol/g lipideo, p=0,003). Ndo houve modifi-
cacdo nos niveis do GSH [40,37 (30,27 -87,46 ) vs 49,90
(10,09 - 54,95)1Jmol/L, p=0,48] e do MOA [1,75 (1,15 -2,74)
vs 1,77 (1,62 -6,82nmol/g proteina), p=0,043]. O procedi-
mento cirdrgico para correcdo das sequelas de queimadu-
ras determinou aumento da proteina C reativa [0,40 (0,01 -
0,97) vs 2,53 (0,56 -4,70)mg/dL, p=0,01], mas nao alterou
os niveis de anti e pré-oxidantes, exceto a diminui¢ao dos
niveis séricos de vitamina A (3,35 0,72 vs 2,52 + 0,90~mol/
L, p=0,006).

Conclusoes: O estresse organico decorrente do trau-
ma térmico agudo diminuiu as respostas anti-oxidantes. Ex-
ceto pela queda nos niveis séricos de vitamina A, a cirurgia
para corre¢do das cicatrizes das queimaduras acarretou es-
tresse organico, sem modificacdo na resposta anti e pro-
oxidante.

PROGRAMAS DE HIDROGINASTICA PARA PERDA DE PESO E MELHORA DE PERFIL METABO-

LICO EM OBESAS

Renata Pereira Calhau
Orientadora: Prof®. Dr®. Paula Garcia Chiarello
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/10/2008

A hidrogindstica € uma modalidade de exercicio com
minimo impacto em articulagdes, frequentemente utilizada

na busca por perda de peso, especialmente por grandes
obesos. Neste trabalho, foram comparados os efeitos de
dois tipos de programas de hidrogindstica (continuo e
intervalado) em tempos inicial e final para as variaveis: peso,
composi¢do corporal, gasto energético de repouso, para-
metros bioquimicos, registro alimentar e qualidade de vida.
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Foram selecionadas 27 mulheres entre 30 e 53 anos, com
IMC entre 30 e 54,2 Kg/mm?, acompanhadas em dois pro-
gramas: Grupo A, hidrogindstica com exercicios continuos
de intensidade moderada, duracdo de dois meses com 3
sessoes por semana; e Grupo B: hidrogindstica com exerci-
cios intervalados de intensidade alta, com mesma durag@o
e quantidade de sessdes. Antes e ao final dos programas
foram realizados exames de calorimetria indireta, coletados
dados antropométricos (peso, altura, e circunferéncias),
sangue em jejum para andlise de glicemia e perfil lipidico e
aplicado registro alimentar e questiondrio de qualidade de
vida SF-36. As voluntdrias ndo foram orientadas a fazer
dieta hipocaldrica durante a intervencao da hidroginéstica,
porém foram convidadas a assistir quatro aulas de 50 minu-
tos sobre a importancia da reeducag@o alimentar apds qua-
tro semanas de intervenc¢do. Foi utilizado um modelo de
Wilcoxon para analisar e comparar os dados, considerando
p < 0,05 para resultados estatisticamente significativos.
Quando comparado o valor das médias nos tempos inicial
(TO) e final (T1) houve diferenca significativa no grupo A
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para redugoes de peso, IMC, massa gordurosa, circunfe-
réncia do brago, circunferéncia do quadril, circunferéncia
da coxa, gasto energético de repouso e aumentos nos as-
pectos sociais, dor e vitalidade. No grupo B, quando com-
parados TO e T1, foi apresentada diferenca significativa
para reducgdes de massa gorda, circunferéncia do brago,
ingestdo de energia total e carboidratos, € aumentos nos
aspectos vitalidade e estado de satude e na glicemia de je-
jum, embora esta tenha se mantido dentro dos niveis de
normalidade, conforme preconizado. Nao foram observa-
das outras alteragdes significativas em medidas corporais
e parametros bioquimicos apds ambos os programas. Exer-
cicios continuos na dgua, de intensidade moderada, sdo
mais eficientes para perda de peso e massa de gordura do
que exercicios intervalados na dgua, de intensidade alta; e
em geral, programas curtos de hidrogindstica, sem restri-
¢do energética orientada, sdo ineficientes para se alcancar
perda de peso considerdvel, mudanca em gasto energético
ou alteracdes em glicemia e lipidios sanguineos, mas pode
melhorar a vitalidade para os praticantes.

TOMOGRAFIA CO’MPUTADORIZADA~DE CRANIO NO ATENDIMENTO AO TRAUMATIZADO NUM SER-
VICO UNIVERSITARIO: CORRELACOES ENTRE NIVEIS DE GRAVIDADE, INDICACOES E CUSTOS

Marcus Vinicius Nascimento Valentin
Orientadora: Prof*. Dr*. Angela Delete Bellucci
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/11/2008

O trabalho consiste na caracteriza¢do do nivel de
gravidade e na investigacdo radioldgica utilizada no aten-
dimento ao paciente traumatizado, por meio da anélise sis-
tematica de todas as tomografias computadorizadas de cra-
nio realizadas em pacientes vitimas de trauma, atendidos
ao longo do ano de 2005. Trata-se de estudo retrospectivo,
em que foram analisados todos os pacientes de todas as
faixas etdrias atendidos na Sala de Trauma da Unidade de
Emergéncia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Me-
dicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, no
periodo de 01 de janeiro a 31 de dezembro de 2005. A média
mensal de atendimento foi de 228 traumatizados, tendo sido
analisados um total de 2735 prontudrios. Foram excluidos
do estudo os pacientes traumatizados que faleceram antes
darealizacdo de qualquer avaliag@o radioldgica e pacientes
sem registro no sistema de laudos de tomografia de cranio
emitidos eletronicamente. Os objetivos do estudo foram
caracterizar a gravidade dos pacientes em termos de indi-
ces de trauma, avaliar as indicacdes e o resultado das to-
mografias de cranio por meio dos relatérios eletronicos emi-
tidos e estimar os custos, em moeda nacional, dispendidos
com o nimero de exames tomograficos de cranio solicita-
dos para o traumatizado, seguindo os protocolos bésicos
recomendados pelo ATLS® e a literatura médica cientifica
disponivel. Do total de 2735 pacientes vitimas de trauma
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atendidos na Unidade de Emergéncia, foram realizados 1123
exames de TC de cranio em 763 pacientes no ano de 2005.
Os indices de trauma, que sdo sistemas de pontuag¢ao cria-
dos para avaliar as alteracdes fisioldgicas, a gravidade das
lesdes anatdmicas e a probabilidade de sobrevida dos pa-
cientes traumatizados, também foram coletados neste estu-
do. Os indices usados foram o RTS (Revised Trauma Score),
0 ISS (Injury Severity Score) e o TRISS (Trauma Score and
Injury Severity Score). Os resultados do estudo foram ob-
tidos por meio da coleta de dados dos indices de trauma,
que foram correlacionados com os resultados das tomo-
grafias de cranio, pontuacio na escala de coma de Glasgow
e custos dispendidos com estes exames. Assim, foi possi-
vel caracterizar o perfil de gravidade do trauma cranioence-
falico como leve (Glasgow 14-15), moderado (Glasgow 9-
13) e grave (3-8), inclusive com andlise pormenorizada na
populacgdo pedidtrica (< 12 anos) e idosa (= 60 anos), que
costumam trazer consequéncias graves para servicos de
atendimento a trauma. Depois da andlise dos dados coleta-
dos, observamos que o niimero de solicitacdes de tomografia
de cranio em pacientes com pontuacdo 15 na escala de coma
de Glasgow foi elevado, quando comparamos com os crité-
rios recomendados pela literatura médica cientifica, assim
como as solicitagdes para exames-controle, que também foi
exagerada, pois nem sempre houve constatacdo de piora
do estado neuroldgico do paciente que justificasse a soli-
citacdo de novo exame. O trabalho conclui que o uso da
tomografia de cranio na admissao hospitalar ndao deve ser
utilizado em pacientes assintomdticos com pontuagdo 15
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na escala de coma de Glasgow, optando-se por conduta
observatdria/expectante e que exames-controle apenas de-
vem ser solicitados quando houver piora clinica durante a
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observacio do paciente com TCE. Desta maneira, os recur-
sos financeiros, humanos e tecnolégicos poderao ser mais
bem aproveitados.

CONCENTRACOES DE ACIDOS GRAXOS E DE AMINOACIDOS EM TECIDO TUMORAL E TECI-
DO NORMALADJACENTE DE PACIENTES COM CARCINOMA ESPINOCELULAR DE MUCOSA DE

CABECA E PESCOCO

Izabel de Arruda Leme
Orientador: Prof. Dr. Julio Sérgio Marchini
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 02/12/2008

A alta taxa de replicacao celular no tumor, aumenta a
demanda de 4cidos graxos para composi¢cao de membrana e
de nucleotideos para sintese de DNA. Visto que a sintese
de ambos depende de intermedidrios do ciclo de Krebs e
que no tumor a maior parte da glicose disponivel é conver-
tida a 4cido latico (e ndo a acetil-coA, como ocorre na célu-
la normal), a glutamina passa a ser a principal fonte de inter-
medidrios do ciclo de Krebs para sintese de dcidos graxos e
de nucleotideos. Além da glutamina, outros aminodcidos
tém seu metabolismo alterado no tumor. Assim, os objeti-
vos do trabalho foram comparar o perfil de 4cidos graxos e
de aminodcidos em tecido tumoral e tecido normal adjacen-
te de pacientes com carcinoma espinocelular de mucosa de
cabega e pescogo, quantificar lipideos totais nas amostras
e avaliar o estado nutricional dos pacientes. Participaram
da pesquisa pacientes internados junto ao Servico de Ci-
rurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. As amos-
tras de tecido tumoral e de tecido normal foram coletadas
durante procedimento cirdrgico, apds excisdo do tumor. A

extracdo dos lipideos e dos aminoacidos livres foi realizada
pelo método de Folch. A determinag@o de dcidos graxos
livres e totais foi realizada por cromatografia gasosa/es-
pectrometria de massa. A anélise de aminoacidos foi reali-
zada por cromatografia gasosa com detector de chama. A
avaliacao nutricional incluiu: aferi¢do de peso, estatura,
dobras cutineas e exame de impedancia bioelétrica para
estimativa de composi¢do corporal, além de avalia¢do da
ingestao alimentar por questionario de frequéncia alimen-
tar. Nao foi verificada diferenga na concentragao de lipideos
totais e dos dcidos palmitico, estedrico e oléico. Quanto a
andlise de aminodcidos, apenas a alanina, metionina e a
lisina ndo mostraram diferenga entre tecido tumoral e nor-
mal. Os demais aminodcidos apresentaram-se aumentados
no tumor em relacdo a margem. A extracdo de aminoécidos
a partir do método de Folch (desenvolvido para extragdo de
lipideos) possibilita a determinag@o de acidos graxos e de
aminodcidos livres em fragmentos bastante reduzidos de
tecido, como, por exemplo, material obtido a partir de bidpsia.
O estado nutricional dos pacientes variou de eutrofia a
sobrepeso, predominando excesso de gordura corporal, ava-
liado por impedancia bioelétrica. A ingestdo alimentar de
macronutrientes mostrou-se adequada na maior parte da
populacdo avaliada.

ESTUDO DOS GENES DA PROOPIOMELANOCORTINA E DO RECEPTOR DA MELANOCORTINA
4 EM PACIENTES COM OBESIDADE DESDE A INFANCIA

Daniela de Godoy Nery
Orientador: Prof*. Dr". Lucila Leico Kagohara Elias
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 04/12/2008

A regulacdo da homeostase energética envolve o
hipotdlamo e a participacdo de circuito de sinais orexigenos
e anorexigenos. Entre esses ultimos, destaca-se a participa-
¢do do sistema da melanocortina em que o o-MSH,
neuropeptideo derivado da proopiomelanocortina (POMC),
tem efeitos anorexigenos que sdo mediados pelo receptor 4
da melanocortina (MC4-R). Mutacdes e polimorfismos nes-
tes genes tém sido associados a obesidade grave de inicio
precoce. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a
ocorréncia de co-morbidades e realizar a anélise molecular
dos genes POMC e MC4R em pacientes com obesidade de
inicio precoce. Foram incluidos 88 pacientes obesos (41/

45% do sexo feminino) com idade de 11,9 + 4,2 anos (0,8 -
21,2 anos) com inicio de obesidade anteriormente aos 10
anos de idade, acompanhados no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP e 88 indivi-
duos controles com peso normal e sem histéria familiar de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Nos pacientes foi realizada
coleta das amostras de sangue para andlise bioquimica e
molecular, enquanto que nos individuos controles realizou-
se apenas a andlise molecular. A resisténcia a insulina foi
estimada pelo indice de resisténcia insulinica Homeostasis
Model Assessment (HOMA-IR) e pela relacdo glicose/insu-
lina. No presente estudo 42% dos pacientes avaliados se
tomaram obesos no primeiro ano de vida. A obesidade gra-
ve (Score Z do IMC > 3) foi encontrada em 16% dos casos.
Doengas relacionadas a obesidade tiveram uma frequéncia
elevada, com HAS em 38%, dislipidemia (DLP) em 63%, DM2
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em 5%, GJA em 8%, hiperinsulinemia em 36% e resisténcia
insulinica (HOMA-IR) em 51% dos casos. A concentragcdo
plasmatica de leptina foi maior nos pacientes do sexo femi-
nino, nao havendo diferenga entre o estadio puberal, tanto
entre as meninas quanto entre os meninos. Foram encon-
trados dois polimorfismos no gene POMC, g.4512C > T
(p-=Cys6Cys; 1s8192605; frequéncia alélica de 0,0056) e
2.8246C > T (rs1042571; frequéncia alélica de 0,0056), em
pacientes obesos e duas alteracdes no gene MC4R, g.497A
> G (p. Tyr35Cys; frequéncia alélica de 0,0056) e g.987C >T
(p.=lle198lle; frequéncia alélica de 0,012), em pacientes obe-
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sos e um polimorfismo, g.700G > A (p. Val103lle; rs2229626;
frequéncia alélica de 0,0056), em um individuo controle. As-
sim, o presente estudo indica que a obesidade de inicio
precoce estd associada a resisténcia insulinica, dislipidemia
e hipertensao arterial sist€émica. Portanto, medidas de inter-
veng¢do nutricional e mudanga de estilo de vida devem ser
introduzidas precocemente, visando a redugio de co-
morbidades associadas a sindrome metabdlica na vida adul-
ta. Neste grupo de pacientes com obesidade desde a infan-
cia mutagdes ou polimorfismos nos genes POMC e MC4R
nao foram encontrados em frequéncia significativa.

DISTRIBUICAO DE GORDURA CORPORAL E PERFIL METABOLICO EM OBESAS COM

SINDROME DO OVARIO POLICISTICO

Fernanda Rodrigues de Oliveira Penaforte
Orientadora: Prof®. Dr*. Paula Garcia Chiarello
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 04/12/2008

A Sindrome do Ovario Policistico (SOP) é uma das
desordens enddcrinas mais comuns no género feminino,
afetando entre 5-10% das mulheres em idade reprodutiva.
Grande parte das mulheres com diagndstico de SOP, entre
50-90% (dependendo do critério diagnodstico utilizado), apre-
senta resisténcia a insulina (RI), e tal quadro torna-se mais
grave na presenca de obesidade. Diante disto, o objetivo do
trabalho foi avaliar a composicao corporal total e segmenta-
da, especialmente em regido abdominal, e suas relagdes com
o perfil metabdlico de mulheres obesas com Sindrome do
Ovario Policistico. A amostra foi composta por 31 individu-
os com SOP, obesas e com RI. Foram também avaliadas 15
mulheres obesas sem SOP (grupo controle), controladas em
relacdo a idade, peso e IMC, para comparac¢do das varidveis
relacionadas a composicao corporal perfil metabdlico. Rea-
lizaram-se medidas antropométricas de peso, estatura, cal-
culo do IMC, circunferéncias da cintura, abdomen, quadril,
tronco e pescogo e a avaliacdo da composicdo corporal,
feita pelo método da impedancia bioelétrica (B1A) total e

dos segmentos do braco, perna e tronco. A tomografia com-
putadorizada foi realizada para avaliar a gordura abdomi-
nal, visceral, do tronco e da perna. Ndo foram observadas
diferengas em nenhum dos parametros antropométricos e
de composicdo corporal avaliados entre os grupos SOP e
grupo controle. Mesmo estando em uso de medicamento
para melhora da sensibilidade a insulina, 64,5% das mulhe-
res com SOP apresentaram exames compativeis com RI. Mu-
lheres obesas com SOP e RI apresentaram maiores quanti-
dades de gordura visceral (78,4 + 23,5g x 60,2 + 20,3g) e
gordura no tronco (374,0 + 78,1g x 282,4 + 83,4¢g), ambas
avaliadas pela TC, do que as sem RI, além de apresentarem
menores quantidades de gordura na regido do brago (16,0 £
2,6kg x 18,1 +2,1kg). O consumo alimentar das mulheres
com SOP mostrou inadequado principalmente em relagio ao
consumo abaixo do recomendado de fibras, calcio e folato e
distribui¢d@o dos tipos de lipidios na dieta (alto consumo de
gorduras saturadas e baixo de gorduras mono e poli-
insaturadas). Os resultados do trabalho indicam que o acu-
mulo de gordura no género feminino parece estar sendo
preferencialmente localizado na regido central do corpo, in-
dependente da presenca da SOP. Ja a presencga de RI asso-
ciada a SOP foi acompanhada de aumentos da adiposidade
tanto na regido visceral quanto do tronco.

ETIOPATOGENIA DA OSTEODISTROFIA HEPATICA: ANALISE BIOMECANICA, HISTOMORFO-
METRICA E IMUNOISTOQUIMICA DE FATOR I DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA
(IGF-I) E DE RECEPTOR DE HORMONIO DE CRESCIMENTO (R-GH), EM MODELO EXPERI-

MENTAL DE COLESTASE

Francisco de Assis Pereira
Orientador: Prof. Dr. Francisco José Albuquerque de Paula
Tese de Doutorado apresentada em 08/12/2008

A fisiopatologia da osteodistrofia hepatica (OH) per-
manece pouco compreendida. Nosso objetivo foi avaliar por
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meio de ensaio biomecanico, de histomorfometria Gssea e
de imunoistoquimica de IGF-I e de R-GH em tecido hepético
e em cartilagem de crescimento a etiopatogenia da OH. Qua-
renta e seis ratos machos da linhagem Wistar foram dividi-
dos em dois grupos: grupo controle operado (GCO: n=23)
e grupo colestase (GCol: n=23). Os animais foram sacrifi-
cados no 30° dia pds-operatdrio. A imuno-istoquimica de
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IGF-I e de R-GH foi realizada em tecido hepatico e em carti-
lagem de crescimento da tibia esquerda; a andlise histo-
morfométrica foi realizada na tibia direita e o ensaio biome-
canico foi realizado no fémur direito. Todos os animais do
grupo colestase apresentaram alteragdes histopatoldgicas
compativeis com cirrose biliar secundaria. A rigidez e a for-
¢a maxima para ocasionar a fratura na didfise do fémur fo-
ram respectivamente, 24% (p <0,01) e 53% (p < 0,003) me-
nor no GCol comparado ao GCO. A avaliagdo histomorfo-
métrica mostrou menor volume dsseo trabecular e menor
conectividade no GCol, compativel com osteoporose. Este
grupo também mostrou aumento no tempo de mineraliza-
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¢do, caracterizando disttrbio de mineralizag¢do. As concen-
tragdes séricas de IGF-I foram menores no sacrificio quan-
do comparado ao basal no GCol (Inicio do experimento: GCol
= 1816 =336 vs Final do experimento: GCol = 1062 + 191 ng/
ml; p <0,0001). Este grupo apresentou maior expressao de
IGF-I (p <0,0002) e menor expressao de R-GH (p < 0,0001) no
tecido hepatico do que o grupo GCO. Na cartilagem de cres-
cimento, a expressdo de IGF-I (p <0,0001) e R-GH (p < 0,04)
foram significativamente maiores no GCO. Nossos dados
reforcam que a osteoporose € o principal componente da
OH e que alteracdes no sistema IGF-I enddcrino e pardcrino
tém papel chave neste processo.

ESTUDO DO POLIMORFISMO GENETICO Val/Leu?” DA B2-GLICOPROTEINA I EM PACIENTES
COM SINDROME DO ANTICORPO ANTIFOSFOLIPIDE

Juliana Maria Pernambuco Climaco
Orientador: Prof. Dr. Paulo Louzada Junior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/12/2008

A Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide (SAF) é
caracterizada por eventos trombdticos arteriais e/ou veno-
sos e/ou complicagdes obstétricas associados a persisten-
te presenca de anticorpos antifosfolipides. A 32-glicopro-
teina I (32GPI) é o principal auto-antigeno para a produgio
de anticorpos antifosfolipides envolvidos na doenca. Es-
tudos prévios sugerem que o polimorfismo genético da
B2GPI pode influenciar a produgéo de auto-anticorpos na
SAF. O presente trabalho tem por objetivo estudar o poli-
morfismo do cédon 247 do gene que expressa a B2GPI em
61 pacientes com SAF primdria e 33 pacientes com SAF
secunddria e em 100 controles, e sua associa¢cdo com as
manifestacdes clinicas e laboratoriais da SAF, incluindo os
anticorpos anti-B2GPI. O polimorfismo genético Val/Leu"’

foi determinado pela reagdo da polimerase em cadeia e di-
gestdo de seu produto por enzima especifica. A presencga
de anticorpos anti-B2GPI foi detectada por teste imunoen-
zimdtico (ELISA). Foi utilizado o teste exato de Fischer para
andlise dos resultados. Observou-se aumento na frequén-
ciado alelo V e do gendtipo VV no grupo total de pacientes
com SAF em comparag@o com o grupo controle (P =0,0068;
OR=1,781eP<0,0001; OR = 6,413, respectivamente). Os
pacientes com trombose arterial e venosa apresentaram o
gendtipo V'V significativamente mais frequente que o gru-
po controle saudavel (52% e 44%, respectivamente, Vvs.
13%). Os pacientes com SAF com anticorpos anti-32GPI
presentes apresentaram o gendtipo VV mais frequentemente
que o controle saudével (P < 0,0001; OR =8,179). Os resul-
tados deste estudo sugerem que o gendtipo VV do cédon
247 do gene da f2GPI pode desempenhar papel na produ-
¢do de anticorpos anti-B2GPI e, talvez, na expressdo de trom-
bose arterial e venosa nos pacientes com SAF.

EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL EM TUMORES HIPOFISARIOS SECRETORES DE ACTH

Fernando Colbari do Amaral
Orientadora: Prof®. Dr®. Margaret de Castro
Tese de Doutorado apresentada em 15/12/2008

Introducao: A patogénese dos tumores hipofisarios
tem sido extensivamente estudada, porém ainda € pouca
esclarecida. Sdo descritas alteragdes em genes que contro-
lam o ciclo celular, em genes envolvidos na diferenciagéo e
no desenvolvimento hipofisario, na apoptose, além de fa-
tores hipotalamicos e de crescimento. Recentemente, a ex-
pressdo diferencial de microRNAs (miRNAs) também tem
sido associada a tumorigénese hipofisaria.

Objetivos: avaliar a expressio génica diferencial em
corticotrofinomas em relago ao tecido hipofisario normal,

para selecionar genes candidatos envolvidos no processo
de tumorigénese; validar alguns dos genes candidatos di-
ferencialmente expressos; analisar a expressio relativa de
um painel de miRNAs nas amostras de corticotrofinomas
em comparacao ao tecido normal; analisar a associagcdo de
genes e miRNAs diferencialmente expressos com didmetro
tumoral e remissao apds-cirurgia transesfenoidal.
Material e Métodos: utilizamos a técnica de andlise
seriada da expressdo génica (SAGE). Para confeccdo das
bibliotecas de cDNA trés amostras de hip6fises normais e
duas de corticotrofinomas foram utilizadas. Por andlise de
bioinformatica, selecionamos os genes diferencialmente ex-
pressos T-PIT,RASD1, GLUL, PCDH21, GJA1,F11R e DLK1
para validacio por PCR em tempo real (QPCR). A expessdo
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dos miRNAs let-7a, miR-15a, miR-16, miR-21, miR-141, miR-
143, miR-145 e miR-150 também foi analisada por gPCR. Para
validagao desses genes e miRNAs foram utilizadas 14 amos-
tras tumorais e 7 hipéfises normais.

Resultados: Nao houve validacio dos genes T-PIT,
RASD1, GLUL, PCDH21, GJA1, F11R nas amostras de
corticotrofinomas pela qPCR; o gene DLK1 apresentou uma
hipo expressdo em relacdo ao tecido normal. Nao houve
associagdo entre a expressao de nenhum desses genes com
tamanho tumoral ou remissdo pds-cirurgia. Nosso trabalho
demonstrou uma redugdo significativa da expressdo dos
miR-145 (1,8x), miR-21 (2,2x), miR-141 (2,8x), miR-150 (3,2x),
let-7a (3,4x), miR-16 (4,6x), miR-15a (5,0x) e miR-143 (8,0x)
nas amostras de corticotrofinomas em relagdo ao tecido
normal. Houve uma associagdo entre a expressao do miR-
141 e remissdo pds-cirurgia, assim como a expressdao do
miR-143 e tamanho tumoral. Observamos, ainda, uma corre-
lacdo negativa da expressdo de let-7a com a de GLUL e uma
correlagd@o positiva com a expressdo de DLK1; a expressao
de miR-16 apresentou correlagdo negativa apenas com a de
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TPIT; a expressdao de miR-21 apresentou uma correlagdo
negativa com as de TPIT, RASD1 e GLUL; a expressao de
miR-141 apresentou uma correlacdo negativa com a de GLUL
ede GJA1, além de uma correlagio positiva com a de DLK1.
As expressOes de miR-15a, miR-143, miR-145 e miR-150 ndo
apresentaram correlacdo com as de nenhum dos genes es-
tudados.

Conclusées: Nossos resultados demonstram que o
critério de escolha dos genes diferencialmente expressos
nao foi util para validag@o dos possiveis genes envolvidos
na génese dos corticotrofinomas. A expressio reduzida dos
miRNAs e a associag@o da expressdo de alguns deles com
genes envolvidos na proliferacao e diferenciagio celular,
assim como com remissao e tamanho tumoral sugerem um
possivel papel dos mesmos na tumorigénese corticotréfica.
Entretanto, a necessidade de aprimoramento na selecdo de
genes candidatos diferencialmente expressos e o desco-
nhecimento de genes alvo para cada miRNA dificultam o
entendimento das func¢des bioldgicas desses genes e dos
miRNAs na tumorigénese corticotréfica.

AVALIACAO DO EFEITO DA TIAMINA OU BENFOTIAMINA SOBRE SISTEMA ANTIOXIDANTE
HEPATICO EM MODELO EXPERIMENTAL AGUDO DE ALCOOLISMO

Guilherme Vannucchi Portari
Orientador: Prof. Dr. Alceu Afonso Jordao Junior
Tese de Doutorado apresentada em 15/12/2008

Os mecanismos propostos para a gama de acdes
deletérias provocadas pelo etanol sd@o decorrentes de alte-
ragdes bioquimicas ocorridas nos hepatdcitos tais como:
1) aumento da geracdo de radicais livres; 2) produgdo exa-
cerbada de intermedidrios de alta reatividade vindos de
peroxidacio de macromoléculas, e 3) deplecao de substan-
cias da defesa antioxidante. A utiliza¢ao de antioxidantes
visando restaurar o sistema antioxidante € uma das linhas
de tratamento para os danos provocados pelo etanol. Re-
centemente, estudos t€ém apontado para um possivel papel
antioxidante da tiamina e benfotiamina com efeitos benéfi-
cos principalmente em doengas cronicas-degenerativas.

Assim este estudo verificou o papel da tiamina ou benfo-
tiamina no sistema antioxidante hepatico em ratos com in-
toxicacdo aguda por etanol. Verificou-se que o tratamento
com tiamina e benfotiamina teve influencia no metabolismo
do etanol ficando este mais circulante sem metabolizacao.
Os tratamentos foram eficazes em aumentar os valores he-
péticos de tiamina, o que resultou em diminui¢do dos da-
nos hepaticos e diminui¢do de vitaminas antioxidantes do
figado. Além disso, a benfotiamina foi capaz de aumentar
em 25 vezes os niveis eritrocitarios de tiamina ndo fosfatada
em relagc@o a administracao de tiamina hidrocloreto. Desta
maneira ficou constatada a atividade antioxidante da tiamina
frente ao estresse oxidativo provocado pela intoxicacio
aguda por etanol e a alta biodisponibilidade da benfotiami-
na. Assim sendo seria recomendada a utilizag¢ao da benfo-
tiamina como antioxidante mais biodisponivel que a tiamina.

ESTUDO VIDEOFLUOROSCOPICO DA DEGLUTICAO NA DOENCA DE CHAGAS

Carla Manfredi dos Santos
Orientador: Prof. Dr. Roberto Oliveira Dantas
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/12/2008

Introducao: As alteracdes motoras do esdfago pre-
sentes na doenca de Chagas podem ocasionar sintomas de
alteragdo da degluticdo como a disfagia. A disfagia na do-
enca de Chagas estd relacionada ao envolvimento esofégico,
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entretanto, alteracdes orofaringenas t€m sido demonstra-
das nestes pacientes.

Objetivo: Estudar as fases oral e faringeana da de-
gluticdo em pacientes com sorologia positiva para doenca
de Chagas e comparar com individuos voluntarios assinto-
méticos.

Metodologia: Foram estudados 17 pacientes com
doenca de Chagas (idades entre 31-67 anos, média 53,3
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anos) e 15 sujeitos sauddveis (idades entre 35-69 anos,
média 55,2). Todos os doentes apresentavam queixa de
disfagia e possuiam o diagndstico de megaesdfago a partir
da radiografia contrastada. Os dois grupos responderam a
um questiondrio sobre a histéria pregressa da queixa de
degluticdo e posteriormente foram submetidos a uma avali-
acao clinica fonoaudiolégica. Apés este procedimento, foi
realizado o exame videofluoroscépico da degluticdo a fim
de observar sua conformag@o anatdmica e funcional, com
registro na velocidade de 60 quadros por segundo. Foram
realizadas degluti¢des em duplicata nos volumes de 5 e 10
ml de sulfato de bario na consisténcia liquida e pastosa,
nos dois grupos. Este exame permitiu analisar a degluticdo
de forma qualitativa e quantitativa, sendo possivel a obser-
vacdo dos seguintes parametros: movimento da base da
lingua, transito oral, transito faringeo, duragdo do movi-
mento do osso hidide, transito pelo esfincter superior do
esofago, depuragao faringeana e transito orofaringeano.
Além disso, pdde-se observar ocorréncia de escape poste-
rior do alimento, residuo oral, residuo faringeo, penetragio
e aspiracdo laringotraqueal.

Resultados: Quanto aos resultados da avaliacdo cli-
nica fonoaudiolégia, a elevagdo laringea foi reduzida na
degluti¢do do alimento liquido e pastoso no grupo chaga-
sico em relacdo ao grupo controle (p <0,01). O grupo cha-
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gasico realizou manobras de degluticdo multipla nas con-
sisténcias liquida e pastosa em comparacao ao grupo sau-
déavel (p < 0,01). Os pacientes com megaesofago grau II
apresentaram mais queixa de alterag@o respiratdria durante
adegluticdo (p < 0,05) e de perda de peso (p < 0,0 1) quando
comparados aos pacientes com megaesdfago grau I. O exa-
me videofluoroscépico mostrou diferencas estatisticas sig-
nificativas para os seguintes tempos das varidveis estuda-
das: transito oral, transito faringeo, transito pelo esfincter
superior do esofago, depuracdo faringeana e transito oro-
faringeano (p < 0,05), sendo o tempo mais prolongado para
o grupo de doentes. Essas diferencas foram encontradas
para a consisténcia pastosa e no volume de 10ml, exceto
para o TOF cuja diferenca também ocorreu para a consis-
téncia liquida, no volume de Sml e no TO, na consisténcia
liquida e no volume de 10ml. Qualitativamente, houve so-
bra de residuo oral na degluti¢do de pastoso e no volume
de 10ml para o grupo chagésico (p <0,02).

Conclusao: Conclui-se nesse trabalho que o tempo
de transito do alimento foi mais prolongado no grupo de
doentes em relacdo ao grupo controle, principalmente na
consisténcia pastosa e em volume maior (10ml). Esses resul-
tados sugerem a existéncia de mecanismos compensatdrios
nos pacientes com doenca de Chagas a fim de amenizar os
sintomas de disfagia decorrentes da doenca do esdfago.

AVALIACAO CLINICA, LABORATORIAL E MOLECULAR DE PACIENTES COM DOENCA ADRE-
NOCORTICAL NODULAR PIGMENTADA PRIMARIA OU COMPLEXO DE CARNEY

Marecelo Pinho Bittar
Orientador: Prof. Dr. Ayrton Custédio Moreira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/12/2008

O Complexo de Carney (CNC) é uma neoplasia en-
ddcrina maltipla que cursa com tumores enddcrinos, cardi-
acos e neurais, além de lesdes mucocutaneas pigmentadas.
Entre os tumores enddcrinos, a doenga adrenocortical no-
dular pigmentada primaria (PPNAD) é o mais frequente. A
transmissao € autossdmica dominante, enquanto que al-
guns casos sdo esporadicos. O gene PRKARI1A foi identi-
ficado no l6cus 17q22-24 e mutacdes nesse gene sao ob-
servadas em 60% dos pacientes com CNC. O objetivo des-
te trabalho foi a avaliacdo clinica, laboratorial e molecular
de 1 paciente com PPNAD isolado e 4 com CNC, pertencen-
tes a 4 familias seguidas no ambulatério de Endocrinologia
do HCFMRP-USP. Os dados clinicos e os achados anato-
mo-patolégicos das adrenais foram avaliados, retrospecti-
vamente, por meio de consulta aos prontudrios; a presenca
de doengas enddcrinas pela realizagdo de exames laborato-
riais especificos. A presenca de doengas associadas foi
avaliada por meio de ecocardiograma, ultra-som de tiredide
e imagem da sela tdrcica. Para avaliacdo molecular, DNA
gendmico foi extraido dos pacientes com PPNAD, os éxons

codificadores do gene PRKARI1A e suas regioes de tran-
si¢do éxon/intron foram amplificados por PCR (reagdo em
cadeia de polimerase) e os fragmentos submetidos ao se-
quenciamento automatizado. Para comparacao, este gene
também foi sequenciado em 50 individuos normais. A
idade ao diagndstico variou de 4 a 25 anos (16,4 + 7,8 anos).
Trés pacientes apresentaram manchas pigmentadas; dois
pacientes apresentaram mixomas cutaneo-mucosos e 1 pa-
ciente desenvolveu mixoma cardiaco; 1 paciente apresen-
tou tumor testicular de células de Leydig. A avaliacio por
imagem das adrenais identificou a presenga de micronddulos
em 4 pacientes e volume aumentado em trés deles. Encon-
tramos 2 novas mutagdes no gene PRKARIA, IVS4+5G > A
e g.149A > G, em 2 de 4 familias estudadas. Observamos
uma distribuicdo etdria bimodal da PPNAD, com grande
variabilidade nas manifestacdes clinicas e laboratoriais.
Em 75% das familias, a PPNAD esteve associada ao Com-
plexo de Carney. O estudo genético, com o achado da mu-
tagdo g.149A > G, permitiu o diagndstico de Complexo de
Carney em uma paciente previamente diagnosticada como
PPNAD isolada. Possibilitou, ainda, a detec¢do de muta-
¢a01VS4+5G > Ano gene PRKAR1A em 2 filhas assintomé-
ticas de outra paciente, permitindo aconselhamento gené-
tico apropriado.
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ESTUDO DO POTENCIAL TERAPEUTICO DO TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS TRONCO
HEMATOPOETICAS EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

Dannielle Fernandes Godoi
Orientador: Prof. Dr. Julio César Voltarelli
Tese de Doutorado apresentada em 18/12/2008

Introducao e Objetivos: O transplante de células tron-
co hematopoéticas (TCTH) assim como quimioterapia em
altas doses tem sido explorado como terapia para vdrias
condi¢des refratarias imuno-mediadas humanas, incluindo
as doencas inflamatdrias intestinais (DII). Apesar disso, o
exato mecanismo imunoldgico pelo qual as células de me-
dula éssea ou a imunossupressdo levam a remissao destas
doencas ainda ndo estd claro. Neste trabalho, nés investi-
gamos o papel destas terapias na modulagdo da inflamacao
da mucosa do intestino em um modelo experimental de DII.

Métodos: A colite experimental foi induzida em ca-
mundongos pela infusdo intra-retal de 2,4,6-acido
trinitrobenzenesolfonico (TNBS). Ap6s 24 horas os animais
foram submetidos a imunossupressiao com ciclofosfamida
(Cy -200mg/Kg) ou por irradia¢io corporal total (ICT -7Gy).
Apés 24 e 12 horas da imunossupressdo com Cy e ICT

respectivamente, 1,6 x 107 células de medula 6ssea foram
infundidas nos grupos TCTH. Os animais dos diferentes
grupos foram estudados por 60 dias.

Resultados: Tanto os grupos que receberam TCTH
como os que receberam imunossupressido por Cy e ICT
isoladamente tiveram reduc@o significativa do quadro cli-
nico e histoldgico da colite experimental mas somente o
TCTH resultou em aumento da sobrevida comparado com
o grupo nio tratado. Um decréscimo acentuado nas células
CD4* no infiltrado inflamatdrio nos dias + 7 e +14 e nas
células CD8* no dia 7 foi encontrado em ambos os trata-
mentos aliado a marcante reducio nas citocinas pro-infla-
mat6rias como TNF-c, IFN-y, IL-1p, IL 12p70 e IL-17, sobre-
tudo nos grupos Cy e Cy + TCTH.

Conclusées: Nossos achados indicam que a Cy em
alta dose assim como a ICT associadas ou ndo com TCTH
sdo efetivas em reduzir os quadros clinico e patolégico
associados a DII por uma proeminente contra- regulacio
do perfil de citocinas inflamatérias Thl porém apenas o
TCTH resultou em diminuic¢io da taxa de mortalidade asso-
ciada a colite.

INFLUENCIA DA DOENCA PERIODONTAL E SEU TRATAMENTO NA ATIVIDADE DA ARTRITE

REUMATOIDE

Marcia de Noronha Pinho
Orientador: Prof. Dr. Julio César Voltarelli
Tese de Doutorado apresentada em 18/12/2008

Objetivo: Este estudo avaliou a influéncia da doen-
¢a periodontal (DP) na artrite reumat6ide (AR), através de
exames clinicos e laboratoriais, antes e depois do tratamen-
to periodontal ndo cirurgico.

Materiais e Métodos: 75 pacientes, entre 35-60 anos,
divididos em 5 grupos, foram analisados de acordo com a
situacdo sistémica e periodontal. Os parametros clinicos e
laboratoriais coletados nos exames: inicial, 3 e 6 meses re-
ceberam tratamento estatistico. As correlacdes para averi-
guar a associacao das redugdes da profundidade de son-
dagem (PS), placa microbiana (PM) e sangramento a son-
dagem (SS) com as reducdes de o-1-glicoproteina acida
(alfal), proteina C-reativa (PCR), velocidade de hemossedi-
mentacdo (VHS), questiondrio de satde para avaliacio de
doencas reuméticas (HAQ), avaliacio da atividade da do-
enga (DAS28) e SF-36 foram também analisadas.

Resultados: Comparando os grupos com AR e DP,
Grupo 1 (AR+DP+TR+) e Grupo 2 (AR+DP+TR-), aqueles
que receberam tratamento periodontal tiveram reducdes es-
tatisticamente significativas em relag@o a PS aos 3 meses
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(p=0,0055) e aos 6 meses (p=0,0066). Em relacdo a % de
sangramento a sondagem as reducgdes foram estatistica-
mente significantes aos 6 meses (p=0,0128) e para % de
placa microbiana aos 3 meses (p=0,0128) e aos 6 meses
(p=0,0002) em favor do grupo raspado. A melhora no Grupo
1 ap6s o tratamento periodontal ndo-cirurgico (TPNC) foi
estatisticamente significante no controle periodontal, mas
os exames sistémicos, embora reduzidos, ndo foram signifi-
cativos. O tratamento periodontal ndo apresentou correla-
¢do com a melhora dos exames laboratoriais, nem com o0s
exames de qualidade de vida (HAQ, DAS 28, SF 36), mas
uma melhora nos exames foi evidente nas comparagdes
intra-grupos. A melhora periodontal influenciando os exa-
mes laboratoriais foi mais facil de ser observada no Grupo 4
(AR-DP+TR+). Comparando o Grupo 1 com Grupo 3
(AR+PT) houve diferenca estatisticamente significante so-
mente no DAS28 no tempo inicial e aos 3 meses. Aos 6
meses essa diferenca nao foi estatisticamente significante.
Conclusoes: Nio foi possivel verificar uma correla-
¢do direta do tratamento periodontal na atividade da doen-
ca sistémica, mas pode-se constatar a sua importancia, evi-
tando a extracdo miultipla dos dentes nos pacientes com
AR, o que, obviamente, ocasionard maior conforto para os
mesmos, evitando uma possivel situagdo de estresse.
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INADEQUACAO TERAPEUTICA DA ANTICOAGULACAO COM ENOXAPARINA EM DECORRENCIA
DE ERRO NA ESTIMATIVA INICIAL DE PESO CORPORAL

Leon Gustavo dos Reis Macedo
Orientador: Prof. Dr. Antonio Pazin Filho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 19/12/2008

A enoxaparina vem ganhando espaco como anti-
coagulante de eleicao em situacdes para as quais se utiliza-
va heparina nio fracionada previamente. Além das evidén-
cias que sugerem igualdade ou até superioridade em ter-
mos de desfechos clinicos, a grande vantagem da enoxapa-
rina reside na facilidade de sua posologia. Para a anticoa-
gulacdo plena ela deve ser prescrita de acordo com o peso
corporal. Porém, na maioria das vezes utiliza-se o peso esti-
mado pelo médico ao invés do peso real. Ja existem evidén-
cias de que em sindromes coronarianas agudas de alto ris-
co 0s pacientes que nao estdo anticoagulados adequada-
mente com enoxaparina (atividade anti-Xa <0,5 Ul/ml) apre-
sentam risco aumentado de evolugdo desfavoravel seme-
lhante a idade avangada ou a disfunc¢io ventricular esquer-
da. Este estudo tem como objetivo primério avaliar a ade-
quagdo da anticoagulagdo com a enoxaparina quando se
utiliza o peso estimado para sua prescricao (fase I) (ativida-
de anti-Xa colhido ap6s a segunda dose) e como secunda-
rio avaliar outros métodos de estimativa de peso, como
peso relatado e peso obtido por férmulas antropométricas
em comparagao ao peso real e evolucao do nivel de antico-
agulag@o apds reajuste de dose em trés grupos (A: dose
mantida; B: ajuste pelo peso real; C: ajuste pelo peso obti-
do pela formula) (fase II) (anti-Xa colhido apds duas doses
jé corrigidas). Vinte e oito pacientes foram analisados na
fase I, e divididos em dois grupos: grupo 1 (auséncia de
subdose de enoxaparina com erro >10% em rela¢@o ao peso

real, ou seja, dose recebida = 0,9 mg/Kg/dose) e grupo 2
(presenga de subdose de enoxaparina com erro >10% em
relacdo ao peso real, ou seja, dose recebida < 0,9 mg/Kg/
dose) uma vez que a dose adequada seria de 1 mg/Kg/dose
de 12/12 horas. Das caracteristicas basais dos dois grupos,
nao houve diferenca em relagdo a idade, sexo e creatinina e
houve diferenga em relagdo a média de peso (grupo 1: 67,1+
14,0 Kg e grupo 2: 86,1+ 18,8 Kg) (p=0,04). Vinte e um pa-
cientes foram do grupo 1 (75%) e todos eles estavam ade-
quadamente anticoagulados (atividade anti-Xa = 0,5 Ul/
mL). Sete pacientes foram do grupo 2 (25%) e destes, qua-
tro (57%) estavam inadequadamente anticoagulados (ati-
vidade anti-Xa < 0,5 UI/mL) (p< 0,05). Dos Vinte e oito pa-
cientes, apenas 24 (85,7%) souberam relatar seu peso, e
destes, dois (8,3%) o subestimaram com erro >10%. Dos
vinte e oito pacientes analisados, quatro (14,3%) tiveram
seu peso subestimado pela férmula, com erro >10% em re-
lagdo ao peso real. Na fase II do estudo(apés duas doses
iniciais mais duas doses corrigidas), todos os 24 pacientes
atingiram nivel adequado de atividade anti-Xa (=0,5e < 1,2
Ul/mL) independente da forma utilizada para ajuste da dose
(grupos A,B e C). Como conclusdo, o presente trabalho
salienta a necessidade da avaliacdo objetiva do peso cor-
poral (pesagem dos pacientes) para prescri¢ao de enoxapa-
rina com o objetivo de heparinizagdo plena (atividade anti-
Xa=0,5e< 1,2 Ul/ml), uma vez que a estimativa subjetiva
deste peso determinou uma inadequagdo da anticoagula-
¢do em cerca de 14% do total dos pacientes analisados. Na
impossibilidade de pesar o paciente, o peso relatado seria a
segunda opcdo e para os que ndo souberam relatar seu
peso a terceira opgdo seria a formula que utilizamos.

FARMACOLOGIA

ENVOLVIMENTO DAS NEUROTRANSMISSOES GLUTAMATERGICA E NITRERGICA DA SUBS-
TANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSOLATERAL E DO NUCLEO PRE-MAMILAR DORSAL

NA ELABORACAO DE RESPOSTAS DEFENSIVAS

Daniela Cristina de Aguiar
Orientador: Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes
Tese de Doutorado apresentada em 03/10/2008

O 6xido nitrico (NO), sintetizado pela sintase do 6xi-
do nitrico neuronial (NOSn), possui um papel modulador
em reacdes defensivas, possivelmente facilitando a ansie-
dade. ANOSn estd localizada em estruturas envolvidas com

reacdes defensivas, como por exemplo, a substancia cin-
zenta periaquedutal dorsolateral (SCPdI) e o ntcleo pré-
mamilar dorsal (PMd). Antagonistas de receptores NMDA
(rNMDA) de glutamato e inibidores da NOS injetados intra-
SCPdI produzem efeitos ansioliticos. A exposi¢do a estimu-
los ameacgadores induz a ativacao de células produtoras de
NO nesta regido. A SCPdl recebe uma densa projecdo do
PMd, também envolvido com reacdes de defesa. Lesoes
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bilaterais desse nticleo abolem a expressdo de respostas
defensivas durante a exposi¢ao ao predador. Pouco se sabe
a respeito dos neurotransmissores envolvidos na media-
¢do desses comportamentos pelo PMd, o qual também ex-
pressa receptores ionotropicos de glutamato. Assim, o ob-
jetivo geral do presente trabalho foi de investigar a partici-
pacdo do NO e do glutamato na SCPdl e no PMd nas res-
postas defensivas. Para tanto, testou-se a hipétese de que a
administra¢@o de inibidores da NOSn (7-nitroindazole, 7-NI,
ou N-propil-L-arginina, NP) intra-SCPdI atenuaria as res-
postas defensivas promovidas pela exposicao a um evento
ameacador inato, um gato. Verificou-se também, a hipdtese
de que o tratamento com AP- 7 (antagonista de INMDA)
ou NP intra-SCPdI poderiam diminuir as rea¢des comporta-
mentais defensivas, além do ndmero de células ativadas,
bem como a ativag@o de neurénios NOSn postivos em regi-
oes relacionadas com o comportamento defensivo apds a
exposicao ao gato. A ativagio neuronial foi verificada pela
detec¢do da imunorreatividade a proteina c-FOS (IR-Fos) e
apresenga da NOS através da imunorreatividade a proteina
NOS. Por tltimo, testou-se a hipétese de que o tratamento
com AP- 7 ou NP intra-PMd atenuaria as reacdes comporta-
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mentais promovidas pela presenca do gato. A exposicao ao
gato promoveu respostas defensivas que foram atenuadas
pelo tratamento intra-SCPdl com inibi dores da NOSn e com
0 AP7. Adicionalmente, houve aumento das células IR-Fos
da SCPdI, no PMd e no nticleo paraventricular do hipotéla-
mo (PVN), e aumento na porcentagem de células duplas (%
duplas) marcadas na SCP e no PMd. O tratamento com AP-
7 e com o NP intra-SCPdI atenuou a ativacao celular na SCP
e no PVN observada pela exposicao ao gato, enquanto que
houve aumento nas células IR-Fos e na % duplas no PMd.
Além disso, observamos que o tratamento de AP- 7 ou NP
intra-PMd também atenuou as reagdes defensivas obser-
vadas pela exposi¢@o ao predador. Em conclusao, os resul-
tados do presente trabalho sugerem que o antagonismo da
neurotransmissio glutamatérgica e nitrérgica na SCPdl e
no PMd pode atenuar as respostas comportamentais
induzidas pela exposicao ao predador. Além disso, a admi-
nistracdo intra-SCPdI de AP- 7 ou NP € capaz de reduzir a
ativacao celular promovida pela exposi¢do ao gato nesta
estrutura, sem alterar, ou mesmo aumentando, essa ativa-
¢do em outras regides relacionadas com o comportamento
defensivo como o PMd.

ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA PGE, NA RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR LPS, ENDOTELI-

NA-1 E VENENO DE Tityus Serrulatus

David do Carmo Malvar
Orientadora: Prof®. Dr*. Gléria Emilia Petto de Souza
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/10/2008

Varios trabalhos demonstram que a febre induzida
pelo LPS requer a produg@o periférica de citocinas e central
de prostaglandina (PG)E, e PGF,o por uma via sensivel a
indometacina. Entretanto, vérios estudos de nosso grupo
sugerem a existéncia de uma via insensivel a indometacina
e independente de PGE,, devido ao fato de que ndo existe
relacdo entre a febre induzida pela endotelina (ET)-1 e o
aumento das concentragdes de PGE, no fluido cerebroespi-
nhal (CSF). Além disso, também mostramos que o veneno
de Tityus Iserrulatus (vTs) causa uma resposta febril que
ndo € alterada pelos inibi dores de ciclooxigenase (COX)
ibuprofeno e celecoxib. Adicionalmente, a febre induzida
pela ET -1 ou vTs foi abolida pela dipirona, uma droga anti-
pirética que parece produzir seu efeito por mecanismo in-
dependente da inibicdo de COX. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi avaliar a relagdo entre a quantidade de
PGE, no CSF e no hipotdlamo durante a febre induzida pelo
LPS, ET-1 e vTs em ratos, bem como o efeito da indometaci-
na e da dipirona nesses parametros. Além disso, a partici-
pagdo do receptor EP, para PGE, na febre induzida pelo LPS,
ET-1 e vTs também foi avaliado. O CSF e o hipotdlamo foram
coletados de acordo com a curva-temporal da resposta fe-
bril induzida por cada um desses estimulos. O presente es-

88

tudo demonstrou que a inje¢ao de LPS (Sug/kg,i.v.) e ET-1
(1 pmol/rat, i.c.v.) induziu uma resposta febril acompanha-
da de um aumento das concentragdes de PGE,no CSF e no
hipotdlamo, enquanto que a inje¢do de vTs (150 pg/kg, i.p.)
induziu febre sem alterar as concentragdes de PGE,no CFS
e no hipotdlamo. A indometacina (2 mg/kg, i.p.) somente
reduziu a resposta febril induzida pelo LPS na terceira hora,
entretanto preveniu o aumento de a PGE,. no hipotdlamo e
no CSF na segunda e terceira horas apds a injecao de LPS.
Como esperado, a indometacina ndo modificou a febre indu-
zi da pela ET-1 e vTs, porém diminuiu a concentracio de
PGE, no CFS e no hipotdlamo induzido pela ET-1. Por outro
lado, a dipirona (120 mg/kg, i.p.) inibiu a resposta febril
induzida pelo LPS, ET-1 e vTs e reduziu a concentracdo de a
PGE,. no CSF durante a febre induzida pelo LPS e ET-1, sem
modificar a quantidade de PGE, no hipotdlamo ap6s a inje-
¢dode LPS e ET-1. Adicionalmente, observamos que a inje-
¢do intracerebroventricular do antagonista seletivo de re-
ceptores EP, L-826266 inibiu a febre induzida pela PGE,
(35%), mas nao alterou a febre induzida pelo LPS, ET-1 ou
vTs. Em sintese, esses resultados indicam que nem todas as
febres dependem de PGE, para o seu desenvolvimento (ex.,
febre induzida pela ET-1 e vTs) e que a dipirona exerce seu
efeito antipirético sem reduzir a quantidade de PGE, no hi-
potalamo. Uma vez que a dipirona aboliu a febre insensivel
a indometacina induzida pela ET-1 e a febre induzida pelo
vTs, que ndo aumenta a concentragdo de PGE, no CSF ou
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tecido hipotalamico, é possivel enfatizar que o efeito antipi-
rético da dipirona pode depender do bloqueio da sintese/
liberagdo de outros mediadores que ndo a PGE,. Além disso,
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nossos resultados demonstram que o receptor EP, estd en-
volvido na febre induzida pela PGE,, mas ndo apresenta re-
levancia crucial na febre induzida pelo LPS, ET-1 ou vTs.

ENVOLVIMENTO DE CANABINOIDES ENDOGENOS NA RESPOSTA FEBRIL

Daniel Fraga
Orientadora: Prof®. Dr*. Gléria Emilia Petto de Souza
Tese de Doutorado apresentada em 08/10/2008

O envolvimento dos endocanabindides no controle
da temperatura corporal e na resposta febril ainda nio esta-
vam bem claros. Por esta razdo, o presente estudo teve
como objetivo investigar o envolvimento dos canabindides
enddégenos no controle da temperatura corporal e na res-
posta febril. As alteracdes na temperatura corporal foram
medidas em intervalos de 30 minutos até a sexta hora apds
a administracao do tratamento, através de uma sonda retal
em ratos Wistar machos. Todos os pré-tratamentos foram
administrados 30 minutos antes do tratamento. Tanto a ad-
ministra¢do intracerebroventricular (0,01, 0,1, 1 e 10 pg/2 ul,
i.c.v.) como intrahipotalamica (0,1, 1, 10 e 100 ng/0,2 ul, i.h.)
de nandamida (AEA) induziram aumentos dose-dependen-
tes na temperatura corporal. O aumento na temperatura
corporal induzido pela AEA (1 pg, i.c.v.) foi precedido e
acompanhado por uma reducao da temperatura da pele da
cauda dos animais o que foi causado por uma significativa
vasoconstri¢do representada pelo indice de perda de calor,
(IPC). Adose de 1 pg, i.c.v. de AEA foi selecionada para os
demais experimentos. O URB597 (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100
e 1000 ng/2 ul, i.c.v.), inibidor da enzima amido hidrolase
dos acidos graxos (FAAH, do inglés fatty acid amide
hydrolase), promoveu uma curva em forma de sino. O
agonista CB, seletivo ACEA (0,001, 0,01, 0,1 e 1 pug/2 ul,
i.c.v.) também induziu um aumento na temperatura corporal
em forma de sino. O pré- tratamento dos animais com o
antagonista CB, seletivo, AM251 (1,0, 5,0 e 10,0ug/2ul, i.c.v.)
reduziu de forma dose-dependente a resposta febril induzida
pelaABAe ACEA0,01ug,i,c.v. Adose 5 ug de AM251 foi

selecionada para os demais experimentos. A inje¢do i.c.v.
do agonista CB, seletivo AM1241 (0,01, 0,1 e.1 pg/2 ul,
i.c.v.) ndo promoveu nenhuma alteracao significativa da
temperatura corporal. O pré-tratamento com o antagonista
CB, seletivo AM630 (10 pg/2 pl, i.c.v.), assim como com o
antagonista dos receptores vaniléides capsazepina (1, 3 e
10 ug/2 ul, i.c. v.), ndo alteraram a resposta febril induzida
pela AEA. O inibidor ndo seletivo das enzimas ciclooxige-
nase (COX) indometacina (2 mg/kg, i.p.), e o inibidor seleti-
vo da COX-2 celecoxib (5 mg/kg, p.o.), reduziram a febre
induzida pela AEA. A AEA induziu um aumento significati-
vo na concentragdo de PGE, no fluido cerebroespinal (CSF)
que foi abolido pelo pré-tratamento com o AM251. O anta-
gonista ndo seletivo dos receptores opidides, naloxona (1
mgkg, s.c.), aboliu a febre induzida pela AEA. Por sua vez,
a AEA aumentou a concentra¢do no CSF de -endorfina. O
pré-tratamento com AM251 foi capaz de reduzir este au-
mento induzido pela AEA. O AM251 também reduziu a fe-
bre induzida pelo lipopolissacarideo (LPS 50 pg/kg, i.p.),
interleucina (1L)-1B(3 ng, i.c.v.), fator de necrose tumoral
(TNF)-o. (250 ng, i.c.v.), 1L-6 (300 ng, i.c.v.), fator liberador
de corticotrofina (CRF 2,5 u-lg, i.c.v.) e da endotelina (ET-1
1 pmol, i.c.v.). Porém, o AM251 nio foi capaz de reduzir a
resposta febril induzida pelas prostaglandinas PGE, 250 ng,
i.c.v.)e PGF, o (250 ng, i.c. v.) Em conjunto, estes dados
sugerem que a AEA, pela ativagio dos receptores CB, €
capaz de induzir febre. Esta resposta é dependente da sin-
tese/liberacdo de prostaglandinas e opidides enddgenos.
Além disso, os endocanabindides estdo envolvidos no de-
senvolvimento da resposta febril induzida pelo LPS e por
diversos mediadores que orquestram esta resposta inclu-
indo 1L-1f3, TNF-c, 1L-6, CRF e ET-1, mas ndo PGE, PGE, ou
aPGF, o.

MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NO EFEITO ANTINOCICEPTIVO PRODUZIDO
PELA ACAO PERIFERICA DOS OPIOIDES : ATIVACAO DA VIA DE SINALIZACAO INTRACELULAR

PI3BKYAKT/OXIDO NITRICO

Thiago Mattar Cunha
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queiroz Cunha
Tese de Doutorado apresentada em 09/10/2008

O aumento da intensidade dolorosa durante o pro-
cesso inflamatério (hiperalgesia/hipernocicepgdo) é cau-
sado, principalmente, pela sensibilizacdo de uma classe es-
pecifica de neurdnios nociceptivos primarios (nociceptores),
devido a agao direta de um conjunto de mediadores infla-

matdrios, descritos como mediadores hipernociceptivos fi-
nais (prostaglandinas e aminas simpaticas). Neste sentido,
o controle farmacoldgico periférico da dor inflamatéria ba-
seia-se em duas estratégias principais: a) uso de fairmacos
que previnem a sensibilizacao dos nociceptores (ex: inibi-
dores de COX), ou seja, inibem a liberagdo e/ou agdo de
substancias que os sensibilizam; b) firmacos que revertem
diretamente a sensibiliza¢do dos nociceptores jd instalada,
como a dipirona e principalmente os opidides. Em relagcdo
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aos efeitos analgésicos produzidos pela agdo periférica dos
opidides, demonstrou-se que este é dependente da ativa-
¢do da via 6xido nitrico/GMPc, a qual culmina na abertura
de canais de potdssio sensiveis ao ATP, restaurando o po-
tencial de membrana dos neurdnios nociceptivos. No en-
tanto, os mecanismos intracelulares envolvidos na ativa-
¢do desta via, ainda ndo estdo estabelecidos. No presente
estudo, foram descritas tanto evidéncias in vivo quanto in
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vitro de que a ativac¢do desta via de sinalizagdo depende da
estimula¢do da via intracelular PI3Ky/AKT. Estes resulta-
dos revelam um até entdo desconhecido papel da via
PIBKYAKT para o efeito periférico dos opidides. Além dis-
s0, os resultados obtidos abrem uma nova perspectiva no
mecanismo molecular de acdo de velhas drogas analgési-
cas com efeito periférico e também no desenvolvimento de
novas drogas.

CONSEQUENCIAS DA RESPOSTA NEUROCOMPENSATORIA A LESAO POR CATETER BALAO
SOBRE A REATIVIDADE A ENDOTELINA EM ARTERIA CAROTIDA DE RATO

Lilian Rialto Gimenes
Orientadora: Prof®. Dr*. Ana Maria de Oliveira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/10/2008

A angioplastia por cateter baldo € um procedimento
amplamente utilizado para desobstrucdo de artérias coro-
ndrias e periféricas a partir da remocdo de placas ateroma-
tosas e restauracdo do fluxo sanguineo nestes locais. A
passagem do cateter balao pelo limen do vaso gera um
estresse mecanico na parede vascular, como a remogdo de
células endoteliais, que resulta em resposta neurocompen-
satoria que tem reflexos sobre a reatividade nao s6 do proé-
prio vaso, mas também da artéria carétida contra-lateral a
lesdo (CCA). A endotelina-1 (ET-1) participa da regulacio
do tdonus vascular e também da formacdo da camada
neointima. A lesdo por cateter baldo em artérias carétidas
promove um aumento na expressao de ET-1, bem como de
seu receptor ET, na artéria lesada, e resulta em alteragdes
nareatividade da CCA a fenilefrina e angiotensina Il, 4 e 15
dias apds a lesdo, Tespectivarnente. Os objetivos do pre-
sente estudo foram avaliar: (a) a relacdo concentragio-efei-
to da ET-1 em CCA isoladas, obtidas de ratos Wistar ma-
cho, com o intuito de obter os paramentos de Emax (efeito
maximo) e pD, da ET-1; (b) as consequéncias da lesdo por
cateter balao sobre esses parametros na CCA, ap6s 2, 8, 16,
30 e 45 dias dalesido, na presenga e na auséncia do endotélio.
Os resultados mostraram um aumento do Emax da ET-1 a
partir do 16° dia na CCA com endotélio. Alteragdes morfo-
légicas ndo estdo relacionadas ao aumento da resposta
contrétil induzida pela ET-1, uma vez que a integridade es-
trutural da CCA foi mantida. A participagdo da populagio

de receptores ET, da CCA na resposta a lesdo parece estar
comprometida pelos mecanismos neurocompensatorios que
se seguem a lesdo por cateter baldo. Por outro lado, a parti-
cipagdo de receptores ET, da CCA na contragdo desenca-
deada pela ET-1 foi semelhante a da artéria controle. O in-
fluxo de céalcio, bem como a mobilizagio de célcio dos esto-
ques intracelulares, participaram do aumento do Emax in-
duzido por ET-1 na CCA. Areatividade a ET-1 na CCA com
endotélio ndo foi alterada na presenga de L-NAME (NG-
nitro-L- arginina metil ester), um inibidor nao-seletivo de
oxido nitrico sintases, sugerindo uma redu¢@o na biodis-
ponibilidade de NO. Os resultados também sugerem o com-
prometimento do efeito modulatério da NNOS (6xido nitrico
sintase neuronal) e INOS (6xido nitrico sintase induzida)
sobre a agdo vasoconstritora da ET-1 na CCA com endotélio.
Por outro lado, a ‘ENOS’ (6xido nitrico sintase endotelial)
modulou negativamente a acido desencadeada pelo pepti-
deo na CCA, todavia, a magnitude dessa modulagdo foi
menor quando comparada com a do grupo controle. Os
prostandides parecem nio participar da contracao induzida
pela ET-1 em artérias controle e CCA com endotélio, uma
vez que o Emax do peptideo nao foi alterado na presenga de
indometacina. As espécies reativas de oxigénio parecem
contribuir para o aumento do Emax desencadeado pela ET-1
na CCA em resposta a lesdo por cateter baldo. Assim, alte-
racdes na biodisponibilidade de NO, na formag@o de espé-
cies reativas de oxigénio e nas vias de sinalizacao de cdlcio
fazem parte do conjunto de fatores intracelulares que leva-
ram ao aumento do Emax da ET-1 na CCA com endotélio a
partir do décimo sexto dia apds a lesdo vascular por cateter
baldo.

ALTERACOES DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE METALOPROTEINASES-2 E 9 DA MA-
TRIZ EXTRACELULAR E DE SEUS INIBIDORES ENDOGENOS EM PACIENTES COM MIGRANEA

Alisson Martins de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/10/2008

A migranea € uma desordem neurolégica comum,
tendo maior prevaléncia em mulheres do que em homens.
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Acomete a populacdo durante os anos mais produtivos
das suas vidas, sendo uma causa importante de faltas ao
trabalho e de aumentos dos custos com “cuidados médi-
cos. A crise de migranea é composta de ataques severos de
cefaléia associados a fotofobia, ndusea, vomitos e sinto-
mas autondomicos. Embora a fisiopatologia da migranea ain-
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da ndo esteja totalmente elucidada, disfungdes vasculares,
neuroldgicas e mecanismos neuro-inflamatérios t€ém sido
propostos. Alguns estudos mostram a presenca de altera-
¢des vasculares na migranea. Algumas evidéncias apon-
tam uma possivel associacdo de alteracdes na integridade
da barreira hematoencefalica em pacientes com migranea.
Contudo, estudos mostram uma provavel associagdo da
migranea a um risco aumentado destes pacientes desenvol-
verem eventos cardiovasculares. As metaloproteinases de
matriz extracelular modificam a estrutura dos vasos sangui-
neos e sdo associadas a vdrias patologias do sistema cardi-
ovascular. A metaloproteinase-2 (MMP-2) € constitutiva-
mente expressa nos vasos sanguineos, ja a metaloproteina-
se-9 (MMP-9) € uma protease liberada durante processos
inflamatdrios em resposta a estimulagdo de citocinas. A
MMP-2 e a MMP-9 promovem aumento de permeabilidade
da barreira hematoencefalica por degradarem as proteinas
da lamina basal (Iaminina, fibronectina, colageno do tipo IV
e gelatina) presentes nos vasos sanguineos cerebrais. Al-
guns estudos recentes mostram que 0s pacientes com mi-
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granea possuem aumentos nas concentragdes plasmaticas
de MMP-9. Baseado nestas informagdes, o objetivo do
nosso estudo foi avaliar possiveis alteragdes nas concen-
tracdes plasmaticas de MMP-2 e MMP-9, bem como de
seus inibidores endégenos (TIMP-1 e TIMP-2) em pacien-
tes com migranea, com e sem aura, e em individuos sauda-
veis. Os resultados deste estudo mostraram que os indivi-
duos com migranea sem aura apresentam aumento das con-
centragdes plasmdticas das metaloproteinases-2 e 9, enquan-
to que pacientes com migranea com aura tem maiores con-
centragdes plasmaticas de MMP-2 quando comparados aos
controles saudaveis. O estudo dos inibidores das MMPs
mostraram maiores concentragcdes plasméticas de TIMP-1
em pacientes com aura quando comparados aos pacientes
sem aura ou controles sadios. As concentragdes de TIMP-
2 foram similares nos trés grupos experimentais. Esses acha-
dos sugerem haver aumentos da MMP-2 no plasma de pa-
cientes com migranea com aura, o que poderia ser um
indicativo fisiopatoldgico que associa migranea com risco
aumentado de desenvolvimento doencas cardiovasculares.

EFEITOS DO CANABIDIOL SOBRE ESTRUTURAS ENCEFALICAS ENVOLVIDAS COM A RESPOS-

TA EMOCIONAL CONDICIONADA CONTEXTUAL

José Inacio Lemos Monteiro Carvalho
Orientador: Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes
Tese de Doutorado apresentada em 31/10/2008

Estudos prévios do laboratério mostraram que o tra-
tamento sist€émico com canabidiol (CBD) atenuou as altera-
¢oes cardiovasculares (pressao arterial e frequéncia cardia-
ca) bem como os efeitos comportamentais (congelamento)
provocados pela reexposi¢do ao contexto previamente
pareado com choques nas patas (Resstel et al. 2006). Entre-
tanto, pouco se sabe sobre quais dreas cerebrais podem
estar envolvidas no efeito ansiolitico do CBD no modelo
experimental presentemente estudado. Assim, o objetivo do
presente estudo foi identificar, através da técnica de imu-
norreatividade a proteina c-Fos, quais areas encefalicas ati-
vadas pelo protocolo experimental poderiam ser alteradas
pelo tratamento sistérnico com CBD antes da re-exposi¢ado
ao contexto aversivo. Observou-se que os animais condici-

onados tratados com CBD apresentaram menor imunorrea-
tividade a proteina c-Fos nas regides pré- limbica (PL) e
infralimbica (IL) do cértex pré-frontal medial (CPFm), bem
como nas regides medial anterior, lateral dorsal e ventral do
leito do niicleo da estria terminal, sendo que houve correla-
¢do positiva entre o tempo de congelamento e a densidade
de células marcadas para c- Fos apenas nas regidoes medial
anterior e ventral dessa estrutura. Em experimentos posteri-
ores, observou-se que rnicroinjecdes de CBD diretamente
no PL atenuaram o congelamento, enquanto que microinje-
¢oes no IL apresentaram efeito oposto. Portanto, os resulta-
dos do presente estudo sugerem que as regides medial an-
terior e ventral do ntcleo do leito da estria terminal e tam-
bém a regido pré-limbica do CPFm podem estar envolvidas
no efeito do tratamento sistémico do CBD sobre a resposta
emocional condicionada (REC) contextual. Palavras chaves:
canabidiol, medo condicionado contextual, c-Fos, cortex pré-
frontal, nicleo do leito da estria terminal.

MEDIADORES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELA SEPSE (CLP) EM RATOS

Maria José Figueiredo
Orientadora: Prof®. Dr*. Gléria Emilia Petto de Souza
Tese de Doutorado apresentada em 31/10/2008

Embora a inje¢do de LPS seja um modelo razodvel de
infecgdo real, a febre induzida pelo LPS ndo € uma febre

tipica. Este é usualmente removido. da circulagdo 1 h apds a
injecdo intravenosa e Induz uma febre de duragao curta. Na
maioria dos casos de f sepse a febre é induzida e mantida
por um longo periodo pela estimulacdo pirogénica continua
(Gourlne et al., 1998). O CLP (modelo de ligagdo e perfuracdo
cecal) primeiramente descrito por Chaudry et al. (1979, 1980),
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é amplamente aceito por muitos investigadores como um
modelo de sepse, infeccdo aguda e peritonite bacteriana
(Finketal., 1990; Villaet al., 1995), que melhor reflete a com-
plexaresposta desta sindrome em humanos (De Maio et al.,
2005). O CLP envolve uma estimulacdo pirogénica continua
e simula uma infeccao real muito melhor que a infusdo de
quantidades constantes de LPS (infecc@o simulada). Desta
forma este trabalho objetivou: -padronizar o modelo de CLP
capaz de induzir resposta febril, -investigar como a terapia
antipirética influencia a mortalidade de animais no modelo
de sepse: -investigar quais mediadores estdo envolvidos na
estimulagdo pirogénica continua, induzida pelo CLP, bem
como relacionar os niveis de mediadores pirogénicos no
fluido cerebroespinal (CSF) com a febre e com a sobrevida.
Para inducao do modelo, utilizamos vérios calibres de agu-
lha e diferentes nimeros de perfuragcdes. Os animais que
receberam 4 furos com a agulha 16G no ceco, apresentaram
aumento significativo da temperatura e indice de sobrevida
de aproximadamente 50%. Entéo este estimulo foi escolhido
para avaliar o efeito dos antipiréticos na resposta febril O
tratamento com os antipiréticos promoveu diferentes efei-
tos sobre 0 aumento da temperatura e taxa de sobrevida dos
animais sépticos. Sendo que a antipirese foi mais, evidente
nos animais tratados com o celecoxibe e dipirona e a melho-
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ra significativa da sobrevida nos animais tratados com
paracetamol. O CLP induziu aumento na concentracio de
PGE2 no CSF 6; 12; 24 e 48 horas ap6s o estimulo, sendo que
o0 pico deste aumento coincidiu com o pico da resposta fe-
bril (6h). Este estimulo também promoveu aumento signifi-
cativo dos niveis de TNF-a, IL- 1 e IL-6 no foco infeccioso
e soro, mas ndo no CSF dos animais sépticos. Estas citoci-
nas parecem nao participar centralmente na resposta febril
induzi da por CLP, uma vez que o tratamento com o antago-
nista de receptores de IL-1 (IL-1ra), com o receptor soltivel
de TNF (sTNFr) e com o anticorpo anti IL-6 nao alteraram a
febre induzida por CLP. O tratamento com os antipiréticos
aumentou os niveis de IL-1p e IL-6 no foco infeccioso e
diminuiu no soro. Entretanto a maior diminuicao foi vista no
soro dos animais tratados com celecoxibe e paracetamol.
Com base nos achados descritos acima, € possivel concluir
que o modelo de febre induzido por CLP reproduz bem um
quadro infeccioso, os mediadores diferem daqueles envol-
vidos na febre do LPS. A melhora na sobrevida nos animais
tratados com paracetomol deve envolver outro mecanismo
que a inibicdo sérica de IL-6. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para entendermos melhor os mecanismos en-
volvidos na indug¢do desta resposta, bem como o mecanis-
mo de acdo evocado pelos antipiréticos.

PARTICIPACAO DAS METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR NAS ALTERACOES
VASCULARES ASSOCIADAS A HIPERTENSAO RENOVASCULAR: EFEITOS DE ANTIOXIDANTES

Michele Mazzaron de Castro
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos
Tese de Doutorado apresentada em 07/11/2008

A hipertensdo arterial sist€émica (HAS) € considera-
da um grande problema de satide publica no mundo, e esta
amplamente relacionada a significativas alteracdes morfold-
gicas e funcionais no aparelho cardiovascular. Metalopro-
teinases (MMPs) sdo endopeptidases célcio-dependente,
contendo zinco, que apresentam um papel importante na
disfun¢do endotelial e no remodelamento tecidual de varias
doencas cardiovasculares, inclusive a hipertensdao. Aumen-
tos na atividade destas enzimas podem levar a degradagdo
excessiva das proteinas da matriz extracelular (MEC), além
de acentuar a migracdo de células musculares lisas e
mondcitos. Isto pode contribuir para as alteracdes estrutu-
rais observadas nos vasos sanguineos durante a hiperten-
sdo. Neste contexto, estudos clinicos e em modelos ani-
mais de hipertensdao mostraram um aumento significativo
da expressiao e atividade da MMP-2 (72-kDa gelatinase A)
e MMP-9 (92-kDa gelatinase B), tanto no plasma quanto
em tecidos cardiacos e vasculares. Interessantemente, es-
tudos in vitro mostraram que o aumento da atividade des-
tas MMPs pode estar relacionado diretamente ao estresse
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oxidativo gerado pela ativa¢do de enzimas pro-oxidantes,
tais como a NADPH oxidase vascular e a xantina oxidase.
Neste contexto, 0o modelo experimental 2R-1C foi proposto
para este estudo por apresentar concentracdes elevadas de
EROs associadas ao aumento da renina plasmdtica e
angiotensina II. Estas acOes, associadas a um aumento da
pressao intra-luminal, podem ser muito importantes para ati-
vacdo das MMPs, o que pode contribuir para as alteracdes
vasculares observadas neste modelo de hipertensdo. Desta
maneira, os objetivos deste trabalho foram: 1) verificar se
aumentos na expressdo e atividade destas MMPs podem
contribuir para o aumento da pressao arterial e para as alte-
racdes vasculares observadas neste modelo; 2) verificar se
aumentos nas concentracdes das EROs podem contribuir
para esta maior ativacdo enzimaética. Para isto, foi utilizada a
doxiciclina, um inibidor inespecifico de MMPs, e diferentes
tipos de antioxidantes. A atividade e expressdao das MMPs
foram avaliadas por zimografia em gel e in situ, pelo método
de captura de anticorpo e imuno-histoquimica. J4 a expres-
sd0 do RNAm da MMP-2 e do TIMP-2 foi analisada por
Real Time RT -PCR. Os parametros funcionais e estruturais
da aorta foram determinados por reatividade vascular e
morfologia, respectivamente. Por fim, as concentragoes
vasculares de EROs foram analisadas usando o dihidroetideo
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(DHE) in situ e por citmometria de fluxo. O { tratamento com
a doxiciclina atenuou o aumento da pressdo arterial nos
animais 2R- 1C (p < 0,01) e preveniu a reducao do relaxa-
mento dependente do endotélio nestes animais. Além dis-
s0, a doxiciclina preveniu aumentos na espessura da cama-
da media da aorta (p <0,01) e a deposi¢do elevada de cold-
geno e elastina. Houve um aumento significativo da ex-
pressdo e atividade da MMP-2 nas aortas destes animais
hipertensos (todos, p < 0,05) em paralelo a um aumento da
razdo da expressdo do RNAm da MMP-2/TIMP-2 (p < 0,01).
Da mesma maneira, o tratamento com ambos os antioxidantes
atenuou o aumento da pressdo arterial nos animais 2R-1C
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(ambos, p <0,05) e preveniu a reducio do relaxamento de-
pendente do endotélio pela acetilcolina. O tempol, mas ndo
o0 apocinin (p > 0,05), também preveniu o remodelamento
vascular hipertréfico observado nestes animais (p < 0,01).
Além disso, o tratamento com o tempol atenuou aumentos
na atividade e expressdo da MMP-2 (ambos, p < 0,05) em
paralelo a diminuig¢do do estresse oxidativo (p < 0,05). Estes
resultados sugerem que 1) as MMPs podem contribuir para
o aumento da pressdo arterial e para as alteragdes vasculares
observadas neste modelo experimental. 2) Aumentos nas
concentra¢des de EROs podem estar diretamente relaciona-
dos com esta atividade aumentada da MMP-2.

PARTICIPACAO DE RECEPTORES TOLL-LIKE 2 E 4, CITOCINAS E QUIMIOCINAS NA HIPERNO-
CICEPCAO MECANICA EM UM MODELO DE INFLAMACAO ARTICULAR

Ana Tereza Gomes Guerrero
Orientador: Prof. Dr. Sergio Henrique Ferreira
Tese de Doutorado apresentada em 04/12/2008

Existem evidéncias experimentais e clinicas da parti-
cipacdo de diferentes receptores e mediadores no desen-
volvimento e manutencio da artrite reumatéide Corrobo-
rando o carater multifatorial dessa patologia, cerca de 30%
dos pacientes ndo respondem a terapia anti-TNF-co.. Dessa
forma, a investigacdo dos mediadores envolvidos na pato-
génese da artrite pode contribuir para abordagens terapéu-
ticas mais eficientes. Além disso, apesar da dor articular ser
um dos sintomas clinicos mais importantes dessa doenca
devido & incapacita¢do motora ainda existe um longo cami-
nho para sua compreensdo. Dados da literatura demons-
tram a participac@o das citocinas TNF-c, IL-f3, IL-18, quimi-
ocinas KC e MIP-1q, e receptores TRL-2 e TRL-4 em qua-
dros de artrite tanto em animais quanto em humanos. Assim,
como a artrite reumatdide € caracterizada pela intensa dor
articular e infiltrado inflamatdrio cronico no tecido sinovial,
este estudo teve por objetivo investigar o efeito nociceptivo
articular e a migragao leucocitdria articular, bem como a inter-
relacdo entre esses efeitos e a hierarquia entre os mediado-
res envolvidos neste modelo de inflamag@o articular. Primei-
ramente, detectou-se que a inje¢ao intra-articular de zimosan
ou LPS induziu resposta hipernociceptiva mecénica articu-
lar. A hipernocicep¢do mecanica articular induzida por
zimosan ou LPS foi inibida pelo pré-tratamento com um an-
tagonista de receptores CXCR1/2- DF2162 e IL1Ra. Ade-
mais, a hipernocicepg¢ao articular induzida por zimosan ou
LPS foi reduzida em camundongos deficientes para o recep-
tor p55 do TNF-a, Toll-like 2, deficientes na via de sinaliza-
¢do para Toll-like 4 e molécula MyD88. Ao avaliar a migra-
¢do leucocitdria articular utilizando o método da mielopero-
xidase (MPO) observou-se redu¢do da migracdo leucocitaria

articular tanto nos tratamentos quanto nos animais defici-
entes acima mencionados. Assim, esses resultados suge-
rem uma correlag@o entre resposta hipernociceptiva articu-
lar e migracdo leucocitaria articular. Além disso, para confir-
mar a participa¢do de TNF-o, IL-f3 e KC utilizando a técnica
de ELISA foram detectadas a presenca significativa destas
citocinas nos tempos de 3-5 horas apds injecao intra-articu-
lar de zimosan ou LPS. Ademais, observou-se que o TNF-a,
IL-B e KC induziram resposta hipernociceptiva articular de
maneira dose-tempo-dependentes. A hipernocicepg¢do arti-
cular induzida pelo TNF-o., IL-§ e KC foram parcialmente
inibida pelo pré-tratamento com indometacina, guanetidina,
associacdo entre indometacina e guanetidina, IL-1Ra e
DF2162. Além disso, detectou-se que animais deficientes
para o receptor TNFRI do TNF-qi, apresentaram redugao da
resposta hipernociceptiva articular. Dando continuidade ao
estudo, foi detectado que a administragio intra-articular de
TNF-o induziu a produgio de IL-f e quimiocina KC. De
maneira complementar, as concentragdes de TNF-o e IL-
estavam elevadas nas articulagdes de animais que recebe-
ram administraco intra-articular de KC. Também foi obser-
vado que a administragéo intra-articular de IL-f induziu au-
mento das concentragdes articulares de TNF-o. e quimiocina
KC. Avaliando-se os resultados acima descritos podem-se
sugerir a participacdo de prostandides, aminas simpdticas,
TNF-o agindo via receptores TNFRI, IL-3 e KC. Em conjun-
to, os resultados acima descritos, sugerem o conceito de
que na resposta hipernociceptiva articular induzida pelo
TNF-o., IL-f3 e quimiocina KC, estas citocinas e quimiocina
estdo agindo de maneira retro-alimentativa ou se auto-regu-
lando e também precedem a liberagio dos mediadores finais
da hipernocicepg¢ao inflamatdria (prostandides e aminas sim-
paticas). O segundo objetivo deste estudo foi investigar a
existéncia de uma inter-relagdo entre o fendmeno hipernoci-
ceptivo articular e a migragdo leucocitdria articular induzidas
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pelas citocinas (TNF-a e IL-f3) e quimiocina KC. E obser-
vou-se que estes mediadores. pré-nociceptivos apresenta-
ram aumento da migragdo leucocitdria articular. Foi observa-
do que o pré-tratamento com fucoidina (inibidor da migra-
¢d0 leucocitdria) inibiu tanto a resposta hipernociceptiva
articular induzida pelo TNF-c, IL-3 e KC quanto a migragéo
leucocitdria articular induzida pelo TNF-o, IL-f3 ¢ KC. As-
sim, esses resultados sugerem uma correlacdo entre respos-
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ta hipernociceptiva articular e migrag@o leucocitaria articu-
lar induzidas pelo TNF-o., IL-§ e quimiocina KC. Concluin-
do, este trabalho contribuiu para a elucidagdo, pelo menos
em parte, dos mecanismos envolvidos na resposta hiperno-
ciceptiva articular induzida pelo zimosan (agonista toll-like
2) e LPS (agonista toll-like 4). Além de sugerir que as citoci-
nas TNF-o e IL-3 e quimiocina KC estdo agindo de maneira
retro-alimentativa neste modelo de inflamacao articular.

FISIOLOGIA

PARTICIPACAO DOS GLICOCORTICOIDES NA SECRECAO DOS NEUROPEPTIDEOS OCITOCI-
NA E VASOPRESSINA EM RESPOSTA AS ALTERACOES DE VOLUME E OSMOLALIDADE DO LI-

QUIDO EXTRACELULAR

Andréia Lopes da Silva
Orientador: Prof. Dr. José Antunes-Rodrigues
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/10/2008

A regulacdo da homeostase hidroeletrolitica € uma
funcdo mantida sob controle restrito no organismo animal.
Mamiferos respondem as alteracdes na osmolalidade do
liquido extracelular alterando comportamentos e a fisiolo-
gia do organismo. O comportamento requer regulagdo na
resposta de ingestdo de sal e dgua, através de alteracdes
no apetite ao sédio e na sede. As respostas fisiologicas
necessitam de modulacdo da excrecao renal de dgua e sédio,
0 que acontece por alteracdes nas concentragdes plasmati-
cas de hormonios antidiuréticos e natriuréticos. O principal
sistema neuroenddcrino pelo qual o cérebro mantém a ho-
meostase dos liquidos corporais € o sistema hipotdlamo-
neuro-hipofisario. Este sistema consiste de neurdnios
magnocelulares localizados no nicleo supra-6ptico do hi-
potdlamo (SON) e no ntcleo paraventricular do hipotdlamo
(PVN), sendo que seus axdnios terminam em capilares san-
guineos na neuro hipéfise. O PVN e o SON estdo direta-
mente envolvidos com o controle do balan¢o hidroeletroli-
tico, pois sdo extremamente sensiveis as alteragdes da
osmolalidade e seus neurdnios sdo células especializadas
na sintese e secre¢do de vasopressina (AVP) e ocitocina
(OT). Com o aumento da osmolalidade plasméatica mecanis-
mos sdo ativados, inibindo a ingestao de sal e induzindo a
excrecdo de sddio através da OT, e ativando mecanismos
de sede e reducio da excrecdo urindria de d4gua, mediados
pela AVP. Estas respostas sdo vistas como estressores pelo
sistema nervoso central e sao moduladas pelo eixo hipo-
tdlamo-hip6fise-adrenal (HHA). Um fator conhecido por
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participar dos efeitos dos glicocorticéides € o NF-kappa B,
podendo, entio, participar desta modula¢ao hormonal frente
as alteragdes osmoticas do liquido extracelular. Assim, este
trabalho teve por objetivo avaliar as alteragdes promovi-
das pelo estimulo osmético causado pela sobrecarga sali-
na de quatro dias (SL4) e pela restri¢ao hidrica de trés dias
(WD3), procurando avaliar a participacio do eixo HHA nes-
tas respostas. Os resultados apresentados mostram que
tanto a SL4 quanto a WD3 aumenta o sédio plasmadtico, a
osmolalidade plasmdtica, as concentragdes plasmaéticas de
OT, AVP e corticosterona e a expressdo do RNAm de AVPe
OT no SON, PVN e NH. Apés a injecdo de dexametasona
(1mg/kg, subcutaneo), as concentracdes plasmaticas de OT,
AVP e corticosterona diminuem, assim como a expressao
doRNAmde AVPe OT no SON e no PVN. A dexametasona
nao altera o sédio e a osmolalidade plasmaticos no grupo
SL4; diminui o sédio plasmaético e ndo altera a osmolalidade
plasmaética no grupo controle; e diminui o sédio plasmético
e aumenta a osmolalidade plasmatica no grupo WD3. A
dexametasona também diminui a expressdo do RNAm de
AVP, mas nio altera a expressio do RNAm da OT na NH no
grupo SL4; e diminui a expressdo de RNAm de OT e aumen-
ta a expressdo do RNAm da AVP na NH do grupo WD3. No
grupo controle, a dexametasona diminui a expressao do
RNAm da OT e da AVP na NH. Dados imunoistoquimicos
mostram que a subunidade p65 do fator de transcrigdo NF-
KB estd presente no SON e no PVN, sendo que ndo ha
alterac@o do contetdo desta subunidade no PVN e no SON
promovidos pela i desidratacao. Mas ambos os modelos de
desidratagdo diminuem a expressdo do RNAm de p65 no
SON, e a dexametasona diminui ainda mais a expressdo do
RNAm de p65 no SON e PVN nos animais I controles e com
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WD3. A expressio do inibidor do NF-kappa B, o ‘iota’kappa
B B3, estd aumentada no SON de animais SL4, e a dexameta-
sona reverte esse efeito. A dexametasona também diminui a
expressdo do RNAm do ‘iota’kappa B p no PVN de animais
SL4 e WD3. Nos animais com WD3 a expressdo do RNAm
de ‘iota’kappa B f no PVN estd diminuida; e a dexametaso-
na aumenta a expressdo do RNAm do ‘iota’kappa B 3 ape-
nas no SON destes animais. No grupo SL4 ha um aumento
da concentragdo plasmatica de IL-1 § e TNF-0, e a dexame-
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tasona reverte este efeito; ja no grupo WD3 s6 ha um au-
mento da concentra¢do plasmatica de IL-1 {3, efeito que é
revertido pela dexametasona. Em conjunto esses dados
sugerem que o eixo HHA exerce um controle sobre os
peptideos neuro-hipofisarios diminuindo sua produgao e
secrecdo ante um estimulo osmdético. Esta inibi¢do pode
estar relacionada a diminuicdo da sinaliza¢do do sistema
nervoso central, dada pelas citocinas periféricas, ou tam-
bém por uma possivel ativagdo da via do NF-kappa B.

EXPRESSAO AUMENTADA DE NPY APOS STATUS EPILEPTICUS INDUZIDO POR ESTIMULACAO
ELETRICA DO COMPLEXO AMIGDALOIDE EM RATOS : PROVAVEL PARTICIPACAO EM UM SIS-

TEMA ANTICONVULSIVO ENDOGENO

Artur Fernandes
Orientador: Prof. Dr. Norberto Garcia-Cairasco
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/10/2008

As epilepsias sdo as desordens neuroldgicas mais
comuns entre humanos e, de longe, as mais estudadas. Den-
tre elas a Epilepsia do Lobo Temporal (EL T) se destaca por
apresentar grande nimero de pacientes refratarios aos tra-
tamentos medicamentosos e apresenta como caracteristi-
cas gerais: 1) a ocorréncia de um evento gatilho que deflagra,
2) os processos epileptogenéticos responsaveis pelo surgi-
mento das, 3) crises recorrentes espontaneas (CREs). O mo-
delo animal utilizado neste estudo mimetiza as trés etapas
descritas acima e consiste na estimulagdo elétrica do com-
plexo amigdaldide e consequente estabelecimento do qua-
dro de Status Epilepticus Auto Sustentado (SEAS). Neste
modelo foram descritos dois tipos de SEAS com- gravida-
des de crises comportamentais e caracteristicas morfol6gi-
cas distintas. O SEAS-Tipico € mais grave, apresenta crises
comportamentais mais severas e um quadro de morte celular
bilateral em hipocampo e outros niicleos correlatos. O SEAS-
Deambulatério € menos grave, apresenta crises comporta-
mentais leves e perfil de mortes celulares com lesdes exclu-
sivamente unilaterais em hipocampo e ntcleos correlatos. O
objetivo do estudo foi diferenciar os dois tipos de SEAS
através de: marcadores eletroencefalograficos (EEGrafico) e
moleculares a fim de estabelecermos alguns dos possiveis
mecanismos responsdveis pela ocorréncia dos dois tipos
de SEAS. O tracado EEGréfico das crises foi avaliado atra-
vés da andlise de frequéncias sustentadas ao longo do e
tempo em HIP e AMY. Como a atividade elétrica cerebral
depende da ativacdo de grupos neuronais especificos, foi
avaliada em paralelo a expressio da proteina c-Fos, como
indicadora da atividade neuronal durante” o evento de SEAS.
Por outro lado, a ocorréncia de SEAS e a atividade neuronal
aumentada promove modifica¢des plasticas que envolvem
alteragdes em neurotransmissores, neuropeptideos, fatores
de crescimento neuronal, entre outros. Neste sentido foram

avaliadas as expressoes do fator neurotréfico derivado do
cérebro (Brain Derived Neurotrophic Factor -BDNF) e
neuropeptideo- Y (NPY), um neropeptideo produzido por
intemeur6nios inibitdrios no hilus do giro denteado (GD) do
hipocampo que apresenta a¢des anticonvulsivantes em va-
rios modelos de estudo. A andlise do eletroencefalograma
(EEG) deixou claro que durante comportamentos exploraté-
rios héd a predominincia de frequéncias sustentadas, tanto
em HIP quanto em AMY, na faixa entre 5-9 Hz. Por outro
lado, durante os comportamentos de crise, ndo importando
sua gravidade, as frequéncias sustentadas reduzem para
entre 3-5 Hz em ambos os nicleos. A andlise da atividade
neuronal através da expressao de c-Fos mostrou-se diferen-
te entre 0s animais controle e os dos grupos experimentais,
com muito maior expressio nos animais com SEAS. Foi ob-
servada expressdo de c-Fos em 17 regides cerebrais com
diferengas em cortex ipsilateral, com maior nimero de célu-
las no SEAS- T e em amigdala baso-lateral e amigdala medial
contralaterais com maior nimero de células em SEAS-D.1 0
NPY foi avaliado em trés tempos p6s-SEAS (3 h,24 he 14
dias). Em todos os tempos estudados houve diferenga entre
o niimero de células no hilus do GD entre os grupos de
SEAS e controles com maior niimero nos animais SEAS.
Entre os dois tipos de Status, de maneira geral, houve dife-
reng¢a no niimero de células com maior expressdo em SEAS-
D. A ativagdo neuronal durante o periodo de SEAS parece
nao ser o fator determinante que diferencia ambos os tipos
de Status uma vez que a expressao de c-Fos entre os grupos
é semelhante. A ocorréncia de frequéncia su~tentadas nos
diferentes comportamentos de crise foi idéntica, indepen-
dentemente de sua gravidade. Por outro lado, a expressao
de NPY foi diferente entre os grupos e parece ser um fator
importante na determinacdo da gravidade das crises nos
animais. Futuros estudos poderdo auxiliar na compreensao
da relevancia da expressdao do NPY como sendo resultado
da ativacdo de um sistema anticonvulsivo enddgeno, se
ndo for observada a ocorréncia de CREs em tempos mais
prolongados de andlis
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AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE MECANISMOS GABAérgicos, NITRERGICOS, GLUTAMATER-
GICOS E PURINERGICOS NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO (PVN) NA MO-
DULACAO AUTONOMICA BASAL E NAS RESPOSTAS CARDIOVASCULARES A ATIVACAO DO
QUIMIORREFLEXO EM RATOS NAO ANESTESIADOS

Josiane de Campos Cruz
Orientador: Prof. Dr. Benedito Honorio Machado
Tese de Doutorado apresentada em 17/12/2008

As células quimiossensiveis do corptisculo carotideo
sdo ativadas em situagdes de alteracdo na pO, do sangue
arterial. A primeira sinapse das aferéncias dos quimiorrecep-
tores periféricos ocorre no nucleo do trato solitario (NTS). A
partir do NTS duas vias autondmicas e distintas sdo ativa-
das; a via simpato-excitatdria e a via parassimpato-excitatdria,
desencadeando assim as respostas cardiovasculares a ati-
vacdo do quimiorreflexo. Além disso, sdo também geradas
respostas respiratdrias e comportamentais. Estudos farma-
coldgicos sugerem a participacao do ntcleo paraventricular
do hipotdlamo (PVN) na via simpato-excitatdria do quimior-
reflexo. O PVN € um importante centro de controle autono-
mico e neuroenddcrino. Varios trabalhos sugerem a partici-
pacdo de mecanismos GABAérgicos, nitrérgicos e glutama-
térgicos na modulagdo tonica da atividade simpéticano PVN,
sugerindo a existéncia de um balango entre os receptores
excitatorios e inibitérios no PVN sobre a modulacao tdnica
da atividade simpatica. Recentes estudos sugerem o envol-
vimento dos receptores purinérgicos do PVN na modulagdo
autondmica simpatica. O objetivo do nosso estudo foi ava-
liar a participa¢@o de mecanismos GABAérgicos, nitrérgicos,
glutamatérgicos e purinérgicos do PVN na modulag¢@o toni-
ca cardiovascular e nas respostas cardiovasculares a ati-
vacao do quimiorreflexo em ratos nio anestesiados. Para
tanto, utilizamos ratos Wistar (300-320g); canulas-guia fo-
ram implantadas em dire¢do ao PVN 4-5 dias antes dos ex-
perimentos. A artéria e a veia femoral esquerda dos animais
foram canuladas, um dia antes dos experimentos. O quimi-
orreflexo foi ativado com KCN (80 ug/0,05 ml, iv) antes e em
diferentes tempos apds a microinjecao bilateral de bicucu-
lina (antagonista GABA , ), L-NAME (inibidor néo seletivo
da enzima oxido nitrico sintase), 4cido quinurénico [KYN
(antagonista inespecifico dos receptores ionotrépicos do
L-glutamato)] e PPADS (antagonista dos receptores puri-

nérgicos P2). Realizamos também a microinjecao bilateral
do coquetel PPADS + K'YN no PVN de ratos ndo aneste-
siados. Os resultados mostraram que a microinjecao bilate-
ral de bicuculina no PVN (n=7) promoveu um aumento sig-
nificativo na PAM basal (Fs,z ,= 3; p=0,04) e na FC basal
(F5’32= 8,2; p < 0,001), contudo ndo promoveu alteracdes
significativas nas respostas pressora (F; ;.= 0,5; p=0,8) ou
bradicardica F; .= 1; p=0,7) a ativag@io do quimiorreflexo. A
microinjecdo bilateral de L-NAME (n=8) no PVN promoveu
um aumento significativo na PAM basal (F ¢ ,.=S5, p=0,0005)
e na FC basal (F(,’ 4= 3, p=0,0009), contudo ndo promoveu
alteragOes significativas nas respostas pressora (F, ,.= 0,2,
p=0,95) ou bradicardica (F ( .= 1, p= 0,45) a ativagao do
quimiorreflexo. A microinjecao bilateral do acido quinurénico
(n=6) ndo promoveu alteracdes significativas na PAM basal
(F 631= 0,9, p=0,54), FC basal (F(&: 0,6, p=0,75) ou nas
respostas pressora (F o= 1, p= 0,4) e bradicardica (F ,,=
0,8, p=0,4) a ativagdo do quimiorreflexo. A microinjegdo de
PPADS no PVN (n=6) promoveu um aumento significativo
na PAM basal (F 42— 5,p=0,04) enaFCbasal (F, ,=3,p=
0,04), contudo ndo promoveu alteragdes significativas nas
respostas pressora (F, .= 0,4, p=0,8) e bradicardica (F, | ;=
1, p=0,4) a ativagdo do quimiorreflexo. A microinje¢io do
coquetel PPADS + KYN (n=6) no PVN ndo promoveu
alteragoes significativas na PAM (F, ,, = 2, p=0,2), FC
basal (F ,,,= 1, p=0,4) ou nas respostas pressora (F, ,; =1,
p=0.4) e bradicardica (F, ,,=2, p=0,2) a ativagao do quimior-
reflexo. Concluimos que a) os receptores GABA ,, o 6xido
nitrico e os receptores purinérgicos no PVN de ratos ndo
anestesiados estdo envolvido com a modulagdo tOnica car-
diovascular, mas aparentemente nao estdo envolvidos com
as respostas cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo
em ratos nao anestesiados e b) que os receptores ionotropi-
cos de L-glutamato no PVN de ratos nao anestesiados ndo
estdo envolvidos com a modulacao tdnica cardiovascular e
também ndo parecem estar envolvidos com as respostas
cardiovasculares a ativagido do quimiorreflexo em ratos nao
anestesiados.

EXPRESSAO DE microRNAS NO SISTEMA NOCICEPTIVO DE CAMUNDONGOS

Ricardo Kusuda
Orientador: Prof. Dr. Guilherme de Aratjo Luccas
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 22/12/2008

MicroRNAs (miRs) representam uma nova classe

de RNAs ndo codificadores (ncRNA) que agem como po-
tentes reguladores da expressdo de diversos genes. A iden-
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tificacdo e caracterizagio da acdo de miRs t€m oferecido
uma visdo completamente nova dos mecanismos de regula-
¢do pés-transcricional, influenciando diversos mecanismos
celulares como diferenciacao, crescimento, apoptose, me-
tabolismo e atividade sindptica. A descoberta dos miRs e
de seus mecanismos de agdo tém alterado fundamental-
mente a nossa compreensio da fisiologia de 6rgios e siste-
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mas e da fisiopatologia de diversas doengas. A expressio
de miRs ocorre de maneira especifica nos diferentes teci-
dos, sendo que, no sistema nervoso, miRs foram descritos
no cortex, cerebelo e no mesencéfalo. Este estudo investi-
gou a expressdo de miRs no ganglio da raiz dorsal e na
coluna dorsal da medula espinal onde a informagio noci-
ceptiva € inicialmente processada. Foi analisada a expres-
sdo de miR-1, miR-16, miR-122a e miR-206 que possuem
complementaridade parcial ao gene bdnf. O BDNF (brain-
derivedneurotrophicfactor) € um fator neurotréfico respon-
savel pela manutengdo das caracteristicas fenotipicas de
diferentes populacdes neuronais no ganglio da raiz dorsal e
na coluna dorsal da medula espinal, participando tanto da
transmissdo da informagéo nociceptiva, quanto dos meca-
nismos de plasticidade neural induzidos pela lesdo de nervo
periférico ou doenca inflamatdria cronica. Utilizando RT-PCR
em tempo real, foram investigados: 1) a expressao destes

Resumos de Dissertacoes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP

miRs apds estimulagdo aguda de fibras nociceptivas do tipo
C, 2) o perfil temporal e especificidade tecidual de expressao
de miRs apds a lesdo parcial, 3) axotomia de nervo periféri-
co, e 4) durante inflamag@o cronica no ganglio da raiz dorsal
de no corno dorsal da medula espinal de camundongos. As
amostras foram normalizadas com o controle endégeno
snoR-202. Com exceg¢io do miR-122a, todos os demais miRs
encontraram-se robustamente expressos tanto no ganglio
da raiz dorsal como no corno dorsal da medula espinal. To-
dos os modelos foram capazes de induzir alteragdes na ex-
pressdo dos miRs que apresentaram ora reducdo, ora au-
mento dependendo do tecido, da duracio ou da qualidade
da estimula¢@o, caracterizando um alto grau de especificida-
de espacial e temporal no sistema nociceptivo. Nossos re-
sultados sugerem a participagio destes miRs nos. diferen-
tes mecanismos de regulacdo génica associados, tanto a
dor nociceptiva, quanto a fisiopatologia da dor cronica.

GENETICA

ESTUDO DO PROCESSAMENTO ALTERNATIVO E ANALISE DO SILENCIAMENTO DAS METIL-
TRANSFERASES ESPECIFICAS DO PISTILO DE Nicotiana Tabacum L.

Cristiane de Paula Gomes Calixto
Orientadora: Prof®.Dr®. Maria Helena de Souza Goldman
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/10/2008

A biologia da reprodugdo das plantas € uma 4rea de
crescente interesse. O pistilo € um 6rgdo de importancia
central no processo reprodutivo. A espécie Nicotiana
tabacum, linhagem Petit Havana SR-1, foi escolhida como
modelo para o estudo do pistilo, por possuir flores especia-
lizadas e grandes, apresentando todos os principais Or-
gaos facilmente identificaveis. Ha diversos genes que sao
exclusivamente expressos no pistilo. Entre estes, foi en-
contrado, por nosso grupo de pesquisa, Varios transcritos
que codificam proteinas com alta similaridade as metiltrans-
ferases do acido salicilico, jasmonico e benzdico. Os ésteres
metilados destes acidos sdo largamente difundidos no rei-
no vegetal, atuando na regulacdo do desenvolvimento da
planta, reproducio, defesa e sinalizacdo. Este trabalho vi-
sou estudar a estrutura destes transcritos e o papel da me-
tiltransferase no processo reprodutivo. Os objetivos espe-
cificos foram: 1) realizar experimentos de 5’RACE para es-
tudar a extremidade 5° completa, incluindo a regido 5’ nio
traduzida, dos diferentes transcritos da metiltransferase
expressa no pistilo; 2) realizar experimentos de 3’ RACE para
estudar a extremidade 3’ e identificar os sitios alternativos
de poliadenilagio nos diferentes transcritos da metiltrans-
ferase; 3) analisar a fun¢do das metiltransferases por meio

do estudo das alteracdes acarretadas pelo bloqueio de um
de seus transcritos, utilizando a técnica do RNAi. Os da-
dos de 5’ e 3° RACE obtidos, juntamente com os diferentes
trabalhos realizados em nosso laboratdrio, indicam que to-
dos os transcritos da metiltransferase possuem o exon 1
para iniciar a traducio, mas diferem significativamente no
restante de sua composi¢do de exons e nas escolhas dos
sitios de poliadenilagc@o. Andlises realizadas com o DNA
gendmico, confirmaram a presenga de pelo menos 2 genes
e 3 pseudogenes para a metiltransferase especifica do
pistilo. Como a linhagem Petit Havana SR-1 em estudo ¢
homozigota para a maioria dos genes, a presenca de 5 se-
quéncias distintas sugere a existéncia de duplicacdes no
genoma, durante a evolugdo deste gene. Estes genes s@o
formados por 8 exons hipotéticos, divididos em trés ou
quatro blocos de fase aberta de leitura, intercalados por
dois ou trés introns, respectivamente. Assim, com o0s resul-
tados disponiveis até o0 momento e com todas as andlises
realizadas neste trabalho, € proposto que as metiltransfera-
ses do pistilo de N. Tabacum sofrem um complexo mecanis-
mo de processamento alternativo, o que pode representar
uma vantagem adaptativa no processo reprodutivo desta
espécie. Para o estudo da fung¢@o dos transcritos da metil-
transferase especifica do pistilo, parte da regido codificadora
do clone de cDNA 046B11 foi inserida no vetor de expres-
sdo em plantas pK7TGWIWG2(I) (RNAi), resultando no
plasmideo pGC2. Este plasmideo foi utilizado para transfor-
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mar discos foliares de N. Tabacum via Agrobacterium
tumefaciens. Um total de 10 plantas transgénicas indepen-
dentes foram obtidas. A quantificagio por RT-PCR em tem-
po real demonstrou que todos os transgénicos pGC2 apre-
sentaram niveis varidveis na redu¢@o da expressao da me-
tiltransferase no pistilo. Todas as plantas presentes na casa
de vegetacdo apresentaram formacao e disposi¢io de todas
as estruturas reprodutivas corretas, quando comparadas a
plantas do grupo controle (linhagem Petit Havana SR-1).
Com relagdo as andlises do processo reprodutivo das plan-
tas transgénicas, foram observados baixa taxa de fertilida-
de em 2 plantas e baixo peso de sementes/flor em 5 plantas
(p-valor < 0,01). No entanto, estas observagdes nao foram
correlacionadas de maneira convincente ao silenciamento
da metiltransferase, pois ha a possibilidade disto ter sido
causado pelas infecgdes adquiridas pelas plantas durante
as andlises. Paralelamente a estes experimentos, a regidao 5’
regulatdria de uma das sequéncias gendmicas da metiltrans-
ferase (cerca de 2,7 kb) foi clonada no vetor pPR97, para
regular a expressdo do gene gus, resultando no plasmideo
pCC2. Este plasmideo foi utilizado para transformar discos
foliares de N. Tubacum via A. tumefaciens. Orgdos florais e
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vegetativos de 13 plantas transformadas com esta constru-
¢do foram coletados e usados para extragdo de proteina
total e realizagdo de cortes histolégicos. Os extratos foram
analisados em ensaio fluorimétrico para detecgio da ativi-
dade da proteina GUS. Os resultados mostraram que a se-
quéncia 5’ regulatdria da metiltransferase, utilizada por esse
projeto, dirigiu a expressdo do gus na antera de 12 das 13
plantas transgénicas analisadas. Em 9 dessas mesmas 12
plantas também foi detectada expressdo de gus no pistilo,
como era esperado. O ensaio histoquimico de duas plantas
pCC2 mostram que a expressdo no pistilo ocorre nos teci-
dos vascular e transmissor, € que na antera ocorre no
estdmio, tecido vascular e graos-de-pdlen. A expressao do
gene gus na antera das plantas transgénicas foi inespera-
da. Este trabalho sugere que os diferentes transcritos das
metiltransferases especificas do pistilo de N. Tabacum pos-
suem uma importante fungdo bioldgica nesta espécie. No
entanto, experimentos de silenciamento génico ainda ndo
foram conclusivos para se desvendar suas fungdes na re-
producdo. Assim, experimentos adicionais sdo necessarios
para elucidar o papel do gene da metiltransferase na biolo-
gia da reproducio de N. Tabacum.

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES EM RESPOSTA A LIMITACAO DE FOSFATO INORGANICO
NO FUNGO FILAMENTOSO Neurospora Crassa: ANALISE FUNCIONAL DOS GENES preg E nuc-1

Juliana Leal
Orientador: Prof.Dr. Antonio Rossi Filho
Tese de Doutorado apresentada em 09/10/2008

O sistema de aquisi¢@o de fosfato inorgéanico (Pi)
em N. Crassa é mediado por quatro genes regulatérios:
nuc-2, preg, pgov e nuc-1. Quando o Pi é limitante, NUC-2
inibe a acdo do complexo PREG-PGOYV, permitindo o trans-
porte do fator de transcricdo NUC-1 para o nucleo e a ex-
pressdo de fosfatases Pi-repressiveis. No presente estudo,
foi investigado o perfil de expressdo génica das linhagens
mutantes pregC e nuc-1RIP cultivadas em pH alcalino e
acido, sob condicdes de limitagdo de Pi. O objetivo desse
trabalho foi contribuir para o entendimento da resposta
adaptativa a limitacdo de Pi e identificar genes regulados
pelaciclina PREG e pelo fator de transcrigdo NUC-1. Utili-
zando as técnicas de Differential Display (DDRT-PCR) e
Hibridagdo Subtrativa Supressiva (SSH) foram isolados
transcritos diferencialmente expressos nas linhagens
mutantes pregC e nuc-1RIP cultivadas em Pi-limitante, pH
7.8 e 5.4. Dentre os genes diferencialmente expressos na
linhagem mutante pregC que tiveram sua expressao valida-
da por Northern Blot, estdo transcritos similares a genes
que codificam para ubiquinona C-metiltransferase, envol-
vida na biossintese de coenzima Q; iso-orotato decarboxi-
lase, implicada na via de reciclagem de pirimidinas
(thymidine salvage pathway), uma via alternativa a via de
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biossintese de novo de pirimidinas; galactose-1-fosfato
uridililtransferase, a qual atua convertendo galactose-1-
fosfato e UDP-glicose em glicose-1-fosfato e UDP-
galactose. Por outro lado, dentre os genes com expressao
diferencial na linhagem mutante nuc-1RIP, os quais tive-
ram a expressio confirmada, estdo aqueles que codificam
para as seguintes proteinas: hexagonal-1, principal compo-
nente dos corpos de Woronin; proteina de choque térmico
HSP70, a qual atua como chaperona numa variedade de
processos celulares; proteina carreadora de ADP/ATP, res-
ponsdavel pela importacio de ADP presente no citosol e
exportacdo de ATP para fora da matriz mitocondrial; prote-
inas ribossomais LL16 e .30, envolvidas na biossintese de
ribossomos; proteina da via biosintética de tiamina NMT-
1, implicada na biossintese de tiamina; proteina bifuncional
ARG]J, a qual participa da biossintese de arginina; guanilato
quinase, envolvida na via de reciclagem de purinas (guanine
salvage pathway), uma via alternativa a via de biossintese
de novo de purinas. Além disso, genes como hsp-70 apre-
sentaram expressao alterada na linhagem mutante pacCKO
cultivada em pH 4cido. Estes resultados revelam novas vias
metabdlicas envolvidas na resposta adaptativa a limitacdo
de Pi e refor¢am a existéncia de uma convergéncia entre o
sistema de aquisicdo de Pi, o circuito regulador do pH e o
metabolismo de nucleotideos. Além disso, esses resulta-
dos indicam que o fator de transcricio PACC também tem
funcdes metabdlicas em pH acido.
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IDENTIFICACAO DE GENES REGULADOS PELO MECANISMO DE METILACAO DURANTE A
EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E NA FASE INICIAL DA OSTEOGENESE

Patricia Santos Pereira Lima
Orientador: Prof.Dr. Wilson Aratjo da Silva Junior
Tese de Doutorado apresentada em 13/10/2008

A medula éssea de adultos contém células-tronco
mesenquimais (CTMs) que atuam na regeneracio dos teci-
dos mesenquimais tais como dsseo, cartilaginoso, adiposo
e muscular, além de ligamentos e tenddes. Essas caracteris-
ticas elegem as CTMs como excelentes candidatas para o
uso nos protocolos de medicina regenerativa. Os aspectos
moleculares que governam a regulacio para cada via de
diferenciagdo sdo uma area de investigagcao ainda em estu-
do e a identificag@o de genes cuja expressao promova, por
exemplo, a diferenciagio osteoblastica ou iniba a diferenci-
acdo em outros tipos celulares é uma estratégia amplamen-
te utilizada no esforco para a compreensao dos processos
moleculares envolvidos na diferenciagdo tecidual. O obje-
tivo deste estudo ¢ identificar genes regulados pelo meca-
nismo de metilagdo durante a expansao e a diferenciacio
inicial em osteoblastos das CTMs. As CTMs foram obtidas
da medula 6ssea de dois diferentes doadores, expandidas e
tratadas por quatro dias com o agente demetilante 5-aza-2"-
deoxicitidina. A diferenciagdo osteogénica foi estimulada
por sete dias, sendo os quatro tltimos dias de tratamento.
Todos os experimentos foram realizados com seus respec-
tivos controles. Ao final dos quatro dias de tratamento, as
células foram coletadas para extracdo de RNA e DNA. Para
a identificacio de genes com expressiao aumentada apés o

tratamento foi utilizada a plataforma de microarrays
CodeLink. A validacdo da expressio dos genes seleciona-
dos foi realizada por RT-PCR em tempo real e o padréo de
metilacao da regido promotora dos genes foi analisado por
sequenciamento ap6s a modificagdo do DNA pelo bissulfito
de sodio. Trés genes de cada etapa foram selecionados
para a andlise: os genes FBLN2, LAMB?2 e ADFP na expan-
sdo e na diferenciagdo foram selecionados TBKBPI,
ARHGEF17e ALPL. Os genes SAA2 e MMP?7, cuja expres-
sdo aumentou durante a diferenciagio (amostras controle),
também foram selecionados. A expressao de todos os genes
foi validada por qRT-PCR embora, em muitos casos, a dife-
renca de expressdo entre as amostras tratada e controle
tenha sido maior pela metodologia do microarray. No en-
tanto, a expressio destes genes nas amostras de diferentes
individuos foi semelhante, com excecao para os genes ADFP
e ALPL. A andlise de metilagcdo na ilha CpG dos genes
FBLN2, LAMB2, ADFP e ALPL revelou a presenca de
metilacdo apenas na ilha CpG do gene FBLN2. A diminui-
¢do na densidade de metilagdo do gene FBLN2 favoreceu o
aumento da sua expressdo, embora a metilacdo ndo pareca
ser o Gnico mecanismo responsdvel pela expressdo deste
gene. O aumento da expressdo de genes que codificam para
componentes da matriz extracelular (FBLN2, LAMB2, SAA2
e MMP?7) e de genes relacionados a diferenciacio celular
(ADFP e ALPL) assim como o perfil destas expressdes aps
os sete dias de diferenciacido em osteoblastos, indicam que
a hipometilacdo favorece a diferencia¢do das CTMs.

POLIMORFISMOS DOS GENES XRCCI E XRCC3 E A RESPOSTA AOS DANOS INDUZIDOS NO
DNA PELO ETOPOSIDO EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA

Ana Claudia Teixeira
Orientador: Prof®.Dra®. Catarina Satie Takahashi
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/10/2008

Apesar de intensivos estudos e substanciais pro-
gressos no entendimento dos fatores de risco e suscetibi-
lidade ao cincer de mama (CM), esta neoplasia permanece
como importante causa de morte entre mulheres. Idade, his-
téria familiar, menarca precoce, menopausa tardia, ocorrén-
cia da primeira gravidez apds os 30 anos e da nuliparidade
constituem fatores de risco. Além disso, polimorfismos nos
genes envolvidos no reparo de danos no DNA, como os
genes XRCCI e XRCC3, podem contribuir para o aumento
da suscetibilidade ao CM. Os objetivos do presente traba-
lho foram avaliar pelo Teste do MN e Ensaio Cometa os
danos basais e a resposta celular aos danos induzidos, in
vitro, no DNA pelo quimioterdpico Etoposido em pacientes

com CM, virgens de qualquer tipo tratamento e em mulhe-
res saudaveis utilizadas como controles e além disso, esta-
belecer as frequéncias dos polimorfismos nos genes XRCC1
e XRCC3 na amostra de pacientes com CM e em mulheres
saudaveis e associagdo destes dois polimorfismos com a
suscetibilidade ao CM. No Teste do MN, foi observada
uma sensibilidade maior do grupo de pacientes aos danos
induzidos pelo Etoposido. O Ensaio Cometa mostrou que
pacientes e mulheres sauddveis respondem de modo seme-
lhante ao tratamento com o Etoposido. Também foi obser-
vado que pacientes acima de 45 anos apresentaram um grau
maior de sensibilidade aos danos induzidos pelo Etoposido
na concentracdo de 25 uM quando comparadas com pa-
cientes abaixo de 45 anos avaliadas no Ensaio Cometa.
Quanto ao habito tabagista, este se mostrou um fator de
contribui¢do ao aumento de sensibilidade a inducdo de
danos pelo Etoposido no Ensaio Cometa no grupo de mu-
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lheres saudaveis, para os tratamentos com esta droga nas
concentracdes de 10 e 25 uM. Na andlise molecular, o alelo
variante 24/ Met do gene XRCC3 mostrou-se mais frequen-
te no grupo de pacientes tanto na amostra estudada na
andlise citogenética quanto na amostra estudada na anéli-
se molecular, sugerindo uma diminuic¢io da capacidade de
reparo destas pacientes, o que poderia conferir um risco
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aumentado ao CM. Quanto ao héibito tabagista, somente
as pacientes nao fumantes, portadoras do alelo 241Met do
gene XRCC3, possuem um risco aumentado para o CM.
Nio foi encontrada associac@o do polimorfismo Arg399Gin
do gene XRCCI com o risco a0 CM mesmo quando associ-
ado a fatores de risco como habito tabagista e a presenga
de familiares com cancer.

INFLUENCIA DA HIPERGLICEMIA NOS NiVEIS DE DANO NO DNA E NA EXPRESSAO DE GENES
DE DEFESA AO DANO OXIDATIVO EM PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 2

Danilo Jordao Xavier
Orientadora:Prof*.Dr”. Elza Tiemi Sakamoto Hojo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/10/2008

O Diabetes € uma das maiores causas de mortalida-
de no mundo, chegando a afetar cerca de 150 milhdes de
pessoas atualmente, sendo que esse nimero tende a au-
mentar, principalmente devido a obesidade, fator intima-
mente relacionado ao Diabetes Mellitus tipo 2 (DM?2). En-
tretanto, o desenvolvimento da doenca depende de diver-
sos fatores de risco, tanto genéticos quanto ambientais,
que ainda necessitam ser elucidados. Uma caracteristica
marcante dos pacientes diabéticos € um alto nivel de es-
tresse oxidativo, resultante principalmente da hiperglicemia
e diminuicdo da defesa anti-oxidante. No presente traba-
lho, foi proposta a detec¢io dos niveis de dano no DNA
pelo ensaio do cometa, assim como comparar os niveis de
expressdo de genes relacionados com a defesa, sinalizacao
e reparo do DNA em resposta ao estresse oxidativo (ATM,
ATR,SODI1,0GGI1,XRCCI,APEXI e FENI) em pacientes
DM2 hiperglicémicos (PAH) e ndo hiperglicémicos (PANH).
Adicionalmente, o mesmo estudo foi realizado em pacien-
tes DM2, cujas amostras foram coletadas em dois momen-
tos: antes (PI) e ap6s (PPI) um periodo de internagdo (sete
dias) para compensac¢do da doenca e normalizacio dos ni-
veis glicEémicos, comparativamente ao grupo controle. Na
andlise pelo ensaio do Cometa, o grupo PAH apresentou
niveis significativamente (p<0,05) maiores de danos no DNA
em relacdo ao grupo PANH, sendo que o dltimo apresentou

niveis de dano semelhantes ao grupo controle, demons-
trando que a hiperglicemia € o principal fator na indugio do
estresse oxidativo em pacientes DM2. Com relacdo aos
pacientes submetidos a internacao por 7 dias, o grupo PPI
apresentou niveis significativamente (p<0,05) menores de
dano em relacdo ao grupo PI, embora estes tenham se apre-
sentado acima dos observados para o grupo controle. A
andlise por qRT-PCR revelou perfis de expressdo génica
diferenciados entre os grupos de pacientes estudados,
embora as diferencas ndo tenham sido estatisticamente sig-
nificativas. Observou-se uma repressdo de genes de repa-
ro e de sinalizacdo (ATM, ATR, OGGI1, XRCCI, FENI e
APEX]) nos grupos PAH e PI, que apresentaram altos ni-
veis de danos no DNA. Esse resultado pode apresentar um
significado biolégico relevante, sendo que na literatura,
foram relatados resultados compativeis com o estado de
repressdo transcricional de alguns desses genes, como 0s
genes ATM e ATR. Os resultados obtidos demonstram a
influéncia da hiperglicemia na indugio de dano oxidativo
no DNA. Além disso, os dados acerca da expressao génica
sugerem que pacientes DM2 regulam diferencialmente
genes envolvidos com os processos de defesa, sinalizacdo
e reparo do DNA em resposta ao estresse oxidativo, o que
pode estar relacionado com os niveis de dano observados
em cada grupo analisado. Os mecanismos envolvidos na
regulacdo desses processos sao complexos e ainda neces-
sitam ser elucidados, mas os dados do presente trabalho
mostram informacdes relevantes que podem contribuir na
compreensdo desses mecanismos.

DESEQUIL{BRIOS CROMOSSOMICOS EM NOVE CASOS DE OSTEOSSARCOMA DETECTADOS
ATRAVES DE HIBRIDACAO GENOMICA COMPARATIVA (CGH)

Angel Mauricio Castro Gamero
Orientador: Prof.Dr. Luiz Gonzaga Tone
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/10/2008

O osteossarcoma (OS) € o tumor ¢sseo maligno mais
frequente da infancia e adolescéncia com uma taxa de so-
brevida livre de eventos de 50 — 70% ap6s 3 anos. O pico de
incidéncia ocorre na segunda década da vida, caracteristi-
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ca que sugere uma relacdo entre o rdpido crescimento Os-
seo da adolescéncia e o desenvolvimento da neoplasia.
Ainda, o conhecimento das bases genéticas ¢ insuficiente.
Estudos de citogenética clédssica t€ém demonstrado que o
OS caracteriza-se por exibir alta heterogeneidade cariotipica,
incluindo altos graus de aneuploidia e rearranjos estrutu-
rais complexos. A técnica de CGH constitui uma ferramenta
valiosa na analise do perfil gendmico de tumores sélidos, e
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tem confirmado a complexidade das alteragdes cariotipicas
em OS, descrita pela citogenética convencional. Ndo
obstante, os estudos existentes sdo divergentes, € poucos
tém estudado as informacdes obtidas por CGH em relacio
com a progressdo tumoral. O objetivo do presente estudo
foi identificar a presenca de desequilibrios cromossomicos
em amostras de OS por meio da técnica de CGH. Os experi-
mentos de CGH foram realizados de acordo com o descrito
por Kallioniemi et al (1994). Foram analisadas nove amos-
tras (3 bidpsias, 5 resseccoes apds quimioterapia e 1 metas-
tase). O CGH detectou desequilibrios cromossdmicos em
todas as amostras. Os ganhos foram mais frequentes que
as perdas. Muitas alteracdes cromossdmicas foram obser-
vadas, especialmente ganhos nos cromossomos 1q, 2, 3p,
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4,5p,6,7,8, 11p, 14q, 16, 21q e X; e perdas nos cromosso-
mos 1p, 2q, 3q, 5q, 9q, 11q e 17q. As regides minimas de
sobreposi¢do mais frequentes foram ganhos de 2p13-p14,
2q36-q37,4q21 e 8p22, e perdas de 1p34.2,3q22-q23 e 3q24.
Trés pacientes apresentaram amostras pareadas, e as alte-
racdes cromossOmicas detectadas foram muito variadas,
refletindo a heterogeneidade cromossdmica intratumoral em
cada caso. A mais alta divergéncia clonal entre as amostras
pareadas foi observada entre a amostra de resseccio e a
amostra metastatica correspondente, mostrando a comple-
xidade cromossOmica adquirida durante a progressio e
metastatizacdo no caso descrito. Ainda sdo necessdrias
investigacdes adicionais, que contribuiam para a caracteri-
zagdo completa dos genes localizados nessas regides.

BUSCA DE INIBIDORES NATURAIS CONTRA O VENENO DE Apis mellifera

Daniel Macedo de Melo Jorge
Orientadora: Prof*.Dr®. Silvana Giuliatti
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/10/2008

Os insetos s30 0s mais numerosos animais encon-
trados no mundo, com mais de 675 mil espécies conheci-
das. Pertencentes a ordem Hymenoptera, da superfamilia
Apoidea, as abelhas sdo encontradas distribuidas em apro-
ximadamente 20 mil espécies. No Brasil estima-se que exis-
tam 1.700 espécies. Uma das principais espécies € a Apis
mellifera, com ocorréncia cosmopolita. A Apis mellifera,
popularmente conhecida como abelha africanizada, € agres-
siva, enxameia varias vezes ao ano e utiliza uma grande
variedade de locais para nidificar. Esse comportamento au-
menta o contato direto entre o inseto e a populagdo, au-
mentando o nimero de acidentes. Os acidentes com abe-
lhas representam um problema de satde ptiblica em diver-
sos paises do mundo pela frequéncia com que ocorrem e
pela mortalidade que ocasionam. O presente estudo pro-
poe a busca por inibidores naturais contra o veneno de
abelhas. Um sistema e uma base de dados foram desenvol-
vidos para a integracio entre dados de plantas medicinais
antivenenos e os venenos de abelhas. As atividades anti-
hemorragica, anti-proteolitica, anti-miot6xica, anti-fosfoli-

pase e anti-edema de plantas medicinais antiveneno foram
analisadas por meio de ensaios farmacoldgicos. As possi-
veis interacdes entre as toxinas Melitina e Fosfolipase A2
com inibidores foram avaliadas, através do docking virtu-
al. O banco de dados, denominado Bee Venom, foi imple-
mentado e os dados de bancos de dados publicos foram
inseridos no sistema. O sistema foi liberado para acesso
publico no enderego eletronico http://gbi.fmrp.usp.br/
beevenom/. Durante a andlise da proteina Melitina foram
encontradas as regides da proteina em que os possiveis
inibidores devem interagir e identificadas as propriedades
quimicas que os inibidores devem possuir para interagir
corretamente com a Melitina. Nas analises in silico foi pos-
sivel identificar 10 possiveis inibidores que interagiram
corretamente com o sitio ativo da Fosfolipase A2. Algumas
espécies do Banco de Germoplasma da FMRP/USP foram
obtidas e utilizadas nos experimentos de atividade fosfoli-
pésica indireta e de Edema, sendo possivel observar inibi-
¢do do veneno total e da proteina Fosfolipase A2. Os com-
postos sintéticos e inibidores avaliados ndo causaram ini-
bicdo em todos os experimentos avaliados. Ja as plantas
obtidas no laboratério de Toxinas Animais e Inibidores
Naturais e Sintéticos causaram inibi¢do do veneno total e
da proteina Fosfolipase A2.

ASPECTOS MOLECULARES DA EVOLUCAO DO GENE DARC EM PRIMATAS

Thiago Yukio Kikuchi Oliveira
Orientador: Wilson Aratjo da Silva Junior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/12/2008

Genes envolvidos com a intera¢do hospedeiro-pa-
togeno sao fortemente afetados pela selecdo natural posi-
tiva. O gene codificante do antigeno sanguineo Duffy, tam-

bém conhecido como DARC (Duffy Antigen Receptor for
Chemokines), tem um importante papel na invasdo dos eri-
trécitos pelos parasitas causadores da malaria, Plasmodium
vivax em humanos e Plasmodium knowlesi em outros
primatas. A estrutura do gene DARC ja € conhecida, estan-
do este presente na regido 1q22—q23 do cromossomo 1, e
sendo composto por dois éxons separados por um grande
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intron. Em uma populagao africana a dele¢cio de um
nucleotideo no dominio GATA-1 da regido promotora do
gene € responsavel pela ndo expressdo de DARC nos eri-
trécitos e pela resisténcia a invasdo pelo P. vivax. Além
disso, o antigeno DARC age como um receptor promiscuo
de quimiocinas, sendo expresso nos eritrdcitos, células
endoteliais de vénulas e outros tecidos. Devido a esse pa-
pel dual, no presente estudo sequenciou-se regides
homdlogas do gene DARC em macacos do Novo e Velho
Mundo e utilizando métodos estatisticos procurou-se indi-
cios da selecdo natural positiva na sua histéria evolutiva.
Nenhuma nova mutagao foi encontrada no promotor ou na
regido codificante. As drvores filogenéticas pelos métodos
de maxima parcimOnia, mixima verossimilhanc¢a e neighbor-
join apresentaram topologias semelhantes com trés grande
clados monofiléticos reconheciveis e com a espécie Macaca
fascicularis apresentando um perfil polifilético. O teste de
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selecdo positiva pelos métodos de Nei-Gojobori, maxima
verossimilhanga por ramos e maxima verossimilhanga por
sitios n@o demonstraram, estatisticamente, a a¢do da sele-
¢do positiva sobre o gene DARC. Porém, o teste de mixima
verossimilhanga por sitio em dominios demonstrou que
existem regides do gene DARC sujeitas a diferentes pres-
sOes seletivas, mas também falhou em detectar a assinatura
da selecdo positiva. Os resultados indicam a presenca da
selecdo darwiniana sobre a regido de ligacdo do P. vivax,
porém os testes de maxima verossimilhanca utilizados, apa-
rentemente, nao possuem poder suficiente para detectar a
sua assinatura. Além disso, os resultados sugerem que a
regido de ligagdo do P. vivax estd sob influéncia de duas
pressdes seletivas antagdnicas (selecdo positiva exercida
pelo parasita e selecdo purificadora exercida pelas quimio-
cinas) o que pode, também, explicar a nao detec¢ao da sele-
¢do positiva.

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA NO DERMATOFITO Trichophyton rubrum MIMETIZANDO A
INFECCAO in vitro: PH E DIFERENTES FONTES DE CARBONO REGULANDO GENES

Fernanda Cristina de Albuquerque Maranhao
Orientador: Nilce Maria Martinez Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 12/12/2008

Dermatéfitos sdo fungos filamentosos com a habili-
dade de invadir substratos queratinizados e causar derma-
tofitoses em humanos e animais, penetrando profundamen-
te apenas em hospedeiros imunocomprometidos. Tricho-
phyton rubrum é um fungo antropofilico e cosmopolita, o
mais comum agente de micoses superficiais, que usa com-
ponentes celulares como proteinas e lipideos apds uma es-
pecifica regulagio de sua expressao génica governada pelo
pH ambiente e sensoriamento celular. A viruléncia de T.
rubrum é relacionada com a secre¢@o de enzimas proteoliti-
cas, um importante fator determinante na invasao, utilizagio
e subsequente disseminacdo através do estrato cérneo. O
objetivo desse estudo foi identificar através de Hibridiza-
¢do Subtrativa Supressiva (SSH) genes de T. rubrum prefe-
rencialmente expressos durante o crescimento na presenga
de queratina e lipideos, quando 7. rubrum degrada fontes
de carbono tipicamente encontradas em células epidérmi-
cas. Inicialmente, nés avaliamos as mudancas no pH extra-
celular durante seu crescimento em queratina e lipideo (de-
poisde 6, 12,24,48,72he 7 dias) em pH inicial 5,0, onde foi
observado um gradual aumento do pH basal sob ambas as
condi¢des de teste, comparado com a condi¢@o glicose (con-
trole). Também identificamos 576 transcritos de 7. rubrum
diferencialmente expressos por SSH usando conidios culti-
vados por 72 h em queratina como teste e em glicose como
controle. Os genes de T. rubrum ativados codificam protei-
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nas putativas que foram validadas por cDNA dot-blot e
northern blot, mostrando similaridade com proteinas
fingicas envolvidas no metabolismo bdsico, crescimento e
viruléncia, p. ex., transportadores ABC-MDR, MFS e ATPase
de cobre, permease, NIMA interactive protein, poliproteina
Gag-Pol, fatores de viruléncia subtilisinas serino-proteases
(Sub 3 e 5) e metaloproteases (Mep 3 e 4) e Hsp30. Adicio-
nalmente, entre os 762 clones obtidos na biblioteca da con-
digdo lipideo (72 h), 80 transcritos superexpressos foram
confirmados por cDNA dot-blot, revelando 14 unigenes si-
milares a proteinas de vérios organismos patogénicos, como
glicoproteina 43 kD, transportador MDR, proteina G, quitina
sintase e serino/treonina fosfatase. Transcritos do gene
TruMDR?2, codificador de um transportador ABC, foi isola-
do tanto na presenca de queratina quanto em lipideo, e a
andlise da linhagem mutante ATruMDR?2 de T. rubrum mos-
trou uma reducio na atividade infectante, caracterizada pelo
baixo crescimento em unhas humanas comparada com o tipo
selvagem. A alta expressao de transportadores por T. rubrum
em condicdes que mimetizam a infec¢o e a redugao na viru-
léncia de ATruMDR?2 durante o modelo in vitro sugerem
que transportadores estdo envolvidos na patogenicidade
de T. rubrum. Outro linhagem mutante (ApacC-1) com um
nocaute no gene pacC que codifica um fator de transcricio
regulado pelo pH local, mostrou a expressdo de proteases
(Sub 3 e 5 e Mep 4) diminuida apds o crescimento em
queratina em comparacao com o tipo selvagem em andlises
de northern blots. Essas proteases tem uma atividade 6tima
em pH alcalino, e nossos resultados indicam uma regulagao
defectiva do gene pacC de T. rubrum na ativagdo de
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proteases. Em conclus@o, através do uso de SSH foi possi-
vel identificar genes de 7. rubrum ativados apds tratamen-
tos especificos, o que sugere a importancia dos mesmos na
interagdo dermatofito-hospedeiro, instalagdo e manuten-
¢do da doenca. Esses resultados disponibilizam novos da-

Resumos de Dissertacoes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP

dos sobre T. rubrum que levardo a um melhor entendimen-
to dos mecanismos moleculares envolvidos no crescimen-
to, metabolismo geral e patogenicidade, e também auxiliar
na identificacdo de novos e efetivos alvos de drogas para
dermatofitos.

GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

DIAGNOSTICO DO FATOR RHD UTILIZANDO A REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE CON-

VENCIONAL

Conrado Milani Coutinho
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Duarte
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/10/2008

A aplicacdo dos métodos de biologia molecular tem
acrescentado beneficios aos métodos convencionais de diag-
néstico do grupo sanguineo Rhesus (Rh). Alguns estudos
evidenciaram a superioridade pratica da genotipagem RhD
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em relagdo as técni-
cas de identificac@o do fenétipo dos antigenos do grupo Rh
obtidas pela hemaglutinacgao. Esta andlise molecular tem sido
realizada utilizando-se véarias sequéncias cromossdmicas e
diferentes tipos de técnicas. O grupo Rh contém dois genes
homélogos, um codificando o antigeno D e o outro os
antigenos C/c e E/e. Os objetivos deste projeto foram: 1)
Detectar a presencga de sequéncia RhD especifica dos indi-
viduos Rh positivo; 2) Comparar a presenca/auséncia des-
tas sequéncias com o grupo sanguineo detectado pela he-
maglutinacdo e calcular a sensibilidade e a especificidade
da PCR. Para cumprir estes objetivos, foram analisadas amos-

tras de DNA extraidas de sangue periférico de 23 individuos
(4 homens e 19 mulheres) Rh positivo (11) e negativo (12)
para amplificacdo de sequéncias dos genes RhD e RhCE
utilizando a técnica de PCR convencional. Nestas amostras,
a comparagdo dos resultados da PCR com os da hemagluti-
nacdo demonstrou total concordancia entre os testes. A
sensibilidade do método foi avaliada pela realizagdo da PCR
em amostras de sangue Rh positivo diluidas em dgua e em
sangue Rh negativo, amplificando o DNA na concentracao
de até 4 pg/ul. Estes resultados indicaram que a técnica de
PCR mostrou-se efetiva no diagnéstico da genotipagem do
fator Rh, vislumbrando-se a possibilidade de sua utilizacao
em outros tecidos de origem émbrio-fetal para orientacao de
diagnostico fetal invasivo e do uso profilatico da imunoglo-
bulina anti-D apenas nos casos de incompatibilidade Rh
materno-fetal. Adicionalmente, indicaram que havendo me-
lhora da sensibilidade desta técnica serd possivel detectar
quantidades objetivamente menores de DNA fetal na circu-
lagdo materna, fundamentando um importante passo rumo
ao diagnéstico do fator Rh fetal por técnica nio invasiva.

INFLUENCIA DA ENDOMETRIOSE SOBRE A RESPOSTA OVARIANA EM CICLOS DE REPRODU-
CAO ASSISTIDA: PROVAVEL ASSOCIACAO COM PREJUIZO DO DESENVOLVIMENTO FOLICU-

LAR, MAS NAO DO pool DE RESERVA

Bruno Ramalho de Carvalho
Orientadora: Prof®. Dr*. Ana Carolina J. de S4 Rosa e Silva
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/10/2008

Introducao: A avaliagio dareserva ovariana em re-
producio assistida (RA) busca identificar mulheres em que
a exaustao folicular determine as dificuldades reprodutivas.
Além da idade, a presenca de causas outras de subfertilida-
de, como a endometriose (EDT), implica interferéncias ne-
gativas potenciais sobre a resposta ovariana.

Objetivo: Avaliar a reserva folicular ovariana de
mulheres subférteis portadoras de endometriose e determi-
nar o melhor preditor de ma resposta em RA.

Métodos: Foram analisados 87 ciclos de RA em mu-
lheres com idade inferior a 40 anos, ciclos menstruais regu-
lares, sem patologias enddcrinas e com ambos os ovarios,
sendo 30 ciclos em portadoras de EDT (casos) e 57 ciclos
em mulheres subférteis por fator masculino exclusivo (con-
troles). A reserva ovariana foi inferida pelas dosagens basais
dos hormonios anti-miilleriano (AMH) e foliculo estimu-
lante (FSH), a contagem de foliculos antrais pequenos (CFA)
e a medida do volume ovariano médio (VOM). Curvas
Receiver Operating Characteristic (ROC - AUC) foram
tragadas para avaliacdo da capacidade discriminatdria de
cada teste em identificar ma resposta.

Resultados: Pacientes com EDT apresentaram
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FSH basal significativamente maior em relacéo aos contro-
les (9,13 £5,09 mUI/mL vs. 6,28 +£ 2,45 mUI/mL; p < 0,05),
sem diferengas para AMH, CFA e VOM. O niimero total de
odcitos aspirados foi menor na EDT em relacio aos contro-
les (5,33 +£3,43 vs. 8,28 + 5,8; p < 0,05) e correlacionou-se
significativamente com o AMH em ambos os grupos (EDT:
r=0,61; Controles: r=0,58; p<0,0001). O FSH basal apre-
sentou correlacdo significativa com o total de odcitos aspi-
rados apenas na EDT (r=-0,48; p<0,01); também na EDT, o
AMH basal foi o marcador individual com melhor potencial
discriminatério para ma resposta (AUC = 0,875), seguido
de FSH basal (AUC =0,682) e VOM (AUC = 0,665), en-
quanto no grupo controle, o AMH foi o melhor marcador
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(AUC=0,8372), seguido do VOM (AUC =0,709) e da CFA
(AUC=0,686).

Conclusdes: O FSH basal foi significativamente
maior nas pacientes subférteis com EDT e correlacionou-
se com a resposta em RA apenas nas portadoras da doen-
¢a. O AMH basal foi o marcador com o melhor potencial
discriminatério de mé resposta, independentemente da pre-
senca da endometriose. CFA e VOM nio se apresentaram
como bons preditores de m4 resposta. Sendo assim, a as-
sociacdo entre endometriose e subfertilidade deve estar
vinculada a alteragdes do crescimento/desenvolvimento
adequado do foliculo ovariano e nfo a prejuizos sobre a
reserva folicular gonadal propriamente dita.

PERFIL DA SECRECAO DE PROGESTERONA EM RATAS NO PROESTRO: UMA NOVA PROPOS-
TA PARA O CONTROLE DO PICO PRE-OVULATORIO DE LH

Fernanda Vieira Rodovalho Callegari
Orientadora: Prof®. Dr*. Janete A. Anselmo Franci
Tese de Doutorado apresentada em 04/12/2008

A ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH no
proestro depende da pré-exposicao aos estrégenos segui-
da da acdo aguda da progesterona, hormdnio responsavel
pela deflagrag@o e amplitude desse pico. No entanto, a ori-
gem da progesterona durante essa fase do ciclo ainda é
incerta. Enquanto alguns estudos sugerem que a adrenal
contribui significativamente para secre¢do de progestero-
na nesse periodo, outros apontam a ovario como a fonte
principal. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi estu-
dar o perfil e a origem da secrecdo de progesterona durante
o proestro e a sua relagdo com o pico pré-ovulatério de LH.
Para tanto, as 7h da manha do proestro ratas Wistar adultas
foram submetidas apenas a canulacio da veia jugular (con-
trole) ou a esse procedimento seguido pela cirurgia ficticia
de retirada do ovério e adrenal (Sham), ou pela ovariecto-
mia (OVX) ou pela adrenalectomia (ADX). Amostras san-
guineas foram coletadas a cada 15 minutos das 11h00 as
13h45 para dosagem de progesterona, estradiol e corticos-
terona e a cada hora das 14h as 1%h para dosagem desses
trés hormonios e do LH. Adicionalmente, 7 dias depois da
ovariectomia, ratas foram tratadas com 6leo milho (OVO)
ou 17-B-estradiol (OVE) por 3 dias consecutivos, para com-
preender melhor o padrdo de secrecdo de progesterona pela
adrenal e verficar essa secrecdo se essa secrecao poderia
ser modulada pelos estrégenos. Um, dois ou trés dias de-
pois da dltima injecdo amostras de sangue foram coletadas
conforme descrito acima. No proestro, nenhuma diferenga
significativa foi detectada entre os grupos controle e Sham
em relagc@o ao nimero de animais que apresentaram o pico
pré-ovulatério de LH, ao ndmero de odcitos presentes nos
ovidutos na manha do estro, bem como as concentracdes
plasméticas de LH, progesterona, estradiol e corticostero-
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na, sendo os dados referentes a esses dois grupos apre-
sentados em um tnico grupo denominado Controle. A se-
crecdo de estradiol foi similar nos grupos Controle e ADX e
significativamente reduzida no grupo OVX. Como espera-
do, a secrecdo de corticosterona foi completamente abolida
no grupo ADX, enquanto foi similiar nos grupos Controle e
OVX. Em todos os grupos experimentais as concentragoes
basais de progesterona foram em média de 2 pg/mL. Entre
as 12h e 14h o grupo Controle apresentou um aumento
discreto, mas significativo, da secre¢do de progesterona
(pico 1:de 3,5+ 1,1 para22,3 +2,7 ng/mL), e apds as 15h um
segundo pico de progesterona (pico 2: de 10,5 + 2,2 para
43,0 2,5 ng/mL), como também o pico de LH (25,4 + 2,4 ng/
mL). Embora o grupo OVX nio tenha apresentado o pico 2
de progesterona (de 5,7 +2,2 para 6,5 + 1,2 ng/mL), o pico
de LH (26,5 + 3,9 ng/mL) foi similar ao do grupo Controle.
Nessas ratas o pico 1 de progesterona foi atenuado para
12,3 + 1,9 ng/mL. Ambos picos de progesterona 1 e 2 como
o pico de LH, foram praticamente abolidos nas ratas ADX
(pico 1: de 2,0+ 0,3 para4,5 +0,7 ng/mL; pico 2: de 2,2 +0,4
para 8,9 + 3,6 ng/mL). Nas ratas OV X, tratadas ou ndo com
estradiol, um pico de progesterona (provavelmente de ori-
gem adrenal) foi observado diariamente por volta das 12h00,
sendo que a amplitude desse pico nao foi influenciada pelo
estradiol (OVO: 19,0 5,7 ng/mL; OVE: 22,9 + 5,3 ng/mL).
Esses dados, em conjunto, sugerem que: 1) o pico 1 de
progesterona € de origem adrenal e estd envolvido na gé-
nese do pico de LH ; 2) esse pico parece ser circadiano uma
vez que ratas OVX apresentam um ritmo didrio de secrecio
de progesterona, com um pico por volta das 12h00; 3) o
pico 2 de progesterona € de origem ovariana e ndo € neces-
sério para ocorréncia do pico de LH; 4) existe uma comuni-
cacdo enddcrina entre ovario e a adrenal de forma que o
ovdrio participa da regulacao da secre¢do de progesterona
pela adrenal e 5) o estradiol ndo estd envolvido na regula-
¢do da secrecdo de progesterona pela adrenal.



Medicina (Ribeirdo Preto) 2009;42 (1): 00-00

http://www.fmrp.usp.br/revista

Resumos de Dissertacoes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP

INFLUENCIA DO ESTROGENIO NA HISTOMORFOMETRIA DA PAREDE VAGINAL: REPERCUS-

SOES NA FUNCAO SEXUAL

Lucia Alves da Silva Lara
Orientadora: Prof®. Dr*. Ana Carolina J. de S4 Rosa e Silva
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/12/2008

Introducao: O hipoestrogenismo causa alteragio es-
trutural na vaginal que pode levar a alteragdes na resposta
sexual. Tem sido reportado o afinamento da parede vaginal
ap6s a menopausa, porém, sem comprovagao morfométrica.

Objetivos: Verificar a espessura da parede vaginal
em condic¢des normo e hipoestrogenicas, correlacionar dis-
funcdo sexual com espessura da parede, expressao do re-
ceptor estrogénico e estradiol sérico.

Meétodos: Espécimes cirdrgicos da vagina de 31 mu-
lheres, sendo 18 normoestrogénicas e 13 na pds-menopau-
sa, submetidas a colpoperineoplastia por prolapso genital I
e II. Aferidos: FSH e estradiol, prolactina e TSH. Realizou-
se: tricromico de Masson e HE, histomorfometria, imuno-
histoquimica para receptores estrogénicos o, semiquantifi-

cados pelo H-score, funcéo sexual aferida pelo GRISS. Re-
sultados: A parede vaginal € mais espessa no grupo meno-
pausa em relagdo ao grupo menacme (parede anterior
2,72+0,72mm e 2,16+0,43, p=0,01 e parede posterior
2,63+0,71mm e 2,07+0,49mm, p=0,01, respectivamente). A
espessura e a fragao de area da camada muscular sdo maio-
res no grupo menopausa (parede anterior:1,54+0,44 e
1,09+0,3mm, p=0,02 e posterior 1,45+0,47 ¢ 1,07+0,44mm,
p=0,03 ¢ 0,51+0,10 ¢ 0,42+0,1 lmm?, p=0,03 € 0,40+0,10 e
0,49+0,08 mm?, p=0,02). O epitélio vaginal do segmento
proximal € mais espesso do que o segmento médio na pare-
de posterior (0,17+0,07mm, 0,15+0,05mm, 0,24+0,09mm,
p=0,02). Ndo houve correlagdo entre dor coital, espessura
da parede e concentragdes do estradiol nos dois grupos.
Conclusdo: A parede vaginal é mais espessa apds a meno-
pausa. Neste estudo, ndo ocorreu associagdo entre disfun-
¢do sexual genital concentracdes estrogénicas e espessura
da parede vaginal.

IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

ESTUDO DA DETECCAO DA INTERFERENCIA VIRAL ENTRE OS VIRUS DENGUE-2 E FEBRE

AMARELA

Emiliana Pereira Abrao
Orientador: Prof. Dr. Benedito Antonio Lopes da Fonseca
Tese de Doutorado apresentada em 27/10/2008

A dengue € a mais importante doenca causada por
um arbovirus. Anualmente as infecgdes com o virus den-
gue ocasionam aproximadamente 100 milhdes de casos de
dengue cléssico e mais de 500 mil de dengue hemorragico
em todo o mundo (Halstead, 2007)). O principal vetor urba-
no dos virus dengue € o mosquito Aedes aegypti (Ae
aegypti), que se caracteriza por seu perfil altamente domés-
tico. Da mesma forma que a dengue, outra arbovirose de
semelhante importancia € a febre amarela. Esta se caracteri-
za por ser uma doenca infecciosa aguda, prevalente nas
Américas e Africa. Manifesta-se nas modalidades urbana e
silvestre e é causada pelo virus da febre amarela, um
arbovirus transmitido pelos mosquitos Aedes aegypti (no
caso da modalidade urbana) e Ae. africanus, Haemagogus
-e outros (no caso da modalidade silvestre ). Com relacdo a
febre amarela, embora uma vacina segura esteja disponivel
héa 60 anos, houve um aumento no nimero de pessoas in-
fectadas desde o inicio da década de 1980 em paises da
América do Sul, incluindo o Brasil. No entanto, o ciclo urba-

no da doenca ndo tem sido detectado por mais de meio
século no pais. Algumas hipdteses tém sido investigadas
para se tentar explicar essa auséncia de epidemias no Brasil,
embora nenhuma delas tenha sido efetivamente comprova-
da. Este trabalho teve como objetivo estudar este achado
epidemioldgico através da andlise in vitro de um fendmeno
conhecido como interferéncia viral, uma situagdo em que a
infec¢do por um determinado tipo viral impede a infeccio
das mesmas células por um virus diferente. Desta forma, foi
estudada a influéncia dos virus dengue sorotipo 2 (DENV-
2) e febre-amarela-cepa vacinal 17U (VFA 170) e selvagem
(BeH111) em uma mesma cultura de células C6/36 (células
provenientes de Aedes albopictus) e células U937, anali-
sando-se as dinamicas de replicacdes virais. Observamos
que células derivadas de Ae albopictus cronicamente in-
fectadas com DENV-2 nfo se apresentam permissivas a
replicacdo do VFA, cepas17D e BeH111. Porém, em ensaios
de competicao entre os dois virus observamos uma maior
eficiéncia de replicacido de VFA 17D e VFABeH111 em rela-
¢do ao DENV-2. Finalmente, os ensaios de interferéncia viral
envolvendo linhagens de células de mamifero U937 demons-
traram uma ligeira diminui¢@o da replicacdo de VFA 17D em
células cronicamente infectadas com DENV2.
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EFEITO TERAPEUTICO DA VACINA DNA-Hsp65 EM MELANOMA B16F10

Giovanna Ribeiro-Santos
Orientador: Prof. Dr. Celio Lopes Silva
Tese de Doutorado apresentada em 05/11/2008

O cancer é um importante problema de satde ptiblica
mundial e uma das causas mais relevantes de morbidade e
mortalidade em criancgas e adultos. Apesar dos inimeros
progressos no tratamento, incluindo aprimoramentos cirtr-
gicos, quimioterdpicos e radioterdpicos, a cura da maior par-
te das neoplasias ainda depende da identificacdo precoce
da afeccdo, ndo sendo, muito frequentemente, possivel apds
a disseminac@o metasttica da doenca. Assim, novas abor-
dagens terapéuticas sdo continuamente investigadas e den-
tre elas, a imunoterapia representa uma forma de crescente
relevancia. Dentre as novas estratégias imunoldgicas para
imunoterapia de tumores, vale a pena ressaltar o uso de
imunomoduladores como as proteinas de choque térmico
(Hsp). As caracteristicas das Hsps em facilitar a apresenta-
¢do de peptideos tumorais, estimular a secrecdo de citoci-
nas inflamatérias por células apresentadoras de antigenos e
mediar a maturac@o de c€lulas dendriticas, fazem delas exce-
lentes candidatas para o desenvolvimento de vacinas con-
tra o cancer e doengas infecciosas. Nosso grupo vem de-
senvolvendo uma vacina de DNA (DNA-Hsp65) que se
mostrou eficiente na profilaxia e terapia de doencgas infecci-

osas, doencas autoimunes, alergia e cancer. No presente
trabalho, decidimos analisar mais detalhadamente, do pon-
to de vista imunoldgico, a agdo da vacina DNA-Hsp65 em
modelo experimental em camundongos inoculados com
melanoma B16F10. Num grupo de animais o DNA-Hsp65 foi
inoculado por via intratumoral e no outro foi feita transfe-
réncia de células B16F10 previamente transfectadas com a
vacina DNA-Hsp65. A vacina DNA-Hsp65 mostrou capaci-
dade de retardar o desenvolvimento do tumor e aumentar a
sobrevida dos animais. Essa atenuagdo do crescimento
tumoral e o aumento da taxa de sobrevivéncia foram correla-
cionados com o aumento da porcentagem de linfécitos T
CD4 e T CDS8 ativados, considerados importante indicador
de resposta contra tumores. A vacina também induziu au-
mento da expressdo de moléculas co-estimulatérias na su-
perficie de células dendriticas no sitio tumoral, favorecendo
uma apresentacao antigénica eficiente num ambiente ativa-
dor da resposta imune. Além disso, foi observado aumento
significativo da porcentagem de lise especifica das células
de melanoma B16F10 mediada por linfécitos T CDS§
citotoxicos. Assim sendo, os dados aqui apresentados mos-
tram o potencial antitumoral da vacina DNA-Hsp65 por meio
da estimula¢do da resposta imunoldgica e a0 mesmo tempo
abrem perspectivas para estudos futuros que possam au-
mentar a efetividade dessa vacina no combate a tumores.

MORTE DE LINHAGEM CELULAR DE LEUCEMIA MIELOIDE HUMANA INDUZIDA PELA LECTINA

ARTIN M DE Artocarpus integrifolia

Fernanda Caroline de Carvalho
Orientadora: Prof®. Dr®. Maria Cristina R. Antunes Barreira
Tese de Doutorado apresentada em 18/12/2008

Artin M, uma lectina ligante de manose presente
nas sementes de Artocarpus integrifolia Gaca), induz
hapotaxia de neutrofilos, produgado de IL-12 por macréfa-
gos e células dendriticas, e induz degranulacao de mastdci-
tos. Todos estes eventos sdo mediados pelo reconheci-
mento de glicanas, contendo manose, presentes na super-
ficie celular. Devido alteracdes nos oligossacarideos da
superficie celular serem associadas a transformacgdes ma-
lignas, objetivamos testar o efeito de Artin M de jaca
(jArtinM) e recombinante (rArtinM), quando a atividade
citotoxica em células transformadas. A capacidade anti-
proliferativa foi testada, pelo método MTT, nas linhagens
leucémicas (NB4, K562 e U937), linfoma (Granta 519) e car-
cinomas (HT29, MKN45 e AGS). Somente a lectina de jaca
apresentou capacidade citotoxica apds 48 horas de trata-
mento. A linhagem celular NB4 foi a mais sensivel ao trata-
mento com jArtinM e apresentou exposicao de fosfatidil
serina e a quebra do potencial de membrane de mitocOndria,
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caracteristicas de apoptose. Contudo, ndo foi observado
ativagdo de caspas e 9, 8 e 3 e fragmentacido do DNA geno-
mico, sugerindo um evento de morte celular programado
independente da ativacdo de caspases. Adicionalmente, as
células NB4 tratadas com jArtinM expressaram marcador
granulocitico CD11b, embora ndo fossem capazes de reali-
zar “burst” oxidativo, caracteristico de granuldcitos madu-
ros. Considerando, entdo, a diferenciagdo promovida por
jArtinM insuficiente para promover a morte celular por
maturagdo, investigamos a produg¢do de peréxido de hidro-
génio pelas células tratadas e observamos um aumento
considerdvel deste reativo intermediario deo oxigénio. Tal
evento, foi abolido com o tratamento com anti-oxidante,
bem como restaurou parte da viabilidade celular. O evento
de morte celular e indugdo da producdo de peréxido de
hidrogénio sdo eventos desencadeados por jArtinM nas
células NB4 de modo dependente da interacao de jArtinM
com as N-glycanas da célula leucémica. De modo distindo,
verificamos que a mesma dose capaz de induzir apoptose
em células leucémicas NB4 € a mesma capaz de promover a
imunoestimulacdo de células normais maduras como os
mondcitos humanos a produzirem IL-12.
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NEUROLOGIA

A LECTINA artinM E ATIVA NA REGENERACAO DO NERVO PERIFERICO

Ana Paula Santos
Orientador: Prof. Dr. Amilton Antunes Barreira
Tese de Doutorado apresentada em 02/12/2008

A capacidade regenerativa do sistema nervoso peri-
férico é conhecida, todavia em lesdes onde héd grande per-
da de tecido nervoso, hé limitacdes ou impossibilidade em
relagdo a regeneracdo. Alectina artinM € capaz de acelerar
o processo de regeneracio do tecido epitelial. O objetivo
do presente estudo foi verificar se a lectina artinM € tam-
bém ativa na regeneracdo do tecido nervoso, tendo em vis-
ta que se trata de tecido originario do mesmo folheto embri-
ondrio (ectoderma) que o tecido epitelial. No presente estu-
do 10 mm do nervo isquiético de ratas Wistar adultas foram
retirados e os cotos proximal e distal suturados em um tubo
de silicone. Houve melhor resposta a doses menores de
artinM (1 a 5 pg). Nao foi observada regeneracéo com do-
ses de 10, 12 e 24 pg e essa foi precaria com doses interme-
didrias (6 e 8 pg). Os animais foram alocados em 4 grupos,
tratados com tubos contendo artinM (1 a 5 ug) em gel de
agarose, gel de agarose, Matrigel® ou artinM + Matrigel®.
Analises macroscopica, histolégica e morfométrica foram
realizadas 10 semanas - tempo de observacao associado a
regeneragio de um nimero significativo de fibras mielinicas

no segmento distal - apds a cirurgia. A formagio do cabo de
tecido entre os cotos foi estatisticamente semelhante entre
os grupos artinM e matrigel e entre artinM e artinM +
matrigel, assemelhando-se a uma estrutura de nervo nor-
mal. Nesses grupos, a andlise histolégica dos segmentos
centrais do tubo revelou uma camada epi-perineural espes-
sa envolvendo a area endoneural, minifasciculos, varios
capilares endoneurais em maior niimero na periferia, fibras
mielinicas de varios didmetros e mastdcitos. Os segmentos
distais ao tubo foram semelhantes aos nervos normais,
porém com bainha de mielina mais fina. Nos segmentos
distais, os resultados morfométricos revelaram diferencas
significativas (p<0,05) nos diametros de axo6nios e fibras
mielinicas, area da bainha de mielina e nimero de capilares
entre os grupos artinM e matrigel, com o grupo artinM
mostrando valores mais altos. O nimero de fibras mielinicas
e capilares no segmento distal foi significativamente maior
no grupo artinM do que no grupo artinM + matrigel. Nao
houve regenerac@o axonal significativa no grupo agarose,
tendo havido apenas filamentos ligando os cotos. Os re-
sultados indicam que a lectina artinM € capaz de induzir o
crescimento dos componentes do nervo periférico, poten-
cialmente podendo ser usada para a inducao de regenera-
¢do0 de nervos no homem.

AVALIACAO QUANTITATIVA DA FADIGA MUSCULAR EM PACIENTES COM DIFERENTES FOR-

MAS CLINICAS DE MIOPATIA MITOCONDRIAL

Patricia de Sa Barros
Orientadora: Prof®. Dr*. Claudia Ferreira da Rosa Sobreira
Tese de Doutorado apresentada em 03/12/2008

A fadiga muscular € definida como qualquer perda
da capacidade de produzir for¢a induzida por exercicio, que
reduz o desempenho muscular. Estudos de quantificagdo da
fadiga muscular nas diversas formas clinicas de miopatia
mitocondrial (MM) sdo escassos. O objetivo deste trabalho
é obter um método confidvel, reprodutivel, de baixo custo e
facil aplicago para avaliagao objetiva e comparativa da fa-
diga muscular em grupos de pacientes com diferentes for-
mas clinicas de MM. Neste estudo, foram selecionados 71
pacientes adultos com miopatia, apresentando fraqueza
muscular ou intolerancia ao exercicio (IE). A amostra con-
trole foi composta por 123 voluntarios saudaveis. Os pa-
cientes selecionados para o estudo foram divididos em 4
grupos: MM com oftalmoplegia externa progressiva (PEO);

MM com IE sem PEO; outras miopatias com IE e endocri-
nopatias com IE. O grupo controle foi subdividido, uma vez
que cada subgrupo participou como controle em diferentes
experimentos do estudo. As avaliagdes realizadas consisti-
ram de quantificacdo da fadiga pelos testes dinamométricos,
avaliagdo da gravidade da fadiga (FSS), escala numérica da
fadiga, mensuracao da dor pelo inventario breve da dor
(IBD), avaliagdo da capacidade funcional (Brooke e Vignos)
e das atividades da vida diaria (Barthel), bem como a quali-
dade de vida relacionada a satide (SF-36). A presenca da
fadiga muscular foi avaliada através da realizacdo da con-
tratacdo voluntiria da maxima (CVM) de preensdo palmar,
no lado dominante do paciente. Neste estudo foi realizado
3 testes dinamométricos: teste da CVM durante 5 minutos,
teste de 10 minutos utilizando 45% da CVM sustentada
durante 60 segundos. Nossos resultados demonstraram que
a propor¢do de mulheres foi superior a de homens tanto no
grupo de pacientes como no grupo controle. Nao houve
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diferenga significativa entre as idades dos pacientes e con-
troles. A maioria dos pacientes e controles apresentava
como lado dominante o lado direito. A for¢ca muscular de
preensdo palmar no inicio do teste foi maior nos controles
que nos pacientes. A CVM inicial dos pacientes com MM
com PEO diferiram significativamente dos controles, en-
quanto que os pacientes com MM sem PEO, outras
miopatias com IE e endocrinopatias permaneceram iguais
aos controles. O teste de CVM durante 5 minutos demons-
trou coeficientes de correlacdo bastante significativos, o
que indica que as medidas obtidas no teste sdo estiveis e
reprodutiveis. Quanto ao teste de 10 minutos utilizando
45% da CVM, os resultados demonstraram que as medidas
que ser referem as CVM na metade e no final do teste apre-
sentam coeficientes de correlagido consistentes e significa-
tivos. No teste da CVM sustentada durante 60 segundos,
os indices de correlac@o apresentaram magnitude modera-
da. A comparagdo do teste da CVM durante 5 minutos entre
os grupos demonstrou a ocorréncia de fadiga precoce no
grupo de pacientes. A comparacio entre o grupo de pa-
cientes separadamente e controles no teste da CVM duran-
te 5 minutos ndo demonstrou diferenca significativa. No
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teste de 10 minutos utilizando 45% da CVM a comparacio
entre pacientes e controles demonstrou haver diferenca sig-
nificativa, indicando haver maior fadigabilidade no grupo
dos pacientes. Em adi¢@o, o grupo denominado outras
miopatias com IE diferenciaram do grupo controle, nio sen-
do visivel esta diferenca nos demais grupos. A comparacao
entre o grupo com MM com PEO, pacientes com IE e gru-
pos controles demonstraram diferencga significativa. No tes-
te da CVM sustentada durante 60 segundos nido houve
diferenca significativa entre os grupos analisados. A média
da FSS em todos os grupos foi similar. Os grupos demons-
traram resultados similares com relagdo a escala numérica
de fadiga. Nossos achados ndo demonstraram diferencga
significativa entre os grupos com relacdo a IBD. A maioria
dos pacientes avaliados apresenta minima ou nenhuma in-
capacidade funcional. A qualidade de vida dos pacientes
demonstrou estar muito comprometida. Concluimos que en-
tre os 3 testes dinamométricos de medida da fadiga muscu-
lar realizados, apenas o teste de CVM sustentada durante 5
minutos apresentou elevada confiabilidade. O teste da CVM
sustentada durante 60 segundos nido foi capaz de induzir
fadiga precoce nos grupos de pacientes.

COMORBIDADES PSIQUIATRICAS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA FARMA CORESISTENTES
DE ACORDO COM A ZONA EPILEPTOGENICA: ESTUDO COM 490 PACIENTES

Charles Luis Dalmagro
Orientador: Prof. Dr. Américo Ceiki Sakamoto
Tese de Doutorado apresentada em 16/12/2008

Introducao: Epilepsia é definida pela presenca de
crises epilépticas recorrentes, podendo apresentar durante
seu estudo, um espectro bem variado de associacdes, den-
tre elas as anormalidades cognitivas e do comportamento.
A associacdo das comorbidades psiquidtricas (CPs) com
as epilepsias tem sido investigada, tipicamente nos pacien-
tes com crises epilépticas refratarias os quais foram avalia-
dos em um centro tercidrio especializado no tratamento
desta forma de epilepsia. Objetivos: Este estudo relatard os
resultados da prevaléncia e os fatores de risco associados
a presenca das CPs em quatrocentos e noventa pacientes
com crises epilépticas farmacorresistentes e sua correlaciao
com as diferentes zonas epileptogénicas (ZEs). Resultados
e conclusoes: De acordo com os critérios do DSM-1V, 198

(40,4%) dos pacientes apresentaram CPs. As CPs do Eixo I
foram evidenciadas em 154 (31,4%) pacientes e as CPs do
Eixo Il em 44 (8,9%) pacientes. As mais comuns CPs do Eixo
I foram representadas pelos transtornos do humor, diag-
nosticados em 94 pacientes (19,2%). Os transtornos de
ansiedade em 21 (4,3%) pacientes e a psicose interictal em
39 (7,9%) pacientes. Nesta série de pacientes, foi observa-
do que a epilepsia do lobo temporal mesial, associada a
esclerose hipocampal, a histéria familiar de transtorno psi-
quidtrico, a presenga de transtornos psiquidtricos do Eixo
II, foram fatores de risco independentes para associacio
com CPs do Eixo I. Por outro lado, a idade de inicio da
epilepsia, a duracio da epilepsia, o sexo, a frequéncia de
crises secundariamente generalizadas, a média do QI, a eti-
ologia (quando excluida a epilepsia do lobo temporal mesial,
associada a esclerose hipocampal) e o lado da lesdao foram
varidveis que ndo associaram estatisticamente com as CPs
neste estudo.

INFLUENCIA DO GENERO E DA EXPRESSAO DA PROTEINA PRION CELULAR SOBRE ASPECTOS
COMPORTAMENTALIS E HISTOPATOLOGICOS EM UM MODELO DE ANORMALIDADES DO DE-
SENVOLVIMENTO CORTICAL EM CAMUNDONGOS

Joao Carlos Xikota
Orientador: Prof. Dr. Roger Walz
Tese de Doutorado apresentada em 17/12/2008
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Malformacgdes do desenvolvimento cortical frequen-
temente estdo associadas com condi¢des neuroldgicas in-
cluindo déficits neuropsicoldgicos, atraso do desenvolvi-
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mento intelectual, retardo mental, dislexia, autismo e epi-
lepsia. Malformagoes semelhantes a microgiria de 4 cama-
das observadas em humanos podem ser induzidas por dano
hipéxico-isquémico da placa cortical em roedores recém nas-
cidos através da criolesdo, a qual destr6i a maioria dos
neurdnios presentes no momento da lesio, induzindo mo-
dificagdes permanentes na estrutura e funcao da circuitaria
cortical. H4 estudos indicando que o sexo do individuo
possa estar associado a extensdo, padrdo estrutural e com-
prometimento funcional de lesdes cerebrais ocorridas pre-
cocemente no desenvolvimento. A proteina prion celular
(PrPC) tem sido implicada com processos envolvidos no
desenvolvimento cortical incluindo a modulacao da apop-
tose neuronal, adesdo, crescimento € manutencdo dos
neuritos, além da protecdo contra estresse oxidativo. No
presente estudo investigamos a gravidade da lesdo e sus-
ceptibilidade a prejuizos na aprendizagem, memoria, e loco-
mo¢do em camundongos machos e fémeas das linhagens
selvagem (Prnp+/+) e portadores da dele¢do do gene Prnp
que codifica a PrPC (Prnp0/0). Os animais foram submeti-
dos a criolesdo unilateral no primeiro dia pés-natal (PO).
Grupos controle receberam manipulagdes experimentais se-
melhantes, com excec¢do da indugdo da crioles@o. Entre 12-
14 semanas apds o procedimento os animais foram subme-
tidos a testes comportamentais (atividade locomotora es-
pontanea, labirinto em cruz elevado, memdria social e es-
quiva inibitdria do tipo step-down) e sacrificados para ana-
lise morfolégica dos cérebros. A andlise macroscopica re-
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velou que a criolesdo, independente do sexo ou linhagem
dos animais, resultou na formagio de uma area microgirica
focal com uma destacada invaginago da superficie cortical
determinando uma pequena lesao intracortical ou uma le-
sdo profunda alcangando a substancia branca. Nao houve
evidéncia de lesdo cortical em nenhum animal do grupo
sham (falso operado). Esta lesdo nao afetou a fungdo motora
dos animais. Entretanto, nos animais selvagens, observa-
mos uma desordem seletiva na memoria de curto prazo no
teste de reconhecimento social em camundongos machos
criolesados, enquanto a memoria de longo prazo da esqui-
va inibitdria ndo foi afetada pelo procedimento ou sexo dos
animais. Estes resultados indicam uma menor susceptibili-
dade das fémeas aos prejuizos de memoria de curto prazo
induzidos pelo modelo de microgiria por criolesao neona-
tal, sugerindo que os déficits cognitivos induzidos pela
criolesdo em roedores podem nao ser inteiramente relacio-
nados a gravidade da lesao cerebral. Além disso, camun-
dongos fémeas de ambos os gendtipos apresentaram ativi-
dade locomotora similares, porém as fémeas Prnp0/0 de-
monstraram uma tendéncia aumentada de respostas relaci-
onadas a ansiedade comparadas aos animais Prnp+/+. Fi-
nalmente, fémeas Prnp0/0 tiveram um baixo rendimento na
tarefa de reconhecimento social comparadas aos animais
sham e aqueles Prnp+/+. Esses dados sugerem que a
delecdo génica da PrPC confere um aumento da susceptibi-
lidade ao déficit de memoria social de curto prazo induzido
pelo modelo de microgiria por criolesao

ANALISE COMPARATIVA, QUALITATIVA E QUANTITATIVA DAS FIBRAS MIELINICAS DO NER-
VO SURAL DE RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS E NORMOTENSOS, MACHOS E FE-

MEAS

Luciana Sayuri Sanada
Orientadora: Prof®. Dr*. Valéria Paula Sassoli Fazan
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 22/12/2008

As alteragOes vasculares importantes ocorrem em
decorréncia da hipertensio, afetando inclusive os nervos
periféricos. Estudos relatam que as diferencgas entre géne-
ros influenciam na remieliniza¢?o, na sensibilidade doloro-
sa, na regulacgio neural da fungao vascular, no crescimento
axonal in vitro, na condugdo nervosa, entre outros. Entre-
tanto, sdo escassos os relatos de literatura a respeito de
diferengas morfoldgicas e/ou morfométricas nas estruturas
dos nervos periféricos de mamiferos de diferentes géneros
e das alteracOes consequentes a hipertensdo. O objetivo do
presente estudo foi comparar os aspectos morfolégicos e
morfométricos dos diferentes segmentos e lados do nervo
sural de ratos das linhagens ratos espontaneamente hiper-
tensos (SHR) e Wistar-Kyoto (WKY), machos e fémeas. Os
animais (n=6 em cada grupo) foram pesados, anestesiados e

a sua pressao arterial aferida. Apds o preparo do nervo sural
com técnicas histoldgicas convencionais, sec¢des trans-
versais dos segmentos proximais e distais, dos lados direito
e esquerdo, foram obtidas para analise em microscopia de
luz. A morfometria dos fasciculos, das fibras mielinicas e
seus respectivos axonios foi realizada com o auxilio de um
sistema analisador de imagens computacional. Os resulta-
dos mostraram que os SHR e WK'Y machos apresentam peso
(325 £ 16 ge 388 =20 g) e pressao arterial média (201 + 18
mmHg e 136 + 6 mmHg) maiores, quando comparados as
fémeas (194 +13ge 218+ 14 g; 180+ 18 mmHge 143 + 14
mmHg, respectivamente). Foi observado também que, para
os dados ponderais, os animais SHR apresentaram-se signi-
ficativamente menores em relacao aos ratos WKY de mes-
mo género. Entretanto, quando se compara os dados pres-
soricos, verifica-se que os ratos SHR se apresentaram signi-
ficativamente maiores em relacao aos ratos WKY de mesmo
género. Nao foram observadas diferencas estatisticas sig-
nificativas na morfologia e na morfometria entre os lados e
segmentos tanto em fémeas como em machos, nos grupos
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WKY e SHR. Nao foram observadas diferencas significati-
vas na maioria dos parimetros morfolégicos e morfométri-
cos quer dos fasciculos ou das fibras mielinicas analisadas
nos diferentes géneros de WKY e SHR. Quando se compara
os animais das linhagens WKY e SHR de mesmo género
observa-se diferencga significativa quanto aos parametros
morfolégicos (vasos mais espessos e colabados em ratos
SHR), diametro minimo da fibra mielinica e da razio G, indi-
cando que a hipertensdo foi capaz de gerar alteragdes nos
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parametros morfométricos relevantes para estudos funcio-
nais. A comparacio entre machos e fémeas das linhagens
SHR e WKY permite-nos concluir que os pardmetros morfo-
l6gicos e morfométricos do nervo sural ndo se alteram sob
influéncia dos géneros. Alguns parametros morfolégicos e
morfométricos do nervo sural de ratos SHR, machos e féme-
as, em relagc@o aos animais WKY de mesmo género permi-
tem-nos concluir que a hipertensao foi capaz de gerar altera-
¢Oes neste nervo

OFTALMOLOGIA, OTORRINOLARINGOLOGIA
E CIRURGIA DE CABECA E PESCOCO

ESTIMULADOR PIEZELETRICO PARA AVALIAGAO DE POTENCIAIS EVOCADOS COCLEO-VES-
TIBULARES E REGISTRO DE IMAGENS DE RESSONANCIA MAGNETICA FUNCIONAL

Ricardo David
Orientador: Prof. Dr. José Fernando Colafémina
Tese de Doutorado apresentada em 17/10/2008

O objetivo deste trabalho € apresentar os resultados
da constru¢@o de um protétipo de estimulador auditivo para
uso em camaras de ressonancia magnética, mostrando sua
viabilidade técnica e funcional de forma a melhorar a acuracia
e eficiéncia dos registros de ressonancia magnética funcio-
nal a partir de estimulos auditivos. Foram projetados e
construidos um transdutor especial, compondo caixa de res-
sonancia e cristal piezelétrico, além de todos os circuitos de
geracdo de sinais, amplificac@o e controle, capazes de gerar
estimulos auditivos em dois canais, cobrindo toda a faixa do
espectro auditivo, com intensidade méxima de 122 dB Na.

Sao apresentados os detalhes construtivos, bem como os
cuidados necessarios para contornar as dificuldades ine-
rentes ao ambiente interno das camaras de ressonancia mag-
nética. Os testes de instrumentagdo confirmaram excelente
resposta actstica de todo o sistema. O protétipo foi testado
com um phanton no interior da camara de ressonancia, mos-
trando indice de interferéncia dentro dos parametros de nor-
malidade. Este trabalho abre caminhos para o desenvolvi-
mento de outros instrumentos € acessOrios para uso em
registros de imagens de ressonancia magnética funcional.
Abrem-se promissoras oportunidades de trabalho nas apli-
cacdes de uso do préprio instrumento, quando serd possi-
vel melhor investigar indmeras vias neurais relacionadas
com o trato auditivo e vestibular, ndo somente nos aspectos
sensOrio-motores, mas também cognitivos.

EXPRESSAO DE ANTIGENOS CANCER-TESTICULARES EM CARCINOMA ESPINOCELULAR DE

LARINGE: ANALISE POR IMUNO-HISTOQUIMICA

David Livingstone Alves Figueiredo
Orientador: Prof. Dr. Rui C. Martins Mamede
Tese de Doutorado apresentada em 03/11/2008

Introducao: O cancer de laringe ocasiona cerca de
90.000 mortes por ano em todo o mundo, sendo que o car-
cinoma espinocelular de larinbe (CECL), responsdvel por
95% dos casos, se caracteriza por apresentar evolugdes
indefinidas, e que, apesar de todo o avanco na laringologia,
a sobrevida ndo se alterou nos ultimos 30 anos. Com base
nisso, os pesquisadores procuram marcadores que possam
servir como fatores progndsticos ou imunoterapicos.
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Objetivos: Analisar a expressdo de antigenos can-
cer-testiculares (ACT) em CECL e correlaciona-los com ca-
racteristicas clinico-patoldgicas e de sobrevida.

Casuistica e Métodos: Foram avaliados 63 pacien-
tes com diagndstico histopatolégico de CECL, tratados ci-
rurgicamente no periodo de 2001 a 2005. Seus respectivos
espécimes foram submetidos a reagdes de imuno-
histoquimica com os anticorpos MA454 (anti MAGE-A1),
M3H67 (anti MAGE-A3), 57B (anti MAGE-A4), CT 7-33
(anti MAGE-C1), CT10.5 (anti MAGE-C2), anti GAGE, E978
(anti NY-ESO-1).

Resultados: A expressio de, pelo menos, um antige-
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no foi observada em 66,6% dos casos. Eles foram expres-
sos com frequéncias variaveis: MAGE-A1 (47,62%), MAGE-
A3 (36,5%), MAGE-A4 (60,32%), MAGE-C1 (22,2%),
MAGE-C2 (7,93%), GAGE (20,64%) e NY-ESO-1 (9,52%). A
expressdo de um antigeno ou de multiplos (2 ou mais) e a
expressdo de MAGE-A4 sio significantemente maiores em
tumores avangados. Ha expressao significantemente maior
de MAGE-AI e de MAGE-A3 em tumores com recidivas
cervicais e ndo houve relagdo da expressdo com o tempo de
sobrevida.

Discussao: Nossos resultados mostram que os CECL
estdo entre os tumores que mais expressam ACT, o que tor-
na esse cancer um potencial alvo para tratamento imunote-
rapico. Observamos, conforme a literatura, que a expressao
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estd frequentemente associada aos tumores avangados, que
apresentam progndstico ruim com os tratamentos hoje esta-
belecidos.

Conclusdo: Com base nos dados obtidos neste es-
tudo, conclui-se que nos CECL, os ACT - MAGE-A1, MAGE-
A3, MAGE-A4, MAGE-C1, MAGE-C2, GAGE e NY-ESO-1
sdo expressos em proporcdes varidveis (7,93% a 60,32%), e
que em 66,6% dos casos ocorre a expressdo de, pelo me-
nos, um desses antigenos. Encontrou-se correlacdo da ex-
pressdo e co-expressdo dos antigenos estudados com a
presenga de tumores avancados. Houve correlacdo dos
antigenos MAGE-A1 e MAGE-A3 com a presenca de reci-
divas cervicais e 0 MAGE-A4 se correlaciona com tumores
avancados.

O PAPEL DA ASPIRINA NA PREVENCAO DAS ALTERACOES DA GLANDULA LACRIMAL E SU-

PERFICIE OCULAR DE RATOS DIABETICOS

Angélica Gobbi Jorge
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Melani Rocha
Tese de Doutorado apresentada em 03/11/2008

As alteracdes na glandula lacrimal e superficie ocu-
lar apds Diabetes mellitus (DM) cronico foram correlacio-
nadas com ativagado da sinalizagdo inflamatdria. O objetivo
deste estudo foi determinar se o tratamento com AAS inibe
alteracdes na glandula lacrimal e superficie ocular provoca-
das pelo DM. O DM foi induzido em ratos Wistar machos
com streptozotocina e um subgrupo foi tratado com AAS.
Ap6s 10 semanas, a glandula lacrimal e superficie ocular
destes trés grupos (n=5/grupo) foram comparadas em ter-
mos da morfologia e expressao de peroxidase. A impressio
citoldgica foi utilizada para comparar o epitélio da cérnea e
o teste de Schimer para avaliar a secre¢ao lacrimal. A an4li-
se por Western blot foi utilizada para avaliar a expressdo
das proteinas desacopladoras (UCPs) e IKKs (IKK-o/f). A

impressao citolégica ndo revelou diferencas na morfologia
do epitélio da cérnea embora o DM reduza a secrecao lacri-
mal, um efeito que foi prevenido pelo tratamento com AAS
(P<0.01). Alteragdes na morfologia da glandula lacrimal e
aumento no nimero de granulos de lipofucsina foram ob-
servados nos animais diabéticos na décima semana de ma-
nisfestacdo do DM considerando que estas caracteristicas
foram similares no controle e diabéticos tratados com AAS.
Os niveis de peroxidase foram maiores nos ratos diabéti-
cos, mas semelhante no controle e diabético tratados com
AAS (P=0.002). Ha expressido de UCPs e IKK-0/p na glan-
dula lacrimal, mas somente UCP-2 e 3 foram reduzidas pelo
DM (P<0.05). Estes dados sugerem que o estresse oxidativo
relacionado com hiperglicemia possa participar da sindrome
do olho seco em diabéticos. Estes eventos podem ser par-
cialmente prevenidos pela AAS, pela a qual talvez tenha
um efeito inibitdrio direto sobre as vias oxidativas na glan-
dula lacrimal ou em suas consequéncias inflamatdrias.

AVALIACAO COCLEO-VESTIBULAR POR MEIO DE RESSONANCIA MAGNETICA SEQUENCIA
3DFI-CISS NA SINDROME DO AQUEDUTO VESTIBULAR ALARGADO

Carolina Ferreira Marques
Orientador: Prof. Dr. José Fernando Colafémina
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/11/2008

Objetivos: Analisar variaveis estruturais cécleo-ves-
tibulares nos pacientes com Sindrome do Aqueduto Vesti-
bular Alargado (SAVA) através da sequéncia "Three
Dimensional Fourier Transformation- Constructive Inter-
ference in Steady State Sequence" (3DFT-CISS) de Resso-
nancia Magnética (RM), e comparé-las com um grupo con-
trole. As mesmas variaveis foram, ainda, comparadas entre
as orelhas direitas e esquerdas, de ambos os grupos.

Casuistica e Métodos: Foram selecionados, para re-
alizacdo de RM dos ouvidos, dez pacientes (20 orelhas)
com diagnéstico clinico e tomografico de SAVA unilateral
ou bilateral, que formaram o grupo SAVA. Foram seleciona-
dos, também, dez individuos (20 orelhas) para o grupo con-
trole, que foram encaminhados ao servi¢o de RM para rea-
lizacdo de exame do encéfalo, onde ap6s exclusao de sinto-
mas auditivos e/ou vestibulares e histdria prévia de doen-
¢a do aparelho auditivo ou vestibular e com o consenti-
mento do mesmo, foi incluida a sequéncia 3ADFT-CISS para
avaliacdo dos ouvidos. Assim, a avaliacdo foi realizada por
dois observadores independentes de modo randomizado e
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cego. Foram analisadas as varidveis: Area do modiolo, Di-
ametro Transverso do Vestibulo (A), Diametro Interno ao
Canal Semicircular Lateral (B) e relagdo A/B; posteriormen-
te foi realizada comparagao entre os grupos e entre orelhas
direitas e esquerdas.

Resultados: Ao comparar os grupos SAVA e contro-
le, todas as varidveis analisadas apresentaram uma diferen-
¢ca estatisticamente significante (p<0,01). Foi constatado,
ainda, que aproximadamente 35% das orelhas do grupo
SAVA obtiveram uma area modiolar inferior 8 minima area
modiolar descrita na literatura, sugerindo uma possivel de-
ficiéncia modiolar. Observado também que 85% das ore-
lhas do grupo SAVA apresentaram uma relacdo A/B maior
que 1,2 (limite da normalidade estabelecido por diversos
autores), sugerindo, talvez, um alargamento do vestibulo.
Ao comparar as varidveis entre orelhas direitas e esquer-
das, de ambos os grupos, nao foi verificada diferenca esta-
tisticamente significante.
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Conclusdes: 1) A andlise das varidveis estruturais
cdcleo-vestibulares, sendo elas: area modiolar, diAmetro
transverso do vestibulo (A), diAmetro interno ao canal late-
ral (B) e relacdo A/B mostrou uma diferenca estatisticamen-
te significante entre os grupos SAVA e controle. Os resulta-
dos conferem indicios, porém nao afirmam o encontro de
deficiéncia modiolar em pelo menos 35% das orelhas do
grupo SAVA e aumento da relacio entre didmetro transver-
so do vestibulo e didmetro interno ao canal lateral em 85%
das orelhas, sugerindo alargamento do vestibulo. Esses
resultados corroboram com a teoria da presenca de defei-
tos estruturais minimos na orelha interna com capacidade
de contribuir para o quadro clinico na SAVA; 2) Ao compa-
rarmos as varidveis estruturais entre as orelhas direitas e
esquerdas de ambos os grupos nao encontramos diferenga
significante, sugerindo, provavelmente, ndo haver diferen-
¢a de comportamento entre orelhas, mesmo considerando
casos de SAVA unilateral e bilateral.

EFEITO DA OBSTRUCAO NASAL NA FASE ORAL DA DEGLUTICAO EM CRIANCAS

Tais Helena Grechi
Orientadora: Prof®. Dr®. Luciana Vitaliano Voi Trawitzki
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 26/11/2008

A obstrugd@o nasal cronica pode causar efeitos nega-
tivos no crescimento e desenvolvimento craniofacial, além
de modificacdes na musculatura orofacial, com impacto so-
bre a degluticdo. O objetivo do presente estudo foi verificar
os efeitos da obstrugio nasal na fase oral da degluticio em
criangas na fase de denticdo decidua. Participaram deste
estudo 31criancas do Ambulatério de Otorrinolaringologia
do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto - USP. Estas cri-
ancas foram divididas em dois grupos: 21 criangas respira-
doras bucais, sendo 8 do género feminino e 13 do género
masculino, com idade média de 4,5 anos (grupo bucal) e 10
criangas respiradoras nasais, 4 do género feminino e 6 do
género masculino, com idade média de 4,6 anos (grupo con-
trole). Ambos os grupos foram submetidos a avaliagdo otor-

rinolaringoldgica para diagndstico respiratdrio, avaliacdo
odontoldgica para diagndstico do padrao oclusal e dentério,
avaliac@o clinica fonoaudiolégica e avaliacdo videofluoros-
copica da degluticdo. Para avalia¢ao ideofluoroscépica foi
utilizada a consisténcia liquida em volume livre e 3 ml de
consisténcia pastosa modificadas com sulfato de bario.
Avaliou-se na fase oral da degluti¢dao o volume, a consis-
téncia e a organizacdo do bolo, o tempo de transito oral, a
ejecdo, a postura dos ldbios, o nimero de degluticdes e a
presenca de movimentos associados durante a degluticao.
Observou-se que a consisténcia pastosa e o padrdo de or-
ganiza¢ao do bolo influenciaram no tempo de transito oral,
embora nao ocorrera diferenca entre os grupos. Em relacio
aos outros aspectos avaliados durante a fase oral da deglu-
ticdo nao foi constatada diferenca significativa entre os gru-
pos bucal e controle. Os resultados indicaram que a obstru-
¢do nasal ndo influenciou significativamente a fase oral da
degluticdo em criancas na fase de denticio decidua.

AVALIACAO PROSPECTIVA DE AUDICAO E LINGUAGEM DE CRIANCAS TRIADAS AO NASCI-

MENTO

Cristiane Fregonesi Dutra Garcia
Orientadora: Profa.Dra. Myrian de Lima Isaac
Tese de Doutorado apresentada em 17/12/2008

Introducao: O Potencial Evocado Auditivo de Lon-
ga Laténcia denominado de Mismatch Negativity (MMN) é
um potencial endégeno que reflete o processamento de
diferengas ocorridas no estimulo actstico.

Objetivos: estimar a prevaléncia de alteracdo da fun-
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¢do auditiva periférica e central de criangas nascidas a ter-
mo e prétermo, adequadas e pequenas a idade gestacional;
discutir o estado de desenvolvimento de fala, linguagem e
aprendizagem destas criancas.

Casuistica e Métodos: estudo de prevaléncia, des-
critivo, observacional, transversal, comparativo, prospecti-
vo, com enfoque em diagndstico. Amostra constituida por
19 sujeitos nascidos a termo; 32 sujeitos nascidos prematu-
ros e adequados a idade gestacional; 18 sujeitos nascidos
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prematuros e pequenos a idade gestacional. Foram realiza-
dos os seguintes procedimentos: andlise do prontudrio e
entrevista com a mae ou responsdvel; exame otorrinolarin-
goldgico, avalia¢do auditiva por meio de Audiometria Tonal
Liminar, Limiar de Recepcao de Fala, Imitanciometria, Poten-
cial Evocado Auditivo do Tronco Encefalico, Potencial Evo-
cado Auditivo de Longa Laténcia, MMN. Na andlise esta-
tistica foram usados os testes Kruskal-Wallis, Qui- Quadra-
do, de Dunn.

Resultados: a audigdo periférica apresentou-se den-
tro da normalidade na maioria das criangas dos trés grupos
do estudo. A fung¢@o auditiva central apresentou indicagio
de alterag@o no registro do Reflexo Estapediano e Potencial
Evocado Auditivo do Tronco Encefalico na maioria das cri-
ancgas dos trés grupos estudados. No exame MMN, a laténcia
média para a orelha direita, em criangas nascidas a termo, foi
de 207,6 milissegundos; para as criancas nascidas pré-ter-
mo e adequadas a idade gestacional foi de 158,51 milisse-
gundos; para as criancas nascidas pré-termo e pequenas a
idade gestacional foi de 181,80 milissegundos; a laténcia
média para a orelha esquerda, para as criangas nascidas a
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termo foi de 200 milissegundos; para as criancgas nascidas
pré-termo e adequadas a idade gestacional foi de 167,76
milissegundos; para as criancas nascidas pré-termo e pe-
quenas a idade gestacional foi de 174,1milissegundos. A
amplitude para a orelha direita, em criangas nascidas a ter-
mo, apresentou média de -3,044 microVolts; de -3,584
microVolts para as criancas nascidas pré-termo e adequadas
a idade gestacional; de -3,165 microVolts para as criancas
nascidas pré-termo e pequenas a idade gestacional. Na ore-
lha esquerda, a média da amplitude foi de -3,407 microVolts
para as criangas nascidas a termo; de -5,22 microVolts para
as criangas nascidas pré-termo e adequadas a idade gesta-
cional; de -3,863 microVolts para as criangas nascidas pré-
termo e pequenas a idade gestacional. O desenvolvimento
de fala, linguagem, audic@o e aprendizagem apresentaram-
se dentro da normalidade para a maioria das criangas avali-
adas nos trés grupos.

Conclusao: o exame MMN deve ser instrumento com-
plementar na avaliacdo e monitoramento de criangas de ris-
co para altera¢des no desenvolvimento de fala, linguagem e
audicdo.

ORTOPEDIA, TRAUMATOLOGIA E REAB ILITACAO

ACAO DO TREINAMENTO FISICO ANTES E APOS A INSTALACAO DA OSTEOPENIA EM RATAS

OVARIECTOMIZADAS

Priscila Angelotti Simdes
Anto6nio Carlos Shimano
Dissertacdo (Mestrado) 03/10/2008

A contra medida mais estudada para previnir e/ou
minimizar a reabsor¢ao dssea e aumentar a tolerancia a soli-
citacdo mecanica € a pratica de exercicio fisico. O objetivo
deste estudo foi (1) analisar o efeito do exercicio fisico em
fémures de ratas submetidas a ovariectomia através de en-
saios mecanicos e anélise densitométrica e, (2) verificar as
alteragdes nos niveis de calcemia. Foram utilizadas 60 ratas
adultas da raca Wistar que foram separadas em 6 grupos
(n=10): Cont I: controle; OVX I: ovariectomizados; OVXT I:
ovariectomizados e treinados ap6s 72 horas de ovariecto-
mia; Cont II: controle; OVX: ovariectomizados e OVXT II:
ovariectomizados e treinados apds oito semanas de ovari-
ectomia. Os animais do subgrupo I foram submetidos a eu-
tandsia apos 13 semanas a partir do inicio do experimento e
os do subgrupo II com 21 semanas. O protocolo de treina-
mento consistiaem 15m/min da 1* a 6° semana e 18 m/min da
7* a 12* com 4 sessdes por semana. Foi coletado sangue no
inicio e final do experimento para a dosagem de calcemia.

Foram analisadas a forca maxima e a rigidez do terco proximal
do fémur direito. O fémur esquerdo foi submetido a andlise
densitométrica. Os resultados mostraram uma redugdo da
resisténcia mecanica, densidade dssea e calcemia no grupo
OVXIemrelagdo aos grupos ContIe OVXT L, porém ndo foi
observada diferenca estatistica entre esses dois dltimos gru-
pos. O grupo OVX II demonstrou diminuicao significativa
de calcemia em relagio aos grupos Cont Il e OVXT II, nas
demais compara¢des nao houve diferenca significativa. A
densidade 6ssea foi menor no grupo OVX II foi menor que
no grupo Cont II e, entre os grupos OVXT II e Cont II ndo
foi observada diferenca estatistica. A for¢a maxima entre os
grupos Cont I, OVX1Te OVXT I, néo foi significativamente
diferente, porém foi menor nos grupos OVX Il e OVXT II
que no grupo Cont II. Arigidez dos grupos OVX 1e OVXII
foi menor que dos grupos Cont I e Cont II, respectivamente.
O grupo OVXT I apresentou maior rigidez que o grupo OVX
I e semelhante ao grupo Cont I. Ja o grupo OVXT II ndo
apresentou diferenca estatistica em relag@o aos grupos OVX
IT e Cont II. Estes resultados sugerem que o treinamento
fisico foi eficaz na profilaxia da perda de massa 6ssea. No
entanto, ndo foi eficaz no controle da osteopenia.
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ANALISE HISTOMORFOMETRICA DA PLACA VERTEBRAL TERMINAL E DO DISCO INTERVER-
TEBRAL EM DIFERENTES NIVEIS VERTEBRAIS DA COLUNA VERTEBRAL E DIFERENTES FAIXAS

ETARIAS EM HUMANOS

Juliano Silveira Luiz Vieira
Orientador: Prof. Dr. Helton Luis Aparecido Defino
Tese de Doutorado apresentada em 08/10/2008

A placa vertebral terminal (PVT) € uma estrutura ana-
tomica que mantém relag@o funcional com a nutri¢ao do dis-
co intervertebral (DI). O objetivo do estudo foi avaliar por
meio de histomorfometria, a espessura da placa vertebral ter-
minal, a espessura do disco intervertebral e a sua correlacdo
nas diferentes faixas etarias e em diferentes niveis vertebrais.
Foram avaliados os segmentos vertebrais C4-C5, C5- C6,
T7-T8,T12-L 1,1L4-L5 e L5-S1 de 50 cadaveres humanos, de
ambos os sexos, divididos em 5 grupos com intervalo de
faixa etdria de 10 anos, a partir dos 21 anos de idade. A
avaliacao da espessura da PVT e do disco intervertebral foi

realizada por meio de avalia¢ao histomorfométrica dos cor-
tes histolégicos corados pela Hematoxilina e Eosina. As
espessuras das PVT foram comparadas entre si e também
com a espessura do disco intervertebral interposto entre as
respectivas PVT. A espessura das placas vertebrais termi-
nais adjacentes ao mesmo DI nao apresentou diferenca es-
tatistica. No entanto, a comparacao da espessura das pla-
cas vertebrais superior e inferior da mesma vértebra cervical
(C5) e lombar (L5), apresentou diferenca estatistica em todos
os grupos e em todas as faixas etdrias avaliadas. Foi obser-
vado coeficiente de correlacdo estatistica, maior que 75%,
entre a espessura da placa vertebral terminal e o disco inter-
vertebral adjacente, com proporcional reducio de espessu-
ra de ambas estruturas, nos diferentes niveis vertebrais ava-
liados, e também nas diferentes faixas etarias avaliadas.

EFEITOS DOSE DEPENDENTES DO ULTRA-SOM TERAPEUTICO NO PROCESSO DE CICATRIZA-
CAO DO TENDAO FLEXOR. ANALISE BIOMECANICA EM TENDOES DE COELHOS

Cristiane Vitaliano Graminha Romano
Orientador: Prof. Dr. Clatidio Henrique Barbieri
Tese de Doutorado apresentada em 09/10/2008

A literatura revela indicios de que o ultra-som tera-
péutico favorece a cicatrizagio tendinosa, embora os resul-
tados dos estudos sejam ainda contraditérios. O objetivo
deste trabalho foi investigar as propriedades mecanicas
nos reparos de tenddes flexores profundos de coelhos sub-
metidos a tenotomia seguida de tenorrafia e aplicacdo do
ultra-som terapéutico com diferentes intensidades. Para
tanto, foram utilizados 44 coelhos fémea, da raca Nova
Zelandia, adultos jovens com peso corpdreo médio de 2,5
Kg. Todos os animais foram operados sob anestesia geral e
submetidos a tenotomia do tendéo flexor profundo do ter-
ceiro dedo da pata direita dianteira e imediatamente repara-
do com a técnica de Kessler modificada. As patas operadas
foram imobilizadas com uma 6rtese de material termoplastico
durante todo o perfiodo do experimento (31 dias) e os ani-
mais foram distribuidos em quatro grupos (A, B, C e D) de
acordo com o tratamento pds-operatério. Os animais do
grupo A receberam aplicag@o do ultra-som com uma inten-
sidade de 1,4 W/cm?, os do grupos B de 0,6 W/cm?, ambos
no modo continuo, os do C de 0,6 W/cm? SATA (spatial
average and temporal average) no modo pulsado a 50% e
os animais do grupo D, ndo receberam tratamento ultra-
sonico algum. A frequéncia ultra-s6nica empregada foi de 1
MHz, a aplicacio foi didria, com dura¢io de 6 minutos cada,
iniciando no quarto dia pds-operatorio, por 10 dias conse-
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cutivos. No trigésimo primeiro dia pds-operatério, os ani-
mais foram sacrificados e o tendao operado foi dissecado
ressecado, sendo que 40 tenddes (10 de cada grupo) foram
submetidos aos testes de resisténcia a tracdo na miquina
universal de ensaio e um tendao de cada grupo foi subme-
tido a andlise histoldgica qualitativa. A partir dos graficos
forga versus deformagdo foram calculadas as seguintes pro-
priedades mecanicas: forca maxima, deformacao na forca
maxima e rigidez. Ainda para a propriedade mecanica forca
maxima, foram estabelecidos quatro valores de referéncia
(8, 16,20 ¢ 24 N), e verificou-se a porcentagem de tenddes
de cada grupo experimental que suportava uma carga maior
ou igual a cada um desses valores. Os resultados mostra-
ram que, embora nao houvesse diferencas estatisticamente
significante entre os grupos experimentais, a forca maxima
e a deformacao na forca maxima foram maiores para o grupo
irradiado com ultra-som continuo a uma intensidade de 0,6
W/cm?, sugerindo que o ultra-som melhorou as proprieda-
des mecanicas desses tenddes. Especificamente para a pro-
priedade mecanica forca maxima, procurou-se verificar a
porcentagem de tenddes de cada grupo experimental que
suportava uma carga maior ou igual 8, 16, 20 e 24 N. Os
resultados mostraram que os tenddes do grupo tratado com
ultra-som continuo a uma intensidade de 0,6 W/cm?, tolera-
ram carga maior que os tenddes dos demais grupos. A ané-
lise histoldgica mostrou que o tenddo desse mesmo grupo
apresentou fibras coldgenas totalmente densas, diferente-
mente dos demais tenddes que apresentaram fibras frouxas
entremeadas as demais fibras.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DA AREA OSSEA ADJACENTE AOS PARAFUSOS
CERVICAIS, EM DIFERENTES TEMPOS DE FIXACAO

Joao Paulo Chieregato Matheus
Orientador: Prof. Dr. Helton Luis Aparecido Defino
Tese de Doutorado apresentada em 23/12/2008

As técnicas de preparo do orificio piloto durante as
cirurgias de coluna, como a varia¢do do diametro e a realiza-
¢do do macheamento, t€ém sido apontadas como determi-
nantes no aumento da interface osso/implante dos parafu-
S0s cervicais e, consequentemente, maior estabilidade. As-
sim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do dia-
metro e do macheamento do orificio piloto na drea dssea
trabecular entre os passos de rosca, na drea paralela ao im-
plante e na superficie de contato osso/implante, por meio de
microscopia eletronica de varredura e em diferentes tempos
de fixacdo. Para tanto foram utilizados seis carneiros, com
massa corporal média de 28+04 kg e 72 parafusos cervicais
de titdnio (Synthes ®) com didmetro externo de 3,5 mm, dia-
metro interno de 2,5 mm e 14,0 mm de comprimento. Os para-
fusos foram implantados por acesso anterior no corpo das
vértebras cervicais dos carneiros em dois procedimentos ci-
rargicos. Durante os procedimentos foram confeccionados,
com brocas, orificios piloto de 2,0 e 2,5 mm de diametros.
Além disso, em metade dos orificios de 2,5 mm foi realizado
o macheamento com instrumental especifico (Synthes @),
semelhante ao perfil dos parafusos. Na primeira cirurgia os
parafusos foram implantados nas vértebras cervicais C2, C3
e C4, conforme os grupos experimentais, e os animais foram
mantidos vivos por oito semanas (Cronico). Passado esse
periodo, foi realizada nova cirurgia para implantacéo dos
parafusos nas vértebras cervicais C5, C6 e C7 e em seguida
o animal foi submetido a eutandsia por meio de overdose

anestésica (Agudo). A partir destas cirurgias foram forma-
dos os seguintes grupos experimentais: agudo com orificio
2,0 mm (A 2,0); agudo com orificio 2,5 mm (A 2,5); agudo
com orificio macheado de 2,5 mm (A 2,5 M); cr6nico com
orificio 2,0 mm (C 2,0); crénico com orificio 2,5 mm (C 2,5) e
cronico com orificio macheado de 2,5 mm (C 2,5 M). Termi-
nados os procedimentos cirdrgicos, o material foi prepara-
do e conduzido para anélise por meio de microscopia eletro-
nica de varredura (MEV). As imagens obtidas foram entio
qualificadas e quantificadas segundo as areas: intra passo
de rosca, projecdo em espelho e contato osso/implante. Nos
grupos agudos, o orificio de menor diametro (A 2,0) gerou
grande fragmentac@o e compactacio intra passo de rosca e
o macheamento (A 2,5 M) removeu parte do material na re-
gido do parafuso. Nos grupos crdnicos, o orificio com maior
area Ossea intra passo e contato osso/implante foi aquele
com o mesmo didmetro interno do parafuso e nao macheado
(C 2,5). Portanto, no momento de implantacio dos parafu-
S0s cervicais, a maior drea 0ssea intra passo de rosca e de
contato foi obtida ao se realizar orificios piloto com didme-
tro interno menor que o diametro dos implantes sem a reali-
zacdo da técnica de macheamento. Entretanto, na fase cro-
nica, os resultados obtidos sugerem que a melhor técnica
seja a realizacdo do orificio piloto com mesmo didmetro do
parafuso, sem a realizacdo do macheamento. Levando-se
em consideracdo que a fixacdo de um segmento em uma
abordagem terapéutica permanecerd por um tempo prolon-
gado, muitas vezes acima de oito semanas, € I adequado
sugerir que a confeccao de um orificio piloto de mesmo dia-
metro interno do parafuso, sem o macheamento, seja a me-
lhor técnica de fixacao dos implantes em coluna cervical.

PATOLOGIA

EXPRESSAO DA CHECKPOINT KINASE 2 NOS CARCINOMAS MAMARIOS: ESTUDO CLINICO-

PATOLOGICO E IMUNOISTOQUIMICO

Michel Antonio Kiyota Moutinho
Orientador: Prof. Dr. Alfredo Ribeiro-Silva
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/10/2008

A Checkpoint quinase 2 (Chk2) é uma proteina de
checagem do ciclo celular que pode atuar como um supres-
sor tumoral devido ao seu importante papel na sinalizacao
ao dano ao DNA e na regulagdo do ciclo celular. O papel do
Chk2 na tumorigénese mamadria, entretanto, ainda € pouco

compreendido. Este estudo foi realizado para avaliar a rela-
¢do entre a expressdo do Chk?2 e fatores prognésticos bem
estabelecidos, incluindo sobrevida livre de doenca e so-
brevida global; e varios reguladores da proliferagdo celular
e progressao tumoral nos carcinomas mamadrios, incluindo
oncogenes, genes supressores tumorais, proteinas relacio-
nadas a apoptose e marcadores relacionados a angiogéne-
se. Um painel imuno- histoquimico com 27 anticorpos pri-
marios foi realizado em 100 amostras de carcinomas ductais
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invasores sem outras especificacdes (SOE), previamente
fixadas em formalina e emblocados em parafina. Os dados
clinicos foram obtidos dos prontuarios médicos. No parén-
quima mamadrio normal adjacente ao tumor, o Chk2 marcou
o niicleo das células epiteliais. Uma baixa expressdo do
Chk2 foi observada em 23 carcinomas e essa expressao
correlacionou-se com doenga avangada. Entre os regula-
dores da proliferacdo celular e progressao tumoral avalia-
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dos, a baixa expressdo do Chk?2 correlacionou-se com baixa
expressdo do p27 e da telomerase. Nao houve diferenca
entre a sobrevida global e sobrevida livre da doenca de
acordo com a marca¢do do Chk2. Em conclusdo, A expres-
sdo diferencial do h-TERT e do p27 pode contribuir na
fisiopatogénese dos carcinomas mamarios Chk2- positivos.
A expressdo do Chk2 ndo interferiu com a evolucdo das
pacientes.

SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

INFLUENCIA DO TAMANHO AO NASCER E DE ALGUMAS VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS
SOBRE O ESTADO NUTRICIONAL DE CRIANCAS ENTRE 10 E 11 ANOS DE IDADE, PERTENCEN-
TES A COORTE DE 1994, RIBEIRAO PRETO-SP

Ieda Regina Lopes Del Ciampo
Orientadora: Prof®.Dr®. Heloisa Bettiol
Tese de Doutorado apresentada em 30/10/2008

O baixo peso ao nascer (BPN) e arestri¢ao de cresci-
mento intra-uterino (RCIU) sdo indicadores de comprometi-
mento do estado nutricional durante a vida pré-natal e esta-
riam associados a fatores de risco para doengas cardiovas-
culares na vida adulta. Atualmente, acredita-se que este ris-
co também esteja presente em idades mais precoces. Para
avaliar a influéncia do peso ao nascer e de outras variaveis
ao nascimento e entre 10 e 11 anos de idade sobre o estado
nutricional de escolares em Ribeirdo Preto-SP, foram avalia-
das por meio de questiondrio e medidas antropométricas,
uma amostra de 874 criancas em idade escolar, provenientes
de um estudo de coorte iniciado em 1994. Foram considera-
dos subnutridos os escolares com indice de massa corporal
(IMC) < percentil (P) 5 e com excesso de peso aqueles com
IMC =P85 por duas referéncias: Must et al. e NCHS/CDC. A
associagdo do IMC com o peso ao nascer e demais varia-
veis de controle foi avaliada por modelo de regressio logis-
tica nominal, sendo a faixa entre o P5 e o P85 considerada
como referéncia. As variaveis de controle foram: sexo, ida-
de, cor da pele, nascimento pré-termo, tabagismo materno
durante a gestagdo, situagdo conjugal materna no parto,
idade da mde ao nascimento da crianga, idade da introdug@o
de leite artificial, tipo de escola que a crianca frequenta es-
colaridade materna atual e nimero atual de moradores por

domicilio. Ap6s o ajuste final do modelo para o BPN e para
aRCIU, ambos ndo favoreceram o excesso de peso na idade
escolar tanto pela referéncia de Must ef al. como pela do
NCHS/CDC e ainda tiveram associag¢ao positiva com a sub-
nutri¢do nos escolares, com a RCIU pela referéncia de Must
et al. com Odds Ratio (OR) de 2,33 e intervalo de confianca
de 95%, (1C95%) de 1,34:4,07) e do NCHS/CDC com OR=2,23
(IC95% 1,29;3,84); e o BPN pelos critérios de Must et al.
com OR=1,81 (IC95% 1,02;3,21) e NCHS/CDC com OR=1,78
(IC95% 1,01;312). A associacdo positiva do sexo masculino
com o excesso de peso (OR=1,47;1C95% 1,02;2,13) e aten-
déncia de associagdo positiva do maior nimero de morado-
res no domicilio com o excesso de peso nido foram suficien-
tes para retirar a associacdo positiva do tamanho ao nascer
com a subnutri¢do na idade escolar. Houve, ainda, associa-
¢do negativa da RCIU com o excesso de peso pela referén-
cia do NCHS/CDC (OR=0,57; 1C95% 0,34, 0,93). O excesso
de peso como um dos fatores de risco para a sindrome meta-
bélica nos individuos com BPN e com RCIU, independente
das referéncias de IMC utilizadas, parece ainda ndo estar
presente na idade escolar. Os resultados encontrados sdo
importantes e demonstram que este municipio, como outras
regides de paises em desenvolvimento, encontra-se em fase
de transicao nutricional. Devido aos altos indices de exces-
so de peso sem a diminuicao dos niveis de subnutri¢ao para
aqueles dos paises desenvolvidos, o efeito de associa¢do
do BPN e da RCIU com o excesso de peso na faixa etaria
entre 10 e 11 anos de idade ainda ndo ocorreu.

ESTUDO DO PERFIL DE EXPRESSAO DOS GENES RELACIONADOS A APOPTOSE EM LEUCE-
MIAS LINFOIDES AGUDAS DA INFANCIA POR PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (RQ-PCR

Juliana Franca da Mata
Orientador: Prof.Dr. Carlos Alberto Scrideli
Tese de Doutorado apresentada em 05/11/2008
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Introducao: Anormalidades na regulacdo da apop-
tose, resultando tanto na sua inibi¢cdo quanto aumento, tem
sido descritas como tendo um papel central no desenvolvi-
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mento de diversas malignidades onco-hematolégicas. A as-
sociacdo dos niveis de expressdo destes genes com varia-
veis bioldgicas e sobrevida em criancas com LLA ndo tem
sido bem estabelecida. O objetivo do estudo foi de compa-
rar niveis de expressio dos genes pré-apoptéticos CASP3,
CASPS8, CASPY e FAS e do gene anti-apoptético BCL2 em
criangas com leucemia linféide aguda (LLA) e correlaciona-
los com progndstico e varidveis clinicas e bioldgicas.
Métodos: Foram analisadas 140 amostras consecu-
tivas de medula éssea de criangas com LLA ao diagndsti-
co, classificadas e tratadas nas instituicdes participantes
segundo os protocolos propostos pelo GBTLI-99. O perfil
de expressdo génica foi analisado por PCR quantitativa em
tempo-real (RQ-PCR) utilizando-se SYBR Green como mar-
cador de fluorescéncia e o gene GUS como controle inter-
no. O valor de expressdo relativa de cada gene foi avaliado
pela técnica 2-DDCT (com eficiéncias variando de 1,9-2,1).
Foram comparados os niveis de expressdo dos genes estu-
dados com as varidveis: idade, nimero de glébulos bran-
cos (GB) ao diagndstico, citogenética molecular, velocida-
de na resposta ao tratamento de indu¢do (respondedores
rapidos ou lentos), grupo de risco (risco bdsico-RB ou alto
risco-AR), imunofenotipagem e sobrevida livre de eventos
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(SLE). O tempo de seguimento variou de 26 a 66 meses. A
associacdo entre as varidveis e os valores de expressao de
cada gene foi analisada pelo teste de Mann-Whitney. A
SLE foi analisada através de curvas de Kaplan-Meier e tes-
te log-rank e a correlagdo entre os valores de expressdao
pelo teste de Spearman. Foram considerados como aumen-
tados os valores de expressdo acima da mediana.

Resultados: SLE em 4 anos foi de 76% (RB-82% x
AR-66%) no grupo analisado. Foi observada uma correla-
¢do significativa entre os genes CASP3, CASPS, CASP9 e
FAS (P<0.001) e associag@o estatistica significante (p<0,05)
entre hiperexpressdo do gene BCL2 e GB <50000/dL ao
diagndstico e risco bdsico. Hiperexpressao dos genes
CASP3, CASPS e FAS esteve associada a contagem de
GB<5000/dL no D7 da terapia de indug@o. Nao foi verificada
associacdo entre o nivel de expressdo destes genes e SLE
em 4 anos.

Conclusdes: Os resultados sugerem que o nivel de
expressao de genes relacionados a apoptose pode estar as-
sociado a varidveis clinicas e bioldgicas em criancas com
LLA. O nivel de expressio destes genes medidos ao diag-
ndstico, no entanto, nao parece ter associaco significativa
com sobrevida e chance de recaida em criangas com LLA.

DA SAUDE PERINATAL A SAUDE DO ADULTO JOVEM : ESTUDO DOS FATORES DE RISCO
PARA A SINDROME METABOLICA NA COORTE NASCIDA EM 1978/79 NOS HOSPITAIS DE

RIBEIRAO PRETO, SP

Viviane Cunha Cardoso
Orientador: Prof. Dr. Marco Antonio Barbieri
Tese de Doutorado apresentada em 19/11/2008

Introducdo: Diversos estudos sugerem que baixo
peso ao nascer associado a sobrepeso na infancia pode
aumentar o risco de resisténcia insulinica e Sindrome Meta-
bélica (SM) na vida adulta. SM € um transtorno complexo
representado por um conjunto de fatores de risco para do-
enca cardiovascular, relacionados a deposic¢do central de
gordura e a resisténcia insulinica. A prevaléncia da SM é
alta, variando entre 10% e 40%, dependendo da idade e
sexo.

Objetivos: Estimar a prevaléncia da SM e seus com-
ponentes entre adultos jovens nascidos na coorte de Ri-
beirdo Preto/SP em 1978/79, e avaliar em que medida fatores
indicativos de nutri¢do intra-uterina (PIG e GIG) e excesso
de peso na infancia sdo associados com SM.

Métodos: De 6827 nascidos de parto tinico hospita-
larem 1978/79 foram avaliados 2063 participantes aos 23/25
anos para estabelecer a prevaléncia de SM na coorte adul-
ta. Esta avaliac@o dos adultos jovens constou de coleta de
sangue, medidas antropométricas, afericao de pressio ar-
terial e aplica¢do de questiondrios padronizados. Destes
2063 sujeitos, 1138 tiveram informagdes coletadas em 3

momentos de avaliagdo: ao nascimento (sexo do recém-
nascido, tabagismo, escolaridade e situacdo conjugal ma-
ternas, paridade e relagdo de peso ao nascer para idade
gestacional, classificada como adequado - AIG, pequeno -
PIG e grande - GIG), na idade escolar (excesso de peso ou
ndo) e aos 23/25 anos (ocupagao do chefe da familia, situa-
¢do conjugal, escolaridade, tabagismo e histdria familiar de
doencas cardiovasculares). SM foi definida pelo consenso
da International Diabetes Federation (IDF). Foi aplicada
andlise de regressdo logistica multipla, passo a passo, sen-
do SM a varidvel dependente. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -USP, processo
n° 5587/2007.

Resultados: A prevaléncia de SM da coorte adulta,
pelos critérios da IDF, foi 11,9% (18,1% nos homens e 6,1%
nas mulheres). Entre os componentes da sindrome encon-
trou-se: circunferéncia de cintura aumentada em 32%, hi-
pertensdo em 22,8%, HDL baixo em 42%, hiperglicemia em
3,1%, e hipertrigliceridemia em 12,8%. Houve diferenca en-
tre os sexos em relacdo a todos os componentes da SM,
sendo que os homens apresentaram maiores prevaléncias
de alterac@o nas medidas de cintura, niveis pressoricos,
glicemia de jejum e triglicerideos (36,1%, 40,6%, 4,5% e 16%;
respectivamente) do que as mulheres (28,1%, 6,3%, 1,8% e
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9,8%; respectivamente). Em relacdo ao HDL colesterol bai-
X0, as mulheres apresentaram maior porcentagem (44,4%)
do que os homens (39,4%). O calculo de tendéncia linear
mostrou que o risco para SM aumentava conforme o au-
mento da relag@o de peso para idade gestacional. Na andli-
se ndo-ajustada recém-nascidos GIG apresentaram risco para
SM, associa¢do esta que ndo se manteve com o ajuste pe-
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las outras varidveis. Individuos do sexo masculino (OR 4,24),
com excesso de peso na idade escolar (OR 2,81) e tabagistas
(OR 3,03) tiveram um risco maior de SM.

Conclusdes: A prevaléncia de SM foi elevada, con-
siderando-se que a populacio € jovem. Ganho de peso na
idade escolar mostrou-se associado a risco de SM, ao con-
trario das condi¢des de nascimento.

PERFIL NUTRICIONAL DE ADOLESCENTES EUTROFICOS, COM DIAGNOSTICO DE SOBREPESO
E OBESIDADE, ATENDIDOS NO CENTRO MEDICO SOCIAL COMUNITARIO VILA LOBATO, RI-

BEIRAO PRETO (SP), BRASIL

Virginia Pavesi Miguel
Orientadora: Prof®. Dr®. Jacqueline Pontes Monteiro
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/11/2008

A obesidade pode ser definida como um distirbio
metabdlico caracterizado por aumento da massa adiposa do
organismo que se reflete em aumento do peso corpdreo
(OMS, 2004). Na adolescéncia, esta se associa ao apareci-
mento precoce de doengas cardiovasculares, diabetes me-
Ilitus tipo 2, problemas psicoldgicos, além de comprometer a
postura, causar alteracdes no aparelho psicomotor entre
outros (Terres et al., 2006). A adolescéncia traz consigo algu-
mas peculiaridades que podem fazer com que este seja um
grupo de risco para o excesso de peso, uma vez que as
praticas alimentares dessa faixa etaria compreendem alta in-
gestao de alimentos energéticos tais como fast foods, sal-
gadinhos, doces e refrigerantes (Del Ciampo; Tomita, 2007)
e baixa ingestdo de frutas, vegetais e laticinios (Neumark-
Sztalner et al., 1999). O presente estudo teve como objetivos
descrever e comparar o perfil nutricional de trés grupos de
adolescentes de mesma idade e género, com diagndstico de
sobrepeso, obesidade e eutrofia determinado pelo Indice de
Massa Corporal (IMC). Para avaliagdo do consumo alimen-
tar, foi utilizado questionario semiquantitativo de frequén-
cia alimentar, e as informacgdes relativas aos hdbitos associ-
ados a alimentagdo foram coletadas por meio de um questi-
onario. Foram avaliados 141 adolescentes, com idade entre
10 e 19 anos, atendidos no Centro Médico Social Comunita-
rio Vila Lobato, cidade de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. Em
relacdo a antropometria, observou-se que houve diferenca
estatistica significante entre o IMC, peso, circunferéncia da

cintura e do brago, dobras cutaneas e composi¢do corporal
entre os grupos (p=0,000). A circunferéncia da cintura apre-
sentou correlag@o estatisticamente significante com o IMC
(0,947; p=0,000), porcentagem de gordura corporal (0,757;
p=0,000 ), dobra cutanea triciptal (0,723; p = 0,000), dobra
cutanea subescapular ( 0,815; p = 0,000) e dobra cutinea
supra-ilfaca ( 0,841; P =0,000). Entre os grupos ndo foi ob-
servada diferenca estatistica significante em relacéo a in-
gestdo energética e a contribui¢do percentual de macronu-
trientes, porém todos os grupos apresentaram percentual
lipidico da dieta acima do recomendado. Além disso, ndo
houve diferenga estatistica significante entre os trés gru-
pos para o consumo de micronutrientes. Quanto a andlise
qualitativa da dieta, observa-se em geral consumo frequen-
te de arroz e feijao, paes, salgados, refrigerante, suco artifi-
cial, café com aguicar e embutidos. As frutas mais consumidas
foram laranja, mac¢a e banana, e os vegetais mais consumi-
dos foram alface e tomate. No que se refere ao estilo de vida,
observou-se que o tempo gasto em frente a televisdo (p =
0,018) foi maior entre os adolescentes obesos, o hdbito de
fazer dieta (p = 0,023) e o menor niimero de refeicdes (p =
0,014) foi mais prevalente entre os com sobrepeso e a pre-
senca familiar de obesidade (p = 0,000) foi menos comum
entre os eutr6ficos. Os nossos resultados mostram que os
trés grupos de adolescentes apresentaram semelhanca em
relacdo ao padrdo alimentar. Do ponto de vista qualitativo, o
padrdo alimentar de todos os adolescentes pesquisados
mostrou-se inadequado para a maioria dos grupos de ali-
mentos. Os resultados referentes ao estilo de vida e presen-
ca de obesidade na familia mostram que, além do padrio
alimentar, estes devem ser considerados ao tratar obesida-
de na adolescéncia.

IMPACTO DA SUPLEMENTACAO MATERNA DE VITAMINA A DURANTE O PUERPERIO NO BINO-
MIO MAE-FILHO: ENSAIO CLINICO ALEATORIZADO DUPLO-CEGO PLACEBO-CONTROLADO

Thalia Manfrin Martins
Orientador: Prof. Dr. Ivan Savioli Ferraz
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/11/2008
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Introducio: A deficiéncia de vitamina A (DVA) cons-
titui grave problema de satide ptblica em muitas regides do
mundo, atingindo principalmente o grupo materno-infantil
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e aumentando a morbimortalidade na infancia. A suplemen-
tacdo materna pode ser uma estratégia eficaz no combate
ao problema.

Objetivos: Verificar o impacto da suplementagdo
materna com vitamina A sobre a concentragdo de retinol do
leite materno e do soro no bindmio mae-filho, além de esti-
mar a prevaléncia da DVA neste grupo, verificar a associa-
cdo entre mae e filho e a influéncia de alguns fatores envol-
vidos na génese da DVA.

Casuistica e métodos: 33 puérperas receberam cép-
sulas com 200.000 UI de vitamina A entre 0 20° e 0 30° dias
pos-parto (grupo suplementado) e 33 receberam capsulas
idénticas com 6leo de soja (grupo placebo). Amostras de
sangue e leite maternos foram colhidas antes (T0) e apds
(T1) a intervencgdo (trés meses pos-parto). Sangue dos
lactentes foi colhido aos trés meses. O retinol foi analisado
pelo método de HPLC. Concentragdes inferiores a 0,70 umol/
I no soro e 1,05 umol/l no leite foram indicativas de DVA.
Peso e altura foram aferidos e dados sociodemograficos e
clinicos foram obtidos através de entrevista.

Resultados: Concluiram a pesquisa 61 pares mée-
filho. Nas mies suplementadas, a concentragio sérica de
retinol aumentou de 1,05 +0,31 yumol/l no TO para 1,17 + 0,34
umol/l no T1 (p=0,026), mostrando diferencga estatistica-
mente significante em relagio ao grupo placebo, cuja média
foi 1,02 £ 0,28 umol/l (p=0,032). No leite materno, houve
reducio significativa da concentrac@o de retinol somente
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no grupo que ndo recebeu a vitamina (1,98 + 0,78 umol/l no
TOe 1,34 0,89 umol/l no T1, p=0,003). Nos lactentes, ndo
houve diferenga estatistica nas médias de retinol entre os
grupos (0,64 + 0,30 pmol/l e 0,69 + 0,26 pmol/l). Quanto a
DVA materna sérica, encontrou-se 6,7% (T0) e 16,7% (T1)
no grupo placebo e 6,5% (T0) e 3,2% (T1) no suplementado.
DVA no leite materno foi observada em 7,4% (T0O) e 55,6%
(T1) das amostras do grupo placebo e 22,6% (T0) e 16,1%
(T1) do suplementado. A DVA esteve presente em 66% dos
lactentes (69% no grupo placebo e 63,3% no suplementado).
Apenas uma puérpera apresentou subnutri¢ao e um lactente
apresentou risco nutricional. DVA materna associou-se a
DVA no leite (p=0,015) e houve correlacdo positiva signifi-
cante entre retinol sérico materno e do leite (r = 0,28;
p=0,032). Nao houve influéncia das variaveis paridade, es-
colaridade, renda, uso de polivitaminico, febre e diarréia no
retinol de puérperas e lactentes. O retinol sérico materno
ndo se alterou com o IMC, mas a idade das puérperas se
correlacionou positivamente com o retinol (r = 0,29; p=0,024).

Conclusoes: A suplementagdo materna com 200.000
UI de vitamina A mostrou impacto positivo na concentra-
¢do de retinol da mée e do leite materno, porém nao atingin-
do o lactente. Apesar de a populacio estudada ter sido
considerada eutr6fica em praticamente sua totalidade, ele-
vada prevaléncia de DVA foi encontrada, principalmente
nos lactentes de trés meses de idade, questionando-se o
ponto de corte empregado para esta faixa etaria.

SAUDE MENTAL

TRANSTORNO DE ANSIEDADE SOCIAL : VALIDACAO DE INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

Flavia de Lima Osorio
Orientadora: Prof*. Dr”. Sonia Regina Loureiro
Tese de Doutorado apresentada em 07/11/2008

O Transtorno de Ansiedade Social (TAS) € um dis-
tdrbio de inicio precoce, com prevaléncia e comorbidades
significativas, favorecendo prejuizos importantes no fun-
cionamento laboral, familiar, social e académico, especial-
mente em pessoas jovens. Dada tais caracteristicas, faz-se
necessaria a identificagdo precoce e o diagndstico preciso
do TAS, o que requer instrumentos validados. Objetivou-
se a avaliagdo sistemdtica do TAS, por meio de um conjun-
to de instrumentos validados quanto as suas qualidades
psicométricas de fidedignidade e validade, em uma popula-
¢do de adultos jovens brasileiros, estudantes universitari-
0s, sob a perspectiva da auto e hetero-avaliacdo. Para tal,

realizou-se a validacao transcultural dos instrumentos auto-
avaliativos: Social Phobia Inventory (SPIN) e Self
Statements During Public Speaking Scale (SSPS -versdao
trago e estado) e do instrumento hetero-avaliativo Brief
Social Phobia Scale (BSPS), com aprova¢do prévia dos
autores das versdes originais. O delineamento metodolégico
envolveu trés etapas. Na primeira, a amostra utilizada para
avaliag@o dos instrumentos SPIN e SSPS foi composta por
2314 estudantes universitarios da populagdo geral. Na se-
gunda etapa, para a validag@o dos instrumentos SPIN, SSPS
e BSPS, utilizou-se de uma amostra de 178 estudantes uni-
versitarios identificados como casos (N = 88) e ndo-casos
(N =90) de TAS, através da Entrevista Clinica Estruturada
para o DSM-IV (SCID-IV). Na terceira etapa, 45 estudantes
universitarios também classificados como casos (N=24) e
nio-casos (N = 21) de TAS compuseram a amostra para
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validacdo da SSPS-estado no contexto de um modelo expe-
rimental de falar em publico. O SPIN apresentou boa con-
sisténcia interna ( 0=0,63- 0,90), validade concorrente com
o Inventario de Ansiedade de Beck (BAI) (r=0,10-0,63) e
SSPS-trago (r=0,22-0,65), validade discriminativa (sensibi-
lidade =0,84, especificidade = 0,87) e validade de construto.
A andlise fatorial indicou a presenca de um nimero variavel
de fatores em funcdo da amostra estudada. Destaca-se a
versdo reduzida deste instrumento, o Mini-SPIN, que tam-
bém apresentou 6timos indicadores psicométricos (sensi-
bilidade = 0,77, especificidade = 0,67). A SSPS-trago mos-
trou-se bastante adequada quanto a consisténcia interna
(a0=0,64-0,94), validade concorrente com o BAI (r=0,18-
0,53) e SPIN (r=0,22-0,65) e validade discriminativa entre
casos e ndo-casos de TAS. A andlise fatorial evidenciou a
presencga de dois fatores: auto-avaliacdo positiva e negati-
va. A BSPS aplicada com o suporte de um roteiro de per-
guntas-guia, apresentou excelentes confiabilidade inter-

Medicina (Ribeirdo Preto) 2009;42 (1): 00-00

http://www.fmrp.usp.br/revista

avaliadores (0,86-1,00) e validade discriminativa (sensibili-
dade = 0,84, especificidade = 0,83); adequadas consistén-
ciainterna (o0 = 0,48-0,88), validade concorrente com o BAI
(r=0,21-0,62), SPIN (r=0,24-0,82) e SSPS-traco (r=0,23-
0,31) e validade de construto. A andlise fatorial apontou a
presenga de seis fatores que explicam 71,8% da variancia
dos dados. A SSPS-estado mostrou-se apropriada para ava-
liagcdo dos aspectos cognitivos associados ao falar em pu-
blico no contexto de um modelo experimental de simulacao
de falar em publico, apresentando excelente validade
discriminativa entre casos e nao-casos de TAS, além de
sensibilidade para discriminar os diferentes niveis de ansi-
edade nas fases do procedimento. Todos os instrumentos
mostraram boas qualidades psicométricas, o que recomen-
da o uso na populacido de universitarios brasileiros, po-
dendo ser aplicados tanto em contextos experimentais como
clinicos, favorecendo a detec¢@o mais precisa do TAS, es-
pecialmente nos contextos de aten¢@o primdria a satide.

SAUDE NA COMUNIDADE

TRABALHO EM EQUIPE E COMPETENCIA PROFISSIONAL NA ESTRATEGIA SAUDE DA FAMILIA:

APERCEPCAO DO CIRURGIAO DENTISTA

Carolina Menez de Carvalho Pinto
Orientadora: Prof®. Dr®. Aldaisa Cassanho Forster
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/10/2008

A Sauide Bucal deve ser entendida como parte inte-
grante e insepardvel da sadde geral do individuo e que esta
relacionada com as condicdes de saneamento; alimenta-
¢d0; moradia; trabalho; educacao; renda; transporte; lazer;
liberdade; e acesso a terra, aos servigos de satde e a infor-
magao (Brasil, 1993). Um ator nesta histdria se torna primor-
dial, o cirurgido dentista, responsdvel por proporcionar
padrdes adequados de satde bucal para o conjunto da
populacdo de um pais, de uma regido, ou de uma localida-
de; procurando formular estratégias e linhas de a¢do que
permitam a constru¢do de uma saide de base coletiva. Esta
investigacdo tem por objetivo analisar a percepcao do ci-
rurgido dentista da equipe de saide Bucal (ESB) sobre a
Estratégia Saide da Familia (ESF) e a Satde Bucal; com
enfoques no trabalho em equipe e nas suas competéncias
na ESF.

Constitui-se em um estudo descritivo exploratdrio
com abordagem qualitativa dos dados.

Para a coleta dos dados foi utilizada a entrevista
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semi-estruturada com os 10 cirurgides dentistas que traba-
lham na equipe de satde bucal da ESF do municipio de
Ribeirao Preto.

As entrevistas gravadas e transcritas na integra. Para
interpretacdo dos dados nos baseamos na andlise de con-
tetdo preconizada por Bardin (1977). Com relag@o aos re-
sultados da caracterizacdo do sujeito, constatamos que
todos os CDs entrevistados egressaram da graduacdo ha
mais de 14 anos, com média de 24,4 anos de formagao aca-
démica. Com relagdo a idade, os profissionais, possuem
média de 46,2 anos, a maioria € do sexo masculino e também
casado. Eles possuem uma média de tempo de trabalho na
ESF de 29,9 meses, todos os profissionais possuem especi-
alizagc@o e somente um entrevistado ndo possui formacao
voltada para a drea de Satide Puiblica. Da andlise das entre-
vistas realizadas com os cirurgides dentistas da Estratégia
Saude da Familia emergiram dois temas principais: o traba-
lho em equipe e as competéncias profissionais para o tra-
balho na ESF.

Estes dois temas s@o de grande importancia para o
cirurgido dentista, para que este possa proporcionar uma
elevacdo dos niveis de saide da populagdo, principalmen-
te da satude bucal.
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PROGRAMA DE SAUDE VOCAL PARA PROFESSORES: ESTUDO EM UMA ESCOLA PARTICU-

LAR DE RIBEIRAO PRETO

Silvia Tieko Kasama
Orientador: Prof. Dr. Edson Zangiacomi Martinez
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/11/2008

Introduciao: os professores sdo profissionais com
alto risco para disfonia. A intensa demanda vocal e a falta
de conhecimento a respeito de cuidados com a prépria voz
sdo aspectos comuns entre os professores. Experiéncias
anteriores para orientar este profissional, com relagio a sua
prépria voz, demonstram sucesso e a opinido dos profes-
sores, assim como a prética de novos habitos sdo de gran-
de importancia. As Escolas Waldorf tém uma pedagogia
baseada na Antroposofia, sendo frequente o uso da voz
falada e cantada em suas atividades.

Objetivo: Propor uma acéo de promogdo de saude
vocal para professores, capaz de fornecer uma percepcao
mais ampla, além da conscientizac@o dos fatores que deter-
minam ou interferem no processo saide-doenca da disfonia.

Meétodo: 13 professores (2 do sexo masculino) de uma
Escola Waldorf de Ribeirao Preto, com média de idade de 43
anos (min=24, mdx=56), participaram das 3 etapas da pes-
quisa, que compreendia uma avaliagdo inicial individual (eta-
pa 1), o Programa de Satide Vocal com duracdo de 12 encon-
tros semanais (etapa 2) e uma reavaliacao individual apds o

término dos encontros (etapa 3). Houve a participacdo de 5
professores do ensino infantil, 6 do fundamental e 2 do mé-
dio. O programa abordou anatomia e fisiologia da fonagao,
higiene vocal e exercicios de aquecimento e desaquecimento
vocal. Logo ap6s o término dos encontros, os professores
preencheram um questiondrio de avaliagdo do programa.

Resultados: a comparacdo dos dados coletados nas
avaliacdes individuais pré e pds-intervencdo nao revela-
ram mudancas significativas, porém tiveram a fungao de
monitoramento do aspecto vocal dos professores. De acor-
do com os professores, 0 aspecto negativo do processo foi
a falta de tempo para comparecer aos encontros e para rea-
lizar os exercicios diariamente. As mudangas citadas como
mais importantes foram aspectos gerais de higiene vocal
(destacando-se a hidratagdo), respiragdo, efeitos benéfi-
cos dos exercicios, atencdo para a propria voz e dos alunos
e o reconhecimento da importancia da voz.

Conclusio: a acido de promocio de satide proposta
obteve grandes éxitos em ampliar a percep¢ao e conscientizar
os professores a respeito dos fatores que atuam de maneira
favoravel ou prejudicial a voz. O resultado foi muito favore-
cido pelo espaco criado para reflexio, troca de experiéncias
e vivéncias de situag¢des proporcionadas pelo Programa de
Saude Vocal.

GEOEPIDEMIOLOGIA DA CO-MORBIDADE AIDS/ TUBERCULOSE NO ESTADO DE SAO PAULO,

BRASIL - DE 1996 A 2005

Ana Teresa Mancini Pimenta
Orientador: Prof. Dr. Antonio Luiz Rodrigues-Jinior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 14/11/2008

Foi desenvolvido um estudo ecolégico com o obje-
tivo de descrever a incidéncia da co-morbidade aids/ tuber-
culose no Estado de Sao Paulo, no periodo de 1996 a 2005,
segundo sua distribui¢do espacial. A base territorial utiliza-
da foram os 645 municipios do Estado, agrupados em 63
microrregides de acordo com a divisdo do IBGE; os coefici-
entes de incidéncia de aids e da co-morbidade aids/ tuber-
culose foram empregados como medidas das doengas. O
IDH e seus componentes IDH-L, IDH-E e IDH-R foram cal-
culados para cada microrregido como indicadores de de-
senvolvimento humano das populacdes. No periodo estu-
dado, foram notificados 81.841 casos de aids; 16.759 casos
de co-morbidade aids/ tuberculose com uma taxa de ataque
de 21,60% e 733 casos suspeitos de tuberculose. Obser-
vou-se que 65,49% dos casos de aids notificados eram do
sexo masculino; a faixa etaria em que ocorreu a maior pro-
porcéo (61,46%) do nimero de notificagdes foi entre 25 e

39; houve maior propor¢do de transmissdo heterossexual
(52,81%); quanto a escolaridade, a maioria dos casos
(53,42%) apresentou entre 1 e 7 anos; as microrregides com
os maiores coeficientes de incidéncia (casos por 100.000
habitantes acima de 14 anos) foram Ribeirao Preto (490,41),
Barretos (489,42), Sio José do Rio Preto (464,08), Santos
(459,22) e Caraguatatuba (402,84). Dos casos notificados
com a co-morbidade, 73,92% eram do sexo masculino; pes-
soas com idade entre 25 e 44 anos foram as mais acometi-
das (77,09%); 57,10% apresentavam escolaridade entre 1 e
7 anos; as microrregides com os maiores coeficientes de
incidéncia (casos por 100.000 habitantes acima de 14 anos)
foram Santos (136,35) Caraguatatuba (88,67) Sido Paulo
(87,45), Sao José dos Campos (72,64) e Ribeirao Preto (70,97).
A microrregido de Sao Paulo (0,835) apresentou o maior
valor de IDH; Nhandeara (0,843) o maior IDH-L; Sao José
dos Campos (0,897) o maior IDH-E; Sao Paulo (0,835) o
maior IDH-R; as microrregides ao sul/ sudoeste do Estado
apresentaram os menores valores do IDH e de seus compo-
nentes. O padrdo de distribui¢do espacial da aids e da co-
morbidade aids/ tuberculose foram diferentes do padrao
do IDH e seus componentes.
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ALTERACAO DO EQUILIBRIO E MARCHA EM IDOSOS E OCORRENCIA DE QUEDAS

Thaise Lucena Silva
Orientador:a Prof®. Dr". Amabile Rodrigues Xavier Manco
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/11/2008

O envelhecimento populacional presente na maioria
dos paises na atualidade inclusive no Brasil, tem sido asso-
ciado ao aumento das quedas que estdo se tornando cada
vez mais frequentes e sendo consideradas como um impor-
tante problema de satde publica. O presente estudo reali-
zado na Associagdo dos Aposentados de Catanduva e Re-
gido tiveram como objetivo estudar as alteracdes de equili-
brio e marcha em idosos e as associacdes com quedas.
Foram pesquisados 200 idosos de ambos os sexos, com
idade igual e superior a 60 anos. O método utilizado foi uma
entrevista contendo perguntas abertas e fechadas, e para
avaliacdo cognitiva foi aplicado o mini-exame do estado
mental (MEEM) e a escala de avaliacdo de desempenho
fisico de membros inferiores (SPPB), com o intuito de ava-

liar o equilibrio, marcha e a forga destes membros. Para a
andlise dos dados foi utilizado o procedimento GENMOD
do programa computacional SAS versdo nove, sendo con-
siderado um nivel de significancia de 5% ao testar hipdte-
ses e um intervalo de confian¢a de 95%%. Os resultados
mostraram que 51% dos idosos sofreram quedas nos ulti-
mos 6 meses, os fatores de risco encontrados como signifi-
cantes foram: idade de 70 a 74anos (p=0,04) e de 75 a 79anos
(p £0,01), residir sozinho (p < 0,01), ndo possuir compa-
nheira (p=0,01), uso de medicamentos (p=0,05), nimero de
medicamentos de 3 a4 (p=0,04) e 5 ou mais (p=0,01), pre-
senga de fraqueza muscular (p < 0,01), largura dos passos
pequenos (p=0,08), assimetria da marcha p=(0,09), presen-
¢a de problemas nos pés (p=0,07), uso de aparelho de audi-
¢do (p=<0,01). Os resultados indicam a importancia de uma
equipe multidisciplinar, como medidas preventivas, visan-
do diminuir as quedas possibilitando uma melhora das ati-
vidades basicas da vida diaria (ABVDs), dessa forma tor-
nando o idoso mais independente.

A REPRESENTACAO DE VELHICE ENTRE OS PROFISSIONAIS QUE ATUAM NOS NUCLEOS

DE SAUDE DA FAMILIA

Angélica Maria Jabur Bimbato
Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Duarte de Carvalho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/11/2008

Diversas mudangas tém ocorrido no perfil demogra-
fico do Brasil, passando o envelhecimento populacional a
ser uma realidade e ndo mais uma expectativa. Muitos sao
0s mitos, conceitos e concep¢des sobre idoso, velhice e
envelhecimento existentes em nossa sociedade, assim como
meios legais que regem sobre os direitos e deveres da pes-
soa idosa (Programa Nacional de Satide do Idoso, Estatuto
do Idoso e Pacto pela Vida 2006). Objetivando analisar as
representacdes de velhice presentes entre os profissionais
que atuam nos Nucleos de Saide da Familia L, III, IV e V do
Centro de Satide Escola da Faculdade de Medicina de Ri-
beirao Preto - Universidade de Sao Paulo (CSE — FMRP/
USP) e as possiveis implicacdes para o servigo de sauide,
realizamos este estudo, utilizando-se da abordagem quali-
tativa por meio de entrevistas semi-estruturadas, com de-
zenove profissionais que atuam nesses Nucleos (agentes
comunitarios de satude, auxiliares de enfermagem, enfer-

122

meiras, médicos e dentistas). As concepg¢des de velhice
variaram em funcdo da formagio, idade e experiéncia de
vida dos entrevistados, sendo apresentadas como: fase de
sabedoria e experiéncia de vida; evolugdo natural do corpo
humano; estado de espirito; fase que se assemelha ao mun-
do infantil; fase de decadéncia ou solidao; e melhor idade.
Ha a compreensio por parte dos profissionais entrevista-
dos, de que a velhice € um conjunto bio-psico-social-espi-
ritual, sendo manifestadas pelos mesmos as dificuldades
encontradas em prestar uma assisténcia de qualidade nes-
te cendrio tdo complexo. Demonstraram também, os seus
sentimentos (medo e ansiedade) frente ao proprio proces-
so de envelhecimento, como consequéncia da cultura e da
sociedade em que vivem, onde ser idoso € visto de forma
negativa. As concepcdes sobre idoso, velhice e envelheci-
mento, apresentadas pelos entrevistados, indicam a dimen-
sdo do quanto esses profissionais encontram-se despre-
parados para enfrentar o grande desafio de melhorar o aten-
dimento oferecido pelo servico de satde, principalmente,
em se levando em consideracdo o aumento acentuado do
nimero de idosos neste pais.
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FATORES PREDITORES DO ALCANCE DAS METAS DO PROGRAMA DE INTERVENCAO NO ES-
TILO DE VIDA EM NIPO-BRASILEIROS DE BAURU - SP

Marilia Alessi Guena de Camargo
Orientadora: Prof®. Dr*. Daniela Saes Sartorelli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 08/12/2008

Objetivos: Identificar fatores associados ao alcan-
ce das metas de um programa de intervencao no estilo de
vida em Nipo-Brasileiros de Bauru, SP.

Metodologia: Os fatores associados ao alcance das
metas (perda de peso de 5%, prética de 150 minutos de
atividades fisicas semanal, consumo alimentar com teor de
gordura saturada inferior a 10% das calorias totais, consu-
mo diario de 400g de frutas, verduras e legumes), apés 12
meses de intervencao foram investigados em modelos de
regressdo logistica ajustados. As avaliacdes do estilo de
vida e perfil de saide foram conduzidas no inicio do estudo
e ap6s 12 meses de seguimento.

Resultados: No total, 458 nipo-brasileiros, 56% do
sexo feminino, 84% de 2% geracdo, idade média (DP) de 60
(11) anos foram analisados. Foram incluidos nos modelos
multiplos para cada desfecho investigado os individuos
com excesso de peso (n=329), que reportaram ndo terem o
hébito da pratica de 150 minutos de atividades fisicas se-
manal (n=278), consumo alimentar com teores de gordura
saturada superior a 10% das calorias totais (n=107) e con-

sumo didrio inferior a 400g de frutas, verduras e legumes
(n=265). Apds 12 meses, 11% dos individuos com excesso
de peso alcangaram a meta de perda de peso, 24, 55 e 16%
dos participantes alcancaram as metas de pratica de ati-
vidades fisicas, teor da dieta de gordura saturada e consu-
mo de frutas, verduras e legumes, respectivamente. Apds
ajuste por varidveis de confusdo, maior razdo de chance
[OR (95%)] para o alcance da meta de perda de peso foi
verificada entre mulheres [2,4 (1,3;4,5)], e menor razdo de
chance entre portadores de diabetes, hipertensdo e
dislipidemia [0,4 (0,1; 0,8)] e individuos classificados em
estdgio de mudanca de pré-contemplacdo / contemplacio
para redug@o do consumo de carnes vermelhas [0,4 (0,2;
0,9)]. Os participantes de 2°* geracdo apresentam menor ra-
730 de chance para o alcance da meta do consumo de fru-
tas, verduras e legumes [0,3 (0,1; 0,9)]. Nenhuma associa-
c¢do foi verificada para as metas da pratica de atividades
fisicas e de gordura saturada.

Conclusoes: Entre os Nipo-Brasileiros, as estratégias
do programa de intervengao no estilo de vida foram mais
eficientes no alcance das metas entre as mulheres, individuos
de 1* geragdo, ndo portadores de morbidades e participan-
tes classificados nos estdgios de mudanga de acio/manu-
tencdo para a reducdo do consumo de carnes vermelhas.

A INFLUENCIA DA FISIOTERAPIA NA PROMOCAO DA QUALIDADE DE VIDA EM PACIENTES

COM DISFUNCAO TEMPOROMANDIBULAR

Maira de Oliveira Viana
Orientador: Prof. Dr. Jair Licio Ferreira Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em15/12/2008

A disfun¢@o temporomandibular (DTM) é respon-
savel por uma sintomatologia de dificil diagndstico e trata-
mento, estando cada vez mais presente em um nimero con-
siderdvel de individuos, trazendo prejuizos nas atividades
diarias, no sono e na alimentac¢@o, o que resulta em impacto
negativo na qualidade de vida do paciente. A fisioterapia
utiliza indmeros recursos com a finalidade normalizar a fun-
¢do do sistema estomatogndtico e proporcionar uma me-
lhora na qualidade de vida desses individuos. O objetivo
geral da pesquisa foi avaliar a influéncia da fisioterapia na
melhoria dos sintomas e na qualidade de vida sob a pers-
pectiva de pacientes portadores de DTM. O estudo foi re-
alizado com 60 pacientes de ambos os sexos, com idade
variando entre 18 a 70 anos com diagndstico de DTM aten-
didos na clinica da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto (FORP-USP). Os pacientes foram divididos em dois

grupos de 30 voluntérios cada, sendo que um grupo rece-
beu tratamento fisioterapico e odontolégico e o outro rece-
beu apenas o tratamento odontoldgico. A medida da quali-
dade de vida foi obtida pelo questiondrio genérico SF-36
Medical Outcome Study-Mos Short From Health Survey,
em duas ocasides: uma no inicio do tratamento e outra no
final. Os resultados mostram que os pacientes que fizeram
um tratamento interdisciplinar apresentaram escores mais
elevados em todos os dominios do questiondrio: capacida-
de funcional, limitacdo por aspectos fisicos, dor, estado
geral de sadde, vitalidade, aspectos sociais, aspectos emo-
cionais e saide mental. No grupo que recebeu tratamento
apenas odontolégico, verificou-se melhora apenas no do-
minio relacionado a dor. O questionario SF-36 foi um instru-
mento adequado, de aplicacdo relativamente répida e de
facil uso para avaliacdo da qualidade de vida em pacientes
com DTM. Sendo assim os resultados apontam para a im-
portancia do trabalho multidisciplinar e as contribuicdes
que a fisioterapia pode oferecer a fim de proporcionar uma
melhor qualidade de vida em pacientes com DTM.
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