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Biologia Celular e Molecular

IMUNODETECGAO DAS LIPINAS DE Drosophila

Murilo Carlos Bizam Vianna
Orientadora: Profa. Dra. Maria Luisa Pacé-Larson
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 01/10/2009

As lipinas fazem parte de uma nova familia de proteinas conservadas evolutivamente, que apresentam atividade de
fosfatase de acido fosfatidico dependente de Mg?*. De acordo com esta atividade, estudos de falta e ganho de fungéo
mostram envolvimento dessas proteinas na biossintese de lipideos de estocagem em camundongos, € na biossintese de
membrAnas, no nematdide C.elegans e em fungos. A lipina 1 de mamiferos também estd envolvida na diferenciacdo de
adipdcitos e tem sido caracterizada como co-ativador transcricional regulando a expressdo de genes associados com
oxidag¢do de 4cidos graxos, sintese e secrego de lipidios. Enquanto em fungos e invertebrados existe somente um gene de
lipina, em mamiferos as lipinas sdo codificadas por 3 genes (Lpinl, Lpin2 e Lpin3), com padrdo tecidual de expressao
distintos. De modo interessante, resultados de nosso laboratério mostram que o ortélogo de Lpin em Drosophila (deno-
minado de DmLpin), expressa trés transcritos de modo regulado nos tecidos € no desenvolvimento. Neste trabalho
iniciamos a caracterizagao das proteinas codificadas por DmLpin através do uso de anticorpos gerados para dois fragmen-
tos distintos, mas comuns as trés isoformas. Em imunoblots de extratos protéicos de células S2 e S2R*, e de tecidos de
Drosophila, os dois anticorpos detectam uma banda principal que migra entre 130 kDa - 140 kDa. Dentre os tecidos
Analisados, a lipina mostrou-se presente em maiores quantidades no corpo gorduroso de larvas em L3, estidgio em que
também sao detectados os maiores niveis de lipina durante o desenvolvimento. As diferencas dos niveis de lipina entre
tecidos e no desenvolvimento diferem do observado para os rnRNA, indicando envolvimento de controle pés- transcricional
na expressao destas proteinas. A imunomarcacao de células S2R*, que expressam a lipina B, mas ndo as isoformas A ou C,
revela um padrdo disperso de localiza¢do Nota de resumo (continua¢do) pequena porcentagem de células (~5%) apresen-
tando marcacdo concentrada aparentemente na periferia de vesicula, com um didmetro maximo de 3 m. Experimentos
bioquimicos mostram que nessas células a lipina € majoritariamente soldvel, com uma quantidade pequena co-sedimentando
com membrAnas pesadas, o que pode ser decorrente de sua possivel associacdo com as estruturas vesiculares. As
vesiculas positivas para lipina sao destituidas de lipideos neutros (triglicerideos). Essa observacao e o fato de apenas uma
pequena porcentagem de células apresentarem a lipina concentrada em vesiculas levantam a hipdtese de que as vesiculas
lipina-positivas vistas em células S2R* reflitam um processo celular dindmico, potencialmente direcionados para a biogénese
de membrAnas necessdrias para o crescimento que antecede o divisdo celular.

BASES MOLECULARES DA MUTAGAO KG00562 E SUA ASSOCIAGAO COM LETALIDADE

Gustavo Borges Pereira
Orientadora: Profa. Dra. Maria Luisa Pacé-Larson
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/10/2009

O sitio de inser¢do do transposon na linhagem KG00562 foi mapeado entre os loci CG8709 e kermit. Esses genes sdo

conservados evolutivamente, e estudos em outros organismos tém mostrado um papel importante no metabolismo de
lipidios (CG8709) e no desenvolvimento (kermit). Assim, o mutante KG00562 poderia contribuir de modo importante na
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caracterizacdo funcional desses novos genes em D. melanogaster. O CG8709, denominado aqui de DmLpin, expressa
diferentes isoformas. Uma dessas isoformas, a DmLpinB, € expressa majoritariamente no tecido nervoso. Na linhagem
KG00562, o mRNA de DmLpinB ndo € observado, sendo detectado um mRNA de menor tamanho que carrega sequéncia do
primeiro exon nio traduzido de DmLpinB, compartilhado com kermit. Outra caracteristica dessa linhagem mutante € o alto
nivel de letalidade. A inser¢do KG00562 em background selvagem apresenta um aumento no fenétipo de letalidade, o que
¢ indicativo de um ganho de fungdo. Através de RACE 3' clonamos o mRNA que contém o primeiro exon de DmLpinB/
kermit. A andlise da sequéncia, em conjunto com informacdes do perfil de expressdo deste mRNA, mostrou que ele é
resultado de um splicing aberrante entre o primeiro exon de DmLpinB e o segundo exon do gene mini-White, presente na
construcao KG e utilizado como marcador da inser¢do. A maior fase de leitura do mRNA quimérico codifica a proteina White
com a por¢do amino-terminal truncada em 74 aminodcidos. Testes de letalidade mostraram que a inser¢do KG00562 sobre
background selvagem (CantonS) ou deficiente em White (W1118) resulta em altos niveis de letalidade, indicando que a
mortalidade em KG00562 nao esta relacionada com interferéncia na fun¢do de White. Além disso, a redugdo nos indices de
mortalidade foi observada em animais KG00562 sobre Def7860, que também expressam White truncada em sua prole,
reforcando a interpretagdo de que a mortalidade em KG00562 nao estd relacionada com a expressdo de White truncada, mas
com alteragdes na expressdo de genes flanqueadores da insercio. De acordo com esta hipétese, estudos de RT-PCR em
tempo real em diferentes tecidos confirmaram a auséncia de DmLpinB e mostraram a superexpressao de kermit no intestino
(283%) e em tibulos de Malpighi (325%) na linhagem KG00562. A falta de DmLpinB parece nao contribuir para a letalidade
da linhagem KG00562 uma vez que a mortalidade € resgatada aos niveis normais em animais carregando essa inser¢ao
sobre a regido de inser¢do (Def7860). Por outro lado, kermit esta contribuindo para os altos indices de mortalidade de
KGO00562. Niveis significativamente aumentados desse transcrito sdo mantidos nos tibulos de Malpighi de animais
KG00562 sobre background selvagem, onde a mortalidade € alta, enquanto sdo reduzidos a niveis semelhantes aos do
selvagem, em animais KG00562 sobre Def7860, onde a mortalidade € resgatada a niveis normais.

O GENE BhSGAMP-1, QUE CODIFICA UM PEPTIDIO ANTIMICROBIANO, E REGULADO NO
DESENVOLVIMENTO NA GLANDULA SALIVAR DE Bradysia hygida (Diptera, Sciaridae),
PELA ACAO DIRETA DA 20-OH ECDISONA

Gabriela Morilha Zanarotti
Orientador: Prof. Dr. Jorge Cury de Almeida
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/11/2009

Demonstramos, recentemente, que 0 BaSGAMP-1 é um gene reiterado, regulado no desenvolvimento, codifica um
peptidio antimicrobiano e é expresso exclusivamente nas glandulas salivares, no final do estagio larval.

Neste trabalho, relatamos, pela primeira vez, que um gene que codifica peptidio antimicrobiano é diretamente
ativado pela 20-OH ecdisona. Este controle provavelmente envolve a participagao de repressor(es) de vida curta. Também
demonstramos que o promotor do BASGAMP-1 nio estd equipado com elementos de resposta a infec¢@o. Ele ndo respon-
de, na glandula salivar e no corpo gorduroso, a infecciao provocada pela inje¢cdo de microorganismos. Foram produzidos
anticorpos policlonais contra o peptidio sintético e foi demonstrado que o peptidio BASGAMP-1 ¢ secretado na saliva. O
gene BASGAMP-1 também ¢ ativado durante a terceira muda larval. Estes fatos confirmam nossa hipdtese de que este
sistema preventivo de defesa foi selecionado para proporcionar um ambiente livre de microorganismos perigosos na
vizinhanca imediata do inseto, durante as mudas.

MIOSINA V EM COMPARTIMENTOS NUCLEARES E CENTROSSOMOS

Claudia Tavares dos Santos
Orientador: Roy Edward Larson
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/11/2009

Miosina-Va (MVa) é um motor molecular ativo que gera for¢a e movimento sobre os filamentos de actina e esta
envolvida no transporte intracelular de organelas e RNA. O anticorpo monoclonal 9E6 (mAb9E6) foi gerado contra um
fosfo-peptideo correspondente ao dominio da cauda globular da MVa que contém serina 1650. Nosso objetivo neste
trabalho foi determinar a localizagdo subcelular da MVa em sua forma fosforilada (fosfo-M Va) usando o mAb9E6. Estudos
de imunofluorescéncia evidenciaram a localizagdo de fosfo-MVa no nticleo das células HeLa e B16. A colocalizagdo em
células HeLa da fosfo-MVa e o fator de splicing SC35, demonstraram a presenca da MVa em compartimentos denominados
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como speckles nucleares, responsaveis pelo processamento de pré-mRNA. Apés a inibi¢do da transcricio, fosfo-MVa
relocaliza-se para locais perto ou dentro dos nucléolos. Em nucléolos purificados, fosfo-M VA esta presente difusamente
no nucléolo e colocaliza com nucleofosmina, mas € ausente em Corpos de Cajal. Também foi investigada a distribui¢do de
MVc por western blots de extratos de células B16 e S91-6. Nos melandcitos S91-6 ha um aumento evidente da cadeia
pesada da MVc em comparacgido com células B16, provavelmente em compensacao pela auséncia de M Va nessas células.
Os estudos de imunofluorescéncia demonstraram que 9E6 também reconheceu a MVc fosforilada e que MVc colocaliza
com a-tubulina em centrosomos e nos polos mitdtico. Estes resultados sugerem um envolvimento dos membros da miosina
V em compartimentos subcelulares especificos.

CARACTERIZAGAO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIMONIAIS
EM DIFERENTES ESPECIES DE LEISHMANIA

Wilton Carlos Zanetti Lopes
Orientador: Prof. Dr. Luiz Ricardo Orsini Tosi
Tese de Doutorado apresentada em 30/11/2009

As leishmanioses sdo responsaveis por significativa morbidade e mortalidade em todo o mundo. Apesar da ampla
utiliza¢do dos antimoniais no tratamento da leishmaniose, o seu modo de acdo ainda é desconhecido. A resisténcia ao
antimonial pentavalente (SbV) é um grande problema em paises como India e ja foi descrita para estes parasitas no Novo
Mundo. Apesar da droga de primeira escolha no tratamento da doenga ser o (SbV), a forma ativa do metal € a reduzida
trivalente (SbIII). Neste estudo foram selecionados mutantes resistentes de Leishmania braziliensis e Leishmania major
as duas formas do antimonial (SbIIl e SbV). Para caracterizacdo dos mecanismos envolvidos, foram investigados neste
trabalho eventos como a acumulacio intracelular de SblII, a concentracio intracelular de tidis totais, os niveis do padrdo
de expressao de diferentes genes e a identificagio de proteinas diferencialmente expressas. As linhagens de L. braziliensis
resistentes ao SbIII apresentaram uma diminuicdo na captacio de SbIII devido possivelmente a expressdo diminuida de
AQPI e aum eficiente mecanismo de extrusdo da droga direcionado pela expressdo aumentada dos genes GCS e MRPA.
Para as linhagens de L. braziliensis resistentes ao SbV pode estar ocorrendo a ativacdo de SbV devido a expressdao
aumentada de ACR2 e um mecanismo ativo de extrusio da droga (expressdo aumentada de MRPA). Cepas de L. major
resistentes ao SbIII assim como em L. braziliensis apresentaram diminuicio da expressdo do gene AQPI, e expressdao
aumentada do gene MRPA levando a uma consequente diminui¢do no acimulo de SbIII. Nossas linhagens de L. major
resistentes ao SbV apresentaram fendtipo de resisténcia semelhante ao encontrado em linhagens de L. donovani natural-
mente resistentes isoladas de pacientes caracterizado por uma possivel inativagdo de SbV.

ESTUDO DO PAPEL DO CONTEXTO GENQMICO NA INTEGRACAO SITIO-DIRIGIDA
EM SEQUENCIAS INTERGENICAS DE LEISHMANIA

Anderson Mioranza
Orientador: Prof. Dr. Luiz Ricardo Orsini Tosi
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 20/12/2009

Em um trabalho realizado em nosso laboratédrio, o gene da RPC2 de L. major foi alvo de tentativas de ruptura. Os
resultados obtidos sugerem que este gene, que codifica a maior subunidade da RNA polimerase III, é essencial para o
parasito. A tentativa de ruptura deste gene, que estd presente proximo a extremidade telomérica do cromossomo 20
(LmjF20.0010), ndo elicitaram os eventos comumente descritos de translocacdo e amplificagcdo. Considerando que as
extremidades teloméricas sdo importantes pontos de regulacdo da expressdo de genes em alguns tripanossomatideos,
investigamos o efeito da integragdo sitio-dirigida em diferentes extremidades cromossdmicas.

Neste trabalho a insercdo da marca de selecdo SAT, que confere resisténcia a nourseotricina, foi tentada em
protocolos de integragdo em duas sequéncias intergénicas, nas extremidades subteloméricas dos cromossomos 20 e 06.
Apesar das tentativas, as integracdes em loci subteloméricos nao foram selecionadas. Nossos resultados de tentativas de
ruptura de sequéncias intergénicas sugerem que a integridade destes loci possa ser mais importante para a homeostase
celular do que inicialmente previsto. Ainda que os reagentes pretendidos ndo tenham sido gerados, o desenvolvimento
deste trabalho nos levou a um melhor entendimento da organiza¢do gendmica em extremidades de cromossomos.
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Bioquimica

IDENTIFICAGAO DE PROTEINAS ASSOCIADAS A UBIQUITINA LIGASE FBX025

Sami Yokoo
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Damario Gomes
Tese de Doutorado apresentada em 26/10/2009

A proteina FBX025 é uma das 68 proteinas humAnas do tipo F-box que servem como fatores de especificidade para
uma familia de ubiquitinas ligases compostas por Skp1, Rbx1, Cull, e uma proteina F-box (SCF1). Proteinas do tipo FBXO
possuem um dominio F-box de intera¢do com Skp1 e outro dominio responsdvel pelo reconhecimento dos seus substratos
alvo. N6s demonstramos recentemente que a proteina FBX025 ¢ capaz de formar um complexo SCF1 ativo o qual se
acumula no nicleo celular na forma dot-like. A essa nova estrutura nuclear dinimica nés denominamos FANDs (FBX025-
Associated Nuclear Domains). O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar substratos e cofatores da proteina FBX025
através do sistema Duplo Hibrido em levedura. Realizamos uma triagem a partir de uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal
humano. Um grande ndmero de interagdes com f3-actina foi identificada e confirmada por ensaios de colmunoprecipitagéo
e co-purificag@o sequencial. Um mapeamento nas proteinas FBX025 e 3-actina revelou que os dominios C e N-terminal,
respectivamente, sdo importantes para que essa interagéo ocorra. Através de dupla marcagio, usando anticorpo anti-f3-
actina (C4) que reconhece contra uma forma nuclear desta proteina, foi possivel observar sobreposi¢do com os FANDs no
nucleo de células HeLa. A B-actina nuclear estd associada com vérios processos celulares, regulando a transcri¢do, o
remodelamento da cromatina e o controle da dinAmica de alguns corpos nucleares. Embora a 3-actina pare¢ca modular a
dinamica dos FANDs, os niveis dessa proteina ndo sdo alterados pela superexpressao do complexo SCF sugerindo
que actina nio é um substrato desta E3-ligase, mas sim um modulador de sua atividade.

FBXO025°

ANALISE DA PARTICIPAGAO DOS SISTEMAS RENINA-ANGIOTENSINA E CALICREINAS - CININAS
NA ATROFIA MUSCULAR: POSSIVEL PAPEL DO RECEPTOR B1 DE CININAS

Lucas Tabajara Parreiras e Silva
Orientador: Prof.Dr. Claudio Miguel da Costa Neto
Tese de Doutorado apresentada em 17/11/2009

Os musculos esqueléticos representam cerca de 50% da massa corporal seca e exercem fungdes vitais como
locomocao, respiragdo, sustentacdo, além de servirem como fonte de aminodcidos para a gliconeogénese em algumas
situacdes. A massa muscular é controlada por diferentes vias de sinalizag¢ao, que sdo reguladas por estimulos hormonais,
neurais e nutricionais. Estes, por sua vez, sdo alterados durante diversas patologias como doeng¢a pulmonar obstrutiva
cronica, diabetes, AIDS e cancer (caquexia), ou decorrentes, tais como imobilizagdo e envelhecimento (sarcopenia). Como
consequéncia, a protedlise no musculo € aumentada levando a atrofia muscular. O sistema renina-angiotensina (SRA) e o
sistema calicrefnas-cinina (SCC) sdo classicamente responsdveis pelo controle da pressio arterial sanguinea e no balanco
hidroeletrolitico do sangue, mas também estiao envolvidos em outros processos, como na resposta inflamatdria e prolife-
ragdo celular por meio da indug@o da expressdo de citocinas e ativag@o de vias intracelulares mitogénicas, processos que
ja foram descritos participar da regulag@o da proteélise muscular. Nos ultimos 5 anos, ja foi descrito o envolvimento da
angiotensina II na atrofia muscular, mas até o momento a participagdo do SCC neste processo ainda ndo foi relatada.
Utilizando diferentes estratégias tais como trés modelos de atrofia muscular in vivo, uso de animais knockout para os
receptores B1 e B2 de cininas, tratamento de animais com antagonistas dos receptores do SRA e SCC e do tratamento de
miotubos de células C2C12 com o agonista do receptor B1, obtivemos evidéncias de que o SCC pode participar na
regulacdo da protedlise no musculo esquelético.
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Clinica Cirurgica

ANALISE COMPARATIVA ENTRE DOIS METODOS DE DESMAME DA VENTI!.ACZ\O MECANICA
INVASIVA EM PACIENTES SUBMETIDOS A CIRURGIA CARDIACA

Isabela Scali Lourenco
Orientador: Prof.Dr. Alfredo José Rodrigues
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 09/10/2009

Introducéo: Desmame € o processo de transi¢do da Ventilacdo Mecanica Invasiva (VMI) para a ventilacio espon-
tanea. Uma vez que se toma a decisio de iniciar o desmame da VMI, outra questdo deve ser levada em consideracdo, € a
que indaga acerca da melhor forma de se fazer a transi¢do da VMI para a ventilacio espontanea. O objetivo do estudo foi
comparar o desmame através da pressao de suporte ventilatério (PSV) e do tubo "T". Métodos: Vinte e oito pacientes
submetidos a revascularizagdo do miocardio e cirurgia cardiaca valvar foram aleatoriamente alocados em dois grupos. O
primeiro grupo (GPSV), em que os pacientes foram submetidos ao desmame com PSV por 30 minutos e extubados posteri-
ormente; o segundo (GTT), os pacientes foram submetidos a 30 minutos de ventilagdo espontanea com nebulizacio com
soro fisiolégico em oxigénio a 10 litros/minutos e extubados posteriormente. A extubacéo foi realizada de modo idéntico em
ambos os grupos. Todos os pacientes foram avaliados quanto: capacidade vital (CV), permeabilidade das vias aéreas (PF),
pressdes respiratérias maximas (PEméx e PImax), saturagdo de oxigénio (AsO,), frequéncia cardfaca (FC), frequéncia
respiratéria (FR), volume minuto (VM), volume corrente (VC), pressdo arterial sistélica (PAS) e pressao arterial didstolica
(PAD) e gasometria arterial. As avaliagdes foram realizadas durante a internagao no periodo pré-operatdrio, antes do inicio
do desmame, antes da extubagdo, na 1* hora e 12° hora apds extubagido. Enquanto o paciente estava entubado foram
medidos apenas os valores da ventilometria, gasometria arterial, FC, FR, PAS e PAD. Resultados: Nenhum paciente foi a
6bito e ndo ocorreu nenhuma complicac@o infecciosa, cardiovascular ou respiratéria. Apenas um paciente do GTT apre-
sentou disfuncido renal. No p6s operatdrio, tanto no GPSV como no GTT, os pacientes apresentaram em 43%, algum grau
de atelectasia (p=0,979). As Plmax e PEmax foram estatisticamente significantes quando comparadas entre os grupos.
Todos os outros parametros de ventilometria, gasometria e hemodindmicos foram semelhantes entre os grupos. Conclu-
sao: Nossos resultados ndo evidenciaram diferenga significativa entre as técnicas de desmame da ventilagdo mecanica
invasiva utilizando do tubo "T" e pressdo de suporte ventilatério em pacientes submetidos a revasculariza¢do do miocér-
dio e/ou operacdes valvares cardiacas.

A INFLUIAENCIA DE TRES MODALIDADES DE DERIVAQAO~BILIODIG,ESTIVA NA
EXCRECAO HEPATOBILIAR E NO REPARO DAS LESOES HEPATICAS
DE RATOS COM FIBROSE BILIAR SECUNDARIA

Rafael Kemp
Orientador: Prof. Dr. José Sebastidao dos Santos
Tese de Doutorado apresentada em 23/10/2009

A obstrugdo biliar extra-hepatica cronica pode ser revertida mediante derivacdo bilioduodenal (DD) ou biliojejunal
(DJ). A descompressdo da alca exclusa do Y de Roux através de anastomose duodenojejunal laterolateral (DJD) é uma
alternativa proposta para prevenir o refluxo enterobiliar e a estase. O objetivo desse estudo € comparar a influéncia dessas
3 modalidades de derivagdo bilioentérica na reparacdo das lesdes hepaticas de ratos com obstru¢do biliar. Foram utilizados
33 ratos com 15 dias de obstrucao biliar divididos em 4 subgrupos: IC (Ictérico), DDpre, DJpre, DJDpre, onde os 3 tltimos
foram submetidos, respectivamente, a DD, DJ e DJD e avaliados ap6s 2 meses. No grupo controle (CO), 8 animais foram
submetidos a operagido simulada. Foram mensuradas, no soro, de todos os grupos, as bilirrubinas totais e fragdes, a
fosfatase alcalina (FA) e as aminotransferases (ALT e AST). Verificou-se o peso timido do figado e do bago e calculou-se,
mediante andlise morfométrica do figado, a massa estimada de hepatdcitos, ductos biliares e fibrose. Procedeu-se, por
estudo imunohistoquimico do figado, a contagem das células estreladas. A excre¢do hepatobilioentérica foi avaliada
mediante estudo cintilografico com ANT?®TeDisida/ ApGg ag 3 modalidades de derivagdo biliar houve redugio significativa
das bilirrubinas totais e fragdes, da AST e da FA. Houve recuperagdo completa da massa estimada dos componentes
histolégicos apds DJ e DJD, mas no grupo DD a massa estimada de hepatdcitos ndo se restabeleceu em comparacio ao
grupo CO. Houve aumento significativo das células estreladas hepéticas no grupo IC em relacdo ao grupo CO. Apés DD,
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DJ e DJD houve redugdo significativa do nimero destas células, sem distin¢do entre os grupos operados e o CO. No
estudo cintilografico, o Tmax e T1/2 de eliminacéo do radiofarmaco foram atingidos rapidamente nos grupos DD, DJ e DJD,
sem diferenga significativa entre eles e o grupo CO. D, sem diferenca significativa entre eles e o grupo CO. A atividade
residual hepatica (R20/Max) foi equivalente entre os grupos DD, DJ e DJD e significativamente menor na comparagdo com
o grupo IC. Todavia, no grupo DJD, a R20/Max foi significativamente maior em rela¢do ao CO. A interposi¢do da alca jejunal
entre a via biliar e o transito intestinal pode retardar o fluxo hepatobiliar, mas nio afeta a resolugio da colestase e é mais
efetiva na reparagdo das lesdes hepaticas.

TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA POR EMISSAO DE FOTON UNICO EM CRIANGCAS
COM EPILEPSIA ASSOCIADA A NEOPLASIA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL:
IMPLICACOES CLINICO-CIRURGICAS

Valesio Becker Junior
Orientador: Prof.Dr. Hélio Rubens Machado
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/10/2009

Tumores primarios do Sistema Nervoso Central em criangas representam a segunda causa mais frequente de
epilepsia refrataria. A resseccao do tumor isoladamente é suficiente para o controle da epilepsia somente em metade dos
casos. A resseccao adicional da zona epileptogénica pode otimizar o controle da sindrome epiléptica no seguimento pds-
cirdrgico. Utilizando o SPECT cerebral critico, evidenciou-se que a zona epileptogénica pode estar localizada intrinseca-
mente ou na periferia da neoplasia, dependendo do tipo histopatolégico da mesma. Idealmente a area a ser ressecada
cirurgicamente deve ser suficiente para controle da doenga neoplasica e da sindrome epiléptica e ndo ocasionar dano
neuroldgico inaceitdvel, por este motivo € realizada avaliagdo pré-operatdria minuciosa com utiliza¢do de imagens do
Sistema Nervoso Central como as do SPECT critico, de Ressonancia Magnética e Tomografia Computadorizada. A estas
informacgdes pré-operatdrias e operatérias, somam-se os resultados histopatolégicos e de seguimento pds-operatério que
conjuntamente sdo uma fonte de informacdes valiosa, podendo auxiliar em melhor delineamento da area a ser ressecada e
na predi¢ao do progndstico do paciente. Objetivos: Avaliar retrospectivamente a contribui¢do do SPECT na localizagdo da
zona epileptogénica em criangas com epilepsia associada a tumor do Sistema Nervoso Central e investigar fatores preditores
de bom e mau progndstico com relagdo ao seguimento pds-operatério. Casuistica e métodos: Estudo retrospectivo de
pacientes até 18 anos com diagndstico de epilepsia e tumor do Sistema Nervoso Central, no periodo de 1993 a 2006,
observando dados clinico-cirtrgicos, dados epidemioldgicos, investigagdo pré-operatdria, caracteristicas de imagens
funcionais e anatomicas e caracteristicas histopatoldgicas, correlacionando-os com o seguimento pés-operatério utilizan-
do a Classificacdo de Engel. Resultados e Discussao: Entre os pacientes que realizaram o SPECT critico, observamos que
o exame foi capaz de localizar a zona epileptogénica em 91,6% dos casos e foi concordante com a localiza¢io neurorradiolégica
do tumor acima de 90% dos casos. Nossos achados foram concordantes com a literatura: a principal localizagio de lesdo
foi em lobo temporal, seguido pelo lobo frontal. Nesta série, todos os casos com evolucéo desfavoravel foram extratemporais.
Observou-se evolugdo favoravel (classificagdo de Engel I e 11) ap6s a realizacdo da cirurgia em 75% dos casos. Nesta
casuistica observamos evolucédo favoravel em 91,6% dos casos submetidos a cirurgia de epilepsia e somente em 58,3%
dos casos submetidos a lesionectomia. Conclusoes: 1) SPECT critico é uma ferramenta ttil na avaliag@o pré-operatoria de
criancas com diagndstico epilepsia associado a tumor do Sistema Nervoso Central, com capacidade de localizagdo da zona
epileptogénica acima de 90%. 2) Os fatores preditores de mau progndstico para epilepsia no pés-operatério foram: insulto
prévio ao Sistema Nervoso Central, lesdo extratemporal ou extensa e padrdo ndo localizatério e ndo lateralizatério a
Videoeletroencefalografia pré- operatdria. 3) O fator preditor de bom progndstico para epilepsia no pés-operatério foi a
localizagdo da lesd@o tumoral no lobo temporal.

EFEITO DO CILOSTAZOL E DA PENTOXIFILINA NO DESEMPENHO DA MARCHA
DE MEMBROS PELVICOS ISQUEMICOS DE RATOS

Matheus Bredarioli
Orientador: Prof. Dr. Carlos Eli Piccinato
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/10/2009

Contexto: A principal manifestagdo clinica da doenga arterial obstrutiva periférica (DAOP) € a claudicac@o intermi-
tente (CI). A dor na CI € causada pela insuficiéncia de fluxo arterial para manter a demanda metabdlica durante o exercicio
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muscular e melhora com o repouso. A terapia farmacolégica permanece como um instrumento importante no tratamento
clinico da CI ndo limitante, pois amplia a distancia util e melhora a qualidade de vida. Objetivo: O objetivo deste estudo é
avaliar a terapéutica com cilostazol (via oral) e pentoxifillina (via oral) no desempenho da marcha em modelo experimental
de isquemia de membros pélvicos de ratos submetidos a teste em esteira computadorizada. Material e Método: Foram
utilizados 30 ratos que foram divididos em cinco grupos de seis animais cada. Gc, grupo controle (n=6), ndo submetidos a
procedimento cirdrgico; Gi, grupo isquemia (n=6), submetidos a ligadura da artéria iliaca comum esquerda (AICE); Gpen,
grupo pentoxifilina, submetidos a ligadura de AICE (n=6) e tratados com pentoxifilina (3 mg/Kg, v.0); Geil, grupo cilostazol,
submetidos a ligadura de AICE (n=6) e tratados com cilostazol (30 mg/Kg, v.0) e Gs, grupo sham (n=6), submetidos a
procedimento cirtirgico simulado (sem ligadura de AICE). Seis semanas apds a inducdo da isquemia foi quantificado para
os membros direitos (MD) e esquerdos (ME), em teste na esteira rolante computadorizada, o nimero de contatos (NC) e a
duracdo total dos contatos (DTC) em 300 segundos. Foi calculado, ainda, o indice de incapacita¢do do membro esquerdo
(IIME) que mensurou o desempenho da marcha para cada animal. Resultados: A andlise da marcha dos animais demonstra
que o NC do ME foi menor que o do MD nos grupos isquémicos (p<0,01). Nao houve diferen¢a no NC entre os membros
do mesmo animal nos grupos ndo isquémicos. A DTC do ME em relacdo ao MD ndo foi diferente estatisticamente nos
grupos ndo isquémicos. Nos grupos isquémicos a DTC foi menor no ME do que no MD. Na comparag@o intergrupos, ndo
hé diferenca significante quanto ao NC do ME entre Gcil e Gi (p=0,15); e entre Gi e Gpen (p=0,13). O NC apresentou valores
maiores no Geil em relagdo ao Gpen (p<0,01). A varidvel DTC, na comparag@o intergrupos, néo apresentou diferenca no ME
entre: Geil e Ge (p=0,16), Gceil e Gs (p=0,16), Gi e Gpen (p=0,50). ADTC foi maior no Geil que no Gi (p<0,01). O IIME
apresentou valores semelhantes entre Gi e Gpen (p=0,99). O valor do IIME foi maior no: Geil do que no Gi (p<0,01), no Geil
do que no Gpen (p<0,01), no Ge do que no Gi (p<0,01) e no Gc do que no Gpen (p<0,01). O IIME foi menor no: Geil do que
no Gce (p<0,01), no Gceil do que no Gs (p<0,01), no Gi do que no Gs (p<0,01) e no Gpen do que no Gs (p<0,01). Conclusao:
Conclui-se que, no modelo proposto, o cilostazol promoveu melhora da marcha de ratos submetidos a isquemia cronica do
membro pélvico isquémico em relagfo a pentoxifilina.

AVALIACAO PELO ECO-DOPPLER DA ESTENOSE CAROTIDEA TRATADA
COM STENT versus ENDARTERECTOMIA CONVENCIONAL

Marcia Maria Morales
Orientador: Prof. Dr. Carlos Eli Piccinato
Tese de Doutorado apresentada em 26/11/2009

Introducao: Na década de 90, varios estudos multicéntricos e randomizados consagraram a endarterectomia de
cardtida como o padrdo-ouro para tratamento de estenoses hemodinamicamente significativas, em pacientes sintomaticos
e assintomadticos. Simultaneamente, a angioplastia com stent surgiu como uma op¢do menos invasiva a endarterectomia e,
desde entdo, diferentes aspectos relacionados as duas modalidades terapéuticas estdo sendo estudados. Objetivos:
Investigar os pardmetros morfoldgicos e hemodindmicos de estenoses carotideas tratadas com stent versus endarterectomia,
por meio de eco-Doppler. Casuistica e Métodos: 94 casos, com estenoses assintométicas (> 70%) ou sintométicas (= 50%),
localizadas na bifurcacdo carotidea, preencheram os critérios de inclusdo neste protocolo; 65 estenoses foram tratadas
com endarterectomia e 29 receberam stent. Todas as artérias cardtidas foram examinadas com eco-Doppler na véspera dos
procedimentos e nos pds-operatdrios imediato (24h) e tardio (doze meses). O exame incluiu insonacio da artéria carétida
extracraniana, nos seguintes seguimentos: artéria carétida comum (AGGQG), artéria carétida interna (AGI) proximal e AGI
distal. Tanto pardmetros morfolégicos (didmetro luminal, mm) como hemodinamicos (velocidade de pico sistélico [VPS,
cm/s] e velocidade diastdlica final [VDF, cm/s]) foram avaliados. Estenoses residuais e restenoses > 50% foram identifica-
das em modo B e com Doppler (por uma VPS > 125 cm/s e uma VDF > 40 cm/s). As complicacdes clinicas, incluindo ataque
isquémico transitério (AIT) e acidente vascular encefélico (AVE), foram registradas no pés-operatorio. Resultados: No
pés-operatério imediato, os dois grupos deste estudo apresentaram aumento significativo (P < 0,05) no didmetro luminal
médio da AGI proximal quando comparados ao pré-operatério. Em doze meses de seguimento, o limen da AGI proximal
aumentou significativamente no grupo stent (P < 0,05); porém, no grupo cirtrgico, o diametro luminal médio reduziu
(P < 0,05), dentro da normalidade. Durante todo o periodo de abrangéncia deste estudo, a dindmica das velocidades
medidas na AGI proximal mostrou-se similar entre os grupos stent e cirurgia, indicando normalizac¢io do fluxo ap6s ambos
os tratamentos (VPS média < 125 cm/s e VDF média < 40 cm/s). Nenhuma diferenca significativa nas taxas de estenose
residual > 50% foi observada entre os grupos stent (10,34%) e endarterectomia (1,53%, P =0,08). Também nao foi observa-
da diferenga estatistica entre as taxas de restenose = 50% obtidas para as duas modalidades de tratamento (6,88% para o
stent 3,07% para a endarterectomia; P=0,58). Nesta série, a ocorréncia de novos AIT e de AVE foi significativamente maior
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no grupo stent, quando comparada ao grupo endarterectomia (P < 0,05). Conclusao: 1) O stent e a endarterectomia
restauraram as velocidades Doppler para valores normais no pds-operatdrio imediato e em um ano de seguimento, 2) a
endarterectomia proporcionou um ganho imediato de diametro na AGI proximal, maior, enquanto, o stent atingiu 0 mesmo
didmetro com doze meses; 3) ndo houve diferenca entre os grupos na incidéncia de estenose residual e restenose; 4) o
grupo stent apresentou maior incidéncia de eventos neuroldgicos quando comparado a endarterectomia.

EFEITO DA ALCALINIZACAO SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR DEPENDENTE DO ENDOTELIO

Andrea Carla Celotto
Orientador: Prof.Dr. Paulo Roberto Barbosa Evora
Tese de Doutorado apresentada em 01/12/2009

O equilibrio dcido-bdsico mantém o pH sanguineo dentro de uma faixa ideal para o funcionamento celular. Entretan-
to, quando ocorrem distirbios nesse equilibrio, como em algumas condi¢des fisiopatolégicas, uma série de alteragdes no
funcionamento do organismo acontece, dentre elas a alterag@o do tonus vascular. Alguns autores mostraram que alcalose
pode induzir tanto vasoconstri¢do quanto vasodilatacdo. Baseado nessas informagdes, o objetivo do presente estudo foi
investigar o efeito da alcalinizago sobre a reatividade da aorta de ratos e os mecanismos envolvidos nessa resposta. Nos
estudos de reatividade vascular foram realizadas curvas pH-resposta (7,4 a 8,5) em anéis de aorta com e sem endotélio, pré-
contraidos com KCI45mM ou Phe (10”7M), na presenca dos inibidores de: NOS (L-NAME), ciclooxigenase (indometacina),
trocador Na*/Ca*? (DMB), da via Ca**/calmodulina (W-7) e um desarranjador de cavéolas (metil-B-ciclodextrina). Medidas
de NO e pH intracelular foram realizadas em célula endotelial isolada e cortes a fresco de aorta estimuladas com NaOH
(1IM). A partir dos resultados foi verificado que: 1) a alcalinizagdo promoveu relaxamento dependente do pH; 2) esse
relaxamento foi totalmente dependente do endotélio; 3) o relaxamento induzido pela alcalinizagdo foi mediado pela ativa-
¢do da NOS e producdo de NO; 4) a ativagiio da NOS foi mediada pela via de sinalizagdo envolvendo a via Ca*?/calmodulina;
5) o desarranjo das cavéolas reduziu a ativagdo da NOS e consequentemente produgao de NO estimulado pelo aumento do
pH; 6) a ativagéo da NOS e produgéo de NO depende do influxo de Ca*? mediado pelo trocador Na*/Ca*?; 7) a alcalinizagéo
extracelular induzida por NaOH promoveu também alcalinizacdo do meio intracelular quando o pH foi elevado para 8,5.

EFEITOS CAUSADOS POR BREVE E CRESCENTES GRAUS DE PRESSAO DE DISTE’NSAO EM
VEIAS SAFENAS HUMANAS UTILIZADAS PARA REVASCULARIZACAO DO MIOCARDIO.
UM ESTUDO COM ENFOQUE NA MORFOLOGIA E NA REATIVIDADE VASCULAR

Fernanda Viaro Borges
Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Barbosa Evora
Tese de Doutorado apresentada em 17/12/2009

Sabe-se que a paténcia da veia safena humana (VSH) € muito inferior a paténcia dos enxertos arteriais, utilizados na
revasculariza¢ao do miocardio. Isto se deve, em parte, ao fato que a parede da veia safena normal tem diferentes caracte-
risticas estruturais e funcionais que podem ser afetadas por altas pressdes de distensdo, tanto na fase de preparagio da
veia, quanto pela sua insercao no sistema arterial. Nenhum estudo, até o momento, foi realizado em VSH, correlacionando
parametros funcionais e estruturais com pressdes crescentes de distensao, com tempo de distensio, repeti¢ao dos estimu-
los pressoricos (como ocorre na fase de preparacgio da veia). Essa foi a motivagao desse projeto, que teve como objetivo
verificar se a pressurizacio crescente de veias safenas humanas, por breve periodo, promove alteragdes bioquimicas,
morfoldgicas, imunohistoldgicas e da reatividade vascular. Segmentos de VSH foram obtidos de 20 pacientes submetidos
a revasculariza¢do do miocérdio. A por¢do distal da VSH foi dividida em 4 segmentos, cada um alocado a um diferente
grupo. No grupo I (grupo controle), o segmento de VSH néo foi exposto a pressao de distensao. Nos grupos II, Il e IV, os
segmentos foram expostos a 100, 200 e 300 mmHg de pressao de distensdo, respectivamente. A pressdo de distensdo foi
aplicada e mantida com solugdo de Krebs por 15 segundos. A metodologia investigativa foi composta por: 1) Microscopia
de luz de alta resolucéo; 2) Imunohistoquimica das isoformas da 6xido nitrico sintase, CD34 e nitrotirosina; 3) Dosagem
tecidual de nitrito/nitrato (NOx) na VSH, determinada por quimioluminescéncia; 4) Avalia¢do da peroxidacio lipidica pela
determinagdo do malondialdeido tecidual, como expressdo do estresse oxidativo e 5) Estudo in vitro da reatividade
vascular da VSH, em camaras de 6rgdos. Os principais achados experimentais da presente investigagdo foram: 1) A
microscopia de luz de alta resolucdo revelou grande 4rea de endotélio desnudo, reducdo das pregas intimais e tendéncia

46



Medicina (Ribeirdo Preto) 2010:43 (1):39-90 Resumos de Dissertacoes de Mestrado e Teses de Doutorado
http://www.fmrp.usp.br/revista apresentadas na FMRP-USP de out./dez. 2009

a aumento do perimetro e didmetro interno das veias do grupo pressurizado com 300 mmHg; 2) A imunohistoquimica,
mostrou que a partir da pressuriza¢do com 200 mmHg, j4 se observa uma tendéncia a diminui¢do da marcagdo do CD34,
tornando-se estatisticamente significante para a pressurizagdo com 300 mmHg. A marcacdo da eNOS na camada endotelial
da VSH foi significativamente menor no grupo pressurizado com 300 mmHg. A marcagdo da eNOS na musculatura lisa foi
equivalente a marcacdo endotelial, mas nao sofreu o efeito da pressurizagdo. Houve marcacio significativa da nNOS, tanto
no endotélio, quanto na musculatura lisa, ndo afetada pela pressao de distensdo. Ndo houve marcacéo significativa da iNOS
no endotélio, porém a musculatura lisa apresentou marcaciao dessa enzima, ndo afetada pela pressdo de distensdo. A
marcacao da nitrotirosina nio foi relevante, aparecendo fracamente no endotélio de 7 pacientes, sendo completamente
ausente nos outros 13 pacientes; 3) Niveis teciduais normais de nitrito/nitrato (NOx) nas veias de todos os grupos estuda-
dos; 4) O MDA tecidual ndo apresentou alteracdes em relacido ao grupo controle; 5) Nao houve comprometimento da
contratilidade e dos relaxamentos estudados in vitro com auxilio de organ chamber. Portanto, concluiu-se que sdo necessa-
rios cuidados a0 manusear a VSH, uma vez que apenas alguns segundos de pressdo de distensdo acima da pressdo
sistémica normal, podem ser suficientes para lesar, estruturalmente, o endotélio e comprometer a qualidade do enxerto.

Clinica Médica

CONSTRUQAO E AVALIACAO DO IMPACTO DE UM PROGRAMA DE
EDUCACAO NUTRICIONAL PARA MULHERES HIPERTENSAS

Giseli Cristina Galati
Orientadora: Prof*. Dr*. Rosa Wanda Diez-Garcia
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 08/10/2009

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma doenca cronica de alto de risco cardiovascular responsavel por
grande nimero de morbidade e mortalidade. Em particular no Brasil, as mulheres sdo mais atingidas do que os homens, o
que torna necessarias acdes especificas voltadas a esse grupo. Sabe-se que estratégias de controle e prevengdo, como
mudancas do estilo de vida e de praticas alimentares, sdo o foco primario e coadjuvante no tratamento e prevencio. Nesse
contexto a utilizacao de estratégias que promovam mudangas para promocao da saide e ado¢do de praticas alimentares
mais saudaveis torna-se necessdrias para que os fatores de riscos associados a HAS possam ser reduzidos. A selecio de
técnicas de trabalhos educativos em grupo pode auxiliar nesse processo, tornando-se necessirio o desenvolvimento e
avaliacdo de intervengdes educativas que fujam de orienta¢des tradicionais pautadas em prescri¢des. O presente trabalho
objetivou construir e avaliar o impacto de um programa de educago nutricional, tratado aqui pelo nome Groen - Grupo
Operativo em Educacdo Nutricional. Foi constituido de dois grupos: um controle (GC) e um intervengdo (GI) e sua
construcdo foi baseada na Técnica de Grupo Operativo. Seu impacto foi monitorado em um periodo de trés meses em dois
tempos T1 e T2 sobre parametros pressoricos, bioquimicos, antropométricos, composi¢do corporal e no consumo alimen-
tar, e os resultados foram comparados entre os grupos em relagdo ao T2 e nas diferengas encontradas. O GROEN iniciou
com vinte e seis mulheres (n=26) e finalizou com quinze (n=15) ou 57,6%. Todos os encontros aconteceram em nove
sessdes com duragdo de uma hora e trinta minutos em que eram revistos valores e praticas referentes a alimentacao e
cuidados com a satde, e dificuldades relacionadas a mudangas nas praticas por meio de atividades, dindmicas, instrumen-
tos e tarefas que buscavam exercitar alimentac@o e saide no presente. O planejamento e desenvolvimento do GROEN
foram etapas fundamentais para a descoberta de estratégias que possam ser utilizadas em atividades de grupo e que
promovam a reflex@o acerca dos problemas levantados sendo que, a sua construgdo buscou a todo o momento atender as
necessidades do grupo de participantes focalizando em seus temas a resolucdo coletiva de problemas voltada para
mudancas de atitudes referentes as praticas alimentares e estilo de vida. A comparagio das diferencas das varidveis e
indicadores entre os GC e GI apresentou significincia estatistica (p<0,05) para circunferéncia do quadril, gordura corporal,
HDL e consumo de vegetais. Pode-se concluir que 0 GROEN promoveu impacto positivo na redugdo de risco cardiovas-
cular associado a HAS observado na perda peso, melhora nos niveis pressoricos de PAS, reducdo de circunferéncias,
reducdo de gordura corporal e melhora no consumo alimentar, sendo que esse foi melhor quando comparamos com os
resultados obtidos no GC. Portanto atividades de educacio nutricional em grupo quando bem planejadas embasadas em
referenciais apropriados, que auxiliam na resolucio de problemas coletivos podem ser uma alternativa no tratamento
nutricional de doengas cronicas.
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ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO, CLONAGEM E EXPRESSAO DE GENES DE FATORES DE
CRESCIMENTO CELULAR A PARTIR DE UM BANCO DE cDNA DE FIGADO FETAL HUMANO

Maria Fernanda de Castro Amarante
Orientador: Prof. Dr. Dimas Tadeu Covas
Tese de Doutorado apresentada em 08/10/2009

As células-tronco hematopoéticas (CTHs) habitam diferentes nichos durante o desenvolvimento do organismo. O
figado fetal € considerado o principal sitio da hematopoese entre a sexta e a 24 semana de gestagao, periodo caracterizado
pela alta expansdo das CTHs (Yu et al, 2009). A possibilidade de expandir as CTHs na presenca de citocinas recombinantes
surgiu com a necessidade de acelerar a enxertia pds-transplante em pacientes com cancer. Sabe-se que in vivo as CTHs
podem se dividir sem perder as capacidades de renovagdo e diferenciacdo, mantendo seu potencial por toda a vida do
individuo (Till et al, 1964). No entanto, ainda nio se conhece todos os fatores necessarios para que iSso ocorra, nem se
seria possivel reproduzir os estimulos do microambiente do nicho in vitro. Este trabalho tem como objetivo identificar,
clonar e expressar proteinas do figado fetal importantes para o desenvolvimento das CTHs in vitro. O RNA mensageiro foi
extraido de figado fetal de 24 semanas de gestag@o. A partir deste material, foi construido um banco de cDNA e os genes
foram avaliados com o auxilio da ferramenta Generic Est Annotation Pipeline (GEAP). A ontologia dos genes foi analisada
utilizando as ferramentas disponiveis no site (H#fp://babelomics.bioinfo.cipf.es/). Os genes da hemangiopoetina (HAPO)
e da vitronectina (VN) foram amplificados a partir do RNA do figado fetal e clonados no sistema TOPO®. Em seguida, foram
ligados ao vetor de expressdo pEGFP-N1 e expressos em sistema eucarioto (SK-HEP-1) utilizando a técnica de transfecgio
por lipofectamina. As andlises para a detecgdo dos transcritos e da proteina recombinante foram realizadas por meio das
técnicas de PCR convencional (primers especificos para os genes da VN e da HAPO), PCR quantitativo (QPCR) utilizando
oreagente Power SYBR PCR Master Mix, espectrometria de massa (MALDI TOF/TOF) e microscopia confocal (anticor-
pos secundarios marcados Alexa-fluor® 488 para detecciio da VN e com isotiociAnato de fluoresceina-FITC para detecgio
da HAPO), 48 h ap6s a transfecgdo e por citometria de fluxo apés a selecdo com geneticina (G418). Alguns genes isolados
deste banco estdo relacionados a processos importantes para a manuten¢do das CTHs in vitro, tais como proliferagao,
resposta a estimulos externos e enddgenos, adesdo e comunicagao celular. Estes genes sdo componetes da matriz extrace-
lular (MEC), como por exemplo, a vitronectina (VN), o nidogeno 1 (NID1) e a fibronectina 1 (FN1), componentes intracelu-
lares como a fosfatase de especificidade dupla (DUSP6), a macroglobulina a.-2 (A2M) e o hemogeno (EDAG) ou compo-
nentes da membrAna celular como a estomatina (STOM) e o receptor de adiponectina 1 (ADIPOR 1). Além disso, os
transcritos descritos acima estio relacionados com a atividade dos fatores de transcricio NF-?B, Myc e Smad-3, os quais
tém participagdo no desenvolvimento das CTHs. A andlise das sequéncias dos genes isolados neste estudo comprovou
que o gene da VN (267 pb) tem 99% de identidade com o gene da vitronectina humAna (NM_000638). A anélise demons-
trou também a presenga da sequéncia referente ao peptideo sinal e que o provavel peso molecular da VN recombinante
(VNrp) € de 10,5 KDa. O outro gene isolado (HAPO) possui os exons 1,2 e parte do exon 3 da variante C do gene da
proteoglicAna 4 (PRG4) (NM_001127710). O gene da HAPO recombinante (HAPOrp) ndo apresenta o peptideo sinal e tem
um peso molecular de 35 KDa. Ambos os genes possuem as sequéncias que codificam os dominios somatomedina B e
hemopexina. A presenca dos transcritos da VN e da HAPO foi diretamente detectada por PCR e por qPCR, que detectou
uma alta concentracio dos transcritos em fusdo com o gene da GFP proveniente do vetor plasmidial. A presenca das
proteinas 'VNrp e 'HAPOrp foi indiretamente citometria de fluxo. A GFP foi detectada em 42,76% e 21,09% das células SK-
HEP-1 transfectadas com as constru¢oes [pEGFP-N1 + VN] e [pEGFP-N1 + HAPO], respectivamente. Além disso, a analise
da banda de 35 KDa recortada do gel SDS-PAGE em espectrometro de massa demonstrou a presenca do fon equivalente a
GFP a partir do sobrenadante do cultivo das células SK-HEP-1 transfectadas com a constru¢do [pEGFP-N1 + VN]. As
analises em microscopio confocal demonstraram a presencga de fluorescéncia emitida pelas células transfectadas com as
construcdes [pEGFP-N1 + VN] e [pEGFP-NI + HAPO]. Entretanto, a fluorescéncia observada nas células marcadas com os
anticorpos primdrio e secundario ndo confirma a presenca das proteinas VNrp e HAPO , uma vez que a fluorescéncia
emitida pela GFP e pelos fluor6foros Alexa-fluor® 488 e FITC estavam sobrepostas. Este estudo demonstrou que o figado
fetal humano é um ambiente rico em genes que atuam direta ou indiretamente no comportamento de células hematopoéti-
cas maduras e primitivas. Este trabalho mostrou também que as células SK-HEP-1 produzem eficientemente o RNA mensa-
geiro dos genes alvo em fusdo com o gene da GFP e sugere, pela identificacdo da GFP, que as proteinas VN e HAPO
foram expressas pelas células SK-HEP-1 transfectadas com as construgdes [pEGFP-N1 + VN] e [pEGFP-N1 + HAPO] por
Lipossomos.
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DIFERENCAS NEURO-HISTOQUIMICAS DA PELE COM E SEM ALTERAGCOES
DE SENSIBILIDADE NA HANSENIASE

Samara Cassimiro Soares
Orientador: Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani Frade
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/10/2009

A hansenfase ainda € considerada um problema de saude ptiblica nos paises em desenvolvimento. O M leprae tem
predilegdo para viver nos macréfagos e células de Schwann o que leva ao dano neural. O estudo dos processos imunol6-
gicos e sua relacdo com as alteragdes de sensibilidade toma-se fundamental para o entendimento dos mecanismos envol-
vidos na apresentagdo e no desenvolvimento da doenca. O objetivo do estudo foi avaliar as diferencas neuro-imuno-
histopatoldgicas da pele com e sem alteracao de sensibilidade desencadeada pela hanseniase. Foram selecionados aleato-
riamente 6 pacientes paucibacilares (PB) e 6 multibacilares (MB), os quais foram submetidos a bidpsia de pele de dreas com
alteracdes de sensibilidade [Lesada (L)] e sem alteragdes de sensibilidade [Nao Lesada (NL)], que foram coradas por H&E,
Fite-Faraco e 2 imuno-histoquimica para os anticorpos anti-S 100, NGF (Neural Growth Factor), IL-12, TGFp-1, IFNy, IL-10,
IL-4, além do anticorpo especifico anti-PGL-1 As laminas imuno-histoquimicas foram fotografadas padronizadamente para
captura de 3 imagens por anticorpo testado, tiradas das regides de infiltrado inflamatério (aumento de 400x, tamanho
192x968 pixels) que foram submetidas a andlise de imagem pelo software Imagem utilizando-se os plugins averaging filter,
colour deconvolution para hematoxilina-DAB e threshold para calculo do percentual de marca¢do em DAB. A partir desses
resultados foram calculadas as médias percentuais para cada anticorpo das respectivas 1aminas dos pacientes. A amostra
populacional apresentou média de idade de 52,5 anos, sendo a média de 58 anos para PB e 48,6 anos MB, sendo 10 do sexo
masculino e 2 feminino. Entre os pacientes do grupo PB (3T, 3DT) e nos MB (1V,1DD e 4 DV). A dosagem sérica de anti-
PGL 1apresentou média de 2,9 mg/dL entre os PB e 4,5 mg/dL nos MB. Em relagdo a proteina S100, sua expressao foi maior
nas amostras de pele n (L) dos pacientes PB (p=0,008). O fator de crescimento neural (NGF) apresentou-se fortemente
expresso nas dreas de lesdo dos PB, diferente estatisticamente das dreas ndo lesadas (p<0,01) e das dreas L. dos MB
(p<0,01). Quanto a citocina IFNYy, houve maior expressdo nas areas lesadas de PB diferente significantemente das areas
lesadas dos MB (p=0,03). Em conclusio, observou-se que a pele SEM ALTERACAO DE SENSIBILIDADE dos pacientes
com hansenfase paucibacilares apresentou aspecto imuno- histopatoldgico semelhante a normal, enquanto, a dos
multibacilares apresentou alteragdes histopatolégicas e imunoldgicas significativas quanto a maior expressdo do TGF-f1
e IL-12, associada 2 baixa expressio de IFNy. Por outro lado, a pele COM ALTERACOES DE SENSIBILIDADE dos
paucibacilares expressaram menos proteina S-100 acompanhada de um desarranjo morfolégico nos trajetos neurais, en-
quanto na pele dos multibacilares houve maior expressdo, porém dispersa e intra-histiocitaria morfologicamente. O NGF
pareceu estar diretamente relacionado a resposta celular in sifu gerada pela agressdo neural, sendo méxima na pele com
alteragdes de sensibilidade dos paucibacilares e minima dos multibacilares, destacando o NGF como importante marcador
in situ entre os pacientes paucibacilares com suspeita clinica de hanseniase.

SILENCIAMENTO DA EXPF!ESSAO DE GENES ESTRUTURAIS DO HTLV-1
UTILIZANDO A TECNICA DE RNA DE INTERFERENCIA

Rodrigo Haddad
Orientador: Prof. Dr. Marco Antonio Zago
Tese de Doutorado apresentada em 27/10/2009

O virus linfotrépico de células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) € um retrovirus oncogénico que esta etiologicamente
associado a duas manifestagdes clinicas principais: uma doenga hematolégica aguda denominada leucemia de células T
do adulto (ATLL) e uma doenga neurodegenerativa denominada mielopatia associada ao HTLV-1/ paraparesia espéstica
tropical (HAM/TSP). Estima-se que entre 15 e 20 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo virus em todo o mundo e o
tratamento das doencas associadas ao HTLV-1 € restrito ao tratamento dos sintomas. Andlogos de nucleosideos, interferons,
quimioterapia, transplante alogénico de células-tronco entre outros sdo utilizados como estratégias de tratamento, mas
com beneficios em curto prazo e em alguns casos a média de sobrevida continua baixa. Apds a descoberta da tecnologia
do RNA de interferéncia (RNAI), varios estudos foram conduzidos utilizando esta nova técnica, especialmente no campo
da oncologia e da virologia. Esta técnica permite a inibicao da expressdo de genes através da degradacdo dos RNAs
mensageiros especificos pelos siRNAs logo apds o processo de transcri¢io. Assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar
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atecnologia do RNAi para inibir a expressdo de genes que codificam as proteinas estruturais Gag e Env do HTLV-1. Apds
a construcdo de vetores capazes de expressar as proteinas estruturais em fusdo com uma proteina reporter (EGFP), estes
foram co- transfectados em células da linhagem HEK 293 juntamente com os siRNAs. Vetores que expressam shRNAs
também foram co-transfectados com os vetores de expressao reporteres na mesma linhagem. Células MT-2 foram transduzidas
com retrovirus capazes de expressar sShRNAs contra os genes gag e env. Foi observada a inibicao da expressao dos genes
gag e env em diferentes niveis quando foi utilizado siRNAs nas células HEK 293. Observou-se o mesmo efeito quando
foram utilizados os vetares que expressam shRNAs na mesma linhagem celular. As células MT-2 mostraram uma pequena
diminui¢@o da expressdo dos genes alvo quando transduzidas com retrovirus que expressam shRNAs. A utilizagcdo do
RNAi como ferramenta para diminuir a expressdo dos genes que codificam as proteinas estruturais Gag e Env do HTLV-1
foi efetiva, e pode ajudar no desenvolvimento de novos agentes terapéuticas assim como no estudo da fungdo bioldgica
dessas proteinas.

AVALIACAO DO POTENCIAL TERAPEUTIQO DAS CELUALAS-TRONCO MESENQUIMAIS
NO TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA ALOGENICO EXPERIMENTAL

Jorge Luiz Curado Siufi

Orientador: Prof. Dr. Dimas Tadeu Covas
Tese de Doutorado apresentada em 28/10/2009

A doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) € uma complica¢do mediada por células T que ocorre nos
transplantes de medula 6ssea (TMO) devido a incompatibilidade no MHC (Major Histocompatibility Complex) entre
doador-receptor. A presenca da DECH diminui a eficacia dos transplantes e as técnicas atuais de profilaxia e tratamento da
doenca ndo sdo eficientes, principalmente nos casos graves da doenga. Uma possibilidade para a profilaxia e tratamento
da DECH ¢ a utiliza¢@o de células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas da medula 6ssea e expandidas in vitro. As
CTMs sdo células que possuem capacidade de auto-renovacédo e diferenciacdo em tipos celulares especificos como
ostedcitos, adipdcitos e midcitos, entre outros. As CTMs possuem importante potencial regulador dos tipos celulares
envolvidos na resposta imunoldgica e aparentemente nao sao aloreativas, pois ndo expressam moléculas de MHC classe-
1T e moléculas co-estimulatérias da resposta imune. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial profilatico e terapéutico
das CTMs no TMO alogénico experimental. Para isto, camundongos da linhagem C57BL/6 foram utilizados como doadores
de medula 6ssea, esplendcitos e CTMs, e camundongos das linhagens Balb/c e FVB GFP+ foram utilizados como recepto-
res dos transplantes. As andlises de sobrevida mostraram que todos os camundongos Balb/c e FVB GFP+ dos grupos
Controle Irradiado, TMOa e TMOa+Espl morreram dentro do periodo de 30 dias depois de realizados os procedimentos de
irradiacdo e/ou transplantes. Enquanto isto, todos os camundongos dos grupos TMO singénicos sobreviveram por longo
periodo apds os transplantes. O grupo de camundongos induzidos a DECH de intensidade grave que recebeu prevengdo
com CTMs (TMOa+Espl+CTMs) apresentou certa redu¢do na incidéncia e no acometimento da DECH. Apesar de todos
os camundongos Balb/c morrerem precocemente devido a auséncia de reconstitui¢do medular ou devido a incidéncia da
doenga, 38,5% dos camundongos FVB do grupo TMOa+Espl+CTMs viveram por longo periodo de tempo. Os camundon-
gos induzidos a DECH de intensidade leve que receberam CTMs (TMOa+CTMs) foram os que apresentaram os melhores
resultados quanto a prevenc¢do da doenga. Desta vez, 28,6% dos camundongos Balb/c e todos os camundongos FVB
GFP+ (100%) sobreviveram por longo periodo de tempo apds os transplantes alogénicos. As andlises histologicas dos
orgios dos camundongos mostraram que os grupos que receberam CTMs (TMOa+CTMs e TMOa+Espl+CTMs) apresen-
taram achados histopatolégicos menos conspicuos do que os camundongos dos grupos que nio receberam CTMs
(TMOa e TMOa+Espl). Conseqiientemente, as alteragdes fisicas observadas nos camundongos também mostraram maior
comprometimento dos individuos dos grupos que ndo receberam prevengdo com CTMs. A andlise in vivo dos fatores
soldveis presentes no soro dos camundongos mostrou a desregulagdo do perfil das citocinas no microambiente da DECH,
observado nos camundongos dos grupos TMOa e TMOa+Espl. Todavia, este perfil das citocinas foi encontrado menos
desregulado, sendo que as citocinas pré-inflamatorias e de subtipo TH1/TH2 estudadas foram encontradas em menores
concentragdes nos grupos que receberam CTMs (TMOa+CTMs e TMOa+Espl+CTMs). Por fim, os camundongos FVB
dos grupos TMOa+CTMs e TMOa+Espl+CTMs que sobreviveram por longo periodo de tempo, voltaram a apresentar
sintomas clinicos tardios da doenga, atingindo o 6bito dias depois. As andlises histoldgicas mostraram que os camundon-
gos apresentavam hiperplasia linfocitaria no bago e intestino delgado, e acometimento grave do figado indicando presen-
ca da doenca em fase cronica. As CTMs sdo importantes componentes celulares que além de beneficiar a reconstitui¢ao
medular pds-transplante, pode ser candidatas ao tratamento e prevencdo da DECH aguda.
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EXERCICIO AEROBICO AGUDO EM IDOSOS COMUNITARIOS
DE UMA AREA URBANA DE RIBEIRAO PRETO

Leandra Gongalves Lima
Orientadora: Prof®. Dr*. Nereida Kilza da Costa Lima
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/10/2009

Estudos demonstraram que uma tUnica sessdo de exercicio realizado em cicloergdmetros e esteiras ergométricas
causam reducdo da pressido arterial (PA) pds-exercicio. Contudo, ndo existem estudos semelhantes com exercicios tipo
caminhada em pista. Como a principal modalidade de exercicio disponivel para os idosos no Brasil é a caminhada, inves-
tigaram-se os efeitos imediatos (primeira hora pés-exercicio) e tardios (24 horas pds-exercicio) na PA de idosos comunita-
rios independentes que representam uma regido da cidade de Ribeirdo Preto. O estudo alocou uma amostra da populacdo
constituida por individuos nascidos entre 1929 e 1944, cadastrados nos Niicleos de Satde da Familia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto -USP, e aleatorizados para a obtencao final de 100 individuos. Dentre estes, 23 foram incluidos
e concluiram o estudo. Os voluntdrios foram aleatorizados para iniciar com a sessdo de exercicio (SE) ou de repouso
(controle) (SR), realizando a outra sessdo apés uma semAna. O actigrafo foi instalado 48 horas antes, permanecendo por
cinco dias. A SE foi executada em pista, com intensidade moderada e duragdo de 40 minutos. Durante 20 minutos antes e
60 minutos apds cada sessdo, a pressao arterial sist6lica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD) e frequéncia crdaca (FC)
foram medidas a cada cinco minutos pelos métodos auscultatério e oscilométrico. A monitorizagdo ambulatorial da pressdo
arterial de 24 horas foi iniciada 75 minutos apds o término das sessdes. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o
modelo linear de efeitos mistos, o teste de McNemmar, o coeficiente de concordancia St. Laurent e o coeficiente de
correlagdo de Pearson. A idade média foi de 67,7+3,5 anos, com 11 idosos hipertensos tratados (HT) e 12 idosos normoten-
sos (NT). Os resultados evidenciaram queda imediata e tardia nas PAS e PAD pelos métodos auscultatdrio e oscilométrico,
ap6s a SE, na amostra total (AT) e nos grupo juntamente com a PAD vigilia, foram significantemente reduzidas na AT
(p<0,01) e nos grupos HT e NT (p<0,01), ap6s a SE, enquanto que a PAD sono nio exibiu queda apenas para o grupo NT.
A FC aumentou ap6s a SE e reduziu apds a SR na AT e nos grupos HT e NT (p<0,01). As PAS na vigilia e sono e PAD na

vigilia apresentaram valores menores apds SE do que ap6s SR (p?0,0l), quando avaliadas pelo padrdo horario varidvel,

obtido com o uso do actigrafo, em relagdo ao padrio horario fixo, o qual presume que o provavel periodo de sono seria
entre 23 e 7 horas. Na comparagdo dos dois dias precedentes a realiza¢do da SE com o periodo de dois dias subsequentes,
nio houve reducdes nas médias de atividades espontaneas (p>0.05). Concluimos que uma tnica sessdo de exercicio
aerébio, tipo caminhada, mostrou-se eficaz na reducdo imediata e tardia da PAS e da PAD em idosos. A utilizagido do
actigrafo para determinar o real periodo de sono mostrou-se mais eficaz em detectar a queda pressérica do que o método
de hordrios fixos. Nao houve interferéncia da SE na atividade espontanea habitual dos individuos.

ESTUDO DO POTENCIAL ANTIGENICO RELATIVO DOS ANTIGENOS DE B
GRUPOS SANGUINEOS MENORES EM PACIENTES SOB ESQUEMA DE TRANSFUSAO

Ana Paula Costa Nunes da Cunha Cozac

Orientador: Prof. Dr. Dimas Tadeu Covas
Tese de Doutorado apresentada em 03/11/2009

Apesar de as transfusdes de sangue salvarem vidas, riscos inerentes ao procedimento existem como o da
aloimunizacao eritrocitaria sendo este decorrente da disparidade antigénica entre doador e receptor. Ela pode ocorrer em
conseqiiéncia da transfusido de concentrado de hemacias, de plaquetas e, menos freqiientemente, da transfusao de
plasma. Tais anticorpos podem causar importantes rea¢des transfusionais hemoliticas, evento este considerado a segun-
da causa de morte relacionada a transfusio de acordo com o relatado ao Food and Drug Administration (FDA) (FDA,
2008). O célculo do potencial antigénico relativo dos antigenos de grupos sangiiineos menores, possibilita em ultima
analise o estabelecimento de protocolos transfusionais que visem reduzir a taxa de aloimunizagio anti-eritrocitaria. Segun-
do Giblett, para se calcular o potencial antigénico relativo de um determinado antigeno sdo necessarias informacdes
quanto as freqtiéncias dos anticorpos especificos e dos fenétipos em uma dada populagdo, comparando este potencial
aquele do antigeno "K". Dado ao parco conhecimento sobre a aloimunizagdo eritrocitaria de grupos sangiiineos menores,
estudos devem ser realizados para o maior entendimento do tema possibilitando, conseqiientemente, o estabelecimento
de protocolos transfusionais adequados uma vez que € crescente o nimero de indicag¢des transfusionais, assim como, o
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periodo transfusional dos pacientes hematolégicos e oncolégicos devido a uma maior sobrevida destes em decorréncia da
evolucio das terapias de suporte. Os objetivos principais do presente estudo foram o de determinar o potencial antigénico
relativo dos antigenos de grupos sangiiineos menores além de avaliar fatores relacionados a aloimunizag@o eritrocitaria.
Para tal, foram levantados os perfis fenotipicos de 10.493 doadores de sangue e de 722 pacientes portadores de doengas
variadas, sob esquema de transfusio, alguns destes genotipados quando a realizagdo da fenotipagem era inviabilizada.
Em paralelo foi levantada a aloimunizagdo dos referidos pacientes. O indice total de aloimunizacéo foi de 24,37%. Associ-
acdo de anticorpos ocorreu em 65,34% dos casos. O anticorpo mais prevalente foi o anti-E (20,53%). O grupo de maior
prevaléncia da alo imunizacdo foi o de talassémicos com 61,33% de pacientes aloimunizados. O segundo em indice de
aloimunizacdo foi o grupo de portadores de sindrome mielodisplasica (43,40%) seguido pelos portadores de doenga
falcifonne (40,74%). Houve uma relagdo direta entre nimero de transfusdes de concentrado de hemécias e tempo de
transfus@o em dias e indice de aloimunizagao (p<0,0001). Pacientes com inicio transfusional mais precoce apresentaram
menor indice de aloimunizagéo (p<0,05). A escala de imunogenicidade encontrado diferiu da descrita na literatura (K > Kp*
>CV>Di*>E>C>c>Fy*>S>e>Jk*>JkP> S > Fyb). Diante dos resultados encontrados podemos concluir que os altos
indices de aloimunizacio relacionam-se a determinadas doencas de base e 0os novos dados relativos ao potencial antigénico
relativo de antigenos de grupos sangiiineos menores possibilitaram o estabelecimento de novos protocolos transfusionais
para pacientes sob esquema transfusional.

INFLUENCIA DA ALIMENTACAO E DA~SUPLENTAGAO CONTENDO
FERRO E ZINCO NA COMPOSICAO DO LEITE MATERNO

Rutinéia de Fatima Micheletto
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Dutra de Oliveira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 12/11/2009

O leite materno exclusivo € o alimento ideal para a nutri¢do da crianga até os seis meses de idade e é aconselhado
manter a amamentacio até os dois anos. Varios fatores podem influenciar a composi¢@o do leite materno, dentre eles, a
ingestdo de alimentos e a suplementacgio da lactante. Estudos demonstram que os nutrientes ferro e zinco no leite materno
sofrem modificagdes, em outros concluiram que existem mecanismos que controla a transferéncia desses nutrientes na
glandula mamaria. O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da alimentagéo e de um suplemento contendo ferro
e zinco na composi¢ao do leite materno. Foram selecionadas lactantes adultas do 15° ao 60° dia de lactagdo. Um grupo de 20
lactantes recebeu suplemento polivitaminico e polimineral contendo 60mg de ferro e 25mg de zinco; e também foi analisada
a alimentacao por registro alimentar de 24h. Em outro grupo, com 17 lactantes, foi quantificada somente a alimentagao. Foram
coletadas amostras de sangue e de leite materno antes e ap6s cinco dias de estudo, sendo que as amostras de leite foram
coletadas antes e ap6s cinco minutos de amamentacdo. As amostras foram analisadas por espectrofotometria de absor¢ao
atdmica e a ingestdo alimentar de ferro e zinco pelo software DietProfissional®. Para andlise estatistica dos resultados foi
utilizado o modelo de regressao linear com efeitos mistos e auxilio do software SAS® 9.0. A quantidade de ferro e zinco
ingerida somente pela alimentagdo néo influenciou a concentragio destes no leite materno. Os niveis sanguineos também
ndo tiveram relagido com a quantidade de ferro e zinco no leite materno nos grupos nio suplementados e nos suplementados.
O leite materno apresentou maior concentrag@o de ferro e zinco antes da amamentac@o, quando comparado ao coletado
ap6s cinco minutos de amamentagdo. Foi verificada uma correlagio positiva, p=0,16, na razdo entre a concentragao final e
inicial de ferro no grupo suplementado; ja no grupo ndo suplementado foi encontrada uma correlacio negativa, p=-0,35, em
relagdo ao periodo da lactagdo. A suplementacéo garantiu menor decréscimo do ferro e do zinco ao longo do tempo, p=-0,02.
A relagdo entre ferro e zinco foi inversamente proporcional no grupo suplementado. J4 no grupo ndo suplementado, essa
relac@o foi diretamente proporcional, porém a maioria das razdes estavam abaixo de um.

CORRELAGAO DOS POLIMORFISMOS DO GENE $2GPI COM ANTICORPOS ANTI-B32GPI
E CONCENTRACAO PLASMATICA DA B2GPI NA HANSENIASE

Maria José Franco Brochado
Orientadora: Prof®. Dr*. Ana Maria Ferreira Roselino

Tese de Doutorado apresentada em 13/11/2009

A hanseniase, causada pelo bacilo Mycobacterium leprae, afeta principalmente a pele e os nervos periféricos.
Durante a evolugdo da doenca podem ocorrer estados reacionais, denominados: reagdo tipo 1 e reacdo tipo 2 (eritema
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nodoso hansénico - ENH). Fendmenos tromboembdlicos (FTE) tém sido associados ao uso da talidomida e ou corticéides
prescritos para o ENH. Na hanseniase, especialmente na classificagdo operacional multibacilar (MB), anticorpos
antifosfolipides (AAF), tais como anticorpos anti-B2glicoproteina I (B2GPI), podem estar presentes, configurando a sin-
drome do anticorpo antifosfolipide (SAF) quando associados a FTE. Neste estudo caso-controle os polimorfismos Ser88Asn,
Ile122Thr, Arg135His, Alal41Asp, Leu247Val, Cis306Gli e Trp316Ser do gene B2GPI foram determinados, assim como os
titulos de anticorpos anti- B2GPI e a concentra¢do plasmética da B2GPI em amostras de pacientes MB (incluidos sete
pacientes com a associac@o hanseniase e SAF, e dois pacientes com fendmeno de Licio) e de pacientes paucibacilares
(PB). 42% do grupo MB e 17% do grupo PB apresentaram anticorpos anti-B2GPI IgM. Houve correlagéo positiva dos
titulos de anticorpos anti-32GPI IgM com anticorpos anti-PGL1. No grupo de pacientes que apresentaram ENH no decurso
da doenca, observou-se titulos menores de anticorpos anti-32GPI IgM entre pacientes em reagio e em uso de talidomida,
comparados aqueles que nao estavam em reacao no momento da coleta da amostra de sangue. Pacientes MB apresentaram
niveis plasmaticos de $2GPI diminuidos, comparados aos PB. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
Ser88Asn, Alal41Asp, Cis306Gli e Trp316Ser foram similares nos grupos hanseniase e controle. Para os polimorfismos
Ile122Thr e Argl35His, observou-se diminui¢do da frequéncia alélica Thr e His no grupo hanseniase. Em relag@o a distri-
buigdo genotipica do polimorfismo Leu247Val houve aumento da freqiiéncia dos genétipos Leu/Leu e Val/Val no grupo
hanseniase, e de Leu/Val no grupo controle. Pacientes com hanseniase e com anticorpos anti-32GPI IgM acima do cut off
apresentaram frequéncia maior dos alelos Thr, His e Ser dos polimorfismos Ile122Thr e Arg135His e Trp316Ser, respectiva-
mente. Com rela¢o ao polimorfismo Leu247Val, pacientes MB com anticorpos anti-32GPI IgM acima do cut off apresenta-
ram frequéncia aumentada dos gendtipos Val/Val e Leu/Leu. Os sete polimorfismos estudados ndo influenciaram a con-
centragio plasmética da B2GPI nos grupos MB e PB. Foram construidos 9 haplétipos. O haplétipo 7 (88Ser-122Thr-135His-
141Asp-247Val-306Cis-316Trp) esteve menos prevalente, enquanto que o haplétipo 4 (88Ser-1221le-135Arg-141Asp-247Val-
306Cis-316Trp) foi mais prevalente no grupo hanseniase.O grupo MB associado aos haplétipos 1 (88Ser-1221le-135Arg-
141Asp-247Leu-306Cis-316Trp) ou 4 apresentou maiores titulos de anticorpos anti-B2GPI IgM se comparados aos do
grupo PB. O haplétipo 4 diferenciou os grupos MB e PB com relag@o a concentragéo plasmatica de B2GPL. Os sete casos
descritos de hanseniase MB e SAF apresentaram os gen6tipos Leu/Val ou Val/Val do polimorfismo Leu247Val do gene
B2GPI e o haplétipo 4. Nossos dados sugerem que os polimorfismos Leu247Val e Trp316Ser e o haplétipo 4 podem
representar fatores de risco para a produgio de anticorpos anti-B2GPI, os quais se correlacionam & SAF em pacientes com
hanseniase MB.

CARACTERIZACAO CLiNICQ-LABORATORIAL E ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE LINFOCITOS
DO SANGUE PERIFERICO COMO MARCADORES PREDITIVOS DE GRAVIDADE E DA
RESPOSTA TERAPEUTICA EM PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE

René Donizeti Ribeiro de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Paulo Louzada Jr.
Tese de Doutorado apresentada em 26/11/2009

Os eventos envolvidos na patogénese da artrite reumatdide (AR) ainda permanecem obscuros, mas certamente sua
etiologia é multifatorial. O epitopo compartilhado (Shared epitope - SE) do HLA-DRBI € o fator de risco genético mais
importante. Fatores de risco ambientais sdo menos entendidos. O tabagismo € um candidato, associado ao surgimento de
anticorpos contra peptideos citrulinados (anti-CCP). Anti-CCP sdo altamente especificos para AR. Além disso, pacientes
com doenga agressiva t€m pior progndstico, e, frequentemente falham em responder as terapias padrao. Predizer quem
sera respondedor a determinada terapia torna-se essencial para prevenir a perda funcional. Neste estudo, investigamos se
a associagdo entre a produgdo de anti-CCP e o tabagismo foi influenciada pelo estado de portador do SE e, apds estratificar
os individuos em grupos, avaliamos suas respostas aos bloqueadores do TNFo.. A fim de identificar marcadores e meca-
nismos de resisténcia e resposta aos bloqueadores do TNFa, estudamos as células mononucleares do sangue periférico
(Periferal Blood Mononuclear Cells - PBMC) antes e apds iniciar a terapia anti-TNFo.. Cem pacientes de AR foram
questionados sobre tabagismo. Para todos eles, foram obtidas amostras de sangue para tipagem HLA e quantificagio de
anti-CCP. Quarenta e dois individuos eram tabagistas e 58 ndo-tabagistas. a SE esteve presente em 61 pacientes e o anti-
CCP foi positivo em 71. Encontramos que, entre os tabagistas, 25 eram SE positivo, 20 apresentavam anti-CCP positivo e
5 com anti-CCP negativo, e 17 eram SE negativo, 12 apresentavam anti-CCP positivo e 5 apresentavam anti-CCP negativo
(OR 4,0,IC95% 1,10 a 14,50). Esses resultados sugerem que fatores ambientais contribuem para o surgimento de anti-CCP
em individuos com carga genética de susceptibilidade para AR, sendo o tabagismo um forte candidato. Dezesseis pacien-
tes necessitaram de terapia com bloqueadores do TNFo. Para eles, obtivemos PBMC em duas ocasides, antes e depois de
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20 semanas de tratamento anti-TNFo. RNA total foi extraido e copiado em cDNA. Sondas de cDNA marcadas com fluoresceina
Cy3 foram hibridadas com microarray de cDNA. RNA irrelevante foi marcado com Cy5 e usado como referéncia. A expressao
génica diferencial foi analizada pelo método SAM (FDR < 5%). O 28-joint-count Disease Activity Score (DAS28) foi usado
para classificar os individuos em respondedores e ndo-respondedores, de acordo com os critérios de resposta do EULAR.
Depois de 20 semanas, a evolucao clinica classificou 8 pacientes como respondedores e 8 pacientes como ndo- respondedores.
A andlise de microarray revelou genes relacionados com resposta inflamatéria, crescimento celular, proliferagéo celular,
aderéncia e migracdo e, especialmente, apoptose. Encontramos alguns genes que podem ser marcadores de resposta, bem
como estar envolvidos em mecanismos moleculares de resposta ao anti- TNFo em individuos com AR.

ANALISE PROTEOMICA DAS SUBPOPULAGOES CD73+ DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS ADULTAS E FETAIS E DOS PERICITOS HEPATICOS

Glauce Gaspar Gomes
Orientador: Prof. Dr. Lewis Joel Greene
Tese de Doutorado apresentada em 30/11/2009

As Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) sdo células multipotentes que estdo presentes em uma variedade de
tecidos adultos e fetais, sendo sua associagcdo com os vasos sanguineos uma explicacdo para a sua ampla distribuigio
pelo organismo humano. Estas células possuem potenciais de diferenciacio e uma complexa interagao celular com células-
tronco hematopoéticas (CTHs) e células endoteliais (CEs). Além disso, compartilham propriedades funcionais e perfil de
expressdo génica com células que se encontram na parede dos microcapilares sanguineos distribuidos por todo o organis-
mo os chamados pericitos, que também conhecidos como células periendoteliais e estdo intimamente relacionados com as
CTMs. Quando ativados durante a lesdo, os pericitos adquirem vdrias caracteristicas de CTMs. A identificagdo dos
mecanismos moleculares compartilhados por essas células, bem como as diferencas podem ter um impacto significativo
em terapias celulares. O objetivo do presente estudo foi identificar semelhangas e diferengas protedmicas nas subpopulagdes
CD73+ de CTMs (adultas e fetais) e dos pericitos hepaticos através das metodologias 2D-DIGE e LC-MS/MS. As CTMs
foram isoladas da medula 6ssea (MO) de individuos adultos através da aderéncia ao plastico da fragdo mononuclear; de
figados fetais (FF) com idade gestacional entre 18-32 semanas pelo tratamento com colagenase tipo 1 e os pericitos
hepaticos (PH) (provenientes da linhagem celular LX2). As amostras de CTMs (adultas e fetais) e os pericitos hepaticos
foram purificados de culturas em terceira passagem por sele¢do positiva (FACS) baseada na molécula CD73. As células
purificadas foram expandidas, caracterizadas morfologicamente, imunofenotipicamente e quanto a capacidade de diferen-
ciacdo celular. As proteinas das amostras foram extraidas em tamp@o de extragdo em 3 ciclos de sonicacdo, vortex e gelo.
Os extratos proteicos foram quantificados pelo método de Bradford. Utilizamos a abordagem protedmica 2D-DIGE, mar-
cando os extratos com CyDyes e as proteinas diferencialmente expressas foram analisadas por espectrometria de massas
MALDI-TOF-TOF. Pela metodologia LC-MS/MS os extratos foram marcados com isétopos de acrilamida estaveis (leve e
pesado). Quantidades iguais dos extratos de proteinas das CTMs-FF e PH e CTMs-MO e PHs foram misturados para a
analise protedmica quantitativa. As amostras foram fracionadas por SDS-PAGE e cada slice do gel foi cortado em 9 fracdes,
para posterior identificac@o e quantificagdo das proteinas por espectrometria de massa. Pela metodologia 2D-DIGE foram
identificadas 23 proteinas diferencialmente expressas e por LC-MS/MS 2938 proteinas, sendo identificados 1832, 1770 e
2322 proteinas de CTMs-MO, MSC-FF e PHs, respectivamente. Destes, 1227 proteinas foram quantificados com base na
marcac¢do com is6topos de acrilamida. A grande maioria das proteinas (>80%) nao apresentaram diferenga na abundéancia
superior a 2 vezes entre as CTMs e PHs. Cerca de 211 proteinas foram detectadas acima de 2 vezes ao comparar CTMs-FF
vs HPs e CTMs-MO vs HPs. Dentre estas proteinas foi possivel identificar as fun¢des moleculares associados com os
tipos de células especificas, tais como o metabolismo lipidico para os PHs e angiogénese e transicio epitelial mesenquimal
para as CTMs. A analise protedmica foi capaz de identificar um subconjunto de proteinas que podem ser usadas para
distinguir as CTMs adultas e fetais dos PHs. Estas proteinas poderdo ser utilizadas como marcadores para uma compara-
¢do mais detalhada dessas células, bem como contribuir para a elucidagio dos mecanismos bioldgicos especificos que sdo
relevantes para PHs e CTMs.
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Farmacologia

EFEITO DE HAPL(?TIPOS DA SINTASE ENDOTELIAL DO OXIDO NIiTRICO (NO) SOBRE AS
CONCENTRACOES DE MARCADORES DE BIODISPONIBILIDADE DE NO EM NEGROS

Ingrid Ferreira Metzger
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Tanus dosSantos
Tese de Doutorado apresentada em 13/10/2009

O ¢6xido nitrico (NO) desempenha um importante papel no aparelho cardiovascular. Entretanto alguns estudos
encontraram diferengas na biodisponibilidade de NO entre grupos étnicos. Existem diferencas nas freqiiéncias haplotipicas
quando comparados individuos brancos e negros. O haplétipo “C 4b Glu” do gene da eNOS foi associado a baixas
concentracdes plasmdticas de NOx em voluntdrios brancos sauddveis, ndo sendo conhecido os efeitos sobre o nitrito
assim como a influéncia da raga. Estudamos dois grupos homogéneos voluntarios, 142 brancos e 198 negros, (homens,
ndo fumantes, 18-60 anos de idade e que ndo estivessem tomando medicamentos). Comparamos o efeito dos haplétipos,
envolvendo trés polimorfismos relevantes da eNOS (T7%C, 4a4b Intron 4 e Glu298Asp) sobre os I niveis de nitrito em
voluntarios brancos e negros. O DNA gendmico foi isolado para a realizagcdo das genotipagens. Os gendtipos dos
polimorfismos T-73C e Glu298 Asp foram determinados por PCR-RFIP (voluntérios brancos) ou através do método TagMan
(Tagman® Allele Oiscrimination assay) (voluntarios negros). A determinacdo de nitrato e nitrito circulantes foi realizada
por quimiluminescéncia (NO Analyser). As concentragdes de GMPc e MDA (estresse oxidativo) foram determinadas por
ELISA e ensaio fluorométrico, respectivamente. As freqiiéncias dos haplétipos foram estimadas com uso do programa
PHASE 2.1 e “Estimating Haplotype” (EH). Nao foram encontradas diferengas quanto idade, indice de massa corpdreo,
pressdo arterial sistdlica e diastélica, freqiiéncia cardiaca ou nitrito entre os grupos de genotipos para os trés polimorfis-
mos estudados (todos p>0.05). Nos voluntdrios brancos encontramos uma correlacdo positiva entre nitrito e GMPc
plasmatico (p=0,017, rs=0,270). Interessante mente, assim como para o NOx em voluntarios brancos saudédveis, o haplétipo
"C 4b Glu" foi associado com baixas concentra¢des de nitrito nos voluntarios brancos e negros. Nao foram observadas
diferencas significativas estatisticamente nos demais hapldtipos. Esses dados sugerem que um haplétipo especifico
resultante da combinag@o de variantes do gene da eNOS modula a formacdo de NO independentemente da raga.

PAPEL DA HEMOPEXINA NA PATOGENESE DA SEPSE E DA ALFA-1 GLICOPROTEINA ACIDA
NA SUSCEPTIBILIDADE DE CAMUNDONGOS DIABETICOS A SEPSE

Fernando Spiller
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queiroz Cunha
Tese de Doutorado apresentada em 25/11/2009

A faléncia da migrag@o de neutré6filos para o foco infeccioso esta associada com um mau prognéstico na sepse. De
maneira similar, defeitos nas interacdes entre neutréfilos e células endoteliais contribuem para o aumento da susceptibili-
dade a infec¢des em outras doengas como a diabetes mellitus. As proteinas de fase aguda alfa-1-glicoproteina dcida (AGP)
e hemopexina (Hx) podem mediar esses processos. O objetivo deste estudo foi determinar o papel da Hx na patogénese da
sepse. Além disso, investigar o envolvimento da AGP na susceptibilidade de camundongos diabéticos a infeccdo
polimicrobiana. Nossos resultados mostraram que Hx inibiu a migrago de neutréfilos para a cavidade peritoneal e aumen-
tou a taxa de mortalidade nos camundongos submetidos a sepse ndo grave por ligacéo e perfuragido do ceco (CLP). Em
contraste aos camundongos selvagens, camundongos deficientes para Hx submetidos a sepse grave tiveram uma eficien-
te migracao de neutroéfilos para o foco infeccioso. Como consequéncia, esses animais tiveram baixos niveis de bacteremia
e alta taxa de sobrevida. In vitro, Hx incubada com neutrdfilos inibiu a resposta quimiotaxica induzida por C5a ou MIP-2 e
induziu uma reducéo na expressdo de CXCR2 e CD62L assim como aumento na expressdo de CD11b. Em outra etapa deste
trabalho, nés mostramos que camundongos diabéticos foram altamente susceptiveis a sepse devido a reducio da migra-
¢do de neutrofilos para o foco infeccioso, o que resultou em inibi¢do da depuracio bacteriana no local da infecgio,
bacteremia e elevada resposta inflamatoria sistémica. Ademais, em contraste aos camundongos nao diabéticos, animais
diabéticos submetidos a sepse nao grave tiveram redugao do rolamento, adesao e quimiotaxia dos neutréfilos, a qual foi
acompanhada de reducio na expressdo de CD62L e CXCR2, e aumento na expressdo de CD11b e GRK2. Camundongos
diabéticos submetidos a sepse ndo grave também tiveram aumento nos niveis hepaticos do RNAm para AGP assim como
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aumento nos niveis séricos dessa protefna. O tratamento com insulina nos camundongos diabéticos diminuiu a taxa de
mortalidade por prevenir a faléncia da migracido de neutréfilos. Além disso, esse tratamento preveniu a diminuigio da
expressao do CXCR2 mediada pela GRK2 bem como inibiu a geragdo da AGP. Por fim, a administragdo de AGP aboliu os
efeitos da insulina nos animais diabéticos. Os resultados apresentados demonstram um papel crucial da Hx na progressao
da sepse experimental e sugere que a inibi¢ao terapéutica da Hx nas primeiras horas da sepse pode aumentar a migracao de
neutréfilos para o foco infeccioso, e como consequéncia, aumentar a taxa de sobrevida. Na segunda parte do trabalho,
nossos resultados sugerem que a AGP pode ser um fator chave na faléncia da migragéo de neutrdfilos em camundongos
diabéticos, fendmeno estreitamente relacionado a susceptibilidade dos camundongos a infeccdes.

EFEITOS DA ESPIRONOLACTONA E DA HIDROCLOROTIAZIDA SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO E
SOBRE A METALOPROTEINASE-2 DA MATRIZ EXTRACELULAR NA HIPERTENSAO RENOVASCULAR

Carla Speroni Ceron
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 04/12/2009

O aumento do estresse oxidativo e da atividade das metaloproteinases contribui para as alteracdes vasculares
estruturais e funcionais presentes na hipertensao renovascular. O objetivo desse trabalho foi verificar se o tratamento com
espironolactona, hidroclorotiazida, ou ambas as drogas modificam as alteragdes presentes no modelo dois-rins, um-clipe
de hipertensdo renovascular na pressdo arterial, incluindo-se remodelamento da aorta, alteracdes de reatividade vascular,
estresse oxidativo e niveis e atividade da metaloproteinase-2 da matriz extracelular (MMP-2). Animais controles operados
ou ratos submetidos a estenose da artéria renal foram tratados com o veiculo, espironolactona (25 mg.kg'dia™),
hidroclorotiazida (20 mg.kg 'dia!), ou a combinacéo dos dois medicamentos para oito semAnas. A pressdo arterial sist6lica
foi monitorada semAnalmente por pleitismografia de cauda. Anéis de aorta foram isolados para avaliar o relaxamento
vascular dependente e independente do endotélio. A andlise morfométrica da parede da aorta foi realizada em coloragio de
hematoxilina/eosina. Foram avaliados a produc@o do anion superdxido na aorta pela 3-nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxidase vascular, a peroxidacio lipidica plasmatica, medida como substancias reativas ao acido tiobarbiturico, os
niveis e atividade de MMP-2 determinados por zimografia em gel e fluorimetria em extrato de aorta, imuno-histoquimica e
zimografia situ. O tratamento com espironolactona, hidroclorotiazida, ou a combinagdo das drogas atenuou a hipertensao
arterial, reverteu a disfuncdo endotelial, atenuou o remodelamento vascular da aorta, assim como o aumento no estresse
oxidativo, e reduziu os niveis e a atividade da MMP-2 induzidos pela hipertensdo. Estes resultados sugerem que a
espironolactona e hidroclorotiazida, isoladamente ou em combinagio, produzem efeitos antioxidantes e diminuem o au-
mento da atividade da MMP-2, melhorando assim a disfungio vascular e remodelamento encontrados nesse modelo de
hipertensdo renovascular.

EFEITOS DE ANTIDEPRESSIVOS SOBRE A EXPRESSAO GENICA GLOBAL DO
HIPOCAMPO DE RATOS SUBMETIDOS AO MODELO DO NADO FORCADO:
POSSIVEL ENVOLVIMENTO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Frederico Rogério Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes
Tese de Doutorado apresentada em 07/12/2009

Aproximadamente 30% dos pacientes que sofrem de transtorno depressivo maior (MDD) ndo respondem aos
atuais tratamentos farmacoldgicos. Além disso, 40% a 60% dos pacientes responsivos apresentam recorréncia de sinto-
mas com 4 a 6 meses apds o término do tratamento medicamentoso. Assim, a investigacio dos mecanismos moleculares
responsaveis pelo MDD e o desenvolvimento de novas terapias ainda sdo necessdrios. A administracdo sist€mica ou
intra-hipocampal de inibidor da sintase neuronial de 6xido nitrico (NO) reduz a imobilidade em roedores submetidos ao
modelo do nado for¢ado (FST), um modelo animal preditivo para atividade antidepressiva. Objetivos: O objetivo do
presente estudo foi investigar os efeitos do tratamento cronico com 7-nitroindazole (7NI), um inibidor da sintase neuronial
de NO, ou imipramina, um prototipico antidepressivo, sobre a expressio génica e protéica no hipocampo de ratos Wistar
submetidos ao FST. Um experimento adicional foi realizado com o objetivo de investigar a hipdtese de que os efeitos
terapéuticos dos antidepressivos estdo relacionados a mecanismos antioxidantes. N-acetil-L-cisteina (NAC), a cisteina
pré-droga com potente efeito antioxidante, foi testada no modelo do FST.
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Métodos: Os animais receberam diariamente injegdes i.p. de 7NI (60 mg/kg), imipramina (15mg/kg) ou veiculo
(DMSO:salina 1:1) por 14 dias. O FST foi realizado 1h apds a tiltima injec¢do. Dois grupos controles adicionais receberam
veiculo ou 7NI, mas ndo foram submetidos ao FST. Duas horas depois do FST foram obtidos extratos totais de RNAm/
proteina do hipocampo para andlise seriada de genes expressos (SAGE) e Analise protedmica. Em experimento adicional
ratos Wistar (n=4-7/grupo) foram submetidos a 15 min de nado for¢ado, e receberam inje¢des i.p. de NAC (5, 15, 50, 150 e
250 mg/kg) ou salina, imediatamente apds, 5 h depois, e 1 h antes da sessdo teste. Durante os 5 min de teste a imobilidade
foi registrada. Grupos independentes de animais (n=5-7/grupo) receberam o mesmo tratamento e sua atividade exploratdria
no campo aberto foi avaliada por 5 min. Resultados: A partir do sequenciamento de 60.471, 61.390 e 60.450 etiquetas de
genes entre os grupos tratados com veiculo, 7NI ou imipramina e submetidos ao FST, respectivamente, e 61.272 ¢ 62.031
etiquetas de genes para os animais tratados com veiculo ou 7NI sem o estresse do FST, foi possivel identificar e quantificar
aexpressdo de 26.406, 26.256, 19.270, 19.072 e 24.936 genes no hipocampo dos animais destes grupos, respectivamente. A
andlise de agrupamento hierarquico, o qual agrupou os animais em estressados e nao estressados, sugeriu um efeito
predominante do estresse sobre o padrao de expressido génica hipocampal. A andlise de enriquecimento funcional para as
bibliotecas protéicas e gendmicas mostrou que houve uma modulagdo significativa de genes associadas a fosforilagdo
oxidativa (29 genes, P = 2,68-11), apoptose e/ou proliferacéo sinalizada por receptores 5S-HT1A (20 genes, P =2,6-8) e
remodelagem de citoesqueleto por sinalizagdo Rho-GTPase e de neurofilamentos (11 genes, P=3,45-7; 11 genes, P =7,9-
7), quando comparados o grupo veiculo néo estressado com o grupo veiculo-FST. Importantes genes nestas vias foram
modulados como o NADH desidrogenase (NADH), sucinato desidrogenase (SBH), citocrome ¢ oxidase (COX), ATP
sintase (ATP), e genes ennvolvidos com as vias G(i)PKB-N-kB-PARP-1, G(1)JAK2-STAT3 e, G(i)AC-PP2A-Bcl2/BAX,
assim como as vias RhoA-LIMK?2-Actin, com provavel efeito sobre processos ligados a neuroplasticidade e controle
apoptdtico. A andlise de enriquecimento de funcdes celulares para os genes diferentemente expressos entre o grupo
veiculo, estressado e os grupos tratados com 7NI ou imipramina e submetidos ao FST indicou que o tratamento farmaco-
l6gico reverteu parte dos efeitos do estresse comportamental sobre a expressdo de genes ligados aos processos de
fosforilagdo oxidativa e remodelagem sinaptica, sendo que os efeitos positivos do 7NI sobre processos ligados a
neuroplasticidade e reorganizac@o sindptica sdo governados pela facilitacdo de vias sinalizadas por calmodulina-CREB (9
genes, P =1.247-05), com a modula¢do dos genes Calmodulina, PP2A e cAnal de célcio tipo II, enquanto a imipramina atua
preferencialmente sobre genes ligados ao controle de transcricdo génica por heterocromatina (11 genes, P = 5,25-6),
modulando a expressdo de genes como histona deacetilase classe II e histonas H. No teste comportamental o NAC (nas
doses de 15, 50, e 150 mg/kg) e imipramina reduziram significativamente [F(6,35)=6,86; P<0,001; Duncan post-hoc test
P<0,05] o tempo de imobilidade sem interferir na atividade exploratéria medida no campo aberto. Conclusao: O efeito tipo
antidepressivo das drogas 7NI e imipramina pode estar associado a modulagdo de grupos importantes de genes hipocampais
que atuam na reducio dos efeitos do estresse comportamental, incluindo genes relacionados a estresse oxidativo e/ou
metabdlico bem como aqueles envolvidos em mecanismos neuroplasticos e neuroestruturais nessa estrutura. O efeito do
tipo antidepressivo do NAC corrobora esta hipétese.

MECANISMOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DA ARTRITE:
PARTICIPACAO DA VIA DE SINALIZACAO NOD2/RIPK2/Caspase-1

Silvio Manfredo Vieira
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queir6z Cunha
Tese de Doutorado apresentada em 10/12/2009

NOD?2 (dominio de oligomerizacdo vinculado ao nucleotideo, membro 2) € uma proteina, também conhecida como
familia de dominio de recrutamento de caspase, membro 15 (CARD15), que desempenha um papel importante no sistema
imunolégico. O NOD2 pode contribuir para a iniciagdo, amplificagio e progressao da resposta inflamatéria em doengas
reumaticas através do reconhecimento de agentes patogénicos, produtos de células danificadas ou metabolitos enddégenos
encontrados nas articula¢des artriticas. Neste estudo nés demonstramos que o NOD2, o RIPK?2 e a caspase-1, mas néo
NODI, estdo envolvidos na patogénese da artrite auto-imune e colaboram na regulacio da produc¢do de citocinas pro-
inflamatdrias. N6s investigamos a participagdo do NOD1, NOD2, RIPK2 e caspase-1 na progressao da artrite induzida em
camundongos. O desenvolvimento da artrite nos camundongos foi dependente da ativagdo do NOD2, RIPK?2 e caspase-
1 pelo antigeno, pois os camundongos deficientes para estas moléculas ndo desenvolveram a artrite. A avaliaco clinica e
histopatoldgica dos camundongos NOD2, RIPK2™ e caspase-17- mostrou que estes animais eram resistentes ao desen-
volvimento da artrite, caracterizada por uma redugio no recrutamento de neutréfilos, na hipernocicep¢o e na perda de
cartilagem. Nossos resultados mostram que a expressdo do mRNA de NOD2, RIPK2 e IL-1f e a ativacdo de caspase-1 estéo
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elevados em células mononucleares de pacientes com artrite reumatdide (AR) em comparacdo a pacientes com osteoartrite
(OA). Estes resultados sugerem fortemente que a sinalizagdo via NOD2, mas ndo NOD1, desempenha um papel fundamen-
tal na patogénese da AR. Além disso, RIPK2/caspase-1 parece ser a jusante de sinalizacio de NOD2 na inflamacao das
articulagdes e pode favorecer uma resposta imune T,;17. Os resultados levam a propor a sinalizagdo do NOD2 como um
novo alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos para controlar a AR.

EFEITOS DA INJECAO INTRACEREBRAL DE ANTAGONISTAS DE RECEPTORES MUSCARINICOS,
SEROTONINERGICOS E OPIOIDES NO NUCLEO PRETECTAL ANTERIOR SOBRE A
ESTIMULACAO ELETRICA DOS CORTICES OCCIPITAL E RETROESPLENIO EM
MODELO DE NOCICEPCAO PERSISTENTE

Ana Carolina Rossaneis
Orientador: Prof. Dr. Wiliam Alves do Prado
Dissertagdo Mestrado apresentada em 11/12/2009

Neste estudo investigamos os neurotransmissores envolvidos na conexao entre o cortex occipital ou retroesplénio
e o nucleo pretectal anterior (NPA) na modulag@o da nocicepcao persistente em ratos. Avaliamos o efeito da microinjecao
de antagonistas (colinérgico muscarinico, serotoninérgico e opidide) no NPA sobre o efeito anti-hiperalgésico da estimu-
lagdo elétrica cortical. Utilizamos ratos com implante cronico de eletrodo unipolar no cértex occipital ou retroesplénio e de
canula-guia no NPA. Sete dias mais tarde os animais foram submetidos a incisdo na pata traseira direita e o limiar de retirada
de para foi medido com auxilio de algesimetro mecanico. Atropina, metisergida ou naloxona no NPA diminuiu significativa-
mente o limiar de retirada da pata ipsilateral (IL). O efeito antinociceptivo da estimulagdo elétrica do cortex occipital ndo foi
alterado por nenhum dos antagonistas. O efeito antinociceptivo da estimulagdo elétrica do cdrtex retroesplénio também
nao foi alterado pela administragio prévia de atropina no NPA. Entretanto, metisergida ou naloxona no NPA diminuiu
significativamente a intensidade e a duracdo do efeito antinociceptivo da estimula¢do elétrica do cortex retroesplénio. Os
resultados apresentados sugerem o envolvimento de receptores serotoninérgicos e opidides do NPA na modulacio da
nocicepg¢do persistente exercida pelo cortex retroesplénio. Entretanto, esses receptores do NPA parecem ndo estarem
envolvidos na via antinociceptiva ativada a partir do cortex occipital.

EFEITOS ANTI-I’NFLAMATORIOS DA SALIVA DE Lutzomyia longipalpis E
DE SUA PROTEINA LJM 111 EM MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE

Renata Grespan
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queir6z Cunha
Tese de Doutorado apresentada em 14/12/2009

No presente estudo, nds investigamos a atividade anti-inflamatéria da saliva de Lutzomyia longipalpis, flebotomineo
do Novo Mundo, em modelo experimental de artrite. Além disso, avaliamos os mecanismos e identificamos os constituin-
tes salivares envolvidos nessa atividade. O extrato de glandula salivar (EGS) de L. longipalpis inibiu a migracdo de
neutrofilos, a hipernocicep¢ao inflamatéria e a lesdo articular em animais com artrite. Ainda, o EGS reduziu a expressdo de
MHC-II e da molécula coestimulatéria CD-86 em células dendriticas e inibiu a produc@o de mediadores inflamatdrios em
cultura de linfécitos. Ademais, n6s demonstramos que o EGS também foi capaz de interferir com a locomog@o dos neutré-
filos, sugerindo ser por aumentar a expressao de GRK-2 e internalizar o receptor CXCR2.

Devido ao fato de a saliva de L. longipalpis ter diversos componentes, € essencial conhecer quais os componentes
presentes no EGS sdo os responsaveis pelo seu efeito anti-inflamatério. Deste modo, em colaborag@o com os laboratérios
do prof. Dr Jesus G. Valenzuela e Dr José Marcos Ribeiro (National Institute of Health - NIH) que clonaram os genes
responsaveis pela sintese das proteinas presentes na saliva (Valenzuela et al., 2004), nosso préximo passo foi investigar
quais os componentes presentes na saliva poderiam ser os responsaveis pela atividade anti-inflamatéria observada. Nés
identificamos a proteina LJM 111, presente no EGS, como responsavel em inibir a migra¢do de neutrdfilos, a hipernocicep-
¢do inflamatdria, a expressdo de MHC-II e da molécula coestimulatéria CD-86 em células dendriticas e inibir a produgao de
mediadores inflamatérios em cultura de linfécitos. Entretanto, observamos que a proteina LJM 111 ndo atua diretamente
no neutrdéfilo, por ndo interferir com os niveis de CXCR2 e GRK-2. Deste modo, sugerindo que outro componente presente
na saliva possa contribuir com estes efeitos. Por fim, os resultados obtidos sugerem que a proteina LJM 111 possa ser um
protétipo para o desenvolvimento de uma futura abordagem terapéutica em doencas inflamatérias, como a artrite reumatdide.
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ENVOLVIMENTO DA NEUROTRANSM!SSAO NORADRENERGICA DO NUCLEO LEITO DA ESTRIA
TERMINAL NA MODULACAO DO SISTEMA CARDIOVASCULAR EM RATOS

Carlos Cesar Crestani
Orientador: Prof. Dr. Fernando Morgan de Aguiar Corréa
Tese de Doutorado apresentada em 16/12/2009

O ntcleo leito da estria terminal (NLET) é uma estrutura telencefalica envolvida no controle do sistema cardiovas-
cular. Em um estudo prévio, nés demonstramos pela primeira vez que a microinjecao de noradrenalina (NA) no NLET
desencadeia aumento na pressdo arterial (PA), no qual é mediado pela liberacio sistémica de vasopressina. No presente
estudo, nds observamos que o pré-tratamento do NLET com crescentes doses do WB4101, antagonista seletivo de
adrenoceptores o1, ou do RX821002, antagonista seletivo de adrenoceptores 0.2, parcialmente reduziram as respostas
cardiovasculares observadas apés a microinjecdo de NA no NLET. A resposta da NA foi completamente bloqueada
somente ap0s o pré-tratamento do NLET com a combinag¢do do WB4101+RX821002. A administracio desta combinacio
também deslocou a curva dose-efeito para a esquerda, claramente mostrando uma potencializagio do efeito do tratamento
combinado com os antagonistas de adrenoceptores o1 e a2. Estes dados evidenciam uma interacdo entre a ativagdo de
adrenoceptores 0.l e a2 no NLET na mediacgao das respostas da NA. N6s também observamos que o pré-tratamento do
NLET com propranolol, antagonista ndo-seletivo de adrenoceptores 3, ou CGP20712, antagonista seletivo de adrenoceptores
B1, aumentou em 60% as respostas cardiovasculares observadas ap6s microinjecdo de NA no NLET, sugerindo que a
ativacéo de adrenoceptores 1 no NLET podem modular de maneira inibitGria as respostas cardiovasculares desencadeadas
pela ativagdo dos adrenoceptores ol e a2. Nos também investigamos o envolvimento dos nucleos hipotaldmicos
paraventricular (NPV) e supradptico (NSO) nas respostas cardiovasculares a microinje¢do de NA no NLET. Nés observa-
mos que o pré-tratamento do NSO com CoCl,, inibidor ndo-seletivo de sinapses, ndo afetou as respostas cardiovasculares
daNA. Entretanto, tratamento do NPV com CoCl, bloqueou a resposta pressora desencadeada pela microinjegéo de NA no
NLET, sugerindo que a liberacdo de vasopressina em resposta & NA no NLET é mediada pela ativacdo de neurdnios
magnocelulares no NPV. Ainda, o pré-tratamento do NPV com NBQX, antagonista seletivo de receptores glutamatérgicos
nao-NMDA, também bloqueou as respostas cardiovasculares causadas pela administracio NA no NLET, sugerindo que
a ativacdo desses receptores no NPV estd envolvida nas respostas cardiovasculares da NA no NLET. Foi estudado o
envolvimento da neurotransmissido noradrenérgica do NLET na modulacio da resposta bradicardica do barorreflexo.
Microinjeg¢do bilateral no NLET do WB4101 causou um aumento no ganho da resposta bradicardica reflexa decorrente de
aumentos da pressdo arterial induzida pela infusao intravenosa de fenilefrina, sugerindo que a ativac¢ao de adrenoceptores
o1 no NLET tem uma influéncia inibitéria sobre a resposta bradicardica do barorreflexo. Microinjegdo bilateral no NLET do
RX821002 ou de propranolol néo afetou a atividade do barorreflexo. Além disso, administragdo do WB4101 em animais
tratados intravenosamente com metilbrometo de homatropina, antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos, nao
afetou a resposta bradicdrdica reflexa, sugerindo que adrenoceptores a1 no NLET controla a atividade do barorreflexo
através de uma modulacao do componente parassimpético do baroreflexo Por fim, investigamos o envolvimento do NLET
nas respostas cardiovasculares observadas durante exercicio fisico dinAimico em uma esteira para roedores. Foi observado
que a administragao bilateral de CoCl, no NLET reduziu a resposta pressora e taquicérdica desencadeada pelo exercicio
fisico dinAmico. Estes dados sugerem uma influéncia facilitatéria do NLET sobre as respostas cardiovasculares observa-
das durante o exercicio fisico dindmico.

PAPEL DA NEUROTRANSMIS’SAO GLUTAMATERGIQA E NITRERGICA DO NUCLEO PARA
VENTRICULAR DO HIPOTALAMO NA MODULACAO CARDIOVASCULAR EM RATOS

Cristiane Busnardo
Orientador: Prof. Dr. Fernando Morgan de Aguiar Corréa.
Tese de Doutorado apresentada em 16/12/2009

O nicleo paraventricular do hipotdlamo (NPV) é um importante centro integrador de respostas autondmicas e
neuroenddcrinas. O NPV € um complexo nticleo composto por neurdnios magnocelulares que secretam vasopressina, um
potente agente vasoconstritor, e por neurdnios parvocelulares pré-autondomicos que se conectam com nucleos autondomi-
cos do tronco cerebral e da medula espinhal, os quais sdo responsdveis pelo controle neural do tonus cardiovascular.
Virios trabalhos sugerem a existéncia de um balang¢o entre mecanismos glutamatérgicos e nitrérgicos na regulacao cardi-
ovascular. No presente estudo nds relatamos os efeitos cardiovasculares 4 microinjecio de glutamato (L-glu) no NPV bem
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como os mecanismos envolvidos na sua mediagdo. Doses crescentes de L-glu no NPV causaram respostas pressoras e
taquicardicas de maneira dose-dependente em ratos ndo anestesiados, apresentando uma DE50 de aproximadamente
10nmol/100nL. Estas respostas foram bloqueadas pelo pré-tratamento intravenoso (i.v.) com o bloqueador ganglionar,
pentolinio (PE, 5 mg/Kg), sugerindo a mediac@o simpdtica destas respostas. As respostas ao L-glu ndo foram afetados pela
microinjecdo local de antagonista seletivo dos receptores ndao-NMDA, o 1, 2, 3,4-tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-
benzo(f)quinoxaline-7-sulfonamide (NBQX, 2 nmol/100nL) ou pela microinje¢@o local de antagonista seletivo do receptor
NMDA, 0 LY235959 (LY, 2 nmol/100nL). Contudo, a resposta de taquicardia foi invertida para resposta de bradicardia apos
o tratamento com LY, sugerindo que os receptores NMDA estdo envolvidos na resposta taquicdrdica causada pela
microinje¢do de L-glu no NPV. O pré-tratamento local com LY associado com pré-tratamento sistémico com PE ou dTir
(CH2) 5 (Me) AVP (dTir, 5 pg/kg) respectivamente, potencializou ou bloqueou a resposta ao L-glu, sugerindo que as
respostas ao L-glu observadas apds LY sdo mediados pela liberagdo sist€émica de vasopressina. As respostas pressora e
bradicardica observadas ap6s LY+PE foram bloqueados pelo subsequente tratamento i.v. com o dTir, antagonista dos
receptores V1 de vasopressina, sugerindo mediacao vasopressinérgica. As respostas pressora e bradicirdica a microinjecao
de L-glu no NPV observadas em animais pré-tratados com LY + PE foram progressivamente inibidas e até mesmo bloque-
ados pelo pré-tratamento adicional com doses crescentes de NBQX (2, 10 e 20 nmol/100nL) microinjetados no NPV,
sugerindo sua mediagdo por ativacdo dos receptores nao-NMDA. Adicionalmente, a microinjec@o de L-glu no NPV apds
o bloqueio dos receptores NMDA com LY aumentou os niveis plasmaticos de vasopressina. Em conclusdo, os resultados
sugerem a existéncia de duas vias pressoras glutamatérgicas no NPV: uma via simpatica que é mediada por ativacdo dos
receptores NMDA e uma via vasopressinérgica que é mediada por ativag@o dos receptores nao-NMDA. Além disso, no
presente estudo, nds avaliamos uma possivel interacdo local entre 6xido nitrico (NO) e guanilato ciclase na mediagao dos
efeitos cardiovasculares causados pela microinje¢ao de L-glu no NPV de ratos nio anestesiados. As respostas cardiovas-
culares evocadas pela microinje¢o de L-glu no NPV foram abolidas pelo pré-tratamento local com um inibidor da enzima
oxido nitrico sintase neuronial (nNOS), N -Propil-L-arginina (N-Propil, 0.04 nmol or 4nmol/100nL) em ratos ndo anestesia-
dos e anestesiados. O pré-tratamento do NPV com um sequestrador de NO, carboxi-PTIO (C-PTIO, 1nmol/100nL) ou com
um inibidor da guanilato ciclase, o I1H-[1,2,4]Joxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-um (ODQ, 1nmol/100nL) também reduziu as
respostas cardiovasculares causadas pelo L-glu no NPV. Em um experimento final, diferentes doses de nitroprussiato de
sédio (NPS, 9, 27 e 45 nmol/100nL) microinjetadas no NPV causou respostas pressoras e taquicdrdicas em animais nio
anestesiados, refor¢ando a idéia do papel do NO na mediacdo das respostas cardiovasculares ao L-glu. Porém, nos
animais anestesiados, o NPS evocou respostas depressoras e bradicardicas, sugerindo que a anestesia poderia interferir
nas respostas cardiovasculares mediadas pelo sistema nervoso central (SNC). Em conclusdo, os resultados sugerem que
a interagdo NO-guanilato ciclase seria o mecanismo de transduc¢do de sinal responsavel pelas respostas cardiovasculares
causadas pela microinjecao de L-glu no NPV.

Fisiologia

ACAO DA VIA DA HEME-OXIGENASE NA LIBERAC‘AO DE VASOPRESSINA
DURANTE O CHOQUE ENDOTOXEMICO

Viviana Moreto
Orientadora: Prof®. Dr". Evelin Capellari Carnio
Tese de Doutorado apresentada em 08/10/2009

O choque endotoxémico € um quadro clinico caracterizado por queda acentuada na pressio arterial, a qual ndo
responde a agentes vasopressores. O choque endotoxémico € geralmente induzido pela administracdo de endototoxinas
como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas. A indu¢do de choque endotoxémico em animais, pela
administracdo sistémica de LPS, leva a uma resposta bifasica na liberagdo de vasopressina (AVP), um horménio peptidico,
com agdo vasoconstrictora. Observa-se um aumento transitorio na concentracido plasmdtica deste hormonio durante as
duas primeiras horas, seguido por um retorno a concentracio basal durante a quarta e sexta hora apds a administragdo de
LPS. A enzima heme-oxigenase (HO), cataliza a degradacdo da molécula de heme em 3 sub-produtos, CO, Ferro e BV.
Muitos trabalhos tem demonstrado que a HO tem agdes protetoras durante o choque endotoxémico. Sendo assim o
presente estudo teve como objetivo avaliar a participacdo dos subprodutos da via HO sobre a liberacdo de AVP durante o
choque endotoxémico. O choque endotoxémico foi induzido em ratos machos Wistar pela da administragdo intravenosa de
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LPS, que provocou um aumento da concentracdo plasmatica de AVP, queda da temperatura corpérea, queda da pressdo
arterial média (PAM) e aumento da frequéncia cardiaca (FC). Apds duas horas da administragdo de LPS houve um retorno
aos valores basais da concentracdo plasmética de AVP, aumento da temperatura corpdrea, € um aumento do volume
urindrio, porém a PAM continuou em queda e a FC continuou aumentada. Ao administrarmos centralmente os subprodutos
da via HO juntamente com o LPS observamos que a BV promoveu um aumento da concentracio plasmatica de AVP, a
queda da PAM foi amenizada e o aumento da FC foi acentuado. O CO apenas promoveu uma queda inicial da PAM. O Ferro
apenas acentuou o aumento da FC induzida por LPS. Sendo assim, nossos resultados sugerem a que a BV pode agir
positivamente no controle da liberagdo de AVP durante a endotoxemia experimental, com consequente recuperagdo dos
valores de pressao arterial.

EFEITOS DA HIPOXIA INTERMITENTE CRONICA NO METABOLISMO DE
PROTEINAS E CARBOHIDRATOS EM RATOS

Thiago de Lorena Fabio
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos C. Navegantes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 14/10/2009

O objetivo principal do presente estudo foi investigar os efeitos da hipdxia cronica intermitente (HIC) no metabo-
lismo de proteinas em musculos esquelético de ratos jovens. Considerando que a hip6xia € uma situagdo que afeta todo o
metabolismo celular, avaliou-se também as possiveis alteracdes do metabolismo de carboidratos e lipidios na musculatura
esquelética. Para isso, ratos de aproximadamente 3 semAnas foram expostos a 9 dias de HIC (6% O2 durante 40s em
intervalos de 9 min; 8 h por dia). No décimo dia, o grupo HIC desenvolveu hipertrofia cardiaca e aumentou o contetido de
dopamina na glandula adrenal sugerindo hiperatividade simpética. A massa corporal dos animais hipéxicos foi menor que
a dos animais controles e este efeito foi associado a redu¢ido da massa muscular esquelética, a atrofia das fibras tipo I1a/
I e Ila nos musculos soleus e a menor velocidade de sintese protéica tanto no musculo soleus quanto no EDL. O grupo de
animais hip6xicos apresentou menores valores da protedlise total, diminuicio na atividade da protedlise Ca+2-dependente
e aumento no conteddo protéico da forma autolisada (ativa) da p-calpaina e da calpastatina, o inibidor endégeno das
calpainas. Além disso, o presente estudo mostra que a HIC resultou em aumento do contetido de glicogénio hepético e
muscular (soleus) e reducdo da oxidagao de glicose em miisculos soleus e EDL. Paralelamente, a HIC aumentou a oxidagao
de 4cidos graxos pelos misculos esqueléticos incubados na presenca de insulina e a atividade enzimdtica de dois compo-
nentes da cadeia respiratéria mitocondrial (complexos Il e IV). Esses dados sugerem que a atividade simpatica aumentada
dos ratos jovens submetidos a HIC inibiu a protedlise Ca+2-dependente nos misculos soleus devido ao aumento dos
niveis de calpastatina. Esse efeito antiproteolitico parece ser um importante mecanismo de atenuacgio da perda de massa
muscular esquelética oxidativa e da perda adicional da massa corporal, em um periodo critico do desenvolvimento do
animal. Nossos dados também indicam que a HIC induz adaptacdes metabdlicas que possibilitam maior aproveitamento
dos 4cidos graxos como fonte de energia, a0 mesmo tempo que a glicose é desviada para a sintese de glicogénio.

Genética

DESENVOLVIMENTO DE UMA PLATAFORMA INTEGRATIVA PARA DEPURAGAO E
ANALISE DE DADOS DE EXPRESSAO GENICA

Daniel Guariz Pinheiro
Orientador: Prof.Dr. Wilson Aratjo da Silva Junior
Tese de Doutorado apresentada em 05/10/2009

Meétodos de andlise de expressdo génica em larga escala como microarrays, Serial Analysis of Gene Expression
(SAGE), Massively Parallel Signature Sequencing (MPSS) e outros baseados na nova geracdo de Sequenciadores [e.g.
Sequencing-By-Synthesis (SBS)] tém sido amplamente utilizados para tragar perfis de expressdo génica. Estas abordagens
tém permitido a identificacdo de biomarcadores de tipos celulares especificos em uma extensa variedade de condicdes
bioldgicas. Andlises de expressdo génica diferencial usando dados produzidos a partir dessas tecnologias fornecem
recursos que auxiliam sobremaneira a identificagio e avaliacao de alvos terapéuticos. A fim de oferecer suporte para essas
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andlises, desenvolvemos uma plataforma integrativa que utiliza bancos de dados ptiblicos e proprios e retine uma cole¢do
de ferramentas web. Essa plataforma compreende dois sistemas integrados: o primeiro é chamado de Hyper- and Hypo-
expressed Genes (H2G) e o segundo de Score System for Sequence Tags (S3T). O H2G oferece suporte as analises
comparativas de expressdo génica diferencial e o S3T foi concebido para indexar os dados de expressdo génica por meio
de uma série de avaliacdes baseadas em um conjunto de regras definido, o qual permite a identificagdo/selecdo de dados
considerados mais confidveis para posterior analise com H2G ou quaisquer outros aplicativos. O H2G possui ferramentas
computacionais para a andlise e detec¢io de genes diferencialmente expressos e engloba um banco de dados de expressio
génica que contém atualmente 1.174bibliotecas obtidas a partir das tecnologias SAGE, MPSS e SBS. O H2Ginclui o0 S3T
como um recurso para realizar a depuragdo nesses dados. Andlises com o S3T foram realizadas em conjuntos de bibliotecas
de SAGE humAnas, organizadas por tipo celular. Agrupamentos hierarquicos foram obtidos a partir dos dados brutos e
também a partir dos dados ap6s a filtragem do S3T, para cada conjunto de bibliotecas. Os resultados das avaliagoes desses
agrupamentos revelam que os agrupamentos gerados a partir dos dados apds a filtragem sd@o mais coerentes, sugerindo
que o processo de depuragdo do S3T € capaz de reduzir a presenga de ruidos. Este trabalho oferece uma contribui¢io
significativa para os estudos da dinamica da expressdo génica. Essa plataforma de andlise pode auxiliar outros pesquisa-
dores na realizacdo de suas investigacOes bioldgicas. Os recursos de andlise estdo livremente disponiveis nas seguintes
URLs: Hittp://gdm.fmrp.usp.br/h2g/ e Http://gdm.fmrp.usp.br/s3t/, respectivamente para o H2G e o S3T.

UMA PLATAFORMA COMPUTACIONAL PARA ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL MULTIPLA

Israel Tojal da Silva
Orientador: Prof.Dr. Wilson Aratjo da Silva Janior
Tese de Doutorado apresentada em 07/10/2009

A era pds-gendmica trouxe novos desafios no que se refere a compreensdo da organizagio e funcionamento do
genoma humano. Muitos destes desafios estio centrados sobre o significado da regulacio génica diferencial em distintas
condi¢des bioldgicas, e podem ser enfrentados mediante a analise de Expressdo Diferencial Multipla (EDM) de genes
relacionados a processos bioldgicos. Atualmente, a analise EDM est4 limitada aos métodos usuais de expressao diferen-
cial inicialmente projetado para analise pareada. O aperfeicoamento desta andlise torna-se necessario para entender as
desordens moleculares associadas com a fisiopatologia do fendtipo estudado. Esta tese tem como objetivos o desenvol-
vimento de uma plataforma computacional web (ProbFAST) para andlise EDM em larga escala integrada as informagdes
funcionais disponiveis. Apresenta-se, ainda, um estudo para avaliar a performance da abordagem implementada na ferra-
menta com outros procedimentos usuais ao Analisar um conjunto de dados simulados. Quando aplicada aos dados de
expressio publicos e privados, demostramos a sua flexibilidade para extrair informagdes génicas biologicamente relevan-
tes. ProbFAST pode ser acessado pelo site Htp://gdm.fmrp.usp.br/probfast.

Ginecologia e Obstetricia

EFEITOS DO SISTEMA INTRA-UTERINO DE LEVONORGESTREL SOBRE MARCADORES DE
RISCO CARDIOVASCULAR DE PACIENTES COM ENDOMETRIOSE:
ESTUDO COMPARATIVO COM O ANALOGO DO GNRH

Rodrigo Alves Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Rui Alberto Ferriani
Tese de Doutorado apresentada em 14/10/2009

Introducdo: Aventa-se a hipdtese de que pacientes com endometriose poderiam apresentar risco elevado para
doengas cardiovasculares. Existe, porém, controvérsia quanto ao perfil lipidico observado nessas pacientes.

Objetivos: avaliar os marcadores de risco cardiovascular associados a endometriose, comparando-se o efeito sobre
eles de dois diferentes tratamentos para esta doenca: Sistema Intra-uterino liberador de levonorgestrel (SIU-LNG) e o
analogo do GnRH na forma de depdsito (aGnRH). Marcadores inflamatdrios, parametros clinicos e avaliagdo lipidica foram
utilizados como marcadores de risco cardiovascular.

Material e Métodos: Quarenta pacientes entre 18 e 40 anos, com diagndstico laparoscdpico de endometriose, foram
randomizadas para receber tratamento com SIU-LNG (n=22) e com 0 aGnRH (n=18), durante 6 meses. Foram avaliados o
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indice de massa corporal, a frequéncia cardiaca, as pressoes arteriais sistélica e diastélica, além dos seguintes parametros
laboratoriais: lipidograma (colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDLC), LDL-colesterol (LDL-C), triglicérides (TGL)),
interleucina-6 (IL-6), proteina C reativa (PCR), homocisteina, molécula de adesao de célula vascular (VCAM), fator de
necrose tumoral oo (TNF-) e contagem de leucdcitos (LCT), sendo realizados no inicio e apds seis meses de tratamento.

Resultados: no grupo do SIU-LNG, houve redu¢do dos niveis do VCAM (92,8 + 4,2ng/mL para 91,2 + 2, 7ng/mL,
p=0,04), PCR (0,38 + 0,30mg/dL para 0,28 + 0,21mg/dL, p=0,03), CT (247,0 + 85,0 mg/dL para 180,0 + 31,0 mg/dL, p=0,0002),
TGL (118,0 + 76,0 mg/dL para 86,5 + 41,5 mg/dL, p=0,003), LDL-C (160,5 + 66,0mg/dL para 114,5 + 25,5mg/dL, p=0,0005) e
HDL-C (63,0 + 20,5mg/dL para 48,5 + 10,5mg/DI, p=0,002). No grupo do aGnRH, houve aumento da homocisteina (11,5 +2,9
umol/L para 13,0 + 2,7 umol/L, p=0,04) e diminuicao dos niveis de IL-6 (4,3 + 3,9pg/mL para 2,3 + 0,8pg/mL, p=0,005), VCAM
(94,0 + 3,8ng/mL para 92,0 + 1,6ng/mL, p=0,03) e LCT (7330 + 2554 para 6350 + 1778, p=0,01). Esse estudo mostra que alguns
marcadores de risco cardiovascular sdo influenciados por ambos aGnRH e SIU-LNG, mas esse tltimo reduz mais os niveis
lipidicos e pode ter efeitos mais favoraveis em longo prazo.

EFEITOS DO TREINAMENTO DOS ML]SCULQS DO ASSOALHO PELVICO REALIZADOS DURANTE A
GESTACAO NA SUA FUNCAO E NO RELATO DE PERDA URINARIA

Daniella Leiros Cunha Cavalcanti
Silvana Maria Quintana
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/11/2009

Apesar do treinamento dos musculos do assoalho pélvico ser considerado tratamento de primeira linha nos casos de
1U de esforco em mulheres, a literatura ainda € escassa e controversa em relacdo a sua efetividade no periodo gestacional.
Este estudo avaliou os efeitos de um programa de treinamento dos musculos do assoalho pélvico na melhora de sua fungéo
e na diminuicao de relatos de perda urindria. Quarenta e duas primigestas de baixo risco foram randomicamente distribuidas
para fazerem parte de um grupo controle ou de um grupo de treinamento dos MAP. O grupo de intervencio realizou 16
sessOes de treinamento intensivo, individual e supervisionado. Todas as gestantes foram avaliadas com 20 semanas, 24
semanas, 36 semanas de gestagdo e com 6 semanas apés o parto quanto a fun¢do dos MAP utilizando-se a escala de Oxford
modificada e o perinedmetro Peritron®. Foram consideradas incontinentes as mulheres que relataram um ou mais episédios
de perda urindria no tltimo més. O pico e média da perineometria na avalia¢cdo com 20 semanas gestacionais para o grupo
controle foram 51,89cm H,O € 33,71cm H,O, respectivamente e para o grupo treinamento 43,01cm H,0 e 28,21cm H,O. No
grupo controle, 52% relataram perder urina e 33% do grupo de treinamento na primeira avaliacdo. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em relagdo a média (p=0,18) e o pico (p=0,47) da perineometria e relato de perda urinaria (P=0,34)
na primeira avaliagdo. Na avaliacdo com 36 semanas o pico e a média da perineometria para o grupo controle foram respec-
tivamente 50,81cm H,O e 33,06cm H,O e para o grupo de treinamento 42,49cm H,0 e 28,21cm H,O. Néo houve diferenga
significante entre os grupos para a perineometria, mas houve diferenca entre as avaliacdes para a média da perineometria
para o grupo de treinamento (p=0,03 de 20 sem para 36 sem de gestacdo e <0,01 de 20 sem de gestacdo para 6 semanas apos
o parto). O numero de mulheres que ndo perdiam urina aumentou de 48% para 52% no grupo controle, e de 67% para 87%
no grupo exercicio (p=0,04). O treinamento dos MAP proporcionou aumento da perineometria (média) apds o treinamento,
manteve a fungdo dos MAP ap6s o parto e foi eficaz na diminuicao dos relatos de perda urinaria.

DILATAGCAO MEDIADA POR FLUXO DA ARTERIA BRAQUIAL EM GESTANTES TABAGISTAS

Luis Guilherme Carvalho Nicolau
Francisco Mauad Filho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/11/2009

Introducao: O hébito de fumar causa inimeros prejuizos a satde, entre os quais aumenta o risco de disfuncao
endotelial. Atualmente, o método mais utilizado para a avaliacio nao invasiva da fungéo vascular, é a dilatagdo mediada por
fluxo da artéria braquial: através da ultrassonografia. Objetivos: Avaliar em que tempo ocorre 8 maxima dilatac@o, e se existe
diferenga na avaliacdo da fungdo endotelial avaliada pela ultrassonografia ao comparar quatro grupos de mulheres (ges-
tantes ou nao e fumantes ou nao). Métodos: Estudo transversal no qual foi realizada a mensuragio do didmetro da artéria
braquial em repouso e em quatro tempos ap6s estimulo (30, 60, 90 e 120 segundos) em quatro grupos de mulheres entre 20
e 30 anos de idade, incluindo gestantes entre 24 e 28 semanas de idade gestacional: gestantes ndo fumantes (N=47),
gestantes fumantes (N=33), mulheres nao fumantes (N=34) e mulheres fumantes (N=19), resultando em 133 avaliacdes.
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Resultados: Dados antropométricos, idade, paridade e idade gestacional ndo houve diferenca significativa nos grupos
estudados, bem como, os niveis de pressdo arterial diast6lica (PAD) (mmHg) e indice de massa corporal. Uma diferenca
significativa foi observada entre o nimero de cigarros consumidos por semana entre gestantes e ndo gestantes (p=0,04).
A DMF foi maior entre as gestantes nao fumantes em comparagao as fumantes (11,50 + 5,77 vs. 8,74 + 4,83; p=0,03) como
também no grupo de ndo gestantes ndo fumantes em comparagio as fumantes (10,52 £4,76 vs. 7,21 + 5,57; p=0,03). Ambas
com diferenga significativa em relacio ao grupo controle. Em relago a avaliagio da dilatagdo nos diferentes tempos, esta
foi méaxima para todos os grupos no tempo 60 segundos ap6s a desinsuflagdo. Uma diferenca significante foi observada em
todos os tempos e entre todos os grupos. Conclusdes: A maxima dilatagdo mediada por fluxo foi observada 60 segundos,
ap6s o estimulo em todos os grupos. O habito de fumar parece levar a disfuncéo endotelial, tanto em mulheres gestantes
quanto em ndo gestantes, o que foi demonstrado por uma menor dilatagdo mediada por fluxo nas fumantes.

Imunologia Basica e Aplicada

PRODUGCAO DE UMA VACINA DE DNA PARA AS PROTEINAS PRM E E DO VIRUS DENGUE-1
UTILIZANDO PV AX® COMO VETOR DE EXPRESSAO

Maira Gabriela Martins Pereira
Orientador: Prof. Dr. Benedito Antonio Lopes da Fonseca
Dissertagdo de Mestrado apresentada em13/10/2009

Os virus da dengue (DENV) correspondem a mais importante doenga viral veiculada por artrépodes de significancia
para a saide publica e consistem de quatro tipos antigénicos diferentes (DENV-1 ao -4) que apresentam grande diversida-
de genética. Estes virus usualmente causam desde dengue cldssica (DC) até febre hemorragica (FHD) e sindrome de
choque por dengue (SCD). O virus € transmitido ao homem através da picada dos mosquitos Aedes ssp. fémea, principal-
mente Aedes aegypti. O dengue é um virus de RNA de fita simples de polaridade positiva que pertence a familia Flaviviridae
e ao género Flavivirus. O RNA € envolto por um envelope lipidico no qual a proteina de membrAna (M) e a glicoproteina
do envelope (E) estao fixadas. A proteina E € o principal alvo de anticorpos neutralizantes desempenhando um papel
importante na ligagcdo ao receptor e na fusao de membrAna, consequentemente, esta tem sido a proteina estrutural mais
importante no emprego de candidatos a vacinas. Até o momento, ndo existe tratamento especifico para dengue nem vacina
comercial disponivel, de forma que o controle do vetor tem sido a tnica alternativa para o controle da doenc¢a. O sucesso
na constru¢do de uma vacina para dengue consiste na elaboracdo de uma vacina tetravalente que seja capaz de induzir
producio de anticorpos neutralizantes contra todos os quatro sorotipos, diminuindo a possibilidade de desenvolvimento
das formas mais graves da doenga. O uso de vacinas de DNA € uma nova e promissora Nota de resumo técnica de
imunizacdo e nosso grupo tem desenvolvido vacinas de DNA para os quatro sorotipos. As vacinas produzidas por
engenharia genética sao potencialmente mais seguras, menos termolabeis e mais facilmente administraveis. Além disso, a
producdo em massa destas vacinas resultard em redu¢@o no custo, tratando-se de uma grande vantagem econdmica,
considerando que a grande proporcao da populagio afetada pelo dengue, e que se benificiaria com o uso destas (conti-
nua) (continuagao) vacinas, reside em paises em desenvolvimento. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a produgao
de uma vacina de DNA para as proteinas prM e E do virus dengue-1 utilizando p VAX como vetor de expressdo. O vetor p
VAX foi escolhido para a construgdo da vacina por ser o inico plasmideo aceito para uso em humanos pela FDA. No nosso
trabalho foram desenvolvidos clones recombinantes para o virus dengue-1 que foram capazes de expressar as proteinas
virais em células Hek. A detecgcdo das proteinas virais foi feita por imunofluorescéncia indireta e imunoprecipitacio
seguida de eletroforese em gel (SDS-PAGE) de células tranfectadas com os clones. O clone que melhor expressou as
proteinas prM e E (pVAX-D1c104) do virus dengue-1 foi selecionado para avalia¢do da sua imunogenicidade e consequen-
te prote¢d@o em camundongos Balb/c. A detec¢do de anticorpos especificos no soro dos animais imunizados foi realizada
pela técnica de imunofluorescéncia indireta e a prote¢ao da vacina foi avaliada pelo ensaio de Nota de resumo sobrevivén-
cia ap6s desafio i.c. com o DENV-1. Como resultado, a vacina pVAX-D1c104 foi capaz de induzir produg@o de anticorpos
especificos contra o virus porém nao conferiu protecéo apds desafio. Acreditamos, dessa forma, que esta vacina necessita
de melhorias, para entdo servir de possivel candidata a vacina tetravalente para o virus dengue. No Brasil, o gerenciamento
inadequado do plano de erradicagdo do Aedes aegypti em algumas localidades resultou no desenvolvimento de surtos
epidémicos, e o desenvolvimento de uma vacina para os virus da dengue seria de imensa valia, pois € a forma mais barata
e mais eficaz de todas as interven¢des médicas modernas.
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AVALIACAO DA FREQUENCIA DE CELULAR T REGULADORAS APOS IMUNIZA};AO
COM VACINAS CONTRA TUBERCULOSE E CORRELAGAO COM A PROTECAO
APOS DESAFIO COM Mycobacterium tuberculosis

Paola Fernanda Fedatto
Orientadora: Prof*. Dr. Vania Luiza Deperon Bonato
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/10/2009

Diante da ampla capacidade das células T reguladoras em suprimir respostas imunes tanto em 6rgaos-linféides
quanto na periferia, € evidente o fato de que essas células podem interferir na magnitude e duracio da resposta imune
induzida pelas vacinas, como tem sido mostrado por diferentes protocolos de vacinag@o. Nesse estudo, nds selecionamos
preparagdes vacinais diferentes (DNA-HSP65, BCG, BCG/DNA-HSP65 e BCG/PFC-CpG) quanto a eficdcia protetora em
modelo de tuberculose com a finalidade de avaliar se a expansdo de células T reguladoras poderia estar associada com a
capacidade protetora distinta conferida por cada formulagio vacinal. Desse modo, os objetivos deste trabalho foram (I)
avaliar a induc@o, através da frequéncia e do nimero absoluto, das células T reguladoras por diferentes estratégias
vacinais testadas contra tuberculose experimental; (II) avaliar o fenétipo das células T reguladoras apds as imunizacdes;
(III) avaliar a populagdo de células T reguladoras no pulmio dos animais imunizados apés desafio com Mycobacterium
tuberculosis e (IV) verificar a capacidade supressora de células T reguladoras de animais imunizados ou infectados por M.
tuberculosis. Nossos dados mostraram que a vacina DNA-HSP65 foi a principal formulacio que aumentou significativa-
mente o nimero e a frequéncia de células T reguladoras CD4*Foxp3* no baco e linfonodos, respectivamente, e apresentou
tendéncia em aumentar a expressdo de Foxp3 nas células CD4*CD25%" no bago e linfonodos em relagdo ao grupo nao
imunizado. As imuniza¢des com BCG/DNA-HSP65 e BCG/PFC- CpG néo alteraram o nimero de células T reguladoras
CD4*Foxp3* no bago, mas diminuiram sua frequéncia nos linfonodos. Além disso, apresentaram tendéncia em diminuir a
expressdo de Foxp3 em células CD4*CD25%" no linfonodo em relagéio aos animais ndo-imunizados. J4 os animais imuniza-
dos com BCG apresentaram tendéncia em diminuir o nimero de células T reguladoras quando avaliada a populacdo celular
CD25!ish (CD4*CD25" " Foxp3*) no bago em relagdo aos animais ndo-imunizados. Ao avaliarmos a migragao de células T
reguladoras para o pulmio ap6s desafio com M. tuberculosis, verificamos que nenhuma das formulagdes vacinais foi
capaz de aumentar significativamente o nimero de células CD4*Foxp3*. Porém, dentre as formulacdes estudadas, a vacina
DNA-HSP65 foi a que mostrou menor diminui¢do na carga micobacteriAna: o que pode estar relacionado com o elevado
nimero de células T reguladoras induzidas apés a vacinagdo. Para avaliarmos a habilidade funcional das células T
reguladoras, utilizamos modelo de hipersensibilidade tardia (HT), no qual animais previamente infectados com os bacilos
receberam, no coxim plantar, células T reguladoras (CD4*CD25*) junto com antigenos de M. tuberculosis. Nossos dados
mostraram que as c€lulas T reguladoras de animais imunizados com DNA-HSP65 ou de animais infectados tiveram tendén-
cia a maior capacidade supressora quando comparadas as células T reguladoras de animais nao infectados. Todos estes
dados sugerem que as células T reguladoras sdo induzidas pelo processo de vacinacdo, podem influenciar a capacidade
protetora de uma formulagdo vacinal e que as células T reguladoras induzidas pela imuniza¢do com DNA-HSP65 ou pela
infeccdo com M. tuberculosis sao mais supressoras que as células T reguladoras de animais nio infectados.

EFEITO DO ESTRESSE CRONICO PELO FRIO SOBRE AS FUNCOES DO MACROFAGO

Renata Sesti Costa
Orientador: Prof. Dr. Bernardo Mantovani
Tese de Doutorado apresentada em 22/10/2009

A susceptibilidade a infecc¢des, reagdes alérgicas, progressdo tumoral e desordens auto-imunes sdo fortemente
influenciadas pela atividade do sistema nervoso e enddcrino em resposta a um estimulo estressante. As consequéncias da
resposta fisioldgica ao estresse sdo geralmente adaptativas em um curto prazo, mas podem ser danosas quando o estresse
¢ cronico e de longa duragio. Neste estudo, investigamos a influéncia do estresse cronico pela exposigio ao frio sobre as
fungdes de macrofagos residentes da cavidade peritoneal e ativados pela inje¢do com LPS. N6s observamos que, o
estresse cronico parece afetar diferentemente macréfagos de camundongos injetados com LPS e de camundongos contro-
les. Os macréfagos residentes possuem uma redugdo generalizada da fagocitose por todos os estimulos fagociticos
testados (imunocomplexo, zimozan, zimosan opsonizado com complemento e timdcito apoptético). Esta reducédo na fago-
citose estd correlacionada com diminui¢@o na polimerizacao de actina e com a inibi¢ao dos receptores de fosfatidilserina,
dectina-1 e FcyRII/IIT induzidas pelo estresse. Estes macréfagos produzem menos TNF-o e IL-6 e maiores quantidades de
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IL-10, enquanto sua producdo de anion superdxido ndo foi alterada. Como consequéncia destes efeitos, os macréfagos
possuem reducdo na expressdo de MHC de classe II e os linfocitos estimulados por estes macréfagos residentes produ-
zem menos IFN-y, embora, surpreendentemente, proliferam mais. Todos estes efeitos do estresse cronico sobre os macro-
fagos em repouso estdo correlacionados com um aumento de 4 vezes na expressao da enzima conversora de glicocorticdide
inativo em ativo, 118-HSD, embora haja também uma redu¢@o na expressio do receptor de glicocorticéides (GR) por estes
macréfagos. Ja os macréfagos ativados, ao contrdrio, parecem ser menos sensiveis aos efeitos do estresse cronico. Eles
apresentam uma inibicio da fagocitose de zimosan e de timdcitos apoptéticos, no entanto, a fagocitose mediada pelo
receptor de complemento e pelo FcyR ndo € alterada pelo estresse. Os mecanismos que levam a esta inibig¢do especifica da
fagocitose ainda nao sdo esclarecidos, mas certamente nao sao mediados pela polimerizacio de actina nem pela expressio
dos receptores fagociticos na superficie da célula. Os macréfagos ativados também apresentam producio de superdxido
inalterada, reduzida produ¢do de TNF-a e IL-6 e aumentada liberac@o de IL-10, que por consequéncia, culmina em uma
menor expressdo de MHC de classe Il e de B7.1, no entanto, isto ndo modifica a capacidade dos macr6fagos em estimular
a proliferacdo e a produc@o de citocinas pelos linfécitos. A influéncia do estresse sobre estes macréfagos ativados esta
correlacionada com reducéo na expressdo de GR e aumento na expressdo do receptor 32 adrenérgico. Muitos estudos
mostram que o estresse cronico pode ser imunossupressor, € por consequéncia, prejudicial para a satde. Os resultados
deste estudo mostram o papel do macréfago na imunossupressio induzida pelo estresse e sugerem que o estresse cronico
expde o organismo a um maior risco de infecgdes e de proliferacao de células tumorais, ja que seus macréfagos regulatdrios
possuem uma capacidade fagocitica limitada e produzem citocinas antiinflamatérias que inibem as func¢des do préprio
macr6fago bem como as da imunidade adaptativa.

BAIXAS DOSES DE DNA PLASMIDEAL CONTROLAM RESPOSTA IMUNE CELULAR NO MUSCULO
GASTROCNEMIO EM MODELO EXPERIMENTAL DE DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

Ricardo Luis Louzada da Silva
Orientador: Arlete Ap Martins Coelho-Castelo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/11/2009

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca genética grave, ligada ao cromossomo X, que pode ser
fatal por volta dos 20 anos de idade. Essa doenga causa um enfraquecimento muscular devido a muta¢des presentes na
distrofina, proteina que mantém o complexo da fibra muscular ligada a matriz extracelular. A auséncia dessa proteina gera
uma instabilidade culminando com lesdes recorrentes e, por fim, necrose das fibras musculares ocasionando inflamagio
cronica. Até o momento, o tratamento existente € paliativo, antiinflamatério, com o intuito de combater o componente
autoimune dessa doencga, o qual € caracterizado principalmente pela atividade de linfécitos T citotéxicos e auxiliares.
Ademais, sdo caracteristicas dessa doenga as citocinas IFN-y, TNF-o, TGF-f, IL-12 e IL-6. Dentro desse contexto, nosso
laboratério vem trabalhando com uma nova abordagem, empregando baixas doses de DNA plasmideal como antiinflamatdrio.
Para tanto, inicialmente realizamos experimentos avaliando a atividade antiinflamatdria in vitro de nossa construgdo
génica ao dosarmos as citocinas TNF-a e IL-6 no sobrenadante de cultura de macréfagos, e a citocina IL-6 em cultura de
mioblastos, ambos submetidos a estimulo com LPS e tratados juntamente com DNA. Verificamos a reducio da secre¢io
dessas citocinas quando a dose utilizada foi 10n de DNA/mL. Em seguida, realizamos experimentos que contaram com 3
doses de 20 u de DNA plasmideal inoculados diretamente no misculo gastrocnémio de camundongos da linhagem madx,
durante 5 semanas, nas quais os animais dos diferentes grupos experimentais foram exercitados em esteira
mecanica. Verificamos que a abordagem terapéutica utilizada foi capaz de controlar e reduzir, no musculo gastrocnémio, a
resposta imune tipica do padrdo Th17, ao reduzir a expressdo dos genes que codificam as citocinas IL-17, IL-23, IL-6 e TGF-
B, além de também observarmos reducéo da expresséo da citocina pré-inflamatéria TNF-o.. Entretanto, ndo observamos
alteracdo na expressdo dos genes IFN-y e IL-12. Além disso, Analisamos a citocina antiinflamatdria IL-10 e observamos
aumento de sua expressdo. Contudo, a expressao do gene foxp-3 ndo foi alterada em relag@o aos animais controles. Além
disso, também foi obtida redugdo da quantidade de linfécitos T nas lesdes dos musculos gastrocnémio dos animais
tratados. Quanto a parametros de analise inerentes a patologia da DMD, quantificamos a atividade das enzimas séricas CK
e LDH, além da quantificac¢ao da expressio génica do gene que codifica a proteina PAX7 e quantificagido do incremento de
forca dos animais apds o tratamento. Obtivemos resultados interessantes quanto a Analise das enzimas séricas, pois
ambas apresentaram diminuicao de sua atividade no soro dos animais tratados com DNA e os mesmos animais apresenta-
ram aumento da expressdo do gene PAX7, revelando melhora no quadro clinico desses animais. Entretanto, a anélise de
incremento de for¢a nao mostrou diferenca entre os grupos tratados e controle. Portanto, o tratamento anti-inflamatdrio foi
eficiente no modelo de DMD, especialmente no que tange o padrao T helper 17 de resposta imune.
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AVALIAGAO DO USO DE BAIXAS DOSES DE DNA PLASMIDEAL NO CONTROLE D
E PROCESSOS INFLAMATORIOS

Thiago Malardo
Arlete Aparecida Martins Coelho-Castelo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/11/2009

Trombone e col. (2007) mostraram que a captura de baixas doses de DNA plasmideal, pode impedir a apresentacdo
antigénica e apresentar um perfil antiinflamatério. Esses resultados geraram um paradigma desde que DNA plasmideal é
usado em vacinas génicas. Assim, parece que em altas doses (vacina) o DNA plasmideal funciona como inflamatério e
indutor de Th1, enquanto em baixas doses atuam como antiinflamatério. Essa a¢do antiinflamatéria abriu varios campos de
pesquisa. Para comprovar o efeito antiinflamatério in vivo, usamos nesse trabalho dois modelos; a) choque endotoxémico
induzido por LPS e b) Diabetes Mellitus induzida por STZ.

Usando o modelo da diabetes induzi da por STZ, avaliamos o tratamento com duas doses de 5’mug e 10’mug, ap6s
o estabelecimento da doenca. A dosagem de glicemia acima de 200dl/mL serviu como indice para determinar o estabeleci-
mento de diabetes nos animais. Em nenhum dos tratamentos realizados o nivel de glicose diminuiu. Isso foi observado com
5 e 10ug de DNA. No tratamento com DNA plasmideal, ndo houve redugéo de células TCD8* e TCD4* especificas para
insulina nos linfonodos pancreaticos e bago dos animais.

O choque endotoxémico foi induzido em ratos machos Wistar, por injecao intravenosa de 1,5mg/kg de lipopolissacarideo
(LPS). A administracdo de LPS induz uma significante diminui¢@o da presséo arterial média (PAM) com um concomitante
aumento da frequéncia cardiaca. Um aumento na concentrag@o plasmatica de AVP Nota de resumo ocorre duas horas apds
a administracio de LPS, assim como, ocorre um aumento na producao de NO na quarta hora de experimento.

Quando o LPS foi combinado com a administrac@o intravenosa de baixas doses de DNA plasmideal (5, 10 e 20ug),
foi observada uma atenuacgio na queda da PAM. Uma diminui¢do na concentragdo de nitrato plasmatico (produto da
degradagdo do NO) foi observada apenas no grupo tratado com 5Sug. A producio de AVP foi potencializada na segunda
hora de experimento mediante a todas as doses do tratamento. Além disso, as doses de 5 e 10mg de DNA, reduziu a
produg@o de citocinas inflamatérias como TNF-o. e IL-6. Estes dados sugerem que a administragdo de DNA plasmideal
reduz a queda da pressao arterial, potencializa a produ¢@o de AVP e reduz a produgio de citocinas inflamatérias.

VIA NOTCH EM Schistosoma mansoni: ASPECTOS MOLECULARES E FUNCIONAIS

Lizandra Guidi Magalhaes
Orientador: Prof. Dr. Vanderlei Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 11/12/2009

O desenvolvimento e a manutencao fisiolégica dos organismos multicelulares sao desencadeados por um conjunto
de vias de sinalizacdo que interpretam e transmitam sinais que culminard na ativag@o da transcri¢@o de varios genes.. Dentre
os mecanismos de sinalizagdo, destaca-se a via Notch por ser critico na diferenciagio celular em muitos organismos. Neste
trabalho, estudamos os aspectos moleculares e funcionais da via Notch no parasita schistosoma mansoni. Utilizando o
banco de dados GeneDB de S. mansoni o qual retine sequéncias provenientes dos projetos trancriptoma e genoma do
parasita, a maioria dos componentens envolvidos com a via em estudo foram identificados no parasita; além disso, a
sequéncia da proteina predita Smp_105360 identificada, possui uma arquitetura modular tipica dos receptores Notch de
outros organismos. A andlise por PCR quantitativo dos transcritos SmNotch, SmSU(H), SmHES e para o complexo gama-
secretase (SmPresenilina, SmPEN-2, SmNicastrina e SmAPH) nas diversas fases evolutivas do parasita, monstrou que os
componentes da via Notch foram expressos em todos os estagios Analisados, no entanto, diferengas de expressao entre os
estagios foram observadas. Utilizando um anticorpo policlonal direcionado contra a regido Notch/LIN-12 e uma regido sem
dominio do receptor Notch identificado na analise predita, foi possivel detectar nos extratos protéicos dos estigios de
vermes adultos, ovos, cercdrias e esquistossomulos uma marcagdo de aproximadamente 110kDa, que sugere ser a proteina
SmNotch sem sofrer as clivagens proteoliticas, e uma marcacdo de 55kDa nos estdgios de vermes adultos e ovos, que pode
ser a regido extracelular do receptor apds ter sido liberado pela clivagem proteolitica. A influéncia de curcumina e do inibidor
de gama-secretase DAPT foi avaliada sobre os casais de vermes adultos e no desenvolvimento dos ovos mantidos in vitro.
Os resultados demonstraram que curcumina causou varias mudangas no parasita, levando a morte dos mesmos nas maiores
concentracdes, € DAPT causou somente a separacdo dos casais de vermes adultos nas maiores concentragdes. Nesta
abordagem, também foi observado que ambos compostos, quando utilizados nas menores concentragdes, causou uma
diminui¢@o no nimero de ovos e na porcentagem de ovos desenvolvidos quando comparados com os grupos controles.
A analise comparativa do perfil de expresséao dos transcritos para SmNotch e SmMHES em vermes adultos e ovos demonstra-
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ram uma diminui¢do da expressdo de SmNotch e SmMHES em vermes adultos e ovos apds a incubac¢do com curcumina, € uma
diminui¢do de SmHES quando incubados com DAPT, sugerindo o envolvimento da via Notch na formacio e desenvolvi-
mento dos ovos. Por fim, avaliamos a proteina recombinante SmNotch como um possivel alvo de vacina contra a esquistos-
somose experimental, os resultados demonstraram que o esquema de imuniza¢do com a proteina SmNotch recombinante
induziu uma protecao parcial contra a infec¢ao experimental por S. mansoni. Em conclusdo, as andlises dos transcritos dos
componentes da via Notch aliada aos estudos de inibigdo e imunoldgicos contribuiram significativamente para uma avaliagdo
molecular e funcional preliminar desta via no parasita S. mansoni. Desta forma, as analises subsequentes poderdo ser emprega-
das para a elucidag¢@o dos mecanismos pelos quais a via Notch coopera para garantir o desenvolvimento deste parasita.

ScFv's PRODUZIDOS POR PHAGE DISPLAY, E$PECI’FICOS PARA A PECONHA DE
Bothrops jararacussu, INIBEM ACOES TOXICAS DAS PECONHAS DE
Bothrops jararaca, Bothrops pauloensis E Bothrops moojeni

Eduardo Crosara Roncolato
Orientador: Prof. Dr. José Elpidio Barbosa
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/12/2009

O uso de antivenenos permanece como o principal tratamento dos acidentes ofidicos desde o final do século 19. A
terapia cldssica se baseia na administracao de soros obtidos a partir do sangue coletado de equinos imunizados, contudo,
gera o risco do desenvolvimento de doencas relacionadas a hipersensibilidade, além do elevado custo de producio e
manutencao dos biotérios. Diante disso, buscam-se alternativas para a produc¢do de antivenenos. Uma delas € a tecnolo-
gia de Phage Display, que oferece a possibilidade da obtencio de fragmentos de anticorpos humanos recombinantes,
especificos para as toxinas desejadas. Sua utilizag@o, a principio, eliminaria a necessidade de imunizac@o animal e, por
consequéncia, os inconvenientes do uso de soros heterélogos, reduzindo custos de produgdo e se adequando as normas
do bem-estar animal.

Partindo dessa técnica, Tamarozzi (Tamarozzi, Soares et al. 2006) selecionou, a partir da biblioteca de fagos-anticor-
pos Griffin.1 (MRC, Cambridge, UK), quatro clones produtores de scFv's capazes de inibir as atividades fosfolipédsica e
miotéxica da pe¢conha de Bothrops jararacussu. Sabendo da existéncia de similaridades estruturais entre as enzimas de
acdo toxica das serpentes do Género Bothrops sp. (Gutierrez and Lomonte 1995), buscou-se avaliar a agdo desses anticor-
pos citados, na inibi¢do de atividades das peconhas das Bothrops jararaca, Bothrops pauloensis e Bothrops moojeni. Os
clones referidos, expandidos como fagos-anticorpos que apresentam o fragmento do anticorpo em sua superficie, se
mostraram capazes de reconhecer as pegonhas botrépicas em ensaio de ELISA. Os fragmentos de anticorpos soluveis,
derivados dos fagos-anticorpos mencionados, foram utilizados em experimentos in vitro que avaliaram a inibi¢do da
atividade fosfolipasica das peconhas botrépicas. Os sobrenadantes contendo os fragmentos soliveis foram capazes de
inibir parte desta atividade, quando comparados a a¢do do sobrenadante de uma cultura controle.

Alguns métodos foram testados buscando purificar os fragmentos de anticorpos recombinantes. Através das técni-
cas de gel filtracdo ou afinidade dos ScFv's a proteina L, ndo foram obtidos resultados satisfatorios. A purificacéo foi
realizada, com sucesso, a partir da interacdo da cauda de hexa-histidina dos scFv's ao fon niquel, ligado a uma resina de
agarose.

Os ensaios in vitro, desta vez utilizando os fragmentos purificados, comprovaram sua func¢éo na inibi¢do da
atividade fosfolipasica das pegonhas botrépicas avaliadas. A partir destes ensaios, o clone que revelou maior eficiéncia
nesta inibi¢do foi selecionado dentre os quatro em questdo. Os ensaios in vivo seguintes evidenciaram a capacidade deste
clone em inibir também a miotoxicidade, além de retardar e em alguns casos, até mesmo evitar a letalidade decorrente da
acdo das peconhas das Bothrops jararacussu, Bothrops jararaca, Bothrops pauloensis e Bothrops moojeni.

ANALISE DA PATOGENESE DA LESAO PULMONAR AGUDA RELACIONADA
A TRANSFUSAO (TRALI) EM MODELOS in vivo

Mirela de Barros Tamarozzi

Orientador: Eduardo Magalhdes Rego

Tese de Doutorado apresentada em 21/12/2009

A les@o pulmonar aguda relacionada a transfusdo (TRALI - do inglés "transfusion-related acute lung injury") € uma
complicagdo da transfusido de sangue alogénica, tipicamente manifestada por um edema pulmonar bilateral, dispnéia,
hipoxemia, febre e hipotensio na presenga de fungio cardiaca normal, ocorrendo dentro de um periodo de até seis horas
apos o inicio da transfusdo. TRALI representa uma das mais frequentes reagdes transfusionais agudas, sendo considera-
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da a principal causa de morte relacionada a transfusdo em diversos paises. O desenvolvimento de TRALI foi associado a
transfusdo de todos os tipos de componentes do sangue - sangue total, plasma, concentrados de hemacias, plaquetas e
granuldcitos. Anticorpos contra HLA (tanto de classe I quanto de classe II) e/ou granulécitos, presentes no sangue do
doador, foram frequentemente implicados como causa desta sindrome. A presenca de lipideos que se acumulam durante a
rotina de estocagem dos componentes celulares do sangue também foi associada a ocorréncia de TRALI. Independente-
mente do hemocomponente envolvido, os neutréfilos desempenham um papel central nesta sindrome. Existem dois meca-
nismos propostos para explicar a fisiopatogenia de TRALI: a hipétese do anticorpo, ou de um evento e a hipdtese de dois
eventos. Ambos 0s mecanismos propostos levam a uma via final comum de aumento da permeabilidade vascular, resultan-
do em edema pulmonar. No entanto, estudos experimentais objetivando elucidar os mecanismos de TRALI s@o pouco
frequentes na literatura. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver modelos in vivo para o estudo do
papel dos anticorpos anti-granuldcitos e de lipideos bioativos no desenvolvimento da TRALI. O primeiro modelo é
baseado na hipétese de um evento, com a inoculacio de neutr6filos humanos incubados previamente com anticorpos anti-
HNA-2a em animais NOD/SCID e o segundo modelo € baseado na hipétese de dois eventos, com a inoculacio de lipideos
em animais BALB/c pré-tratados com LPS. Os modelos desenvolvidos foram validados pelo aumento no infiltrado de
células para o pulmio dos animais, bem como pelo extravasamento de proteinas no fluido da lavagem broncoalveolar e
pela congestdo e edema nos alvéolos pulmonares observadas por andlise histopatolégica. Em ambos os modelos detec-
tou-se um aumento nos niveis de IL-1, KC e MIP-2. No modelo de um evento, ensaios in vifro demonstraram que a
interacio entre anticorpos anti-HNA-2a e neutréfilos humanos levaram a uma producio de IL-8 e ao aumento da expressao
de CD54 e CD11b. No modelo de dois eventos, embora tenha havido uma diferenca significativa na expressiao de CD54 em
relag@o ao grupo controle, este efeito foi induzido principalmente pelo LPS. Por outro lado, mudangas drasticas na expres-
sdo de CD11b/CD18 (Mac-1) foram detectadas apenas no tratamento com LPS seguido de PAF. Também foi observado um
aumento nos niveis de TNF-o somente para este modelo. No entanto, o tratamento prévio dos animais com dexametasona
resultou na inibicao desta citocina, sem acarretar na diminui¢cdo do influxo de neutréfilos, sugerindo um papel irrelevante
para o TNF-f na inducéo da TRALI. Em conclusio, os resultados aqui obtidos demonstram que hd um mecanismo comum
envolvendo a participagio de KC, MIP-2, IL-1f3, CD54 e CD11b na indugéo de TRALI mediada por anticorpos ou pela
associacdo de um insulto inflamatdrio e lipideos presentes nas bolsas de sangue estocadas. A modulacido de moléculas
compartilhadas por ambos os modelos pode ser uma alternativa terap€utica futura no tratamento da TRALIL.

Neurologia

PERFIS DE DESEMPENHO NEUROPSICOLOGICQ EM PACIENTES COM EPILEPSI