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Biologia Celular e Molecular

ATIVAQAO DE CASPASE-1 E FORMACAO DE POROS EM
MACROFAGOS INFECTADOS POR Legionella pneumophila

Tatiana Nunes Silveira
Orientador: Prof. Dr. Dario Simdes Zamboni
Tese de Doutorado apresentada em 15/04/2010

Legionella pneumophila, o agente etiolégico da doenca dos Legionarios, é conhecida por desencadear a formagao
de poro em membranas de macréfagos derivados de medula 6ssea (BMMs) por mecanismos dependentes do sistema de
secrecdo do tipo IV conhecido como Dot/Icm. Neste trabalho, foram utillizados varios mutantes de L. pneumophila em
combinag@o com camundongos nocautes para investigar os fatores bacterianos e do hospedeiro envolvidos na formagio
de poro em BMMs. Observamos que apesar da atividade do Dot/Icm, a formagdo de poro nio ocorre em BMMs deficientes
para caspase-1 e Nlrc4. A formag@o de poro foi temporalmente associada com a secre¢@o de IL-1p e precedeu a lise celular
e a piroptose. A formag@o de poro foi dependente do Dot/Icm, mas independente de varias proteinas efetoras, da multipli-
cacdo bacteriana e da sintese de novo de proteinas. A flagelina, a qual é conhecida em ativar o inflamassoma de Nlrc4, foi
necessdria para a formac@o de poro; a bactéria mutante AflaA falhou em induzir a permeabilizagdo celular. Consequentemen-
te, a transfecgdo da flagelina purificada foi suficiente para desencadear a formagao de poro independente da infecgao.
Utilizando 11 diferentes espécies de Legionella, nés observamos alta formagdo de poro em resposta a L. micdadei, L.
bozemanii, L. gratiana, L. jordanis e L. rubrilucens, e essa resposta estava correlacionada com a expressao de flagelina por
essas espécies. Além disso, verificamos que as proteinas Asc e Caspase-11 apresentam fendtipo intermedidrio na formagao
de poro, sugerindo que outras vias podem estar envolvidas no processo. Observamos também que a formacao de poro
desencadeada por L. pneumophila difere daquela induzida pelo ATP. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a
formacgio de poro nio é uma resposta especifica de L. pneumophila nem o resultado de dano da membrana induzido pelo
Dot/Icm. Ao invés disso, a formacdo de poro € uma resposta do hospedeiro altamente coordenada, dependente dos
componentes do inflamassoma Nlrc4 e caspase-1 e € desencadeada em resposta a bactérias que expressam o sistema de
secre¢do do tipo IV e flagelina.

AVALIAGCAO DO EFEITO DE INIBIDORES DE MASTOCITOS E DO FATOR DE
NECROSE TUMORAL NA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

Daniela Dover de Araujo
Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina Ramos Costa
Tese de Doutorado apresentada em 20/04/2010

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) € uma doenca fatal causada pela auséncia da distrofina e caracterizada
por degeneragdo progressiva da musculatura esquelética. O camundongo mdx, modelo da DMD, apresenta susceptibilida-
de a lesdo das miofibras, elevacgdo da creatina quinase (CK) sérica e ciclos de degeneragdo e regeneragdo muscular, fenétipo
intensificado por atividade fisica. A lesdo muscular é exacerbada por um processo inflamatério cronico, do qual participam
citocinas e células do sistema imunoldgico. Dentre estas células, destacam-se os mastdcitos que se acumulam nos sitios de
lesdo, liberando mediadores como o TNF-c, que também € liberado pelos macréfagos, neutréfilos e miofibras lesadas. Este
trabalho teve por objetivos: i) estudar o efeito da atividade fisica compulséria na degeneracdo muscular de camundongos
mdx, a fim de otimizar as condigdes experimentais para o teste de drogas; ii) identificar marcadores de lesao muscular; e iii)
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avaliar o potencial efeito anti-inflamatério das drogas cetotifeno e olopatadina (anti-histaminicos e inibidores da desgranulagio
de mastdcitos), e LMP-420 (inibidor da transcri¢do do TNF-ct) na progressdo da DMD. Para tanto, camundongos mdx de 4
semanas de vida foram submetidos a atividade fisica e ao tratamento com as drogas por 5 semanas. Os resultados indicaram
que a galectina-1 pode ser considerada um marcador de degenera¢do muscular. De acordo com os critérios analisados em
conjunto (dosagem de CK e parametros quantitativos histoldgicos dos musculos gastrocnémio, GA, diafragma, DIA), verificou-
se que as trés drogas resultaram em uma diminuic¢ao significativa da degeneragao muscular. Camundongos mdx tratados
com cetotifeno, olopatadina e LMP-420 apresentaram redugio significativa tanto nos niveis séricos de CK (37%, 23% e 30%
respectivamente), quanto na drea relativa ocupada por miofibras apresentando lesdo no sarcolema (ceto: 95% no GA e 98%
no DIA; olo: 73% somente no GA; e LMP-420: 98,6% no GA e 83,6% no DIA). Estes dados indicaram que as trés drogas
contribuiram para manter a integridade da musculatura esquelética de camundongos mdx, com destaque para a LMP-420.

CARACTERIZA(;AO PARCIAL DE FRAQI\O LIGANTE DE QUITINA DA PREPARA(;.Z\O
PARACOCCINA DE Paracoccidioides brasiliensis

Ana Claudia Paiva Alegre
Orientador: Prof. Dr. Ebert Seixas Hanna
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/04/2010

Paracoccidioides brasiliensis € o agente causador da micose granulomatosa cronica mais prevalente na América do
Sul, com alta incidéncia no Brasil. O fracionamento do extrato bruto de P. brasiliensis, chamado de preparagio paracoccina,
foi isolado por afinidades a N-acetilglicosamina e quitina. A preparacéo paracoccina possui componente(s) que contribui(em)
para a adesdo do fungo a matriz extracelular, e induz macréfagos a produzirem TNF-o e altas concentragdes de NO. A partir
da tecnologia IgY, descrita neste trabalho, tornou-se possivel a producdo de grandes quantidades de anticorpos policlonais
contra a preparacdo paracoccina (PCN-prep), que viabilizaram os ensaios de rastreamento da biblioteca de cDNA de
leveduras de P. brasiliensis. Alguns genes identificados continham sequéncia de tradugio de proteinas ja descritas para o
isolado Pb18, como o gene PADG_02130.1, correspondente a uma ciclohidrolase. Um dado importante foi a aplicacio de
técnicas de protedmica para identificar componentes da preparagdo paracoccina, que destacou o gene que codifica uma
proteina hipotética de P. brasiliensis, anotado como PADG_03347. A proteina resultante desse gene apresenta sequéncia
polipeptidica com alta homologia a proteinas compostas por dominios plurais distintos, sendo um ligante de quitina e outro
com atividade quitinolitica. O maior éxon do gene PADG_03347 foi clonado em sistema bacteriano para a expressao de
molécula recombinante, que corresponde a mais de 80% da sequéncia polipeptidica predita para a molécula nativa. O
fragmento recombinante foi reconhecido pelos anticorpos IgY anti-PCN-prep, reforcando a idéia de que a proteina expressa
por PADG_03347 deve estar presente na PCN-prep. Adicionalmente, anticorpos presentes no soro de pacientes com
paracoccidioidomicose, que reagiram fortemente com diversas fragdes em PCN-prep, reagiram também com a fragio recom-
binante. Esse fragmento recombinante foi caracterizado por possuir certa atividade de N-acetil-B-D-glicosaminidase, menor
quando na comparagdo com o material purificado em coluna de quitina. Por outro lado, a atividade lectinica parece preser-
vada na molécula recombinante, e essa atividade pode estar relacionada com a capacidade de induzir as produgdes de NO
e TNF-alfa por macréfagos peritoneais, confirmadas nesse trabalho. Assim, os estudos de caracterizagdo da molécula
recombinante trouxeram informagdes importantes que devem guiar estudos futuros mais abrangentes com essa molécula.

CARACTERIZAGAO MOLECULAR E CELULAR DO HOMOLOGO DE
LPIN1 EM DROSOPHILA MELANOGASTER

Rafaela Martins Maia
Orientadora: Profa. Dra. Maria Luisa Pacé-Larson
Tese de Doutorado apresentada em 05/05/2010

As lipinas definem uma nova familia de fosfatases de acido fosfatidico dependente de magnésio (PAP1), enzimas
que catalizam a defosforila¢do de PA produzindo diacilglicerol (DAG), um importante intermediario no metabolismo de
lipidio e na sinalizag¢@o celular. Enquanto um tnico gene de lipina € detectado em organismos menos complexos, em
mamiferos existem trés paralogos (Lpinl, Lpin-2 e Lpin3) que sdo diferencialmente expressos entre os tecidos. Em Dro-
sophila existe um unico ortélogo de Lpinl, anotado como CG8709. Neste trabalho contribuimos para a caracterizacio da
estrutura e expressao deste [6cus, denominado por nés de DmLpin, e que expressa pelo menos trés isoformas, DmLpinA,
B e C. O transcrito de DmLpinC foi aqui isolado e codifica uma proteina de 962 aminoacidos que corresponde a isoforma
B deletada em 74 aminoacidos na por¢io amino terminal. Apesar de conter apenas 32 residuos do dominio NLIP, a Gly®**
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necessdria para a atividade PAP1 da lipina-1 € conservada na DmLpinC. Além disso, assim como as isoformas A e B,
DmLpinC possui o dominio CLIP, que inclui o motif DXDXT caracteristico das enzimas PAP1, e o motif LXXIL necessario
para a atividade de co-ativador transcricional das lipinas 1 e 2 de mamiferos. Os estudos dos niveis dos transcritos das
isoformas de DmLpin indicaram padrdes de expressdo distintos no desenvolvimento e entre tecidos. DmLpinA e B sdo
expressos em maiores quantidades no embrido e em adultos, e DmLpinC € expresso a partir do terceiro estigio, e em pupas
e adultos machos. Nos tecidos larvais, DmLpinA € o mais abundante em RNA extraido do intestino/tibulo de Malpighi,
DmLpinB € predominantemente expresso em tecido nervoso e DmLpinC € detectado exclusivamente em testiculos. Utili-
zando anticorpo que reconhece as trés isoformas proteicas de DmLpin observamos por microscopia confocal que as
lipinas de Drosophila apresentam padrdes de localizagdo subcelular peculiares nos diferentes tecidos. No corpo gorduro-
so o sinal da lipina € disperso no citoplasma e nicleo, mas apresenta-se concentrado na regido perinuclear. Também no
corddo nervoso ventral a marcagdo € restrita ao corpo celular de neur6nios ja que nos nervos segmentares a marcagao de
lipina € detectada na glia, mas nao no feixe axonal. Nas glandulas anelares a marcagdo de DmLipin é difusa pelo citoplasma
e é detectada no niicleo, onde se apresenta concentrada em uma regiao que aparenta ser o nucléolo. No intestino, assim
como no aparelho reprodutor masculino, as lipinas sdo detectadas exclusivamente no musculo longitudinal do intestino
médio e na camada muscular do testiculo, apresentando padrio de distribuigdo sarcomérico. No ovario a marcacao € difusa
no citoplasma das células da camara ovariana e notadamente concentrada nos ring canals que conectam as células
nutridoras entre si e com o odcito. Estes padrdes especificos de localiza¢do subcelular sugerem fungdes novas para as
lipinas, possiveis de serem testadas experimentalmente. Com o objetivo de estabelecer ferramentas para estudos funcio-
nais caracterizamos as linhagens transgénicas 36006GD e 36007GD, construidas para a expressdo de RNA dupla-fita do
CG8709 (DmLpin), quanto a capacidade de promover knockdown regulado das lipinas. Andlise por western blot mostrou
que as quantidades relativas de lipina estavam significativamente diminuidas em tecido onde o dsSRNA de CG8709 foi
expresso validando o uso das linhagens 36006GD e 36007GD para ensaios funcionais. Finalmente, ensaios preliminares
sugerem que a superexpressao de DmLpin dirigida para o corpo gorduroso resulta no aumento de goticulas de lipidios
pequenas nas células deste tecido, sugerindo que no corpo gorduroso as lipinas possam estar envolvidas na mobilizacio
de lipidios de estocajem para a produgdo de energia.

O ORTOLOGO DE A2BP1/FOX-1 EM Drosophila melanogaster: IMUNOLOCALIZAGCAO NO SISTEMA
VISUAL DURANTE O DESENVOLVIMENTO E ANALISES DE UMA FERRAMENTA POTENCIAL
PARA ESTUDOS FUNCIONAIS in vivo

Mariana Santos de Queiroz
Orientadora: Profa. Dra. Maria Luisa Pagé-Larson
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/05/2010

A2BP1/FOX-1 pertence a uma nova familia de proteinas ligantes de RNA conservadas evolutivamente. Em Droso-
phila melanogaster o ortélogo de FOX-1 é anotado como GC32062 e codifica cinco isoformas geradas por splicing
alternativo, de acordo com analises in silico baseadas num cDNA completo e em ESTs. Com o objetivo de contribuir para
o entendimento da funcao celular de CG32062, aqui denominado de dFox-1, analisamos por microscopia confocal o padrdo
de imunolocaliza¢@o desta proteina no sistema visual de D. melanogaster durante o desenvolvimento. Nos discos imaginais
de olho, a marcagio foi localizada predominante na por¢ao posterior ao sulco morfogenético, regidao de determinagio,
proliferacio e diferenciacio celular. As retinas pupais apresentaram um padrio de marcacao temporal dinamico e especifi-
co de tipo celular. A nivel sub-celular, dFox-1 mostrou-se concentrada em focos citoplasmaticos sensiveis a tratamento
com RNAse e inibidores da sintese protéica (cicloheximida e puromicina), de modo similar ao demonstrado para proteinas
constituintes de corpos de processamento de RNA (P-bodies). Adicionalmente, verificamos que ~55% dos focos positi-
vos para dFox-1 colocalizaram-se com particulas contendo a RNA helicase Me31B, confirmando sua localiza¢do em P-
bodies, particulas associadas com processos de triagem/degradacdo/estocagem de mRNAs. Juntos estes dados sugerem
que dFox-1 participe do desenvolvimento do olho de D. melanogaster, atuando em processos com impacto no controle da
tradugdo. Na tentativa de estabelecer uma ferramenta para estudos funcionais in vivo de dFox-1, analisamos a prole do
cruzamento de linhagens trangénicas, construidas de modo a expressarem um RNA dupla-fita do CG32062 sob o comando
de UAS (34046/GD e 34047/GD), com animais carregando o transgene gmr- Gal4, que direciona a expressao dependente
de UAS para as células precursoras do olho. Nossos resultados demonstraram que tanto os animais gmr-Gal4; 34046/GD
como os gmr-Gal4;34047/GD apresentaram varios defeitos na formagdo do olho. No entando, anélises por qPCR e
western blot indicaram que os niveis de dFox-1 nos discos imaginais de olho de pupas jovens gmr-Gal4;34046/GD ou
gmr-Gal4;34047/GD nao estavam significativamente alterados em relac@o ao controle, sugerindo que os fenétipos ob-
servados ndo sdo decorrentes de interferéncia na expressdo de dFox-1.
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CARACTERIZAGAQ FUNCIONAL DE NOVOS GENES COM MARCANTE EXPRESSAO DIFERENCIAL
NA PROGRESSAO DO MELANOMA DETECTADA POR MICROARRANJO DE cDNA ORESTES

Kamila Chagas Peronni
Orientadora: Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico
Tese de Doutorado apresentada em 14/05/2010

No intuito de encontrarmos novos genes envolvidos na progressao tumoral do melanoma, em estudo prévio,
confeccionamos um microarranjo de cDNA ORESTES representando 1207 genes (a maioria sem caracterizag@o funcional),
o qual foi empregado no estudo da expressdo comparativa entre duas linhagens celulares pareadas de melanoma, com
diferengas fenotipicas marcantes, sendo uma derivada de tumor primario em fase de progresséo vertical (WM278) e a outra
de metastase (WM1617). A andlise apontou 5 genes superexpressos e 75 subexpressos na linhagem metastatica, das quais
selecionamos um grupo para uma andlise mais aprofundada por RT-PCR em tempo real e para caracterizagio funcional.
CD63 e LRPAP1 mostraram-se superexpressos, 2 e 3 vezes, respectivamente, na linhagem metastatica em relacio a linha-
gem em fase de progressdo vertical. No entanto, em comparagdo aos melandcitos, CD63 mostrou-se com expressao
reduzida nas linhagens de melanoma de ambos os estdgios, enquanto LRPAP1 mostrou-se 3 vezes mais expresso na
linhagem metastatica em relacdo aos melandcitos. Dentre os genes subexpressos na linhagem metastatica CYR61, TMEPAI,
BUB3, TMEM106C e HMGNZ2, observamos niveis de mRNA reduzidos de 300, 120, 7, 6 e 4 vezes, respectivamente, em
WM1617 vs WM278. Em um painel de amostras de nevo e melanoma (incluindo tumores primarios e metastase), os genes
TMEM106C, BUB3, CYR61 e TMEPAI apresentaram niveis de expressdo altamente varidvel, mas superior em tumores
primarios. Uma vez que estes genes possuem ilhas CPG em seus promotores, analisamos a influéncia epigenética na
repressdo dos genes em estudo. Observamos um efeito ativador da droga inibidora de metilagdo (5-aza-2'-deoxycytidine)
sobre a expressdo dos genes CYRG61 (8 vezes) e TMEPAI (14 vezes). Andlise da localizagdo celular das proteinas em fusdo
com EGFP em células transfectadas revelou que, durante a intérfase, as proteinas EGFP-HMGN?2 e EGFP BUB3 localizam-
se no nicleo, CYR61-EGFP co-localiza com o marcador do aparelho de golgi e nticleo, e TMEM 106C-EGFP co-localiza com
o marcador do reticulo endoplasmatico. A superexpressio de TMEM106C, BUB3 e CYRG61 na linhagem de melanoma
metastatica WM 1617 causou diminuicéo da viabilidade celular, enquanto HMGN?2 néo apresentou nenhum efeito. Utilizan-
do um vetor lentiviral e obtendo alta eficiéncia de transdug@o observamos que BUB3 causa reducéo na viabilidade celular
na linhagem de melanoma mestastiatica WM 1617, mas ndo causa qualquer alteracio na viabilidade de WM278 e melandcitos.
Nossos dados experimentais nos motivam a ampliar a caracterizacdo destes genes como marcadores de progndstico
clinico e como ferramentas moleculares para terapias do melanoma.

INVESTIGAQ[\O DOS EFEITOS DA I;XPRESS[\O ECTOPICA DE SPLICED LEADER SOBRE
A SINTESE E DEGRADACAO PROTEICA GLOBAL EM Leishmania major

Tiago Rodrigues Ferreira
Orientadora: Profa. Dra. Angela Kaysel Cruz
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/05/2010

A expressdo génica em Leishmania spp. € peculiar face aos demais eucariotos. A transcri¢cdo de seu genoma €
policistronica e gera pré-mRNAs que sofrem trans-splicing pela adi¢do de um pequeno RNA nuclear de 39 nucleotideos,
o spliced leader (SL), a sequéncia 5’ ndo-traduzida de cada mRNA maduro a ser gerado. Foi demonstrado anteriormente
por Cruz e colaboradores que a expressdo ectépica de um arranjo com 100 cépias do gene de SL RNA resulta na atenuacdo
de viruléncia de L. major e L. braziliensis em modelo murino. Uma andlise protedmica comparativa entre o transfectante de
SL e a linhagem controle revelou a expressao diferencial de genes relacionados a protedlise e metabolismo energético. Os
resultados obtidos até entdo resultaram na hipétese de que o acréscimo de SL disponivel no mutante acarreta um aumento
na geracdo de mRNAs maduros, e consequente aumento na sintese protéica global. Porém, o parasito seria capaz de
manter a homeostase celular e de controlar, ainda que parcialmente, os niveis de proteinas por meio de vias proteoliticas.
No trabalho aqui descrito foi analisada a relevancia dos potenciais mecanismos proteoliticos utilizados pelo transfectante
de SL para controlar o estresse molecular induzido artificialmente. O estudo baseou-se essencialmente em comparagdes
experimentais entre os parasitos controle e os mutantes de SL. Foi evidenciado que o transfectante apresenta um incre-
mento na sintese protéica por experimentos de incorporagdo de aminoacidos marcados e analise do perfil polissdmico. A
atividade proteolitica global mostrou-se elevada, assim como a atividade especifica mediada por cisteinopeptidases, mas
ndo por metalopeptidases, como quantificado por meio de ensaios in vitro. Foi demonstrada uma intensa marcagio de
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proteinas pelo via ubiquitina-proteassoma, no transfectante de SL. Além das abordagens bioquimicas, foi realizada uma
andlise de perfil de expressdo diferencial por hibrida¢do em microarranjos de oligonucleotideos. Tal metodologia revelou
68 genes diferencialmente expressos entre os transfectantes, envolvendo fun¢des moleculares relacionadas a tradug@o,
protedlise, ligag@o a proteinas e ligagdo a acidos nucléicos. Dentre esses genes, 15 foram avaliados por PCR em Tempo
Real resultando na validagdo da expressao diferencial de 13 transcritos. Os dados encontrados refor¢am o conceito de que
a atenuacio de viruléncia observada em Leishmania é, de fato, consequéncia de um conjunto complexo de mudangas em
diversos processos celulares, ao contrario de alteracdes pontuais. A anélise da modulagao diferencial de vias celulares no
transfectante pode direcionar novos estudos sobre expressdo génica e viruléncia nesses parasitos.

CARACTERIZAGCAO DO PAPEL DOS MASTOCITOS NO PROCESSO DE OSSEOINTEGRAGCAO
DE IMPLANTES |B ESTUDO in vitro DA INFLUENCIA DE NANOTOPOGRAFIA
DE SUPERFICIES DE TITANIO

William Marcatti Amaria Maximiano
Orientadora: Profa. Dra. Constance Oliver
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/05/2010

O desenvolvimento de superficies de biomateriais nanoestruturadas visa estimular a atividade celular e consequen-
temente promover a resposta tecidual que ocorre na interface tecido-implante. Diversos eventos celulares e extracelulares
estdo envolvidos no inicio do processo de osseointegracdo dos implantes de titanio. Sendo assim, o estudo da caracteri-
zacdo de diferentes tipos celulares em resposta a nanotopografia de superficies de titanio € importante para o desenvolvi-
mento racional de implantes dentdrios e ortopédicos. Os mastdcitos sdo células multifuncionais do tecido conjuntivo que
produzem uma gama de mediadores envolvidos nos processos de hipersensibilidade, de defesa contra parasitas e de
reparo dos tecidos. O objetivo deste estudo, portanto, foi investigar e caracterizar a influéncia da nanomodificacio de
superficie por tratamento quimico com H,SO,/H,0, em discos de titanio comercialmente puro na fisiologia de mastdcitos.
Os resultados mostram que a nanotopografia de superficies de titanio ndo alterou a adesdo inicial de mastdcitos, porém
promoveu a formagao de placas de adesdo e o espalhamento destas células, o que foi acompanhado pela reorganizagao do
citoesqueleto de actina e de microtibulos. Os dados mostram ainda que a nanotopografia de superficies de titdnio
estimulou a migragdo e a proliferacdo celular, mas ndo alterou a liberagdo de mediadores por estas células. Além disso, os
resultados mostram também que a nanotopografia de superficies de titinio comprometeu a adesdo, a proliferagdo e o
espalhamento de fibroblastos. Esses achados sugerem que a nanotopografia de superficies de titanio influencia seletiva-
mente o comportamento celular in vitro, o que indica que este tipo de superficie pode modular a resposta tecidual na
interface tecido-implante, representando uma estratégia vantajosa na produgao de superficies que estimulam o processo
de reparo que ocorre ao redor dos implantes de titanio.

CARACTERIZAGAO DA DISTRIBUIGAO SUBCELULAR E TECIDUAL DA PROTEINA KIAA0090 E
ESTUDOS DE SEU ENVOLVIMENTO EM CANCER E NA RESPOSTA A ESTRESSES

Roberto Augusto Silva Molina
Orientadora: Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/06/2010

O gene humano KTAA(0090 mapeia uma regido cromossdmica (1p36.13) com frequentes aberracdes em canceres
humanos e é superexpresso em muitos tipos de tumores. E um gene altamente complexo cujas sequéncias de cDNA
oriundas de bases de dados publicas ap6iam a existéncia de mais de 20 transcritos alternativos. Sua RefSeq prediz a
codificacio de uma proteina altamente conservada com 993aa, cujo ort6logo em S. cerevisae (ECM1) foi proposto recen-
temente atuar no enovelamento de protefnas transmembrana no reticulo endoplasmético (RE). O objetivo deste trabalho
foi adquirir conhecimento sobre a localizag@o e fungdo da proteina KIAA0090, em células e tecidos normais e tumorais,
bem como em c€lulas expostas a estresse. Geramos anticorpos policlonais (anti-K,) contra a metade C-terminal da proteina
€ comparamos seu padrao ao tratamento obtido com o anticorpo (anti-K ), previamente gerado contra a metade N-terminal.
A proteina endégena foi localizada primariamente no Golgi e na mitocdndria, dependendo se o anticorpo utilizado foi
contra a regido N- ou C-terminal, respectivamente. Observamos também, embora menos notdvel, uma marcagao sobreposta
com a rede do RE e na margem celular, e varidveis graus de marcag@o dentro do nicleo e associada a pequenas particulas
citoplasméticas. A andlise imunohistoquimica forneceu evidéncias que a KIAA0090 € ubiquamente epressa. O anti-K,
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marcou estruturas semelhantes a Golgi em todo tipo celular, predominando assim naquelas com Golgi mais visiveis, como
células secretérias. Observamos para a maioria dos tecidos uma marcagdo leve a moderada para o anti-K,, mas uma forte
marcacio foi encontrada em grupos restritos de células, como as células reticulares do timo, epitélio ductal das glandulas
da lingua e na lamina basal do epitélio escamoso na zona de transi¢ao esofago-gastrica. Em cortes histolégicos de
melanoma primério, observamos uma forte marcagao para o anti-K , principalmente em vasos e em células invasoras na
margem do tumor, enquanto o anti-K, mostrou um padrio sugestivo de infiltrado inflamatério e/ou células mesenquimais.
Em tecidos de cancer de mama, vimos uma forte marcacgio nas células de carcinoma ductal em comparacio ao epitélio
ductal normal para o anti-K,, ao passo que o anti-K , marcou fortemente vasos e células basais no epitélio de revestimento
glandular, tanto no tecido normal como no tumoral. Utilizando uma matriz com amostras teciduais de cancer de mama
obtidas de 96 pacientes, observamos uma marcacéo forte a moderada para o anti-K1 em 84% dos casos, enquanto 16% dos
casos ndo apresentaram marcacao. Notamos que o0s casos positivos para o anti-K1 estavam 100, 85 e 71% entre os casos
de grade 1, 2 e 3, respectivamente, sugerindo uma tendéncia de perda da KIAA0090 associada a progressao do cancer de
mama. Foi interessante notar que a brefeldina A e MG132 alteraram os niveis de RNAm da KIAA0090 e levaram a
redistribuicdo da proteina endégena. Outros tratamentos de estresse, incluindo tunicamicina, complexo de ruténio doador
de 6xido nitrico e etoposideo, também alteraram o padrao de distribuicao da proteina. Este estudo fornece evidéncias
preliminares que corroboram os resultados obtidos de estudos de expressdo génica em larga escala, fortalecendo os
indicios de que a KIAA0090 desenvolve um papel na homeostase celular e estd envolvida no cancer.

O GENE KIAA0090 E ATIVADO EM LESAO PRE-NEOPLASICA E SEU SILENCIAMENTO
POR SIRNA CAUSA MORTE CELULAR EM LINHAGEM DE MELANOMA

Rodrigo Ribeiro da Silva
Orientadora: Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/06/2010

O gene KIAA0090, encontrado em todos os genomas eucariotos, estd localizado em uma regido cromossdmica
(1p36.13) com alta frequéncia de aberragdes em tumors humanos. Além disso, os perfis de expressdo disponiveis em bancos
de dados publicos sugerem expressdo alterada deste gene em muitos tumores e em resposta a diferentes tratamentos. Os
objetivos deste trabalho foram investigar a possivel ocorréncia de multiplos transcritos do gene KIAA0090 em linhagens
celulares de melanoma humano; avaliar o padrao de expressao do gene em diferentes linhagens celulares e amostras de
tumores, por RT-PCR tempo-real; e analisar o efeito do knockdown deste gene sobre a viabilidade de células de melanoma.
O transcrito que observamos estar expresso em linhagem de células de melanoma parece corresponder a RefSeq completa.
Observamos aumento da expressio do gene KIAAO090 em todas as linhagens celulares de melanoma humano em compa-
ra¢do com melandcitos. Curiosamente, entretanto, observou-se expressdo significativamente maior em amostras de nevos
(média=11,02) em relacdo a melanoma primario (média = 2,87) ou metastatico (média=2,72) (p <0,01). Nao houve diferenca
significativa entre melanoma primario e metastatico. O tratamento de células de melanoma, com um inibidor da metilagdo do
DNA (5-Aza-2'-desoxicitidina) e/ou desacetilacio de histonas (tricostatina A) levou a um aumento da expressao KIAA0090,
sugerindo que eventos epigenéticos possam estar envolvidos na modulagdo da expressdo do gene KIAA0090. Nao houve
diferengas significativas nos niveis de expressdo do mRNA KIAA0090 entre substancia branca e glioblastoma, embora
tenhamos observado uma discreta reducdo na taxa de sobrevida associada com maiores niveis de mRNA KIAA0090 em
glioblastomas, em estudo envolvendo amostras de 28 pacientes. Interessante que esta observacao € compativel com dados
de estudos de expressdo génica em larga escala onde se constata uma correlagdo direta entre superexpressao de KIAA0090
e menor probabilidade de sobrevida em pacientes com glioblastoma (dados de 216 pacientes analisados - https://
cma.nci.nih.gov/cma-tcga/). Em 31 amostras de pacientes com leucemia linféide aguda ndo conseguimos encontra qualquer
relagdo entre a expressdo do gene KIAA0090 e idade do paciente, sexo, contagem de leucdcitos, risco, imunofenétipo e
resposta clinica do paciente. Knockdown do gene KIAA0090 induziu morte celular em linhagem de melanoma metastatico,
e esta parece ser uma morte celular por apoptose, ja que as células invidveis sio positivas para Anexina V. Os dados obtidos,
assim como os dados depositados em bancos de dados, confirmam alteracdo na expressiao do gene KIAA0090 durante a
progressao tumoral. Lesdes pré-neopldsicas como nevos ja apresentam alteracdo na expressdo do gene em estudo,
comparavel com o que ocorre para oncogenes como BRAF. Assim como para outras moléculas envolvidas nas vias UPR
e ERAD, knockdown do gene induz morte celular do tipo apoptética. Portanto o gene KIAAO090 parece ser muito
importante em ajudar a manter a capacidade tumorigénica das células em ambientes nio favoraveis.
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Bioquimica

PARTICIPAGCAO DO SISTEMA CALICREINAS-CININAS NA PROGRESSAO DE MELANOMA

Patricia Dillenburg Pilla
Orientador: Prof. Dr. Claudio Miguel Costa Neto
Tese de Doutorado apresentada em 28/04/2010

A incidéncia de casos de melanoma tem aumentado significativamente nos tltimos anos e esse aumento tem sido
correlacionado a uma maior exposi¢do da populagdo a radiacdo ultravioleta. O contexto de aumento de incidéncia e ainda
baixa eficacia terapéutica levaram a grandes esforcos na busca de novos alvos para terapias mais efetivas. Embora
classicamente relacionados com regulacio da pressdo arterial sistémica, os sistemas renina-angiotensina e calicreinas-
cininas vém sendo cada vez mais estudados com relacdo a atuacdo local, tendo importante contribuicdo em patologias
como epilepsias, obesidade e inflamag¢ao. Com relag@o ao cancer, alguns trabalhos relatam a diminui¢do de tamanho da
massa tumoral, diminui¢do de angiogénese e reducio de casos de metdstase apds tratamento com inibidores da ECA
(enzima conversora de angiotensina; cininase II), bloqueadores do receptor AT, de angiotensina e do receptor B2 de
cininas. Com relacdo ao receptor B1 existem poucos estudos, e estes estdo concentrados principalmente em tumores de
proéstata e de mama. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a participacao do sistema calicreinas-cininas, com
énfase no receptor B1, em diferentes etapas da progressdo tumoral de melanoma. Para isto, utilizamos a linhagem de
melanoma murino TmS3, a qual constatamos expressar constitutivamente o RNA mensageiro deste receptor, bem como da
enzima carboxipeptidase M (uma das enzimas responsaveis pela formacio dos agonistas deste receptor); e ndo expressar
0 RNA mensageiro do receptor B2 de cininas e nem dos receptores AT, e AT, do sistema renina-angiotensina. A funciona-
lidade do receptor foi avaliada por ensaios de sinalizagfo celular, tais como mobilizagio de célcio intracelular e fosforilacao
de ERK1/2. Nos ensaios in vivo, constatamos que o receptor B1 € expresso 4,5 vezes mais em estdgios avangados do que
em fases iniciais do tumor; e interessantemente o pré-tratamento de células Tm5 com o agonista do receptor B1 antes do
implante levou a uma queda de mais de 50% na incidéncia do aparecimento de tumores. No grupo de animais que
receberam as células pré-tratadas com o agonista observamos que 60% destes animais mantiveram-se livres de tumor por
150 dias ap6s inoculagao das células tumorais, enquanto que 100% dos animais que receberam as células ndo estimuladas
morreram até 40 dias apds a inoculac@o. Na busca pelos mecanismos que poderiam explicar tais fendmenos, realizamos
ensaios in vitro de motilidade celular, que mostraram uma diminui¢do de 50% na habilidade das células tumorais em migrar
apo6s estimulo com o agonista do receptor B1. Desta forma, nossos dados sugerem que, ao contrario do receptor B2, o
receptor B1 de cininas possui um papel protetor frete a progressdo de melanomas.

Clinica Cirurgica

EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL EM TUMORES HIPOFISARIOS NAO-SECRETORES

Beatriz Maria de Carvalho Paixao
Orientador: Prof. Dr. Hélio Rubens Machado
Tese de Doutorado apresentada em 19/04/2010

Introducao: Muitos dos mecanismos envolvidos na tumorigénese hipofisdria ainda ndo estio elucidados MicroRNAs
(miRNAs) sdo moléculas que possivelmente contribuem para o desenvolvimento e progressdo tumoral. A técnica de
analise em série da expressdo génica (SAGE) permite uma andlise em larga escala da expressdo génica. Objetivo: Gerar a
primeira biblioteca de cDNA para tumor hipofisario néo secretor (THNS); comparar o padrdo de expressdo génica diferen-
cial entre amostras de tecido hipofisdrio tumoral e normal; validar por PCR em tempo real (qQPCR) a expressado de alguns
genes potencialmente envolvidos na tumorigénese; analisar o padrdo de expressdo de um painel de miRNAs; validar
possiveis correlagdes entre miRNAs e seus genes alvo, associar o padrdo de expressdo génica com tamanho tumoral,
controle clinico ap6s cirurgia e imunohistoquimica nos THNS. Materiais e Métodos: Para confeccio das bibliotecas de
cDNA trés amostras de hipéfises normais e trés de tumor hipofisario ndo-secretor foram utilizadas. Os genes diferencial-
mente expressos foram validados por gPCR (Applied Biosystems) em 29 amostras de THNS e em 15 amostras de hipdfises
normais. A quantificagdo relativa do padrao de expressdo dos genes e miRNAs foi calculada pelos valores de 2-AACt.
Resultados: Apds as andlises de bioinformética, selecionamos 111 genes hipoexpressos e 145 genes hiperexpressos na
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biblioteca de THNS comparada a biblioteca de hip6fise normal. Observamos que ndo houve expressao do gene DLK1;
hipoexpressdo do gene EGR1 (-16.6-fold; p<0.0001) e a hiperexpressdo dos genes GSTP1 (4.8-fold; p=0.0009), NFkBIA
(3.1-fold; p=0.0004), e APP (2.8-fold; p=0.01) em THNS comparado as amostras controles normais. Obeservamos também
ando-expressdo de miR-21 e miR-145 e a hipoexpressao de miR-141 (-33.3-fold; p=0.002), miR-16 (-14.3-fold; p=0.76),
let-7a (-11.1-fold; p<0.0001), miR133a (-7.1-fold; p=0.001), miR-150 (-6.6-fold; p=0.0008), e miR-143 (-4.0-fold; p<0.0001) em
THNS comparado com as amostras de hip6fises normais. Houve associagdo entre maior tamanho tumoral e
imunohistoquimica positiva para os hormonios produzidos pela hipéfise anterior (p=0.02). Houve uma tendéncia de
associagdo entre imunopositiva e auséncia de controle clinico apés cirurgia transesfenoidal (p=0.07). Ndo encontramos
associagdo entre a expressao dos genes estudados CD74, EGR1, DLK1, NNAT, NFkBIA, e APP e o controle clinico e
achados na imunohistoquimica. Por outro lado, maiores expressdes de GSTP1 foram associadas com imunopositividade
para hormdnios da fhipéfise anterior (p=0.05). Nao encontramos associagdes entre a expressdo dos miRNAs let-7a, miR-
21, miR-133a miR-141 e miR-145 e tamanho tumoral ou imunohistoquimica. No entanto, a menor expressdo de miR-16 se
mostrou associada a tumores de tamanhos maiores (p=0.01). Pacientes que apresentaram baixa expressdo de miR-143
também apresentaram imunopositividade para os hormoénios produzidos pela hipéfise anterior (p=0.03). Obervamos uma
correlacdo entre a expressdo do gene APP e de miR-16 nas amostras de hip6fises normais (r=-0.68; p=0.004) e nos THNS
(r=-0.58; p=0.001). Conclusoes: O presente estudo demonstra, pela primeira vez, a confec¢cdo de uma biblioteca de SAGE
para THNS. Confirmamos a associagdo entre miR-16/ APP e miR150/GSTP1, sugerindo um papel destes miRNAs na
modulagdo da expressdo destes genes. Em nossos estudos, confirmamos que a menor expressdo de DLK1 e MEG3 e a
hiperexpressdo de GSTP1 sdo importantes eventos na patogénese dos THNSs. Nossos estudos também mostram que a
hiperexpressdo de GSTP1 e a hipoexpressdo de miR-143 parecem estar envolvidas na patogénese de um subgrupo de
THNS que apresentam imunopositividade para os hormdnios produzidos pela hipéfise anterior, os quais se apresentam
com diametros maiores e pior progndstico apos cirurgia transesfenoidal. Nosso trabalho também sugere que miR-16 possa
estar envolvido no controle do tamanho tumoral. Assim, nosso estudo contribuiu para elucidar a patogénese molecular em
THNS, um grupo heterogéneo de tumors hipofisarios, auxiliando na compreensao dos processos de citodiferenciagido
destes tumores e possibilitando, no futuro, uma melhor caracterizag¢ao da classificacio de seus diferentes subtipos.

VALIACAO E MENSURACAO DA DOR LOMBAR POS-TECNICA
ANALGESICA VIA PERIDURAL: UM ENFOQUE EXPERIMENTAL

Orlando Carlos Gomes Colhado
Orientadora: Profa. Dra. Fatima Aparecida Emm Faleiros Sousa
Tese de Doutorado apresentada em 20/04/2010

A dor lombar é uma das maiores causas de morbidade, por ser incapacitante e somente superada pelas cefaléias.
Aproximadamente, 80% das pessoas em algum estigio de suas vidas sofrerdo de dor lombar. Os objetivos deste estudo
foram validar a mensuracio da dor lombar baixa, utilizando o método estimacao de categorias, estimagdo de magnitudes e
emparelhamento intermodal com a modalidade de resposta comprimento de linhas, identificar a escala de maior eficacia e
descrever a dor lombar pds-técnica anestésica peridural. Para atingir os objetivos, foram realizados quatro experimentos,
cada um com diferentes testes psicofisicos. Experimento 1- Tarefa de determinacgio de limiares de dor; Experimento 2-
Comparagao entre os métodos psicofisicos escalares de estimacdo de categorias e estimacdo de magnitudes; Experimento
3- Validag@o psicofisica da escala de razdo de percepgao da dor lombar por meio do método de emparelhamento intermodal;
Experimento 4- Descri¢do da dor lombar. Os estudos foram realizados em sessenta participantes que apresentavam dor
lombar baixa secundaria 4 hérnia de disco lombar, nos niveis L3-1.4(4), L3-L4 e L4-L5(6), L4-1.5(52), L4-L5 e L5-S1(12), L5-
S1(46), divididos em dois grupos. O primeiro grupo recebeu soluc¢io de anestésico local mais corticéide e o segundo grupo
recebeu solucdo salina 0.9% mais corticéide pela via bloqueio peridural lombar. A dor foi avaliada antes do bloqueio e 30
minutos, 6, 12 e 24 horas apds o bloqueio. As escalas de magnitude e comprimento de linhas foram avaliadas em todos os
tempos e ndo apresentaram diferenca significativa, apenas entre os tempos de 12 e 24 horas ap6s o primeiro bloqueio. O
grupo que recebeu solugdo de anestésico local mais corticéide apresentou um alivio mais rapido (30 minutos) que o grupo
que recebeu solugdo salina 0.9% mais corticéide, devido 4 agdo da levobupivacaina, promovendo bloqueio sensitivo dos
nervos banhados pela solug@o. Os célculos para as fun¢des de expoente para todas as avaliacdes variaram de 0,87 a 1,00,
sendo que os expoentes obtidos nos diferentes momentos foram préximos do predito por Stevens (1,00). Segundo Stevens
(1975), a comprovacio da equivaléncia entre o expoente obtido e o predito, envolvendo diretamente sensa¢des entre duas
modalidades, constitui-se em forte evidéncia da validade por meio do método de emparelhamento intermodal. Concluiu-se
que o manejo da dor no grupo do soro fisioldgico apresentou dor média inferior no momento da alta e escala psicofisica é
valida. Foi realizado o teste de correlagdo de Kendall que mostrou correlagio significativa entre as escalas de magnitude
e comprimento de linhas. Evidenciou-se que a escala psicofisica € valida e consistente.
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OPERACAO DE BLALOCK-TAUSSIG: EXPERIENQIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS
DE RIBEIRAO PRETO EM UM PERIODO DE 14 ANOS

Viviane Assun¢io Guimaries
Orientador: Prof. Dr. Walter Villela de Andrade Vicente
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/05/2010

Nas criancas com cardiopatia congénita e hipofluxo pulmonar, a anastomose-sistémico-pulmonar representa impor-
tante op¢do paliativa. O objetivo foi analisar os resultados das anastomoses sist€émico-pulmonar realizadas no Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto de 1995 a 2008 para assegurar tempo de acompanhamento pds-operatério de pelo menos 1
ano e identificar os fatores de risco de mortalidade hospitalar. O estudo foi retrospectivo e incluiram dados clinicos e
cirtirgicos no pré, intra e pds-operatdrio. Foram excluidos os casos em que a operacao de Blalock-Taussig foi complemento
a uma reconstrucdo cirdrgica de grande porte, como a operacdo de Norwood e a de Damus Stansel Kaye, naqueles
submetidos a derivagdo sist€émico-pulmonar prévia em outros servigos e operacdes feitas em carater de salvamento por
insucesso de cirurgia corretiva da cardiopatia. Foram estudados 139 pacientes submetidos a 169 operagdes. Houve
predominancia do acesso por toracotomia (grupo T) (63,9%) em relacdo a esternotomia (grupo E). Entretanto, a propor¢ao
de neonatos foi maior no grupo E (n=35; 79,6%) em relagcdo ao grupo T (n=44; 56,4%) (p=0,01). Na comparagdo dos
neonatos quanto ao tipo de acesso cirtrgico, houve maior niimero de cirurgias realizadas em cardter de urgéncia (p<0,01)
e maior tempo de acompanhamento pds-operatério (p<0,01) no grupo T. Por outro lado, tempo cirtdrgico (p<0,01), fecha-
mento cirdrgico do canal arterial (PCA) (p<0,01), uso de circulagio extracorpérea (CEC) (p<0,01), transfusio intra-operato-
ria (p<0,01) e pds-operatéria (p<0,01), uso de drogas vasoativas (p<0,01), terapia diurética (p<0,01) e tempo de ventilacdo
mecanica (VM) p6s-operatorio (PO) (p=0,05) foram estatisticamente superiores no grupo E. Em relagdo ao insucesso
cirdrgico, ou seja, necessidade de reoperagdo e/ou 6bito previamente ao reparo completo, houve maior propor¢ao de 6bito
hospitalar nos neonatos do grupo esternotomia (p<0,01). A taxa de cardiopatias do AP com SIV integro foi estatisticamente
maior no segundo periodo (2002-2008) (p=0,01), além de maior proporg¢do de shunts centrais (p<0,01), de fechamento
cirdrgico do PCA (p<0,01), de operagdes no periodo neonatal (p=0,02), com uso de CEC (p<0,01) e de heparina pos-
operatoria (p<0,01), por outro lado, menor diametro do enxerto (p<0,01) foi utilizado nesse periodo em rela¢do ao primeiro
periodo (1995-2001). As causas mais prevalentes de 6bito hospitalar foram infecciosa no primeiro periodo, e choque
cardiogénico no segundo. Nao houve alteracdo nos indices de insucesso cirtrgico entre os periodos. Idade neonatal
(p=0,03), baixo peso na operacao (p=0,04), acesso por esternotomia (p=0,0004), uso de CEC (p=0,001) e tempo de VM
prolongado (p=0,006) foram identificados como fatores de risco isolados de mortalidade hospitalar. Apenas tempo de
ventilagdo mecanica prolongado (p=0,048) mostrou-se fator de risco independente desse desfecho. Por outro lado, acesso
por esternotomia (p=0,006) e falha precoce da anastomose (p=0,001) revelaram-se fatores preditivos de tempo de VM
prolongado. Conclui-se que o tempo de VM PO prolongado ¢ fator de risco independente de mortalidade hospitalar aps
arealizacdo da derivagdo sistémico-pulmonar e, 0 acesso cirdrgico por esternotomia mediana e a falha precoce da anastomose
sdo fatores preditivos de VM invasiva prolongada no pds-operatdrio.

ANALISE CLINICA E URODINAMICA DE PACIENTES COM INCONTINENCIA URINARIA
DE ESFORGCO E INCONTINENCIA URINARIA DE URGENCIA

Ana Paula Barbério Bogdan
Orientador: Prof. Dr. Haylton Jorge Suaid
Tese de Doutorado apresentada em 21/05/2010

Introducao: A Incontinéncia Urinaria € duas vezes mais frequente na populac@o feminina, devendo ser demonstra-
da objetivamente e, para tanto, necessita de avaliacdo diagndstica criteriosa e apresenta como consequéncia problema
social e higiénico. Para manter a continéncia e necessario que haja integridade e interacio entre diversos sistemas e
estruturas que incluem bexiga, uretra e assoalho pélvico. Objetivos: Correlacionar dados clinicos e exames complementa-
res comparando pacientes com incontinéncia urindria de esforco (IUE) e hiperatividade detrusora (HD). Pacientes e
Métodos: Foram estudadas 40 pacientes do sexo feminino com idade variando entre 25 e 65 anos com queixas de inconti-
néncia urindria. Foi aplicado o questiondrio V8§ e realizados exame fisico, teste da ponte liquida, estudo urodinamico (fluxo,
atividade detrusora, pressdo abdominal de perda urinaria e pressao de miccao), perfil de pressdo uretral (pressdo uretral,
comprimento uretral), determinacio da area do perfil e da resisténcia uretral. As pacientes foram separadas em dois grupos
de acordo com o diagndstico urodinamico. O Grupo I foi formado por pacientes com IUE e grupo II por pacientes com
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Hiperatividade Detrusora. Os dados foram tabelados e comparados. Foram excluidas do estudo as pacientes que tiveram
diagnéstico urodindmico de inontinéncia mista. Resultados: Incontinéncia de esforgo foi diagnosticada em 25 pacientes
(62,5%), onde 5 (12,5%) apresentaram hiperatividade detrusora associada e foram excluidas do estudo. Em outras 15
pacientes (37,5%) foi diagnosticada Hiperatividade Detrusora pura. O V8 foi significativamente superior no grupo II
(p=0,008). Pacientes do Grupo I tiveram percentual de positividade no Teste da ponte Liquida significativamente superior
ao grupo II (p =0,001). O fluxo méximo, a pressao uretral, area do perfil, resisténcia uretral, comprimento uretral e pressao
de micgdo nao tiveram diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos. Houve correlacio estatisticamente
significativa entre a pressao uretral e a area do perfil, onde quanto maior a pressdo uretral, maior a area do perfil (p = 0,006)
€ 0 ponto maximo encontrado para pressdo uretral foi de 70 cm H,O, com 66,7% de sensibilidade e 65% de especificidade
para o grupo II. Percentual-mente encontrou-se diferenga entre os grupos quando as variaveis foram correlacionadas. No
grupo I, 76% das pacientes com Ponte Liquida positiva tiveram pressdes abdominais de perda urindria, menores que 90 cm
H,O e 84% tiveram pressdes abdominais de perda urindria, menores que 60 cm H,O. No grupo II, 20% das pacientes
apresentaram Ponte Liquida positiva (20%) e 66% tiveram pressdo uretral acima de 36 cm H,0. No grupo I, 70% das
pacientes tiveram drea maior que 100 mm? e dessas 66% tinham pressdes de perda maior que 90 cm H,0O. No grupo I, 50%
das pacientes que tinham pressdo de mic¢ao maxima maior que 20 cm H,O, apresentavam drea do perfil maior que 100 mm?,
diferente do grupo II, onde 73% das pacientes que tinham pressdo de mic¢@o maior que 20, apresentaram area maior que
100 mm?. No grupo I1 80% das pacientes apresentaram pressido de mic¢ao acima de 20 cm H,O. Conclusdes: O questiondrio
V8 mostrou-se fidedigno na avaliagdo de pacientes do grupo II. O Teste da Ponte Liquida pode ser usado como método
diagnéstico diferencial entre esses dois grupos e mostrou-se um teste preditivo para estimativa das pressoes de perda
urindria. Pacientes do grupo II apresentaram maiores valores de pressdo de mic¢@o e uretral mdxima do que o grupo 1. As
medidas de resisténcia uretral, pressdo uretral maxima e area do perfil de pressio uretral, isoladamente, ndo auxiliam no
diagndstico dos tipos de incontinéncia urindaria.

UTILIZACAO DE UMA MEMBRANA DERIVADA DO LA'!'EX NATURAL (hevea brasiliensis)
NA REGENERACAO DO NERVO CIATICO DE RATO

Marcos Vinicius Muniz Ganga
Orientadora: Profa. Dra. Luiza da Silva Lopes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/05/2010

Lesoes de nervos periféricos sao frequentes na pratica médica e, embora a utilizacdo de auto-enxertos continue
sendo o padrdo "ouro" para o reparo das lesdes com distanciamento entre os cotos proximal e distal, técnicas alternativas
tém sido propostas para evitar complicacdes ao sitio doador e acelerar o processo de regeneragdo nervosa. Uma membrana
produzida a partir de um latex natural,foi utilizada com sucesso tanto experimentalmente (arterioplastias, neoformagio de
esofago, reconstitui¢do da conjuntiva ocular), quanto clinicamente (miringoplastias, tratamento de tlceras cutineas),
demonstrando potencial angiogénico e indutor de neoformacio tecidual. O propésito deste trabalho foi de avaliar a
capacidade da membrana de latex natural em acelerar e melhorar a qualidade da regenerag@o do nervo cidtico seccionados
de ratos. Foram utilizados 40 ratos machos de linhagem Wistar, com peso de 250g (£ 20g), clinicamente sadios distribuidos
em 4 grupos experimentais igual nimero cada um (n=10), anestesiados e operados com auto-enxerto, e com interposi¢ao de
um tubo confeccionado com uma membrana derivada do latex natural (Hevea brasilienses) de acordo com o grupo experi-
mental 4 e 8 semanas submetidos a Avalia¢do da fungdo neuroldgica, avaliacdo da marcha por impressao das pegadas e
avaliag@o por eletroneuromiografia. Ao final dos tempos experimentais (4 ou 8 semanas), os animais de cada grupo foram
mortos, por uma dose excessiva de anestésico e dessangramento. Ao final dos tempos experimentais, os animais de cada
grupo foram mortos, por uma dose excessiva de anestésico e dessangramento o nervo ciatico, o tubo e os musculos tibial
anterior e gastrocnémio foram retirados, processados para inclusdo orientada em parafina, secgio transversal de suas
fibras e observagao sob microscopia de luz para analise morfolégica e morfométrica, avaliando-se o padrao de regeneragio
nervosa induzido pela membrana de ltex, quando comparado com o enxerto do nervo autélogo. Para comprovar que os
ratos operados com Latex se recuperam mais rapidamente que os operados com nervo autélogo foi utilizado o Teste T. Com
base no teste t* a um nivel de significancia estipulado de 98% (Erro I = 2%), e nas tabelas com as médias das amostras dos
2 grupos comprovou-se que os ratos operados com Latex possuiam melhor taxa de recuperag@o que os operados com o
nervo autélogo, dadas maiores taxas de utiliza¢ao da pata operada. Na morfologia o grupo em que se utilizou a membrana
também obteve maior regeneragdo do nervo cidtico operado. Concluiu-se que a capacidade de regeneracdo da membrana
de l4tex € maior que o auto-enxerto do nervo ciatico de ratos.
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APLICABILIDADE DA ESPECTROSCOPIA DE FLUOR!ESCENCIA INDUZIDA POR LASER
NA AVALIACAO DE ENXERTOS HEPATICOS HUMANOS

Rodrigo Borges dos Reis
Orientador: Prof. Dr. Orlando de Castro e Silva Junior
Tese de Doutorado apresentada em 21/05/2010

A avaliagdo da funcio do enxerto nas varias etapas do transplante é importante, particularmente no momento da
captagdo, quando a decisao deve ser feita rapidamente na utilizacido do 6rgao. A espectroscopia de autofluorescéncia é
uma técnica nao invasiva utilizada para monitorar as condi¢des metabélicas do figado durante a realizagio do transplante,
na avaliagdo inicial no doador, na isquemia fria durante o transporte e na reperfuso e reoxigenagao no receptor. Resulta-
dos sdo apresentados em 31 transplantes desde a captagdo até o implante. O espectro de fluorescéncia induzida pelo laser
na excita¢@o de 532 nm foi investigada antes da perfusdo fria ( autofluorescéncia), apds a perfusio fria, no back-table, e
ap6s 5 minutos e 1 hora apds a reperfusdo. Os resultados mostraram que a andlise da fluorescéncia apresentou sensibili-
dade para detectar as mudancas no 6rgdo durante todo o procedimento do transplante. A espectroscopia de
autofluorescéncia tem o potencial de fornecer informagdes sobre o enxerto em tempo real, sendo uma técnica nao invasiva
para monitorar a fungio do enxerto hepatico. Essas informacdes podem ser potencialmente valiosas nas decisdes cirurgi-
cas e no sucesso do transplante.

ESTUDO ULTRAESTRUTURAL DO NERVO OPTICO DE RATOS Wistar
APOS RECUPERACAO DA ANEMIA FERROPRIVA

Aline Santos de Maman
Orientador: Prof. Dr. Jodo José Lachat
Tese de Doutorado apresentada em 25/05/2010

Deficiéncia em ferro € um grande problema nutricional, atingindo em torno de 3 a 5 bilhdes de pessoas. Um
suprimento adequado de ferro é essencial para o desenvolvimento normal do sistema nervoso central, pois o ferro é um
componente importante para a sintese de mielina. No presente trabalho, os efeitos da reposicao do ferro, administrada
desde o desmame no 22° dia pds-natal até o 32° dia pdésnatal, foram avaliados sobre o padrdo de mielinizag¢do do nervo
optico de ratos alimentados com uma dieta deficiente em ferro durante todo o periodo de lactagdo. Os animais foram
divididos em trés grupos: Controle, Anémico e Recuperado. No grupo controle as ratas-méae receberam uma dieta com
35mg de ferro/Kg durante todo o periodo de amamentacio e seus filhotes receberam a mesma dieta apds o desmame. As
rata-mae dos grupos anémico e recuperado receberam uma dieta com 4mg de ferro/Kg durante a amamentagdo, mas apos
o desmame, os filhotes do grupo anémico permaneceram com uma ragao deficiente em ferro (4mg de ferro/Kg) e os filhotes
do grupo recuperado passaram a receber uma racao rica em ferro (35mg de ferro/Kg), até o 32° dia pés-natal, quando o
sangue foi colhido para avaliacdo dos seguintes parametros: concentra¢do de hemoglobina e porcentagem de hematdcri-
to. Ainda nesse dia, os animais de cada grupo foram profundamente anestesiados e perfundidos por via transcardiaca com
uma solucéo de salina tamponada, seguida por uma mistura fixadora de paraformaldeido a 2% e glutaraldeido a 1% diluidos
em tampao fosfato. Posteriormente, os nervos épticos foram dissecados, refixados em tetréxido de 6smio, desidratados e
incluidos em araldite®. Cortes transversais ultrafinos do nervo dptico foram obtidos para andlise em microscopia eletro-
nica. Eletronmicrografias foram obtidas e digitalizadas para realizag¢do de estudos qualitativos e quantitativos. O nivel
sérico de ferro nos ratos anémicos foi menor que nos grupos controle e recuperado. A andlise qualitativa dos nervos
opticos de animais anémicos e recuperados mostrou acentuada lesao da bainha de mielina com separacio de suas lamelas,
quando comparados ao grupo controle. O nervo éptico do grupo anémico apresentou reducdo da densidade de fibras
mielinicas, em comparagao ao grupo controle. A razio entre os axdnios grandes e pequenos das fibras mielinicas do nervo
optico no dia pés-natal (DPN) 32 evidenciou que os axdnios do grupo controle apresentam maiores valores de drea da
mielina, drea do axdnio e area total da fibra, em comparagdo aos grupos anémico e recuperado. O grupo controle mostrou
também maior espessura da bainha de mielina, quando comparado aos grupos anémico e recuperado. Além disso, os
resultados desta investiga¢ao concluem que o ferro € necessario para a manutengao da ultraestrutura do nervo 6ptico e, que
as lesdes morfoldgicas causadas pela deficiéncia em ferro nio sao facilmente revertidas pela reposicio do ferro na dieta.
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EFEITO DA OXIGENOTERAPIA HIPERBARICA NA LESAO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO
DO INTESTINO DELGADO. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Rosemary Aparecida Furlan Daniel
Orientador: Prof. Dr. Omar Feres
Tese de Doutorado apresentada em 25/05/2010

A isquemia intestinal é uma condi¢@o clinica que aparece quando o fluxo sanguineo do territério mesentérico é
insuficiente para satisfazer as necessidades do intestino. A reperfusdo, embora necessaria para reverter o estado isquémico,
piora as lesdes ja presentes no periodo de isquemia. A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) € o emprego cientifico do oxigénio
puro (100%) sob pressdes elevadas para o tratamento de doencas. Quando sdo realizadas menos de 5 sessdes, deve-se
utilizar o termo aplicacio de oxigénio hiperbarico (O2HB). Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do oxigénio
hiperbarico na lesdo de isquemia e reperfusdo do intestino delgado. Foram selecionados 30 ratos (Wistar) distribuidos em
5 grupos: A- controle, B- isquemia e reperfusdo sem O2HB, C- O2HB durante a reperfusio, D- O2HB pré-isquemia , E- O2HB
realizada na préisquemia e durante a reperfuso. A lesio de isquemia foi realizada com a ligadura da artéria mesentérica
superior por 1 hora e o tempo de reperfusdo foi considerado de 3 horas. As varidveis estudadas foram: bioquimico- Methyl
Thiazolyl Blue (MTT), Malondialdeido (MDA); histol6gicohematoxilina- eosina (HE); imunohistoquimico- Caspase- 3,
CD34*, VEGF. Os dados foram analisados com o programa estatistico GraphPad Prism 5 e aplicado o teste Kolmgorov-
Sminov, valor de p < 0,05. Foram encontrados os seguintes resultados: Macroscopicamente as al¢as intestinais do Grupo E
apresentavam melhor coloragdo e viabilidade. Bioquimico: MTT- melhores resultados quando a O2HB foi realizada na pré-
isquemia, MDA-grupo E apresentou o melhor resultado. Histol6gico: HE-utilizando a classificagdo de Chiu, o Grupo E
apresentou menos lesdes; Imunohistoquimico: Caspase-3 - os menores niveis foram encontrados no Grupo E; CD34* - a
contagem de células marcadas foi maior no Grupo E; VEGF - o Grupo E apresentou os melhores resultados. Conclui-se que
a oxigenoterapia hiperbarica diminui os efeitos da lesao de isquemia e reperfusdo do intestino delgado.

SAFENAS MAGNAS HUMANAS: AVALIACAO MOBFOLOGICA, II\I[UNO-HISTOQUI'MICA E
BIOQUIMICA, IMUNO-HISTOQUIMICA E BIOQUIMICA

Marcelo Bellini Dalio
Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Barbosa Evora
Tese de Doutorado apresentada em 27/05/2010

Contexto: A faléncia precoce dos enxertos com veia safena magna humana é um problema clinico relevante. Estima-
se que de 15 a 25% dos enxertos periféricos e 10 a 30% dos enxertos corondrios ocluem com 5 anos da implantag¢do no
sistema arterial. A exposicdo da veia safena magna as for¢as mecanicas causa alteracdes morfolégicas e funcionais que
podem ser o gatilho para o processo de faléncia precoce dos enxertos. Estudo recente neste laboratério, mostrou que a
distensdo in vitro de veias safenas humanas distais com pressoes de 300 mmHg provocou alteragdes morfoldgicas e
diminui¢ao da expressdo imuno-histoquimica da 6xido nitrico sintase, sem causar altera¢des na dosagem de nitrito/nitrato.
A motivagdo do presente estudo foi dar continuidade a esta linha de pesquisa, com a realizagdo da distensdo com fluxo
(perfusdo ex vivo) em veias safenas magnas humanas. Objetivos: O objetivo deste estudo foi verificar se segmentos de
veia safena magna humana quando submetidos a perfus@o ex vivo ndo pulsatil com pressdes crescentes, por periodo de
trés horas, apresentam alteracdes morfoldgicas; alteracdes na expressdo imuno-histoquimica das isoformas da 6xido
nitrico sintase; alteragcdes na dosagem tecidual de nitrito/nitrato e; alteracdes nos produtos do estresse oxidativo. Mate-
riais e métodos: Segmentos intactos de veia safena magna foram obtidos de 30 pacientes submetidos a cirurgia eletiva de
revascularizag¢do do miocardio. Os segmentos foram submetidos a perfusdo ex vivo ndo pulsatil em um sistema experimen-
tal. A perfusdo foi realizada com solucdo de Krebs oxigenada por trés horas, com fluxo de 100 ml/min e pressdes de 50, 100,
200 e 300 mmHg, definindo quatro grupos (n=6). Seis segmentos foram utilizados como controle, sem realiza¢do da
perfus@o (pressdo 0 mmHg). Apos a perfusdo, os segmentos venosos foram submetidos a: 1) analise morfoldgica da
parede venosa com microscopia Optica e eletronica de transmissdo, com quantifica¢do das alteragdes, cdlculo da area do
ldmen e da porcentagem do perimetro luminal coberta por endotélio; 2) andlise da expressdo imuno-histoquimica das
isoformas da 6xido nitrico sintase; 3) andlise imuno-histoquimica do CD34; 4) dosagem tecidual de nitrito/nitrato; 5)
andlise dos produtos do estresse oxidativo, por meio da expressdo imunohistoquimica da nitrotirosina e da dosagem dos
niveis teciduais de malondialdeido. Resultados: 1) A microscopia Optica mostrou dreas de desnudamento endotelial,
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formacgio de processos endoteliais salientes e presencga de fendas na luz, que foram mais frequentes nos grupos perfundidos
com 200 e 300 mmHg. A 4rea do ltimen foi significativamente maior no grupo perfundido com 300 mmHg. A porcentagem do
perimetro luminal coberta por endotélio diminuiu conforme se aumentou as pressdes de perfusio, sendo a diferenca
significativa comparando os grupos com pressoes de perfusdo de 0, 50 e 100 com os de 200 e 300 mmHg. A microscopia
eletronica de transmissdo nao mostrou alteragdes nos grupos perfundidos com 0, 50 e 100 mmHg. Nos grupos perfundidos
com 200 e 300 mmHg, o endotélio apresentou proje¢des, pleiomorfismo celular e vacuolos citoplasméticos. Na tinica
média das veias destes grupos, foi observado formato irregular da membrana celular, heterocromatina e nucléolo amplo e
vactolos citoplasmaticos. 2) Observou-se expressdo imuno-histoquimica das trés isoformas da 6xido nitrico sintase em
todas as tinicas das veias, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos. 3) A expressdao do CD34 foi observada
também nas trés tinicas com predominio na intima, sem diferenc¢a entre os grupos. 4) Os niveis teciduais de nitrito/nitrato
ndo aprentaram diferenca significativa entre as diferentes pressoes de perfusdo. 5) Ndo houve expressao imuno-histoquimica
de nitrotirosina e a dosagem tecidual de malondialdeido ndo apresentou diferencas entre os grupos. Conclusiao: A perfu-
sdo ex vivo com fluxo ndo pulsatil por trés horas causou alteragdes morfoldgicas na veia safena humana, que niao foram
acompanhadas de altera¢des imuno-histoquimicas e bioquimicas. Mesmo com lesdo mecanica nas tinicas intima e média,
a veia safena manteve a capacidade de expressar a 6xido nitrico sintase e liberar 6xido nitrico.

ANALISE ULTRAESTRUTURAL DOS EFEITOS DA DESNUTRICAO PROTEICA NA
COMISSURA ANTERIOR DO RATO WISTAR

Patricia Aparecida Pereira Pacagnella
Orientador: Prof. Dr. Jodo José Lachat
Tese de Doutorado apresentada em 27/05/2010

A desnutricdo é definida como falta ou insuficiéncia de nutri¢do, causada por desequilibrio entre a necessidade do
corpo e a ingestdo de nutrientes essenciais. O objetivo desse estudo foi analisar, através de métodos morfolégicos ao
nivel de microscopia eletronica de transmissao, os possiveis efeitos da desnutric@o protéica na comissura anterior de ratos
albinos, variedade Wistar ao longo do desenvolvimento pds-natal. Para isso os animais foram divididos em trés grupos:
controle, nutrido e desnutrido. O grupo controle recebeu dieta comercial com 22% de proteina; o grupo nutrido, dieta
balanceada com 16% de proteina; e o grupo desnutrido, dieta com 6% de proteina. Apds 21, 28, 36, 50 e 120 dias de idade,
seis animais de cada grupo experimental foram anestesiados com emanacdes de éter sulfiirico e perfundidos por via
transcardiaca com uma solugdo de PBS a 0,05M (salina tampao fosfato), seguida por uma mistura fixadora composta de
paraformaldeido 2% e glutaraldeido 1%, dissolvidos em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3. Apds a perfusdo, os animais foram
decapitados, o encéfalo removido e colocado na mesma mistura fixadora por aproximadamente 12 horas (overnight). Os
encéfalos foram divididos em duas metades. A metade direita foi utilizada para dissecaco e coleta da comissura anterior.
As amostras da comissura anterior foram refixadas em solucéo de tetroxido de 6smio 1% e processadas para a inclusdo em
araldite® 502. A seguir, foram obtidos cortes semifinos com 0,5im de espessura, montados em laminas histolégicas,
corados com azul de toluidina 1% e observados ao nivel de microscopia de luz para a sele¢do das areas a serem preparadas
para o estudo através de microscopia eletronica de transmissao. Foram obtidos cortes ultrafinos com 60nm de espessura,
montados em grades de cobre de 200 mesh, contrastados com acetado de uranila e citrato de chumbo, e entdo, analisados
e eletronmicrografados ao microscopio eletrdnico de transmissdo. A andlise dos parametros ponderais mostrou que as
ratas-mde desnutridas apresentaram diminui¢do do peso corporal durante o periodo de lactagdo, e consequentemente
consumiram menor quantidade de rag¢do, quando comparadas com as ratas-mae controle e nutridas. Os animais desnutri-
dos apresentaram peso corporal estatisticamente menor tanto no periodo de lactagdo como no periodo pdslactacio,
quando comparados com os animais controle e nutridos. Os animais desnutridos também apresentaram peso encefalico
estatisticamente menor do que os animais controle e nutridos. Na analise morfolégica ultraestrutural da comissura anterior,
ao nivel de microscopia eletronica de transmissao, foram observadas células gliais, predominantemente oligodendrécitos
e astrécitos, vasos sanguineos, fibras nervosas mielinicas e fibras nervosas amielinicas. A desnutri¢do provocou mudan-
cas estruturais na comissura anterior, como desorganizacao estrutural e desintegracido da bainha de mielina das fibras
nervosas, formagao de vactiolos e atraso na mielinizacdo. Os animais controle e nutridos, aos de 120 dias de idade,
apresentaram lesdes de fibras nervosas, compativeis com o processo de envelhecimento.
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AVALIACAO DA SINDROME DA APNEIA/HIPOPNEIA OBSTRUTIVA DO SONO
ANTES E APOS CIRURGIA BARIATRICA

Melina Machado Viegas Silva
Orientador: Prof. Dr. Reginaldo Ceneviva
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 01/06/2010

A obesidade € doenca grave e um importante problema de satde publica pela sua prevaléncia alta e crescente. Tem
caracteristicas epidémicas e € o principal fator de risco para sindrome da apneia/hipopneia obstrutiva do sono (SAHOS).
Poucos estudos avaliaram a correlagdo entre reducdo de peso ou indice de massa corporal e dados obtidos na
polissonografia, considerando-se porcentagem da perda de peso ao invés do tempo decorrido apds a cirurgia. O presente
estudo objetivou-se avaliar a evolu¢do da SAHOS ap6s cirurgia baridtrica nos momentos de perda de 10%, 20% e 30% do
peso e correlacionar a evolucdo da gravidade da SAHOS com o IMC, a circunferéncia do pescogo, a circunferéncia
abdominal e a sonoléncia diurna de 20 pacientes com obesidade grau III, 12 mulheres antes, e 8 pacientes, metade do sexo
masculino, apés a cirurgia. Os parametros utilizados foram a avaliagdo antropométrica, a avaliacéo subjetiva do ronco e da
sonoléncia excessiva diurna, a polissonografia e a gasometria arterial. Para analise estatistica foram utilizados modelos
lineares de efeitos mistos e o coeficiente de correlagdo de Spearman, para medir o grau de correlagdo. Todos os pacientes
apresentaram resultados significativos na perda ponderal e na redu¢do do IMC, da circunferéncia do pescogo e do
abdome nos trés periodos apds a cirurgia. Antes da cirurgia todos os pacientes eram roncadores e hipersonolentos, e com
perda de 30% do peso o ronco foi solucionado e a sonoléncia diurna melhorada. A polissonografia revelou que 82% dos
pacientes avaliados tinham indice de distirbio respiratério (IDR) > 5. Houve queda significativa do IDR entre o pré e a
perda de 30% no pés-operatério. Houve aumento significativo das médias do nimero total de despertares dos pacientes
apos cirurgia. A média da saturac@o de oxigénio, avaliada pela gasometria, foi de 94,84% =+ 2,02 antes da operacéo e de
95,45% =+ 1,26 na perda de peso de 30% e em nenhum tempo houve satura¢do média menor que 90% e hipercapnia. Houve
correlagdo positiva entre o IDR e o IMC, a circunferéncia do pescogo e a circunferéncia do abdome apenas com perda de
20% e nao houve correlagio do IDR e sonoléncia em qualquer tempo. Conclui-se que antes da cirurgia baridtrica a maioria
dos pacientes apresenta sono ineficiente, sonoléncia excessiva diurna e ronco. O sono, a sonoléncia excessiva diurna, o
ronco e o IDR melhoram apds a operagdo, embora a SAHOS nio tenha sido solucionada em todos os pacientes. A redugdo
do IDR relacionada a perda progressiva do peso corporal sugere que redugdes maiores do peso possam levar a resultados
melhores no tratamento da SAHOS. Embora nio tenha havido correlacdo entre o IDR com IMC, circunferéncia do pescogo,
circunferéncia do abdome e sonoléncia diurna em todos os tempos ap0s a cirurgia, houve melhora dessas variaveis no
pos-operatério. A cirurgia baridtrica pela técnica de Fobi-Capella ¢ uma boa op¢ao para tratamento da SAHOS em pacien-
tes obesos morbidos.

EFEITO DA OXIGENOTERAPIA HIPERBARICA NA CARCINOGENESE COLORRETAL INDUZIDA
PELA 1,2-DIMETILHIDRAZINA. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Emanuel Gois Junior
Orientador: Prof. Dr. Omar Feres
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/06/2010

A Oxigenoterapia Hiperbérica (OHB) € uma modalidade terap€utica em que o paciente respira oxigénio puro (100%),
em pressdao ambiente maior que uma atmosfera, indicada como adjuvante no tratamento de doencas infecciosas, inflama-
térias e isquémicas. O cincer colorretal (CCR) € a quarta neoplasia maligna mais incidente entre os cAnceres humanos e sdo
esperados aproximadamente 27.000 casos por ano no Brasil. O estudo e a compreensido dos mecanismos oncogénicos
poderiam resultar em abordagens mais efetivas de tratamento e prevencido do CRC. No presente trabalho foi estudado o
efeito da OHB na carcinogénese do CCR induzido pela 1,2-dimetil-hidrazina (DMH). Materiais e Metodos: Foram utilizados
ratos Winstar (n=48) que foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos: G1 - aplicacdo de DMH; G2 — aplicagdo de
DMH e OHB; G3 — aplicacdo de OHB; G4 controle. Estes grupos ainda foram divididos aleatoriamente em subgrupos (a) —
eutandsia com 6 semanas e (b) — eutandsia com 12 semanas. As 15 sessdes de oxigenoterapia hiperbdrica foram realizadas
a cada 24 horas e sob pressdo de 2,0 ATA. A indugdo do céancer foi realizada por inje¢do intraperitoneal de DMH. Foram
determinados os indices de Focos de Criptas Aberantes (iIFCA), Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular iIPCNA) e da
Ciclooxigenase-2 (1COX-2). Resultados: O iFCA foram aumentados no grupo DMH, de 6 para 12 semanas (p<0,001). AOHB
isoladamente ndo apresentou efeito sobre o iFCA (p>0,05). Houve aumento do iPCNA no grupo da G3 em relag@o ao G1
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(p<0,05). O G2 teve iPCNA semelhante ao controle (p>0,05). A iCOX-2 teve expressdo aumentada no G1 em relacio a G4
(p<0,0001). No G2 houve diminui¢do do iCOX-2 em relag@o ao grupo G1 (p<0,0001). Conclusao: Concluiu-se que a OHB
nao exerce efeito carcinogénico colorretal, ndo impede a iniciacido do cancer quando induzido pela DMH e exerce efeito
protetor da carcinogenese, mediado pela inibicdo da COX-2.

Farmacologia

EFEITO DO CONSUMO CRONICO DO ETANOL SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR
A ADRENOMEDULINA EM AORTA DE RATOS

Ulisses Vilela Hipolito
Orientador: Prof. Dr. Carlos Renato Tirapelli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 1°/04/2010

O consumo cronico de etanol leva a alteragdes significativas das fungdes cardiacas e circulatérias, figurando como
um importante fator de risco no desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Nossos resultados mostram que o relaxa-
mento mediado pela adrenomedulina (AM) € dependente do endotélio e que o tratamento com etanol (solucido 20%) por 6
semanas reduziu a resposta de relaxamento do referido peptideo. O tratamento com etanol ndo induziu alteracdo na
resposta de relaxamento mediada pelo CGRP, acetilcolina e nitroprussiato de sédio. O tratamento com etanol por 6 semanas
ndo alterou os niveis basais de nitrato e nitrito em aorta de ratos. Também nao houve alteragdes nas concentragdes
vasculares de metaloproteinase-2 (MMP-2).

O relaxamento induzido pela AM em aorta de rato envolve a producio de NO, ativac@o da enzima guanilato ciclase e
abertura de canais para potassio (K*). No entanto, o tratamento com etanol nao altera o funcionamento dessas vias. O
CGRP8-37, antagonista do receptor do CGRP, ndo inibiu a resposta de relaxamento induzida pela AM em anéis de aorta do
grupo controle e etanol. Por outro lado, o0 AM22-52, antagonista do receptor de AM, inibiu a resposta de relaxamento
induzida pela AM em anéis de aorta do grupo controle. Entretanto, em anéis de aorta do grupo etanol o AM22-52 nio foi
capaz de inibir a resposta da AM. Evidenciou-se que o tratamento com etanol aumenta os niveis de RNAm para a pré-pr6
AM e da RAMP 1 mas ndo interfere na expressao de outros componentes do sistema AM (RAMP2, RAMP 3 e CLRL) e da
enzima eNOS.

Em sintese, os resultados evidenciam que o consumo cronico de etanol reduz a resposta de relaxamento induzida
pela AM em aorta de ratos e aumenta os niveis de RNAm da pré-pr6-AM. Portanto, os resultados obtidos confirmam a
hipétese do projeto inicial de que o consumo cronico de etanol afeta o sistema AM vascular.

EFEITO PANICOLITICO DE AGONISTAS DE RECEPTORES SEROTONINERGICOS DO
TIPO 5-HT2 DA SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSOLATERAL:
PAPEL DA NEUROTRANSMISSAO GGABAERGICA

Thatiane de Oliveira Sergio
Orientador: Prof. Dr. Hélio Zangrossi Jinior
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 26/04/2010

A Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPD) tem sido relacionada com a mediac¢@o do comportamento defen-
sivo. A estimulagdo elétrica desta estrutura mesencefalica evoca reacdes de fuga acompanhada por mudangas
neurovegetativas, que tém sido associadas a ataques de panico. Vérios estudos indicam que a serotonina (5-HT) inibe a
aversdo gerada pela estimulagdo da SCPD e que os receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT,, e 5-HT,, modulem o efeito
do tipo panicolitico da serotonina nesta estrutura. Curiosamente, as respostas celulares promovidas por esses receptores
sdo opostas, enquanto a ativagdo de receptores do tipo 5-HT2A promove respostas celulares excitatdrias a ativagdo de
receptores 5-HT, , evoca respostas inibitérias. Desta forma, sugere-se que o efeito antiaversivo decorrente da ativagdo de
receptores do tipo 5-HT,, seja mediado pela ativagdo de interneurdnios GABAérgicos na SCPD . No presente trabalho,
verificamos se o efeito antiaversivo decorrente da administragdo de agonistas de receptores do tipo 5-HT,, e 5-HT,. na
porc¢ao dorsolateral da SCPD € decorrente da facilitagdo da neurotransmissdo GAB Aérgica nesta mesma estrutura encefa-
lica. Nossos resultados mostram que a administracdo prévia intra-SCPdIl do antagonista de receptores GABAA bicuculina
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bloqueou o efeito promovido pela injecdo intra-SCPdI do agonista endégeno 5-HT, do agonista de receptores do tipo 5-
HT,, DOI, do agonista ndo seletivo de receptores do tipo 5-HT, . mCPP e do agonista de receptores do tipo 5-HT,, RO 60-
0175. No entanto, o antagonista de receptores do tipo 5-HT,., SB-242084 ndo bloqueou a resposta promovida pelo RO 60-
0175. Além disso, a administragdo prévia do antagonista de receptores do tipo 5-HT,,, quetanserina bloqueou o efeito do
DOI, mCPP e do RO 60-0175, indicando que tais drogas atuaram através da interagdo com receptores do tipo 5-HT,, . Em
suma, nossos dados mostram que o efeito antiaversivo promovido pela ativagéo de receptores do tipo 5-HT,, na SCPdl
seja mediado pela facilitagdo da neurotransmissdo GABAérgica.

ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES SEROTONINERGICO§ DO TIPO 5-HT2C DA SUBSTANCIA
CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSAL NA MODULACAO DE RESPOSTAS DEFENSIVAS
RELACIONADAS A ANSIEDADE E AO PANICO

Paula Shimene de Melo Yamashita
Orientador: Prof. Dr. Hélio Zangrossi Jinior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/04/2010

Evidéncias experimentais indicam que a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) participa de processos
emocionais como ansiedade e medo. A estimulacao elétrica ou quimica desta estrutura promove mudangas comportamen-
tais e alteracdes fisioldgicas, sugerindo que o animal experimental esteja passando por uma experiéncia aversiva. A
resposta de fuga induzida pela estimulagdo elétrica da SCPD tem sido utilizada como um modelo animal para o estudo de
ataques de panico em humanos. Utilizando esse modelo experimental, tem sido demonstrado que a serotonina (5-HT)
desempenha papel inibitério na regulacio do comportamento de fuga, sugerindo um efeito do tipo panicolitico. A ativagao
de receptores serotoninérgicos da SCPD também inibe a resposta de fuga gerada em outro modelo experimental que
relaciona esta resposta defensiva ao panico, o labirinto em T elevado (LTE). Além da resposta de fuga, esse modelo é capaz
de gerar, em um mesmo animal, a resposta de esquiva inibitéria que estd relacionada com o transtorno de ansiedade
generalizada. Estudos prévios no LTE indicam que a inje¢do intra-SCPD de 5-HT desencadeia efeitos ansiogénico e
panicolitico. Evidéncias indiretas sugerem que o efeito ansiogénico da 5-HT ¢ mediado por receptores dos tipos 5-HT,. ,
enquanto que o efeito panicolitico parece ser modulado por receptores 5-HT | ,, 5-HT,, e 5-HT,.. Neste trabalho procura-
mos estender as investigagdes acerca do papel dos receptores 5-HT,. da SCPD na regulag@o de respostas de defesa
associadas a ansiedade e ao panico, medidas no LTE. Para tal, observamos os efeitos da microinje¢do na SCPD dos
agonistas preferenciais de receptores 5-HT,., MK-212 e RO-600175, e do antagonista seletivo desses receptores, SB-
242084. Os resultados mostraram que os agonistas MK-212 e RO-600175 facilitaram a aquisi¢do de esquiva inibitdria,
sugerindo efeito ansiogénico, sem afetar a resposta de fuga. Além disso, a microinje¢do prévia de SB-242084 preveniu o
efeito ansiogénico gerado pelo MK-212. Em relagéo a participagio dos receptores 5-HT,, da SCPD nas respostas associ-
adas ao panico, verificamos que o agonista MK-212 também nao alterou a resposta de fuga induzida pela estimulacao
elétrica da SCPD. Assim, nossos resultados sugerem que o efeito ansiogénico da 5-HT sobre a resposta de esquiva
inibitéria € mediado por receptores do tipo 5-HT,.. Por outro lado, a ativagio desses receptores, embora promova efeito do
tipo ansiogénico, ndo altera a resposta de fuga, indicando que esses receptores estio envolvidos na regulagdo de
respostas defensivas relacionadas a ansiedade, mas nao ao panico.

ENVOLVIMENTO DE CIRCUITOS COLINEBGICOS DO HIPOCAMPO DORSAL E DE VIAS OPIOIDES E
SEROTONINERGICAS DO SISTEMA ENDOGENO DE INIBICAO DE DOR NA ANALGESIA POS-ICTAL

Renato Leonardo Freitas
Orientador: Prof. Dr. Noberto Cysne Coimbra
Tese de Doutorado apresentada em 04/05/2010

Tem sido descrito na clinica médica que alguns pacientes relatam hipoalgesia, um fendmeno que necessita ser mais
estudado, quando consideramos sua causa reagdes convulsivas. O presente trabalho foi realizado com o intuito de fazer um
estudo do envolvimento neuroanatdmico, neurofisioldgico e neurofarmacolégico do hipocampo dorsal (Hd), da substancia
cinzenta periaquedutal (SCP) e do locus coeruleus (LC) na elaboracdo da analgesia pés-ictal em um modelo animal de
convulsoes tonico-clonicas (Rattus norvegicus, Rodentia, Muridae). O limiar nociceptivo foi aferido imediatamente apds
as crises convulsivas tonico-clonicas induzidas pelo bloqueio iondéforo de canais de cloreto ligados ao receptor GABAA,
através da administrag@o por via periférica de pentilenotetrazol (PTZ; 64 mg/kg; IP). A presente investigagdo foi feita em trés
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etapas: 1) Estudo Neuroanatomico: foi realizado através da microinjecdes de biodextrana conjugada a "Texas Red" a 10%
(BDA: 3000 MW, no volume de 0,2 pL.), um neurotragador fluorescente bidirecional, no Hd. Demonstraram-se conexdes
entre estruturas corticais, como o cortex somatossensorial primario (como a camada piramidal interna e camada piramidal
externa) e o cortex somatossensorial (campo de Barrel), drea septal medial (ASM), 4rea septal lateral (ASL), a banda diagonal
de Broca (BDB), 4reas da camada radial e a camada granular do giro denteado do hipocampo, que podem elaborar pelo
menos parte das atividades convulsivas, segundo alguns relatos na literatura. Também foram observadas conexdes do Hd
com o nucleo linear da rafe (NLR), niicleo mediano da rafe (NMdR), niicleo dorsal da rafe (NDR) e LC, os quais podem estar
envolvidos através da ativacdo do sistema endégeno de inibi¢do de dor, na elaboragd@o do processo antinociceptivo pds-
ictal. 2) Estudo Neurofisioldgico: a inativagio da neurotransmissao por meio da microinjecao intra-Hd, intra-SCPdm, intra-
SCPvl e intra-LC de cloreto de cobalto (1,0 mM/0,2uL), um bloqueador de sinapses, através da supressao do influxo de
célcio, diminuiu a analgesia pés-ictal. 3) Estudo Neurofarmacolégico: microinjecdes intra-Hd de atropina (antagonista de
receptores muscarinicos) ou mecamilamina (antagonista de receptores nicotinicos), nas doses de 1,0 e 5,0 ug/0,2uL. diminu-
fram a analgesia pds-ictal. Atropina e a mecamelamina microinjetados no Hd na dose de 5,0 pg/0,2pL. ndo alteram os limiares
nociceptivos basais dos animas sem a inducgdo de crises convulsivas. A microinjecdo de naltrexona (antagonista nio-
seletivo para receptores opioides), de naloxonazina (antagonista seletivo para receptores pl-opioides), da metisergida
(antagonista nio-seletivo para receptores serotoninérgicos) e da cetanserina (antagonista com maior afinidade para recep-
tores 5-HT,,/,.) na SCPdm, da SCPvl e do LC diminuiram a analgesia pos-ictal. Esses dados sugerem o envolvimento do Hd
e de suas redes neurais colinérgicas muscarinicas e nicotinicas, da neurotransmissdo opioide e de receptores do tipo pl,
assim como da neurotransmissdo serotoninérgica e de receptores 5-HT, ,/, .da SCPdm, da SCPvl e do LC na elaboracio da

2A°2C
analgesia que segue as crises convulsivas tonico-clonicas generalizadas induzidas pelo PTZ.

EFEITOS DE DROGAS CARDIOVASCULARES SOBRE OS AUMENTOS DAS CONCENTRAGOES DE
DNA LIVRE NO PLASMA EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE TROMBOEMBOLIA PULMONAR AGUDA

Juliana Alves Uzuelli
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos
Tese de Doutorado apresentada em 18/06/2010

A embolia pulmonar aguda (EPA) ¢ uma sindrome grave de dificil diagndstico. O sildenafil, um inibidor oral da
fosfodiesterase-5, exerce efeitos vasodilatadores e melhora a hemodinamica pulmonar em modelos animais e pacientes
com EPA. A atorvastatina, um inibidor da HMG-CoA redutase, além de reduzir a concentracido de colesterol no sangue,
também apresenta efeitos pleiotrépicos. Estudos recentes mostram um aumento das concentra¢cdes do DNA livre no
plasma como marcador de intimeras doengas. Nenhum estudo examinou se hd uma relacao linear entre a concentragdo do
DNA livre e a gravidade da EPA em cées, e quais os efeitos do pré-tratamento com atorvastatina sobre as concentragdes
do DNA livre em carneiros tratados agudamente com sildenafil.

No estudo com c@es, a EPA foi induzida de duas formas: uma com coagulos de sangue autélogo (salina, 1,3 ¢ 5 mL/
Kg) injetados no atrio direito e, a outra com microesferas de Sephadex (300um) injetadas na veia cava inferior. As avalia-
¢des hemodinamicas continuaram-se por mais 120 minutos pés EPA.

Em outro estudo com carneiros, foi realizado o pré-tratamento com atorvastatina (30 mg/Kg, s.c.) durante 7 dias. A
EPA foi induzida com codgulos aut6logo (0,5 g/Kg) injetados no atrio direito. As avaliagdes hemodinamicas continuaram-
se por mais 60 minutos pés EPA. Entdo sildenafil (0,7 mg/Kg, i.v.) ou salina foi injetada na veia femoral esquerda e as
avaliagdes continuaram-se por mais 90 minutos.

O DNA foi extraido do plasma dos animais, de ambos os estudos, com o kit QIAmp DNA Blood Mini Kit e
quantificado com o kit Quant-iT Pico Green ds DNA.

A EPA produziu um aumento dose dependente da concentragdo do DNA livre no plasma de caes, que se correlacionou
positivamente com a resisténcia vascular e com a pressdo média da artéria pulmonar. A embolizagio com microesferas nao
produziu mudancas na concentragdo do DNA.

O pré-tratamento com atorvastatina ndo atenuou significativamente o aumento da concentragdo do DNA livre,
diferentemente do sildenafil que produziu esse efeito, sozinho ou em associa¢éo com a atorvastatina.

A concentra¢do do DNA livre aumentou em propor¢do a gravidade da EPA, provavelmente como resultado do
aumento de trombos obstruindo os vasos pulmonares. Tratamentos com algumas drogas, tais como o sildenafil parece
atenuar o aumento da concentracio do DNA livre circulante no plasma ap6s a EPA, embora outras drogas néo o fagam. E
sugestivo que o sildenafil possa interferir em mecanismos fisiopatologicos que levam ao aumento do DNA livre circulante
no plasma.
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EFEITOS DE DIFERENTES DIIDROPIRIDINAS SOBRE ALTERAGCOES VASCULARES EM
MODELO DE HIPERTENSAO RENOVASCULAR (2R-1C)

Diogo Marcal Machado de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 22/06/2010

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € considerada um grande problema de satide publica no mundo, e estd
amplamente relacionada a significativas altera¢cdes morfolégicas e funcionais no aparelho cardiovascular.

O remodelamento vascular acelerado presente na hipertensdo estd associado a ativacdo de um grupo de
endopeptidases zinco-dependentes denominadas metaloproteinases, que apresentam um papel importante na disfungéo
endotelial de vérias doencas cardiovasculares. Aumentos na atividade destas enzimas podem levar a degradacio excessi-
va das proteinas da matriz extracelular (MEC), além de acentuar a migracdo de células musculares lisas e mondcitos.

Um dos modelos mais semelhantes ao quadro de hipertensdo renovascular em humanos é o modelo de hipertensdo
renovascular unilateral (2R-1C), que € produzido pelo clampeamento de uma das artérias renais e manutenc¢io do rim contra
lateral intacto. O modelo experimental 2R-1C foi proposto para este estudo por apresentar concentragdes elevadas de
EROs associadas a um aumento da renina plasmaética e angiotensina II. Estas a¢des associadas a um aumento da pressao
intra-luminal, podem ser muito importantes para ativacdo das MMPs, o que pode contribuir para as alteracdes vasculares
observadas neste modelo de hipertensio.

Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina sdo bloqueadores de canal de calcio (CCB) da classe das diidropiridinas
usada no tratamento da hipertensdo. Além de reduzir a pressao arterial, hd evidéncias de que estas diidropiridinas tenham
acdes pleiotropicas que possam significativamente contribuir para os beneficios que ela produz na terapia da hipertensio.
E possivel que a Nifedipina, a Nimodipina e a Amlodipina e outros CCBs com efeitos antioxidantes reduzam a atividade/
expressdo/niveis das MMPs na hipertensdo. Baseado nestas informacdes, os objetivos do nosso trabalho foram primeira-
mente, verificar possiveis aumentos de estresse oxidativo e de MMP-2 nos vasos de ratos no modelo de hipertensao
renovascular. Objetivamos ainda estudar os efeitos do tratamento com estas diidropiridinas sobre as alteracdes menciona-
das anteriormente.

Os resultados mostraram que o tratamento com as diidropiridinas reduziu a pressdo arterial sistélica nos ratos
hipertensos , preveniu aumentos na espessura da camada média da aorta e apresentou uma redugio significativa nos
niveis plasméticos de malondialdeido e na atividade de MMP-2.

Estes resultados sugerem que 1) as MMPs podem contribuir para as alteracdes vasculares observadas neste
modelo experimental e 2) aumentos nas concentracdes de EROs podem estar diretamente relacionados com esta atividade
aumentada da MMP-2 e que 3) o tratamento com diidropiridinas pode reverter a disfun¢@o e o remodelamento vascular
durante a hipertensido 2R-1C pela diminui¢do na atividade/niveis de MMP-2.

ENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS QUE DESCEM PELO FUNICULO DORSOLATERAL DNO CONTROLE
GABAERGICO ESPINAL DA DOR INDUZIDA POR LIGADURA DE NERVO EM RATOS

Quintino Moura Dias Junior
Orientador: Prof. Dr. William Alves do Prado
Tese de Doutorado apresentada em 25/06/2010

Interneur6nios GABAérgicos espinais podem modular os sistemas de origem supraespinal que descem a medula
espinal primariamente através do funiculo dorsolateral (FDL). A reducao do controle inibitério exercido pelos sistemas
GABAérgicos espinais e as mudancas na atividade dos mecanismos que controlam a nocicep¢io podem ser importantes
processos relacionados com o surgimento e manutencao da alodinia resultante de lesdo de nervo. Este estudo examinou
o efeito da lesdo do FDL sobre o efeito antialadinico da inje¢do intratecal de muscimol, baclofeno ou gabapentina em dois
momentos diferentes da alodinia mecanica induzida por ligadura dos troncos dos nervos espinais L5 e L6 em ratos.
Também avaliamos o efeito de injecdo intratecal de bicuculina ou faclofeno sobre a alodinia mecanica induzida por ligadura
de nervos em animais submetidos a falsa ou efetiva lesdo do FDL. Inicialmente mostramos que a ligadura de nervos, em
animais com falsa lesdo do FDL, reduziu significativamente o limiar de resposta a aplica¢do de estimulos mecanicos
(alodinia mecanica) por pelo menos 21 dias. De maneira similar, a ligadura de nervo em animais submetidos a efetiva lesdo
do FDL induziu alodinia mecénica no 2° e 7° dia pds-cirtrgico, mas este efeito foi revertido no 14° dia, retornando aos
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valores basais no 21° dia pds-cirtrgico. No estudo também mostramos que a alodinia mecanica induzida por ligadura de
nervos, em animais submetidos a falsa lesdo de FDL, foi significativamente reduzida pela inje¢io intratecal de gabapentina
(200 pg/10 uL), baclofeno (0.8 ug/10 pL.) ou muscimol (0.2 pg/10 uL), tanto no 2° quanto no 7° dia pés-cirtrgico. O efeito
antialodinico do muscimol e baclofeno, mas nio a gabapentina, foi significativamente bloqueado pelo pré-tratamento com
bicuculina e faclofeno, respectivamente. Também mostramos que a injec¢éo intratecal de bicuculina e faclofeno induziu
significativa reducio do limiar mecanico em animais com falsa ligadura de nervos e falsa lesao de FDL. No entanto, a
bicuculina ou o faclofeno nao agravaram significativamente a alodinia mecanica induzida por ligadura de nervos, tanto nos
animais submetidos a falsa quando a efetiva lesdo de FDL. Por fim avaliamos o efeito da lesdo do FDL sobre o efeito
antialodinico da injecéo intratecal de gabapentina, muscimol e baclofeno em animais submetidos a ligadura de nervos. A
lesdo de FDL ndo alterou significativamente o efeito antialodinico da gabapentina quando comparado com o grupo
submetido a falsa lesdo de FDL. Ja o efeito antialodinico do muscimol teve inicio rapido e foi significativamente mais
intenso e duradouro no 2° dia pds-cirtrgico, e pelo menos 30 minutos mais curto no 7° dia pés-cirdrgico. Por fim, o efeito
antialodinico do baclofeno foi mais intenso e se desenvolveu mais rapidamente no 2° dia pds-cirdrgico, enquanto que no
7° dia o efeito se desenvolveu rapidamente, mas foi de curta duragdo. Os resultados do presente estudo mostram que o
efeito antialodinico do baclofeno pode resultar da inibigcdo pré-sindptica de terminais de neurdnios facilitatérios do tronco
encefélico que descem pelo FDL. J4 o efeito antialodinico do muscimol e gabapentina resulta da inibi¢@o da transmissao
nociceptiva entre o neurdnio aferente primario e neurénio de segunda ordem.

EFEITOS DO CLONAZEPAM SOBRE AS RESPOSTAS DEFENSIVAS MEDIDAS
EM RATOS SUBMETIDOS AO LABIRINTO EM T ELEVADO

Marcel Adriano Lopes
Orientador: Prof. Dr. Hélio Zangrossi Jinior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/06/2010

O labirinto em T elevado (LTE) é um modelo etoldgico, que evoca comportamentos defensivos correlacionados com
o transtorno de ansiedade generalizada (esquiva inibitdria) e o transtorno do panico (fuga). Apesar da validag¢ao farmaco-
l6gica da tarefa de esquiva inibitéria deste modelo estar bem estabelecida, algumas questdes em relagio a tarefa de fuga
nao estdo claras. Resultados prévios da literatura mostram que drogas clinicamente eficazes no tratamento do transtorno
do panico, como antidepressivos triciclicos (ex: imipramina e clomipramina) e inibidores seletivos da recaptacio de serotonina
(ex: fluoxetina e escitalopram), aumentam a laténcia de fuga no LTE, sugerindo efeito do tipo panicolitico. Entretanto, em
relagdo aos benzodiazepinicos de alta poténcia, também amplamente utilizados na clinica para o tratamento do transtorno
do panico, os dados em relagdo ao LTE permanecem desconhecidos. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo
investigar o efeito da administracido aguda ou repetida (7 ou 14 dias) de clonazepam em ratos submetidos ao LTE. Dada a
importancia da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) na génese do transtorno do panico, verificamos se o
efeito da administracdo aguda de clonazepam no LTE era bloqueado pela administragdo prévia intra-SCPD do antagonista
de receptores BZD flumazenil. Nossos resultados mostram que o tratamento agudo com clonazepam diminuiu as laté€ncias
de esquiva inibitéria e aumentou as laténcias de fuga do braco aberto, indicativo de efeito ansiolitico e panicolitico,
respectivamente. Ja a administragdo repetida deste mesmo benzodiazepinico, seja por 7 ou 14 dias, diminuiu as laténcias de
esquiva inibitdria, sem alterar as respostas de fuga. A administragdo intra-SCPD do antagonista de receptores benzodiaze-
pinicos flumazenil ndo bloqueou o efeito da administragdo aguda de clonazepam sobre as respostas defensivas medidas
no LTE. Os resultados do presente estudo mostram ainda que o efeito do clonazepam sobre a resposta de fuga é depen-
dente da maneira pela qual a aquisicao da resposta de esquiva inibitdria € realizada, ou seja, o tratamento agudo com
clonazepam foi capaz de alterar esta resposta somente quando a esquiva inibitéria foi realizada com 6 tentativas. Em suma,
nossos dados mostram que a administragio aguda de clonazepam promove efeito panicolitico e ansiolitico no LTE. No
entanto, deve ser ressaltado que o efeito panicolitico do clonazepam foi apenas observado ap6s a introduciao de uma
mudanca metodoldgica no teste do LTE. De uma maneira geral, os resultados obtidos sustentam a associa¢do entre o
comportamento de fuga e ataques de panico.
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Fisiologia

EFEITOS DO ESTRADIOL SOBRE AS RESPOSTAS CARDIOVASCULARES E
NEUROENDOCRINAS INDUZIDAS POR HEMORRAGIA EM RATAS

André de Souza Mecawi
Orientador: Prof. Dr. José Antunes Rodrigues
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 1°/04/2010

O estrogeno (E2) exerce um importante papel modulador sobre o controle da pressao arterial e frequéncia cardiaca,
secrecdo de vasopressina (AVP), ocitocina (OT), peptideo natriurético atrial (ANP) e sistema renina-angiotensina. Além
disso, existem receptores para o E2 em importantes dreas cerebrais relacionadas ao controle integrado da homeostase
cardiovascular e hidroeletrolitica, como o 6rgdo subfornicial (SFO) e os nicleos supradptico (SON) e paraventricular
(PVN). Assim, nosso objetivo foi avaliar a influéncia exercida pelo E2 sobre as altera¢des cardiovasculares e neuroenddcrinas
induzidas pela hipovolemia hemorragica em ratas ovariectomizadas (OVX). Para isso ratas Wistar (220-280g) foram
ovariectomizadas bilateralmente e tratadas com 6leo (OVX—Oleo) ou cipionato de estradiol nas doses de 10 (OVXE2 10) ou
40 (OVX-E2 40) pg/kg durante sete dias (s.c.). No sétimo dia, os animais tiveram a artéria femoral canulada e, ap6s 24 horas
de recuperacio, foi realizada a hemorragia (1,5 ml de sangue/100g em um minuto). A hemorragia induziu uma queda da PAM
(~20 mmHg) e FC (~50 bpm) no grupo OVX-Oleo no tempo de 5 minutos apés a retirada de sangue, e o tratamento com E2
inibiu as respostas hipotensora e bradicardica. Verificamos ainda que houve uma elevagao da concentragdo plasmatica de
angiotensina II e queda da concentracdo de ANP nos tempos de 5, 15 e 30 minutos apds hemorragia em todos os grupos,
sem efeito do E2 sobre esses parametros. Houve também uma elevagdo da concentracio plasmatica de AVP e OT 5 minutos
apo6s a hemorragia em todos os grupos e, o tratamento com E2 na maior dose potencializou a secrecao desses hormonios.
Nos também avaliamos o padrio de ativagdo dos neurdnios do SFO e dos neurdnios AVP e OT do SON e PVN por
imunoistoquimica para c-Fos. Apds a hemorragia, houve uma intensa ativacio dos neurdnios do SFO, e o tratamento com
estrogeno potencializou essa resposta. Observamos ainda uma intensa ativagdo dos neurénios AVP e OT no SON ap6s
hemorragia, € mais uma vez, o tratamento com E2 levou a potencializagdo dessas respostas. Os neurénios AVP e OT das
por¢des medial (MM) e lateral (LM) magnocelulares e medial (MP) e posterior (PP) parvocelulares também responderam
com aumento da expressdo da proteina c-Fos apds hemorragia. O E2 aumentou a ativagao de neurdnios AVP das por¢oes
MM, LM e PP e dos neurdnios OT das por¢des MM e LM do PVN. O conjunto desses dados mostra que o E2 tem a
capacidade de modular as respostas cardiovasculares decorrentes da hemorragia e, possivelmente, os niicleo SON, PVN
e SFO participam dessa resposta, uma vez que o E2 também potencializa a ativa¢do de neurdnios do SFO e neurdnios
produtores de AVP e OT do SON e PVN, e consequentemente a secrecao desses hormdnios apds hemorragia.

EFEITOS DO SISTEMA CA!\IABINOIDE ENDOGENO SOBRE A SEanng HORMONAL, AATIVA(,':I?\O
NEURONAL E EXPRESSAO DE RNA MENSAGEIRO EM RESPOSTA A EXPANSAO ISOTONICA E
HIPERTONICA DO VOLUME EXTRACELULAR

Silvia Graciela Ruginsk Leitao
Orientador: Prof. Dr. José Antunes Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 13/05/2010

O sistema endocanabindide é composto por mediadores que participam de inimeras respostas homeostéticas e
neuroenddcrinas, dentre elas a modulacio do sistema hipotaldamico magnocelular. Diversas evidéncias sugerem que a
grande maioria dos efeitos centrais produzidos por estas substincias sejam mediados pela ativagdo do receptor CB,.
Portanto, o presente estudo visou avaliar os efeitos da administragdo de anandamida (AEA, 100ng/4pl, i.c.v.), um dos
principais agonistas endégenos do sistema canabindide, ou de rimonabanto (10mg/kg, p.o.), um antagonista seletivo dos
receptores CB |, sobre diversos eventos relacionados a sintese e secregdo de ocitocina (OT) e vasopressina (AVP) induzidas
pelo estimulo de expansio do volume extracelular (EVEC). Nosso trabalho mostrou que a EVEC hipertonica (NaCl 0.3M,
2ml/100g p.c., e.v.) promoveu um aumento nas concentra¢des plasmaticas de AVP e OT, além de aumentar o nimero de
neurdnios magnocelulares duplamente marcados para c-Fos/OT e c-Fos/AVP, bem como a expressao de RNA mensageiro
(RNAm) de AVP e OT nos niicleos supra-6ptico (NSO) e paraventricular (NPV) do hipotdlamo. Ao contrério disso, a EVEC
isotonica (NaCl 0.15M, 2ml/100g p.c., e.v.) estimulou a secre¢do de OT e diminuiu as concentragdes plasmaéticas de AVP,
produzindo efeitos correspondentes no nimero de neur6nios ocitocinérgicos e vasopressinérgicos ativados e na expres-
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sdo de RNAm para OT e AVP nestes nticleos. O pré-tratamento com AEA reduziu significativamente a secre¢do de OT
induzida pela EVEC hipertonica, porém ndo alterou as concentracdes plasmaticas de AVP, tampouco o niimero de neurd-
nios magnocelulares ativados e a expressdo de RNAm em resposta a EVEC. Por outro lado, a prévia administracdo de
rimonabanto potencializou a secre¢do hormonal de ambos os peptideos, assim como o nimero de duplas marcacdes para
c-Fos/OT e c-Fos/AVP no NSO e NPV de animais submetidos a EVEC hipertonica. Contrariamente, a expressdo de RNAm
de AVP e OT foi inibida em animais pré-tratados com rimonabanto e submetidos a EVEC. Considerando a participagdo das
vias glutamatérgicas na ativacdo dos neurdnios magnocelulares hipotaldmicos em resposta ao aumento de volume e/ou
osmolalidade do liquido extracelular, o presente estudo mostrou ainda que tanto a EVEC isotdnica quanto hipertonica
induziram um aumento no contetdo total de glutamato no NPV e NSO, sendo que este efeito foi potencializado em animais
prétratados com AEA e inibido nos grupos que receberam previamente rimonabanto.

Além disso, os estudos que utilizaram a administragdo central de AEA indicaram que o sistema canabindide endégeno
possa interagir, possivelmente de maneira independente a ativagdo do receptor CB1, com a via do 6xido nitrico (NO) na
modulagdo das respostas induzidas pela EVEC. Em conjunto, estes dados sugerem que o receptor CB1 participe do
controle da secrecdo e sintese hormonal induzidas notadamente pelo estimulo hipertdnico, e que a AEA ndo seja o
principal canabindide endégeno envolvido em tais respostas.

PARTICIE’AQAO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E PERIFERICO NO DESENVOLVIMENTO DA
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS INDUZIDA POR ESTRESSE EM RATAS

Marcelo Picinin Bernuci
Orientadora: Profa. Dra. Janete Aparecida Anselmo-Franci
Tese de Doutorado apresentada em 19/05/2010

O estresse cronico e intermitente por frio durante 8 semanas induz alteragdes morfofuncionais ovarianas em ratas
semelhantes aquelas relatadas na sindrome dos ovarios policisticos (SOP) humana. Aumento na secre¢do de hormonios
esterdides induzido pela hiperativagdo dos nervos simpéaticos ovarianos em resposta ao estresse tem sido sugerido como
fator etiolégico da SOP experimental. Como a lesdo do locus coeruleus (LC) bloqueia o surgimento da SOP induzida por
estresse, pretendemos neste estudo avaliar o papel do LC no controle da atividade simpdética ovariana durante a instalagao
do quadro de SOP. Para isso foi avaliado: 1) o efeito da lesdo do LC na atividade simpética e enddcrina ovariana apos 8
semanas de estresse por frio cronico e intermitente (4° C, 3 horas/dia), 2) altera¢des na atividade do LC, na atividade
simpatica e enddcrina ovariana apos o estresse por frio agudo (4° C, 3 horas) ou cronico intermitente por 4 ou 8 semanas.
Alesao do LC reduziu a atividade simpética e secrecdo de estradiol no ovério de ratas submetidas a 8 semanas de estresse.
O estresse por frio agudo e cronico de 4 semanas aumentou atividade do LC e do sistema nervoso simpatico ovariano,
enquanto 8 semanas de estresse diminuiu ambas atividades. Aumentos significativos nas concentracdes plasmaticas de
estradiol, testosterona e progesterona s6 foram encontrados apos 8 semanas de estresse, quando os ovarios apresenta-
ram sinais morfoldgicos tipicos da SOP. A inibi¢do da atividade simpdtica no ovdrio das ratas estressadas com lesdo do LC
e o semelhante perfil de atividade do LC e do sistema nervoso simpdtico ovariano em resposta aos diferentes paradigmas
de estresse sugerem um envolvimento do sistema nervoso central e periférico nas alteracdes morfofuncionais ovarianas
relacionadas com o desenvolvimento da SOP. Assim, a atividade simpdtica ovariana sob o controle do LC parece desem-
penhar um importante papel na génese da SOP induzida pelo estresse por alterar o desenvolvimento folicular e secre¢do
de esterdides ovarianos.

A AGAO FISIOLOGICO DA ADRENALINA NA REGULAGAO DO
METABOLISMO DE PROTEINAS MUSCULARES NO JEJUM

Flavia Aparecida Graca
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Carvalho Navegantes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 20/05/2010

Embora ja esteja bem estabelecido que o Sistema Nervoso Simpatico exerga efeitos anabdlicos no metabolismo de
proteinas musculares em condic¢des basais, seu papel fisiolégico no turnover de proteinas em situagoes de demanda
energética ainda é desconhecido. Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal investigar o efeito da
adrenodemedulagio (ap6s 10 dias da remocao cirtrgica da medula adrenal) no catabolismo protéico muscular induzido pelo
jejum de 2 dias em ratos. Foram utilizados ratos machos Wistar, adultos (~230g) e jovens (~80g), os quais foram divididos em
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quatro grupos: (1) Sham alimentado, (2) Sham jejuado por 48h, (3) Adrenodemedulado (ADMX) alimentado e (4) ADMX
jejuado por 48h.

A eficacia da desnervagdo foi comprovada por meio da dosagem das catecolaminas plasmaticas por HPLC. O jejum
ndo alterou as concentracdes das catecolaminas circulantes, entretanto, a adrenodemedulacdo praticamente aboliu as
concentragdes de adrenalina e reduziu em 60% as de noradrenalina no plasma de animais alimentados e jejuados, sem alterar
as concentragdes plasmaticas de corticosterona. O metabolismo de proteinas in vivo foi monitorado indiretamente pela
determinag¢do da concentracio intersticial de tirosina no musculo tibial anterior de ratos adultos pela microdialise. A reducao
das catecolaminas circulantes aumentou o catabolismo protéico em miusculos de ratos jejuados, sendo este aumento
proveniente de uma maior liberagio local de tirosina sem alteragio arterial do aminoacido ou do fluxo sanguineo muscular.
Em seguida, musculos soleus e EDL de ratos jovens foram utilizados para os experimentos in vitro, onde se investigou a
velocidade de sintese protéica, a degradac@o total de proteinas assim como as atividades dos diferentes sistemas proteoliticos
e expressdo dos atrogenes (genes relacionados com atrofia e autofagia). Como esperado, o jejum reduziu a sintese protéica
em musculos de animais Sham e ADMX de forma semelhante. No entanto, a deple¢io da adrenalina em animais alimentados
aumentou a velocidade de incorpora¢do da tirosina marcada com 14C em proteinas nos musculos EDL e soleus, sugerindo
um aumento do turnover de noradrenalina muscular ou uma hipersensibilizacao a acdo da insulina. A degradagdo total de
proteinas musculares no musculo EDL foi extremamente aumentada no grupo ADMX jejum quando comparado ao grupo
jejum. Entretanto, a degradagdo protéica em musculos soleus ndo foi alterada pelo jejum ou pela ADMX. O aumento
adicional de protedlise total observado no misculo EDL de ratos jejuados induzido pela ADMX foi associado a uma
hiperativacdo dos sistemas lisossomal e dependente de Ub-proteassoma. Em paralelo, observou-se um aumento da expres-
sdo génica das E3 ligases (atrogina-1 e MurF1) e dos genes autofagicos (LC3 e GABARAP) no jejum, sendo esse aumento
exacerbado com a deple¢io da adrenalina plasmaética. Verificou-se também uma reducgéo da fosforilagao da Akt em musculos
esquelético de ratos ADMX jejuados em relagdo ao grupo jejuado.

Os dados do presente estudo nos permitem concluir que a deplecio das catecolaminas plasmdticas, principalmente
a adrenalina, amplifica os efeitos catabdlicos induzidos pelo jejum na ativagdo dos sistemas proteoliticos (lisossomal e Ub-
proteassoma) e na expressao dos atrogenes em musculos EDL de ratos, sendo este efeito provavelmente devido a reducao
da fosforilacao da Akt. Portanto, a secre¢io da adrenalina plasmatica parece ter um importante papel protetor na perda de
proteinas musculares durante o jejum.

EFEITO DA DESNERVA(;AQ SIMPATICA LOMBAR NA DEGRADACAO DE PROTEINAS
EM MUSCULOS ESQUELETICOS DE RATOS

Wilian de Assis Silveira
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Carvalho Navegantes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/05/2010

Em estudos anteriores de nosso laboratério demonstrou-se que o Sistema Nervoso Simpético exerce um controle
inibitério da protedlise em musculos esqueléticos de roedores, sendo essas acdes mediadas principalmente por meio da
adrenalina e ativagdo da via de sinalizacdo do AMPc. No entanto, o papel fisioldgico da inervagido simpatica direta na
musculatura esquelética ainda é pouco conhecido. Assim, o objetivo principal do presente trabalho foi investigar o efeito
da desnervagdo simpdtica lombar (remog¢ao dos ganglios da cadeia paravertebral) na degradag@o de proteinas em muscu-
los esqueléticos ricos em fibras do tipo II (extensor digitorum longus, EDL) e muisculos esqueléticos ricos em fibras do
tipo I (soleus) de ratos, apds 3, 7 e 15 dias.

A desnervag@o simpatica foi eficiente em reduzir (85%) o contetido de noradrenalina em musculos soleus e EDL,
sem alterar o contetido de proteinas, o tipo ou a area secional transversa das fibras em ambos os muisculos. Em EDL, a
desnervacao por 3 dias aumentou a atividade da adenilil ciclase (~111%) e o contetido de AMPc intracelular (~192%), mas
ndo alterou o contetido da proteina G. Esses efeitos foram associados com uma menor degradag@o protéica (10%) e
expressao génica da MuRF-1 (~75%), uma E3-ligase, e LC3 (~65%), uma proteina marcadora de autofagia. Apés 7 dias, a
desnervagdo reduziu a protedlise total (21%) e a expressdo génica das E3-ligases (atrogina-1 e MuRF-1) (~70%) e daLC3
(~65%). Além disso, a desnervacdo aboliu a hiperativacio do sistema proteolitico dependente de Ub-proteassoma em
animais jejuados por 48h. Embora a desnervagao nio tenha alterado o contetdo de glicogénio, a velocidade de incorpora-
¢do de [14C]-glicose em glicogénio (~70%) e a oxidagdo de glicose estimulada pela insulina (~70%) foram aumentadas em
musculos EDL desnervados por 3 dias.

Em soleus, a redugdo nas concentracdes de noradrenalina por 3 dias resultou no aumento (~145%) da atividade
mdéxima do sistema proteolitico dependente de Ca*? avaliada in vitro. Em paralelo, o contetido da forma autolisada da
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u-calpaina aumentou (~140%) significativamente nestes muisculos, embora o contetido protéico da calpastatina, o inibidor
enddgeno das calpainas, ndo tenha sido alterado.

Esses resultados indicam que a desnervagio simpatica lombar exerce efeitos distintos de acordo com o tipo de
miusculo estudado. Em musculos tipicamente glicoliticos como o EDL, a deplecdo aguda de noradrenalina muscular causa
hipersensibilidade adrenérgica, sendo muito provavelmente o aumento do AMPc intracelular o mecanismo responsavel
pela reducdo da atividade e expressdo de componentes do sistema proteolitico dependente de Ub-proteassoma e da
autofagia. Em misculos oxidativos como o soleus, a falta da acao simpatica local parece ser a principal responsavel pelo
aumento da atividade maxima do sistema proteolitico dependente de Ca*? e do aumento contetido da p-calpaina.

Genética

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E/OU GENOTOXICA DOS FITOTERAPICOS Echinodorus
grandiflorus MITCH. E Cordia ecalyculata VELL. E DOS FARMACOS FEMPROPOREX,
SIBUTRAMINA E DIETILPROPIONA USADOS PARA O TRATAMENTO DA OBESIDADE

Cristiano José da Silva
Orientador: Prof. Dr. Catarina Satie Takahashi
Tese de Doutorado apresentada em 08/04/2010

A Cordia ecalyculata Vell. e Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli sdo espécies amplamente
utilizadas no Brasil como preparagdes terapéuticas por grupos indigenas e populacdo em geral. Estas plantas tém sido
utilizadas na medicina popular como tonico, diurético, antiinflamatérios supressores de apetite, para o tratamento de
picadas de cobra, e perda de peso. Neste estudo, verificou-se os possiveis efeitos citotéxicos e genotoxicos dos extratos
de Cordia ecalyculata e Echinodorus grandiflorus, bem como a sua eficacia no tratamento da obesidade. O Teste de
Microntcleos foi utilizado para a avaliacdo de possiveis efeitos clastogénicos/aneugénicos e o Ensaio Cometa foi utiliza-
do para a avaliac@o de quebras na fita DNA. Os efeitos citotoxicos dos extratos brutos foram verificados pela razao PCE/
NCE e camundongos Swiss (Mus musculus) foram utilizados como modelo experimental. Observou-se significativo au-
mento (P <0,05), independente da dose, na frequéncia média de micronicleos em eritrdcitos do sangue periférico nos
camundongos tratados com extrato de C. ecalyculata ou de E. grandiflorus, em comparagdo com o controle negativo. Nao
houve diferenca significativa (P>0,05) na frequéncia de microntcleos de eritrécitos policromaticos, tratados com os
extratos. Observamos que o tratamento com o extrato de C. ecalyculata nas concentra¢des de 1000 e 2000 mg / kgm.c
resultou em uma propor¢do PCE / NCE maior (P <0,05) que a do controle negativo. Apés 15 dias de tratamento didrio, com
dose de 2000 mg / kg m.c de fitoterapicos ndo houve reduc¢io do ganho de massa corporal, nem na quantidade de alimento
consumido por camundongos Swiss quando comparado com o controle negativo (P> 0,05). Os resultados deste estudo
permitem inferir que os extratos de Cordia ecalyculata e Echinodorus grandiflorus ndo exibem atividade citotéxica ou
genotoxica. Entretanto, eles possuem fraca atividade clastogénica/aneugénica (sem significdncia) em células do sangue
periférico. Ao contrario de algumas crengas populares foi encontrado neste estudo que os extratos nao sio eficazes para
o tratamento da obesidade. Medicamentos antiobesidade merecem considerag¢des especiais no presente momento devido
a um nimero crescente de pessoas com sobrepeso e obesos que necessitam destas terapéuticas alternativas. A obesidade
estd positivamente associada com vérias doengas cronicas, incluindo cancer. Neste trabalho, também avaliamos possiveis
acOes genotoxico e / ou citotoxica de dois anorexigenos, a sibutramina e o femproporex, nas doses de 10, 20 e 40 mg / kg
de m.c, administrados intraperitonealmente em camundongos Swiss machos. O efeito genotdxico foi analisado pelo Ensaio
Cometa e Teste do Micronticleo. Descobrimos que ambos os medicamentos aumentaram a frequéncia de danos genotéxico
sem camundongos Swiss, mas ndo apresentaram atividade citotdxica para eritrécitos policromdticos da medula dssea
destes animais. Nos tratamentos in vitro os firmacos sibutramina, femproporex e dieltilpropiona induziram danos genoté-
xicos, enquanto os fitoterapicos Cordia ecalyculata e Echinodorus grandiflorus induziram apenas fraca atividade
genotoxica. Verificamos também que a dietilpropiona interfere na viabilidade de células CHO, aumentando o indice de
apoptose. O estudo comparativo para verificar a sensibilidade do equipamento de eletroforese (para Ensaio Cometa)
desenvolvido em nosso laboratério, confirmou por meio da avaliacio de trés substincias genotdxicas (doxorrubicina,
etoposido e cloridrato de epirrubicina), que o equipamento apresenta sensibilidade similar ao usado convencionalmente.
Para avaliag@o dos dados deste trabalho usamos os testes estatisticos ANOVA e teste t de Student.
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AVALIACAO DOS DANOS NO DNA E DO GRAU DE RECUP‘ERAGAO CELULAR EM PACIENTES
COM CANCER DE MAMA SUBMETIDOS A QUIMIOTERAPIA

Aline Poersch
Orientadora: Profa. Dra. Catarina Satie Takahashi
Tese de Doutorado apresentada em 09/04/2010

Aresisténcia a drogas € considerada o maior impedimento ao sucesso da quimioterapia no tratamento do cancer, e
a busca por um método que prediga a resposta individual a quimioterapia ou o resultado prévio do tratamento € muito
intensa. Além disso, diferencas substanciais interindividuais sdo vistas em muitos tratamentos quimioterapicos de cancer,
tanto na resposta clinica como na toxicidade. O maior conhecimento da estrutura e fun¢@o dos genes humanos, dos efeitos
das drogas usadas na quimioterapia e da resposta terapéutica a tal tratamento, certamente ird contribuir na quantificagio
do risco individual, diagndstico, progndstico e tratamento do cancer. Os objetivos deste estudo foram avaliar, in vitro, a
inducdo de danos no DNA e a recuperagdo ou sensibilidade celular adquirida frente aos quimioterdpicos docetaxel e
epirubicina em pacientes com cancer de mama (CM) e em mulheres sauddveis pelo Teste do Microntdcleo (MN), Indice de
Divisao Nuclear (IDN) e Ensaio Cometa; determinar a frequéncia dos polimorfismos génicos CYP3A4*1B, CYP3A5*3 e
GSTO1*A140D pela técnica PCR-RFLP em todos os individuos coletados e verificar se existe associag@o destes polimor-
fismos com a suscetibilidade ao CM; correlacionar a indug@o de danos no DNA e a recuperagio celular com os genomas
individuais relacionados aos polimorfismos génicos CYP3A4*1B, CYP3A5*3 e GSTO1*A140D e relacionar os dados
obtidos in vitro e os polimorfismos génicos com a resposta patoldgica das pacientes com CM apés o término do tratamen-
to quimioterapico. Nos estudos citogenéticos in vitro foram realizados cinco tipos de tratamentos: controle negativo,
controle de solvente, docetaxel, epirubicina e docetaxel + epirubicina. No Ensaio Cometa, trés amostras celulares foram
analisadas: imediatamente antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente apds o término do tratamento (T1) e quatro
horas apds o término do tratamento (T2). Foram coletadas 168 amostras de pacientes com CM para andlise molecular,
sendo que 20 destas amostras foram avaliadas também citogeneticamente, e 187 amostras de mulheres saudaveis, das
quais 40 também foram avaliadas citogeneticamente. Em rela¢@o ao polimorfismo CYP3A4*1B, foi verificada a frequéncia
de 100% do gendtipo mais frequente (AA). Quanto ao polimorfismo CYP3AS5*3, as frequéncias genotipicas e alélicas ndo
diferiram significativamente entre pacientes e mulheres saudaveis. Para o polimorfismo GSTO1*A 140D, foi observada
diferenga significativa entre pacientes e mulheres sauddveis somente para o gendtipo homozigoto polimédrfico (AA).
Portanto, néo foi verificada associac@o significativa dos polimorfismos CYP3A4*1B, CYP3A5*3 e GSTOI1*A140D com o
risco de desenvolvimento de CM, assim como com a resposta patoldgica apds a quimioterapia neoadjuvante. Além disso,
os diferentes gendtipos estudados ndo mostraram associacdo com os resultados obtidos nos testes citogenéticos utiliza-
dos. No Teste do MN, foi observado que pacientes com CM e mulheres saudaveis diferem significativamente quanto a
frequéncia de MNs em todos os tipos de tratamentos utilizados, indicando diferengas quanto a frequéncia basal de MN's
e quanto a indu¢@o de danos no DNA. Nas pacientes com CM, ocorreu um actimulo significativo de danos no DNA
durante o tratamento quimioterdpico e a idade exerceu influéncia somente sobre mulheres saudaveis, onde mulheres acima
de 45 anos possuem frequéncia basal de MNss significativamente maior do que mulheres com idade até 45 anos. De acordo
com os resultados obtidos no Teste do MN, pacientes com CM fumantes mostraram-se mais suscetiveis aos danos
induzidos pelo docetaxel e epirubicina. Nao foi observada correlagao entre frequéncia de MNs e a resposta patolégica das
pacientes com CM submetidas a quimioterapia neoadjuvante. Pacientes com CM apresentaram valores de IDN significa-
tivamente menores do que mulheres sauddveis em todos os tratamentos utilizados e ocorreu uma redugao significativa
dos valores de IDN durante o tratamento quimioterapico. A idade, o hébito tabagista, os diferentes genétipos analisados
nao apresentaram correlacdo com os valores de IDN observados, assim como com os valores de escore de dano (ED) no
Ensaio Cometa. No Ensaio Cometa ndo foram observadas diferengas significativas entre pacientes com CM e mulheres
saudaveis nos tratamentos realizados, assim como nio foram observadas diferencas significativas entre as amostras
coletadas durante a quimioterapia, embora tenha ocorrido um aumento gradual dos valores do ED. Além disso, nao houve
reducio significativa do ED apds quatro horas de incubag@o (T2) nos dois grupos de estudo, e pacientes com doenga
residual minima e resposta patolégica completa possuem valores de ED significativamente menores que pacientes com
doenca residual extensa antes de iniciar o tratamento quimioterapico.
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ABORDAGEM COMPUTACIONAL PARA IDENTIFICAR VIAS METABOLICAS AFETADAS POR MIRNAS

Alynne Oya e Chiromatz
Orientador: Prof. Dr. Wilson Araujo da Silva Junior
Tese de Doutorado apresentada em 09/04/2010

MiRNAs sdo pequenas moléculas de RNAs endégenos ndo codificantes com aproximadamente 23nt que atuam na
regulacdo da expressdao génica. A sua fungdo € inibir a tradugdo de genes transcritos através de um mecanismo que
viabiliza a ligagdo do miRNA com o mRNA alvo levando a inibi¢do da traducdo ou a degrada¢do do RNA mensageiro.
Estudos evidenciam a relagdo dos miRNAs com diversos processos biol6gicos como proliferagio celular, diferenciacao,
desenvolvimento e doengas. Uma vez que estdo envolvidos na regul¢cdo génica, também alteram as vias metabolicas.
Atualmente, as ferramentas computacionais disponiveis para o estudo dos miRNAs sdo o miRBase, microCosm, o miRGen
e o miRNAmap. Elas possuem informagdes sobre as sequencias dos miRNAs, genes alvos e sobre elementos que estdo
préoximos a regiao dos miRNAs. Embora o avanco até o momento, nao existia que relacionasse os miRNAs com as vias
metabdlicas, para isso foi construida a plataforma miRNApath que auxilia no estudo da fungdo dos miRNAs por meio da
andlise do seus alvos dentro vias metabdlicas. De modo semelhante, também ndo existia uma abordagem que relacione
dados de expressdo miRNAs e seus alvos dentro de um mesmo experimento. Para tanto, neste trabalho foi feita uma
abordagem utilizando bibliotecas de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) que sera incorporada no miRNApath. O
miRNApath encontra-se disponivel em http://lgmb.fmrp.usp.br/mirnapath.

ALTERAGCOES GENETICAS EM LINFOCITOS DE PACIENTES IDOSOS PORTADORES
DA SINDROME DA FRAGILIDADE

Danilo Lucas Alves Espésito
Orientadora: Profa. Dra. Elza Tiemi Sakamoto Hojo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 09/04/2010

A sindrome da fragilidade é geralmente definida como um quadro clinico de fraqueza e vulnerabilidade que atinge
pessoas de idade acima de 65 anos, sendo que os principais sintomas sdo relacionados com a atividade motora, afetando
tanto o sistema muscular quanto nervoso. Pouco se sabe acerca dos mecanismos fisioldgicos e moleculares relacionados
com a fragilidade em idosos, sendo que a hipdtese mais provavel é que o acimulo de dano oxidativo nas células dos
pacientes pode constituir um fator importante capaz de contribuir para o desenvolvimento da sindrome. Neste trabalho
foram avaliadas as respostas celulares frente a um agente indutor de danos oxidativos, o peréxido de hidrogénio, em
linfécitos de idosos frageis e sadios, por meio do ensaio do cometa, abordando aspectos da dindmica de reparo dessas
lesdes. Além disso, os danos no DNA foram também avaliados pelo ensaio do cometa na presenca da enzima hOGGl,
responsavel pelo reparo de 8-oxo-Guanina. Para tanto, foram analisados os linfocitos provenientes de um total de 16
individuos, sendo oito controles e oito pacientes. Nio foi encontrada nenhuma diferenca significativa para o montante de
danos basais entre os dois grupos estudados, mas sob tratamento com hOGG1, os individuos caracterizados frageis
apresentaram um valor significativamente maior do que os controles em relagdo aos danos acumulados, sugerindo uma
possivel ineficicia dos processos moleculares responsaveis pela remogdo dessas lesdes ou um retardo no reparo das
mesmas. Para avaliar a cinética de reparo das lesdes oxidativas pelo ensaio do cometa, os linfécitos dos grupos estudados
foram tratados com um agente genotoxico, o peroxido de hidrogénio (H202). As culturas foram analisadas em trés tempos
diferentes, logo ap6s a indugdo (TO0), duas e quatro horas ap6s a remogdo da H,O, (T1 e T2, respectivamente). Os
individuos frageis demonstraram uma maior sensibilidade ao peréxido de hidrogénio no parimetro momento da cauda do
cometa, mostrando uma diferenca significativa comparativamente ao grupo controle. Em contrapartida, a eficiéncia de
reparo dos linfécitos desses pacientes encontrou-se diminuida quando verificada a quantidade total de danos remanes-
centes no DNA ap6s duas horas da remog¢ao do agente genotéxico. Nao houve diferenca significativa entre os tempos de
2 e 4 horas. Os niveis de expressdo génica transcricional foram estudados para alguns genes participantes do mecanismo
de defesa anti-oxidante e reparo de danos oxidativos no DNA, sendo que estes mostraram expressdao diferencial na
comparacao pacientes frageis versus sadios. SOD1(0,5) e FEN1 (0,18) foram encontrados induzidos, enquanto XRCC1 (-
0,39), APEX1 (-0,65) e OGG1 (-0,95), reprimidos. Estes resultados refletem alteragdes na via de reparo BER que podem
provavelmente ter contribuido para o quadro de fragilidade dos pacientes. Os resultados obtidos na analise de expressdo
génica por microarrays revelaram uma lista de 571 genes diferencialmente expressos (andlise pelo método SAM: Significance
Analysis of Microarray), sendo 300 genes reprimidos e 271 induzidos, para valores de False Discovery Rate (FDR) < 1%.
O agrupamento hierdrquico mostrou uma separacio distinta entre os pacientes e controles. Os genes modulados partici-
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pam de diversos processos celulares que podem contribuir para o fenétipo dos pacientes, como reparo do DNA (BTG2,
RADS5IL3, ERCC5, ERCCI, SMCILI, MHL3, XRCC3 PCBP4, RAD52, TRRAP, PRKDC, H2AFX, POLA4, RFC5, REVL3 e
MLH]1), genes de resposta ao estresse (SESNI, POLH, RFC5, CDH13, REV3L, WRNIP1, H2AFX, RAD52, GSTM3, MLH1,
PRKDC, CAVI, HTRA2, CAT) e do sistema Ubiquitina-Proteassoma (HSPs, NEDD4L, WDSUBI, UBE3A, UBE2E],
TRAPI, RNF2, PSMAS5, FBXO4, ANAPC7 RNF128, PSMD10, RNF138, RNF144, PIASI, HERCI, FBXLI1, FBXL3,
RNF149 e FBXL5). Assim, uma lista de genes candidatos a marcadores biolégicos foi obtida no presente trabalho, sendo
que esses genes merecem uma investigacdo mais detalhada, visto que a elucida¢do dos papéis de cada um poderd
contribuir para a compreensao dos mecanismos que desencadeiam a sindrome da fragilidade em individuos idosos.

SCI1: (Stigma/style Cell-cyle Inhibitor 1): ANALISE in silico DA ~SECQUIAENC!A GENOMIQA DE Nicotiana
tabacum E ESTUDO DE PARCEIROS DE INTERACAO PROTEINA-PROTEINA

Edward José Strini
Orientadora: Profa. Dra. Maria Helena de Souza Goldman
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/04/2010

O sucesso reprodutivo das plantas € dependente do correto desenvolvimento dos 6rgdos sexuais, como o pistilo,
o qual é coordenado por vias moleculares complexas que controlam a proliferacdo e a diferenciacdo celular. Em nosso
laboratério foi caracterizado o gene SCI1 de Nicotiana tabacum, que codifica um inibidor de ciclo celular, importante no
controle da proliferagdo/diferenciagdo celular nos tecidos do estigma e estilete, nos estadios iniciais do desenvolvimento
floral. A sequéncia de aminoacidos revela que o gene codifica uma pequena proteina rica em lisina, com dois dominios
putativos de interacdo com ciclinas e 15 sitios putativos de fosforilagdo. Experimentos com a proteina fusionada a GFP
demonstraram que a proteina apresenta localiza¢do nuclear (De Paoli et al., submetido). Para compreender a estrutura
génica de SCI1, sua sequéncia gendmica foi estudada. A andlise desta sequéncia revelou a presenca de 4 exons e 3 introns,
assim como seu homdlogo em Arabidopsis thaliana. A comparacdo das sequéncias dos cDNAs disponiveis com as
sequéncias gendmicas permite concluir que existem 2 sequéncias muito similares, mas distintas, para o gene SCI1 em N.
tabacum. Esta espécie € alotetrapldide e, provavelmente, estas 2 sequéncias correspondem a genes homedlogos origina-
dos das espécies ancestrais N. sylvestris e N. tomentosiformis. A presenca de muitos elementos cis regulatdrios, dispersos
pela sequéncia gendmica, sugere que SCI1 € regulado de forma complexa, incluindo as vias de controle do ciclo celular e
de resposta a auxina. Com a finalidade de entender como SCI1 exerce suas fun¢des no controle da proliferacio/diferenciagido
celular, foram realizados ensaios de duplo-hibrido e pull-down para investigar proteinas-candidatas a interagirem com
SCI1. Em ensaios de duplo-hibrido, testes foram conduzidos utilizando-se SCI1 como isca e seus possiveis parceiros de
interagdo como presas. Dentre estas, foram testadas: proteinas do ciclo celular, como MAPK, ciclinaAl;1, ciclinaA2;2,
ciclinaA2;2 (com D-box deletado), ciclinaD3;2 e CDKA. Além destas, a proteina AGAMOUS também foi utilizada devido o
seu importante papel na diferencia¢ao do pistilo. Apesar de pouco conclusivos, os testes de duplo-hibrido, utilizando
SCI1 como isca, indicaram uma interagdo fraca desta proteina com MAPK, sugerindo que SCI1 possa ser fosforilado por
esta quinase. A interacdo da proteina recombinante SCI, sintetizada em células de E.coli BL31(DE)-Rosetta, com proteinas
extraidas de estigmas e estiletes de plantas transgénicas de N. tabacum com SCI1 silenciado, foi investigada a partir de
ensaios de pull-down. As proteinas que formaram complexos com SCI1 foram identificadas por espectrometria de massa,
revelando resultados interessantes. A identificacdo de uma fosfatase dcida é mais um indicativo de que SCI1 possa ser
regulado pela adi¢do e subtracao de grupamentos fosfato. Em suma, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a
expressdo do gene SCI1 é regulada pelas vias de controle do ciclo celular e de resposta a auxina, e que a proteina SCI1 sofra
fosforilagdes e defosforilagdes para realizar suas fungdes no controle da proliferagdo/diferenciagdo celular nos tecidos do
estigma e estilete, durante o desenvolvimento do pistilo.

PERFIL DE EXPRESSAO DOS GENES DA CASCATA DE DETERMINACAO E DIFERENCIAGAO SEXUAL
NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E LARVAL DE Apis mellifera (HYMENOPTERA: APIDAE)

Flavia Cristina de Paula Freitas
Orientadora: Profa. Dra. Zila Luz Paulino Simoes

Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/04/2010

A determina¢do do sexo € um dos principais eventos do desenvolvimento em metazodrios superiores. Apds a
decisdo do destino sexual, inicia-se a diferenciacido que determina caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e comporta-
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mentais. O sinal inicial varia entre os grupos, mas os sinais terminais sdo conservados entre os metazodrios. doublesex
estd entre os genes mais conservados da cascata de determinacdo do sexo em insetos. Este gene codifica um fator de
transcri¢do do tipo zinc-finger que regula a transcrigao sexo-especifica de varios genes-alvo. Em Apis mellifera, o sinal
inicial da cascata de determinagdo do sexo € resultante da composi¢do alélica do gene o complementary sex determiner
(esd): se o embrido em desenvolvimento for heterozigoto, desenvolve-se em fémea, se for hemizigoto ou homozigoto,
desenvolve-se em macho. O produto do gene csd regula o processamento do pré-mRNA do gene feminizer (fem), que
apresenta transcritos sexo-especificos. Acredita-se que o gene fem esteja envolvido na regulagdo do processamento dos
transcritos do gene amdsx. Em insetos, o pré-mRNA de dsx sofre processamento alternativo nos sexos que determina
variagdes na estrutura do fator de transcricdo DSX e consequente regulacdo diferencial em machos e fémeas. Faltam
evidéncias, no entanto, para determinacao da fungdo do dsx em abelhas, em particular sobre a expressao desse gene e de
outros genes envolvidos na cascata de determinacgio sexual. Assim, o objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo da
expressdo das variantes de amdsx e outros genes da cascata de determinagdo e diferenciag@o sexual (csd, fem, dachshund
e intersex) no desenvolvimento embriondrio e larval. De modo geral, os genes estudados apresentam perfis de expressio
antagdnicos nos sexos e castas. Nossos resultados se contrapdem a ideia da expressdo sexo-especifica das variantes do
gene amdsx. E possivel dizer que os genes aqui estudados, em especial no desenvolvimento embrionrio, apresentam
expressdo sexualmente dimérfica. Nossos dados sugerem, portanto, que a diferenciacido sexual em abelhas ocorre pela
expressao diferencial dos genes.

CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE DE NANOTUBOS DE CARBONO PURIFICADOS
E NAO PURIFICADOS, SINTETIZADOS POR DEPOSICAO QUIMICA DE VAPOR,
EM LINHAGEM DE FIBROBLASTOS DE PULMAO DE HAMSTER CHINES (V79)

Leonardo Pereira Franchi
Orientadora: Profa. Dra. Catarina Satie Takahashi
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/04/2010

Muitas nanoestruturas vém sendo desenvolvidas, e atualmente uma das areas de maior atividade e o estudo de
nanotubos de carbono (CNT). Os CNT consistem exclusivamente de &tomos de carbono arranjados em uma série de anéis
benzeno condensados em uma estrutura tubular, com didmetro em escala nanométrica. Existem diferentes tipos de nanotubos,
dentre eles podem-se destacar os: (i) nanotubos de carbono de paredes mdltiplas (MWCNT) e, (ii) nanotubos de carbono
"cup-stacked" (CSCNT), ainda pouco estudados, que consistem de multiplas camadas de grafeno arranjados em forma de
cone, as quais exibem pontas abertas em sua superficie externa e um canal central vazio. Muitas aplicagdes biologicas foram
propostas para os CNT incluindo biosensores, veiculadores de drogas e vacinas entre outros biomateriais. Contudo, antes
que estes materiais possam ser incorporados, hé a necessidade de se conhecer seus efeitos citotéxicos e genotoxicos. No
presente trabalho, avaliaram-se os efeitos de amostras purificadas (MWCNT e CSCNT_pu) e amostras ndo purificadas de
CNT (CSCNT_np - contendo Co e Mn como residuos metdlicos e CSCNT_Fe contendo Ferro como residuos), sintetizadas
pelo método CVD, sob a viabilidade celular (kit XTT Roche), capacidade de formagao de coldnias e, indugio de danos no
DNA (ensaio Cometa e teste do Micronticleo) em células V79. Ap6s 24 h do tratamento, observou-se uma redug@o signifi-
cativa (p<0,05) da viabilidade celular para todos os CNT testados em concentragdes maiores ou iguais a 25 ug/mL. Apesar
desta citotoxicidade inicial, com o aumento do tempo pds-exposi¢do as células V79 mostraram uma recuperacdo da viabili-
dade celular. Além disso, CSCNT_pu e CSCNT_np apresentaram o maior efeito sofre a viabilidade celular, que podem ser
explicadas pelas caracteristicas fisico-quimicas destes tubos e da presenca dos catalisadores metalicos cobalto e manganés.
A capacidade de formar coldnias também foi afetada pelos CNT testados. Ap6s 7 dias de exposic¢do, o nimero de coldnias
foi reduzido (p<0,05) em cerca de: 35 e 52% por 25 e 50 ug/mL de MWCNT; 29% por 50 ug/mL de CSCNT _pu; e 55, 66,94 ¢
99% por 6.25, 12.5,25 e 50 ug/mL de CSCNT _np, respectivamente. CSCNT_Fe ndo demonstrou redugdes significativas no
nimero de coldnias. MWCNT e CSCNT _np avaliados pelo ensaio Cometa ndo induziram um aumento significativo de
quebras no DNA. Ja quando os danos oxidativos foram avaliados, por meio do emprego das enzimas hOGG1 e Endo III
observamos um aumento significativo de danos no DNA. Em baixas concentragdes (1.5 a 12.5 ug/mL) MWCNT, CSCNT_pu,
CSCNT_np e CSCNT_Fe ndo afetaram o indice de divisdo nuclear. MWCNT induziu (p<0,05) uma frequéncia de 42
micronticleos nas concentracdes de 6.25 e 12.5 ug/mL. Levando-se em conta que ndo houve um aumento proeminente de
quebras no DNA induzidas (detectados pelo ensaio Cometa) por MWCNT, pode ser definido que uma atividade clastogénica/
aneugénica caracteriza o mecanismo de agdo de MWCNT. MWCNT também aumentou discretamente a frequéncia de
pontes nucleoplasméticas, e um aumento significativo foi observado na concentragdo de 3.125 pug/mL de CSCNT_pu.
Indicando que estes CNT estdo envolvidos na inducio de quebras e rearranjos cromossdmicos em células V79. Em conjun-
to, os resultados apontam para uma resposta geral positiva na inducao de danos no DNA.
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DIVERSIDADE GENETICA EM AGREGAQOES DE’ Nannotrigona testaceicornis COCK[ERELL, 1922
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini) ATRAVES DE MARCADORES MICROSSATELITES

Aline Simoneti Fonseca
Orientador: Prof. Dr. Ademilson Espencer Egea Soares
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 12/05/2010

As abelhas sdo insetos da ordem Hymenoptera e taxonomicamente estdo reunidas na superfamilia Apoidea. Os
Meliponini, da subfamilia Apinae, sdo popularmente chamados abelhas indigenas sem ferrdo e algumas espécies sao
essenciais para a polinizagdo de plantas selvagens e lavouras. As abelhas Nannotrigona testaceicornis, utilizadas neste
trabalho, sdo pequenas, possuem o térax marrom escuro e opaco e nao sdo agressivas. No Brasil, elas sdo encontradas na
Babhia, Espirito Santo, Goids, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo. Assim como muitas espécies de Hymenoptera, elas
também podem nidificar em agregacdes e analisar a variabilidade genética dentro e entre os agregados foi um dos objeti-
vos deste trabalho, além de avaliar os provadveis multiplos acasalamentos que parecem ocorrer dentro dessa espécie de
meliponineos. Para tanto, foram coletados individuos de ninhos de N. testaceicornis no Campus da USP de Ribeirdo Preto
(SP), Campinas (SP), Bonfim Paulista (SP), Uberlandia (MG) e Caratinga (MG). 302 individuos (operarias) de um total de 32
ninhos foram macerados e tiveram seu DNA extraido. Foram utilizados oito loci microssatélites especificos para o estudo
da variabilidade genética e multiplos acasalamentos. Um total de 38 alelos foi observado. A diversidade genética média
entre as agregacdes foi de 35,4%, a heterozigose média esperada foi de 41,4% e a observada foi de 28,3%. O coeficiente de
endogamia (Fis) foi estatisticamente significativo para todas as agregacdes. Também foram observados desvios no
equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os loci analisados. A andlise do Fst mostrou diferenciagdo entre as agregagoes,
porém, apesar da indicac¢do pelo AMOVA de uma discreta estruturacdo entre as agregagdes, nao foi possivel agrupa-las.
A partir dos dados obtidos foi possivel observar que a diversidade genética nestas agregacdes estd baixa, além disso, os
desvios do equilibrio, o valor significativo do Fis, e a heterozigose observada menor do que a esperada em todos os loci
demonstrou a ocorréncia de cruzamentos endogamicos resultando em alto nivel de homozigose nesta populacdo. Com
relacdo aos miltiplos acasalamentos, dos 32 ninhos estudados, somente 11 (34,4%) apresentaram uma patrilinea. A pre-
senca de alelos nulos, a inclus@o acidental de machos na amostra, mudancas recentes de rainhas, operdrias de outros
ninhos e a continua conex@o entre ninho mae-filho podem ser possibilidades para estes resultados, entretanto, a frequén-
cia de mais de uma patrilinea € muito alta para que a poliandria ndo seja considerada.

Loci DE SUSCETIBILIDADE GLENETICA A ARTRITE REUMATOIDE ESTABELECEM
REDES DE REGULACAO TRANSCRICIONAL COM OUTROS GENES

Guilherme da Silva Liberato
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Aleixo da Silva Passos Jr.
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 19/05/2010

Estudos recentes de linkage permitiram identificar as regides cromossdmicas potencialmente associadas a ocorrén-
cia da artrite reumatoide (AR), tendo destaque o antigeno leucocitario humano (HLA)-DRB1, localizado no locus de susce-
tibilidade (LS) 6p21.3. No entanto, estima-se que sua contribui¢do seja parcial, de maneira que outros genes fora da regido
HLA desempenhem um importante papel na suscetibilidade a AR. Para testar esta hip6tese, a tecnologia de cDNA microarrays
foi utilizada para acessar o perfil transcricional de células mononucleares do sangue periférico de 15 pacientes com AR, os
quais foram agrupados de acordo com seus padrdes clinicos e moleculares, além do tipo de medicamento recebido. Por
meio de programas de Bioinformatica, foi possivel identificar quais sdo os genes diferencialmente expressos, bem como
reconstruir as interacdes regulatdrias realizadas pelos respectivos mRNAs. Para cada grupo de pacientes, as redes de
regulacdo transcricional resultantes demonstram loci de suscetibilidade interagindo com outros genes, como € o caso do
FNDC3A (fibronectin type 1l domain containing 3A), cujos niveis de expressdo génica parecem depender da modulagdo
de HLA-DRB1. Dado que fragmentos de fibronectina podem estimular mediadores da destrui¢do de cartilagem e matriz
extracelular, a evidéncia desta intera¢@o pode ajudar a elucidar a influéncia do HLA-DRB1 sobre a patogénese da AR.
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COLINEARIDADE DE TRANSCRIPTOMAS DURANTE A DIFERENCIAGAO OSTEOBLASTICA
DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS ADULTAS HUMANAS E MURINAS

Janaina de Andréa Dernowsek
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Aleixo da Silva Passos Junior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 20/05/2010

As células-tronco, em termos funcionais, sao definidas como células dotadas de capacidade de auto-renovagio
que estdo no topo da hierarquia de uma linhagem e principalmente sdo capazes de gerar células diferenciadas de um dado
tecido. Dentre as células-tronco adultas, as mesenquimais ocupam posi¢do de destaque. S@o células multipotentes que
podem originar células de origem mesodérmica, como osteoblastos, adipdcitos e condrécitos. Além disso, essas células
também podem se diferenciar em células de origem extra-mesenquimal, como neurdnios e hepatdcitos, fenomeno este
denominado de plasticidade. O uso das células-tronco representa, no momento, grande esperanca na medicina regenerativa
devido a perspectiva de se reparar a perda de tecidos e/ou até mesmos 6rgaos nobres do corpo. Entretanto, o entendimen-
to das bases genético-moleculares da diferenciacido dessas células é ainda objeto de estudos. Precisamos de modelos
experimentais adequados para estudarmos a expressao de genes que controlam a diferenciac@o celular. A medula 6ssea
humana € fonte rica de células tronco mesenquimais e se prestam para esses estudos, mas por motivos ébvios, sao de
dificil obten¢@o. Como o camundongo Mus musculus representa um organismo modelo para estudos de genética molecular
cujos resultados podem ser inferidos a espécie humana, decidimos realizar um estudo comparativo entre células tronco
humanas e de camundongos na tentativa de melhor definirmos e adequar o sistema-modelo murino aos estudos molecu-
lares de diferenciacgio celular. A evolugio da expressao de genes conectada as suas mudangas evolutivas e de fendtipos
¢ de fundamental importancia para estimar a taxa de evolugdo da expressdo génica. Concebemos que comparando a
expressdo génica de células tronco humanas e murinas poderemos melhor elucidar os mecanismos moleculares ainda
obscuros responsaveis pela evolucao do transcriptoma. No caso do presente trabalho da evolucdo do transcriptoma da
diferenciagdo osteobldstica (diferenciagdo 6ssea) de células tronco mesenquimais. A sintenia compartilhada é um dos
critérios mais confidveis para o estabelecimento da ortologia de regides gendmicas entre espécies diferentes. Além disso,
a conservagao excepcional de sintenia pode refletir importantes relacdes funcionais entre os genes. Durante a concepcio
do presente trabalho, formulamos a hipétese que devido a colinearidade dos genomas humano e murino (M. musculus), é
possivel encontrar dreas cromossomicas conservadas que exibem um perfil transcricional préximo durante a diferencia¢do
celular. Para isso, montamos o sistema-modelo experimental no qual células-tronco mesenquimais de medula 6ssea huma-
na e murina foram cultivadas in vitro e induzidas quimicamente a diferenciac@o em osteoblastos (meio o-MEM acrescido
de dexametasona, dcido ascérbico e B-glicerosfosfato). Andlises morfol6gicas, bioquimicas e de expressdo transcricional
foram realizadas em tempos pré determinados. O RNA total foi extraido das culturas de células tronco indiferenciadas (0
hora) e durante o processo de diferenciacao (24 horas a 21 dias em cultura). Todo o processo de diferenciacido foi
monitorado com ensaios bioquimicos e por imunocitoquimica para a detec¢cdo de marcadores funcionais de diferenciagio
osteoblastica, como por exemplo a fosfatase alcalina. Para avaliar a expressao génica transcricional das células tronco e
durante o processo de diferenciac@o utilizamos a tecnologia dos microarrays e PCR em tempo real. Os de microarrays
dados foram analisados com o auxilio de programas de bioinformatica especializados como SAM (significance analysis of
microarrays), Cluster-TreeView e GeneNetwork. Observamos a existéncia de varios genes com perfil de expressdo seme-
lhante entre células humanas e murinas. Para termos acesso as possiveis interagdes entre 0s genes expressos e envolvi-
dos com o processo de diferenciacéo re-analisamos os dados utilizando o programa GeneNetwork, o que permitiu a
reconstrucdo de redes transcricionais a partir dos dados atuais de microarrays. As entdo chamadas "redes génicas"
permitiram identificar nés génicos particulares e comuns entre as espécies estudadas. Dentre os nés génicos comuns
estao o hHDHD1A (humano) (cromossomo X), Hdhd1a (murino) (cromossomo 18) e 0 hSCUBE3 (humano) (cromossomo 6),
cScube3 (murino) (cromossomo 17). O gene SCUBE3 que codifica uma proteina que possui o dominio CUB-EGF - peptideo
sinal altamente conservada e que exibe alta expressao em osteoblastos primédrios e ossos longos. Além disso, observamos
0s nds génicos COL1A2 (cromossomo 7) (Colla2) (cromossomo 6) , FN1 (cromossomo 2) (Fnl) (cromossomo 1), MYH9
(cromossomo 22) (Myh9) (cromossomo 15), PDXP (cromossomo 22) (Pdxp) (cromossomo 15) e TXNL2 (cromossomo 10)
(Txnl2) (cromossomo 7), os quais estdo relacionados a osteogé€nese. Nossas andlises comparativas de dados do
transcriptoma entre células tronco mesenquimais humanas e murinas, colhidas de medula éssea, permitiram evidenciar que
eventos genético-moleculares essenciais a diferencia¢@o osteobldstica sdo semelhantes entre as duas espécies. Portanto,
para estudos bdsicos da biologia molecular da diferenciacio dssea o sistema-modelo murino é adequado. Além disso,
nossos resultados sdo importantes para evidenciar a colinearidade de transcriptomas, pelo menos nesse particular, de
células tronco mesenquimais humanas e murinas.
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ESTRUTURA POPULACIONAL E FILOGEOGRAFIA DE
Drosophila meridionalis (DIPTERA, DROSOPHILIDAE)

Erica Cristina de carvalho Bernardi
Orientadora: Profa. Dra. Maura Helena Manfrim
Tese de Doutorado apresentada em 14/06/2010

Drosophila meridionalis (grupo D. repleta, subgrupo D. mulleri) é uma espécie cactdfila, endémica da América do
Sul, cujas populagdes, geralmente, encontram-se geograficamente isoladas. Estudos citogenéticos revelaram a existéncia
de variacdo cariotipica entre suas populacdes, sendo descritos cinco caridtipos distintos, que diferem em relagdo a
quantidade e distribuicio de heterocromatina constitutiva nos microcromossomos. Embora potencialmente adequada, D.
meridionalis, até o momento, ndo foi utilizada como modelo em pesquisas sobre os processos de diferenciagdo populacio-
nal e especiagdo. Neste trabalho, foram analisados 226 individuos, provenientes de 27 populacdes de D. meridionalis. As
analises populacionais, utilizando 188 sequéncias de 642 pares de base do gene motocondrial COI, mostraram a existéncia
de trés linhagens evolutivas dentro da unidade taxondmica atualmente reconhecida como D. meridionalis. A linhagem A
ocorre no interior dos estados de Sdo Paulo e do Paran4, e no litoral de Santa Catarina e de Sdo Paulo; a linhagem B ocorre
no interior e litoral do estado do Rio Grande do Sul e litoral de Santa Catarina; e a linhagem C estd distribuida desde o litoral
do estado de Santa Catarina até o interior da Bahia. As relacdes filogenéticas estabelecidas para as populagdes analisadas
sugerem que a linhagem B € um grupo parafilético em relacdo a linhagem C. As andlises filogeograficas detectaram eventos
de expansdo populacional em todas as linhagens. Esses eventos sdo similares aos sugeridos em estudos anteriores para
explicar a distribuicdo geografica de espécies do "cluster”" D. buzzatii, que ocorrem em simpatria com as linhagens de D.
meridionalis. Devido as restricdes ecoldgicas, pode-se esperar que tanto as populagdes das espécies do "cluster" D.
buzzaii, quanto as populagdes da espécie nominal D. meridionalis, tenham sido influenciadas de maneira similar por
eventos vicariantes e pelas alteracdes na distribui¢do dos cactos, devido a eventos paleoclimaticos, na América do Sul. A
analise morfométrica de 208 asas mostrou que existe diferenciagdo morfoldgica entre as populacdes de D. meridionalis,
corroborando a existéncia das linhagens A, B e C, assim como a maior proximidade evolutiva entre as linhagens B e C.
Estudos adicionais das populacdes da espécie politipica D. meridionalis, como, por exemplo, o estudo do isolamento
reprodutivo entre populacdes representativas de cada uma das trés linhagens evolutivas, auxiliardo na defini¢do taxonomica
dessas linhagens dentro do complexo D. meridiana do subgrupo D. mulleri.

PADRAO DE METILAGAO DA KVDMR E DA H19DMR EM MULHERES COM PREECLAMSIA

Karine Coleho
Orientadora: Profa. Dra. Ester Silveira Ramos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/06/2010

As sindromes hipertensivas gestacionais estdo entre as maiores causas de morte materna e fetal. Entre elas desta-
ca-se a pré-eclampsia (PE), caracterizada pelo aumento da pressio arterial e proteinuria, a partir da 20* semana de gestacdo.
Embora sua etiologia seja ainda discutida, o papel dos fatores genéticos é amplamente aceito. Foi sugerido que alteracdes
no imprinting gendmico poderiam estar envolvidas no desenvolvimento da doenga. Na regido cromossdmica 11p15.5
encontram-se duas regioes diferencialmente metilada, a HI9DMR e a KvDMR. Essas regides regulam a expressao dos
genes IGF2, HI9 e CDKNIC, importantes para o desenvolvimento fetal e placentario. O objetivo do presente trabalho foi
verificar o perfil de metilagdo das regides controladoras de imprinting, KvDMR1 e HI9DMR, em pacientes com pré-
eclampsia (PE) por metodologias qualitativas [Analise de restricdo combinada com bissulfito (COBRA) e PCR especifica
para a metilacdo (MS-PCR)] e quantitativa (Digestdao Enzimatica Sensivel a Metilagdo Associada a PCR em Tempo Real).
Todas as pacientes do estudo foram atendidas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica deste hospital e pela Comissio Nacional de Etica
em Pesquisa. Foram selecionadas 23 placentas de pacientes com PE e 40 de mulheres sem histdria pessoal ou familial de PE
(grupo controle). A pesquisa resultou em um caso (4%) de hipermetilagdo da HI9DMR em placentas de PE. Na KvDMR,
quatro amostras (18%) apresentaram um perfil condizente com hipermetilacdo e uma (4%) apresentou um padrédo de
hipometilagdo. Os dados também foram analisados pelos testes de Qui-quadrado, Exato de Fisher e teste ¢, para verificar
se os achados clinicos como o sexo do recém-nascidos (RNs) e a classificacdo do peso do RN em relacdo a idade
gestacional (adequado, pequeno ou grande para a idade gestacional ou AIG, PIG ou GIG, respectivamente) influenciavam
oresultado da metilagdo da KvDMR e da HI9DMR. Neste estudo, ndo constatamos diferencas estatisticamente significa-
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tivas na metilacdo que pudessem ser considerados como marcadores para a PE. Contudo, a metilagdo da KvDMR apresen-
tou uma relagdo estatisticamente significativa com relacao a classificagdo em PIG, AIG e GIG. As placentas de fetos GIG
apresentavam médias de metilagdo mais proximas a valores de hipermetilagdo do que as dos dois outros grupos. Portanto,
embora nio tenhamos encontrado influéncia da metilagdo das duas regides no desenvolvimento da PE, a metilacio da
KvDMR na placenta parece estar associada com o peso dos recém-nascidos, em especial dos macrossdmicos, o que esté
de acordo com a literatura que mostra hipometilacao dessa regido em pacientes com a sindrome de Beckwith-Wiedemann.
Os nossos resultados vém acrescentar mais subsidios para a continuagio de pesquisas envolvendo diferentes fenétipos
€ 0s processos epigenéticos, como o imprinting gendmico.

FATORES GENETICOS NA ESPERMATOGENESE DE HOMENS INFERTEIS

Maria Silvina Juchniuk de Vozzi
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Martelli
Tese de Doutorado apresentada em 18/06/2010

A infertilidade masculina € responsavel por 50% dos casos de Fertilizag@o in vitro, sendo a maioria classificada
como idiopatica. A analise do sémen para avaliagdo do fator masculino constitui a primeira etapa de investigacao de
infertilidade. Adicionalmente, a anélise genética do espermatozodide fornece informagao sobre anormalidades cromossomicas
numéricas e estruturais que conseguiram finalizar a meiose sem serem detectadas pelos checkpoints meibticos. A apopto-
se € um tipo de morte celular envolvida em diferentes passos da espermatogénese, primeiro na puberdade, no inicio da
espermatogénese e posteriormente nas gonadas adultas, controlando a espermatogénese normal. Virios estudos de-
monstraram que a desregulamentacio do processo de apoptose nas células germinativas pode resultar em infertilidade
masculina. O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a segregacdo meiética e a frequéncia de gametas apoptéticos
em células germinativas de homens oligozoospérmicos com diagndstico de infertilidade. Foram avaliadas amostras de
s€men de quinze homens inférteis (grupo I) e de sete homens normais controles, com fertilidade comprovada (grupo II). Foi
também realizado estudo citogenético de sangue periférico dos dois grupos. Para avaliar a segregacdo meidtica dos
cromossomos 3, 13,21,22, X e Y foi utilizada a técnica de Hibridagdo in situ fluorescente (FISH) em gametas descondensados
e para avaliar a presenca de apoptose foi detectada a externalizagdo de fosfatidilserina utilizando anexina V marcada. O
grupo de homens inférteis apresentou heteromorfismos do cromossomo 9 em 13,3 % dos caridtipos e um individuo
apresentou cromossomo marcador. A frequéncia de aneuploidias totais dos cromossomos envolvidos foi de 6, 88% nos
espermatozoides de homens inférteis e 3,98 % nos controles. As frequéncias de dissomias dos cromossomos 3, 13,21, 22,
XY, XX e YY foram respectivamente 0,34%, 0,51%, 0,77%, 0,65%, 0,68%, 0,19% e 0,20% nos pacientes inférteis. Homens
inférteis e controles apresentaram diferencas significativas (p<0,05) nas frequéncias de aneuploidias dos cromossomos
13, 21, 22 e de dissomias XY. As diferencas entre os grupos estudados podem ser explicadas por falha na recombinagao
meidtica, interferindo no processo correto de segregacdo. Evidenciamos também diferenca significativa entre a incidéncia
de células apoptoticas em homens inférteis e controles (p<0,05). O aumento das frequéncias de gametas apoptéticos em
homens inférteis poderia ser justificado pelo processo denominado apoptose abortiva. A possivel relagdo entre dissomias
totais e morfologia espermética sugere que a selecio de gametas seja estritamente controlada na espermatogenése, sendo
desregulada em homens oligozoospérmicos.

Ginecologia e Obstetricia

AVALIACAO DE MARCADORES DE RISCO CARDIOVASCULAR EM PORTADORAS DE SINDROME
DOS OVARIOS POLICISTICOS: COMPARACAO ENTRE USO DE CONTRACEPTIVO ORAL
COMBINADO ISOLADO OU ASSOCIADO AO USO DE METFORMINA

Janaina Boldrini Franca Fernandes
Orientadora: Prof®. Dr*. Carolina Sales Vieira Macedo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/05/2010

Objetivo: A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) € associada a disfungdes metabélicas que podem contribuir
para o aumento do risco de doenca cardiovascular. O objetivo deste estudo é comparar o efeito de um contraceptivo oral
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combinado (COC) isolado ou associado com metformina sobre os marcadores de risco cardiovascular nas portadoras
desta sindrome. Materiais e métodos: Trata-se de um ensaio clinico randomizado, aberto e controlado. As pacientes
estavam sem qualquer tratamento hormonal ha pelo menos dois meses e nenhuma delas tinha qualquer doenca sistémica.
Cinquenta portadoras de SOP foram randomizadas para uso de 30ug de etinilestradiol / 2mg de acetato de clormadinona
por dia ou para 30ug de etinilestradiol / 2mg de acetato de clormadinona associado a metformina 875mg por dia e avaliadas
por 12 meses. Foram avaliados pela ultrassonografia os marcadores da estrutura e funcio endotelial (medida da dilatagao
mediada por fluxo da artéria braquial, medida da espessura da intima-média, indice de rigidez da carétida) e o volume
ovariano. As medidas antropométricas avaliadas foram o peso, o indice de massa corpérea, a cintura, a pressio arterial
sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD). Além disto, foram avaliados os marcadores séricos de risco cardiovascular: lipidograma
(lipoproteina de alta densidade - HDL, triglicérides - TG, colesterol total - CT e lipoproteina de baixa densidade - LDL),
insulina e glicemia basal, indice para resisténcia a insulina (Homeostasis model assessment - insulin resistance) - HOMA,
proteina C reativa (PCR), leucograma, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNFa), testosterona total, globulina
carreadora de hormdnios sexuais (sex hormone binding globulin) - SHBG, indice de androgénios livre (FAI). Resultados:
Em relag@o as varidveis clinicas, houve aumento de PAS nas usudrias de COC associado a metformina em relagdo as
usudrias de COC isolado no periodo de zero a seis meses (p=0,02), porém em 12 meses, a PAS ndo se diferiu entre os
grupos. Em relagdo aos marcadores ecograficos de risco cardiovascular, apenas o indice de rigidez da artéria carétida
apresentou diferenca entre os grupos. Este indice reduziu-se nas usudrias de COC isolado em relacdo as usudrias de COC
associado a metformina na comparagdo de zero a seis meses e na de zero com 12 meses (p=0,04, de zero a seis meses e
p=0,02, de zero a 12 meses). Em relac@o as variaveis séricas no periodo de zero a seis meses, obtivemos diferenga signifi-
cativa no nivel de glébulos brancos (reduziu no grupo com COC associado a metformina em comparagdo ao grupo de COC
isolado, com p=0,01). Os niveis de LDL e TNF apresentaram reducdo nas usudrias de COC associado a metformina na
comparacao de zero a 12 meses (p=0,02 e p<0,01, respectivamente). Houve aumento no grupo de COC isolado nos niveis
de colesterol total e de SHBG na comparacdo de zero a seis meses e de zero a 12 meses para o primeiro (p=0,03 e p=0,01) e
na comparagdo de zero a seis meses para o segundo (p=0,04). O nivel de testosterona total reduziu significativamente no
grupo com COC isolado em comparacio ao grupo COC associado a metformina no periodo de zero a seis meses e de zero
a 12 meses (p<0,01 nos dois intervalos), e, na comparagao de seis a 12 meses aumentou nas usudrias de COC associado a
metformina em comparagdo as usudrias de COC isolado (p=0,01). As demais variaveis néo se diferiram entre os grupos.
Conclusao: O uso do COC contendo 30 ug de etinilestradiol e 2mg de acetato de clormadinona reduziu a rigidez arterial em
portadoras de SOP. A adi¢do da metformina em baixas doses ao COC ndo determinou beneficios sobre a fungdo e estrutura
arterial de mulheres com SOP. Em termos de marcadores séricos de risco cardiovascular a metformina foi relevante somente
na diminuicio dos niveis de LDL, de TNF e atenuag¢do do incremento de TG produzido pelo COC.

O TEMPO DE CRIOPRESERVAGAO NAO AUMENTA O DANO NO TECIDO OVARIANO
CONGELADO PARA FINS DE PRESERVACAO DE FERTILIDADE

Jacira Ribeiro Campos
Orientadora: Prof®. Dr*. Ana Carolina Japur de Sd Rosa e Silva
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 14/05/2010

Introducao: O cancer invasivo € diagnosticado em mais de 600.000 pessoas /ano nos Estados Unidos, 269.800 dos
acometidos sdo mulheres e 8% apresentam idade abaixo de 40 anos, com taxas progressivamente maiores de sobrevida.
Estima-se que uma em cada 250 jovens adultas € sobrevivente do cancer infantil, mas com alguns efeitos colaterais. Um
dos principais problemas, especialmente para as jovens pacientes, é que a terapia destréi uma proporg¢ao significativa da
populacdo folicular, o que pode resultar em infertilidade permanente. Sendo estas pacientes tdo jovens, o tempo que o
tecido permanecera congelado é bastante longo e nfo esta bem claro se o tempo de congelamento amostra interfere na
qualidade do tecido preservado. O presente trabalho teve como objetivo avaliar se o tempo de congelamento da amostra
interfere na populacio folicular, na viabilidade do tecido ap6s o descongelamento e na capacidade funcional do tecido
para a esteroidogénese. Material e Métodos: foram incluidas na casuistica 17 pacientes, em idade reprodutiva, submetidas
a laqueadura laparoscopica, durante a qual foi realizada uma biopsia ovariana de cerca de 2 x 2 cm, a qual foi subdividida
em 3 fragmentos. Um foi processado a fresco e os outros dois embebidas em meio contendo crioprotetor e congelados para
posterior descongelamento e andlise. Foi utilizada a técnica de congelamento lento. Os fragmentos foram divididos em trés
para anélise nas amostras a fresco (GF), e descongeladas apds 30 (G30) e 180 (G180) dias. Cada fragmento foi subdividido
em trés: 1) para fixagdo com formaldeido e inclusdo em parafina, seguido de cortes seriados com espessura de 41 e a cada
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3 cortes, o material foi corado com HE (hematoxilina/eosina) e analisado com microscépio com aumento de 400 vezes para
contagem de foliculos. O nimero total de foliculos/mm?3 foi calculado usando-se a seguinte férmula: Nt=(No x Stx t), onde
Nt é o nimero de foliculos, No é a média de foliculos observados em 1 mm?, St € o total de cortes em 1 mm?® do ovérioe t é
a espessura do corte. 2) Digestao quimica com colagenase e aplicagio técnica DEAD- LIVE (fluorescéncia por calceina
AM e brometo de ethidium) para avaliagdo da viabilidade folicular, dada por % de foliculos viaveis. 3) Cultivo de tecido
ovariano em meio quimicamente definido para avaliacao da capacidade esteroidogénica do tecido através da dosagem de
estradiol e progesterona no meio de cultivo nos tempos 0, 48, 96 e 144h. Resultados: A idade média das pacientes incluidas
foi de 29,0 + 2,78 anos, com paridade média de 2,94 + 0,24 filhos. A densidade folicular média foi 361,3+255,4, 454,9+676,3
e 296,8+269,0 foliculos/mm?, para os tecidos frescos e descongelados com 30 e 180 dias, respectivamente, ndo havendo
diferenga entre eles (p=0,46). A viabilidade folicular foi maior no tecido fresco (GF=93,4% de foliculos vidveis) quando
comparado com os tecidos criopreservados (G30=70,8%; p<0,001 e G180=78,4%; p<0,001), embora nio tenha havido
diferenca na viabilidade entre as amostras descongeladas (p>0,05). Com relag@o a capacidade esteroidogénica do tecido
ndo houve reduc@o na produgdo de estradiol e progesterona ap6s a criopreservagdo (Estradiol: GF= 2026 + 1782pg/ml,
G30=1272+1081pg/ml e G180=849,6+366,2pg/ml, p=0,19; Progesterona: GF=0,45 + 0,37ng/ml, G30=0,26+0,08ng/ml e
G180=0,45+0,54ng/ml, p=0,86). Conclusdes: O processo de congelamento lento de ovario, embora comprometa parcial-
mente o tecido, permite conservar cerca de 80% de viabilidade folicular e preserva a capacidade esteroidogénica tecidual
similar ao tecido fresco. Ainda que a pequena casuistica limite conclusdes mais definitivas com relacio a fungao do tecido,
o fato de comprovar a produgdo hormonal no meio encoraja a implementacgio desta técnica na preservacao da fertilidade
feminina, ja que ensaios clinicos para esta finalidade sio eticamente complicados e os estudos atualmente apresentados
com série de casos apresentam pequenas amostras ou relatos isolados de caso. Além disso, nos casos de reimplante,
indicios de faléncia do enxerto provavelmente se devem mais a isquemia do que a criopreservagdo propriamente dita.

EMaD - USO E UM APLICATIVO MULTIMIDIA INTERATIVO COMO
SUPORTE PARA ENSINO DA SEMIOLOGIA MAMARIA

Geraldo Henrique Neto
Orientador: Prof. Dr. Hélio Humberto Angotti Carrara
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/05/2010

As técnicas de ensino devem ser dindmicas e, de fato, t€m apresentado evolug@o constante. Mais recentemente, e
de maneira bastante agressiva, novos recursos que implementam tecnologia da informacao tém sido utilizados no ensino
médico. Todavia, a escassez desses recursos e aplicabilidade no ensino da ginecologia € notéria. Os objetivos do trabalho
ora exposto foram: a) a criagdo de um aplicativo didatico para o ensino da semiologia mamadria utilizando recursos
computacionais; b) disponibilizd-lo na rede mundial de computadores (Internet); c) mensurar o aprendizado dos alunos os
quais interagiram com o aplicativo. O aplicativo desenvolvido foi segmentado em: 1) Anatomia Mamaria, 2) Anamnese, 3)
Exame Fisico e 4) Exames Complementares. Cada tépico foi desenvolvido e apresentado em frames eletronicos utilizando-
se videos, imagens (estaticas e dindmicas), animagdes e texto baseado na Linguagem de Marcac¢do de Hipertexto (HTML)
e linguagem de programag@o Action Script 2.0, os quais relatam informacdes acerca dos temas selecionados. Para realizar
o teste do aplicativo e avaliar sua potencialidade na educagdo médica, foram convidados alunos de diferentes instituicdes
de ensino médico. Foram feitos 313 acessos sendo que apenas 95 responderam de forma completa todo o questionério. O
tema escolhido foi a semiologia mamadria, apresentada de duas normas distintas. Os alunos, de maneira aleatdria, poderiam
fazer uso da aula expositiva convencional disponibilizada através de video, permitindo a interatividade linear material, ou,
interagir de forma nao linear com o aplicativo multimidia. Havia também a possibilidade de acesso a ambas as formas de
apresentacdo do tema, o que foi feito por 34 alunos/usudrios. A avaliagdo foi composta por 20 (vinte) questdes, e,
paralelamente, foi constituida uma escala Likert cujo objetivo era avaliar a credibilidade do aplicativo. Os resultados
mostraram que os alunos/usudrios que utilizaram somente a aula expositiva convencional obtiveram desempenho pior
quando comparados aos alunos/usudrios que utilizaram o aplicativo multimidia, entretanto, de forma oportuna, os alunos/
usudrios que utilizaram ambos os recursos didaticos, ou seja, aula expositiva convencional e o aplicativo multimidia
obtiveram notas superiores quando comparado ao grupo de alunos que utilizou somente o aplicativo multimidia respecti-
vamente (E+M=17,9; AM = 17,5; AE = 15,4; p < 0,0001). Diante das evidencias apresentadas conclui-se que o aplicativo
multimidia desenvolvido favoreceu o aprendizado e a retengdo do conhecimento para os alunos, e que, o uso de tecnologias
computacionais pode trazer facilitar o aprendizado da semiologia mamaria.
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EXPRESSAO DO BMP15 E DO GDF9 EM OOCITOS E DO RECEPTOR BMPR2 NAS QELULAS DO
CUMULUS DE MULHERES NORMAIS E COM SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

Luciana Ochuiuto Teixeira de Resende
Orientadora: Prof®. Dr®. Rosana Maria dos Reis
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/06/2010

Objetivo: avaliar a expressdo génica do fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF9) e da proteina éssea
morfogenética-15 (BMP15) em odcitos e receptores BMPR?2 em células da granulosa (CG) de mulheres com sindrome dos
ovarios policisticos (SOP) submetidas a fertilizagdo in vitro (FIV) e comparar com grupo controle; analisar a relagdo dos
esteréides no fluido folicular (FF) de mulheres com SOP e controles; analisar a correlagdo dos niveis dos esterdides
sexuais no FF com a expressdo do GDF9 e BMP15 nos o6citos e do BMPR2 nas células do cumulus de mulheres com SOP
e grupo controle submetidas a FIV. DELINEAMENTO: prospectivo, caso-controle. Pacientes e métodos: foram incluidas
18 pacientes com SOP e 35 pacientes controles sendo a causa da infertilidade fator masculino, submetidas a hiperestimulagdo
ovariana controlada (HOC) para procedimento de FIV. A induc@o da ovulag@o foi realizado com FSH recombinante, na dose
de 100 a 200 mg/dia, para o bloqueio hipofisario utilizou-se GnRHa, no esquema longo, e foi administrado hCG recombinan-
te para a maturagdo folicular. No dia da aspirac@o dos odcitos foi colhido FF de um foliculo pequeno (10-14mm) e um grande
(>18mm) para dosagem dos esterdides sexuais, sendo divididos em 4 grupos: G1= foliculo pequeno do grupo controle; G2
= foliculo pequeno do grupo SOP; G3 = foliculo grande do grupo controle e G4 = foliculo grande do grupo SOP. Para
dosagem no FF de estradiol e progesterona utilizou-se o método de quimioluminescéncia e para a testosterona e
androstenediona o radioimunoensaio. Para andlise da expressao dos genes BMP15 e GDF9, utilizamos os odcitos maduros
de cada paciente. As CGs foram removidas através da técnica de microdissec¢do. Os odcitos e as CGs foram armazenados
individualmente em criotubos contendo 1 pl de meio de cultivo e mantidos em nitrogénio liquido. Para a extragdo de RNA
dos odcitos e das GCs utilizou-se o RNeasy Micro Kit (Qiagen®). A quantificagdo dos genes foi realizada pela técnica de
reacdo em cadeia polimerase em tempo real (PCR-RT). Resultados: observamos que a dosagem dos esteréides no FF
mostrou que os niveis de progesterona de todos os foliculos pequenos (8.435+3.305 ng/mL) apresentaram valores meno-
res do que os grandes (10.280+3.475 ng/mL), p<0,01. A concentragdo de progesterona dos foliculos do grupo SOP
(8.095£4151 ng/mL) foi menor se comparada com o controle (9.824+3128 ng/mL), p=0,03. A testosterona apresentou
diferencga entre 0 G1 (325,97+£122,64 ng/dL) e G3 (207,47+97,905 ng/dL) p<0,001 e entre o G3 (207,47+£97,905 ng/dL) e G4
(336,57+120,30 ng/dL) p<0,001. Ao compararmos foliculos pequenos e grandes, independente do grupo experimental, os
pequenos (508,9+266 ng/dL) apresentam valores maiores de testosterona do que os grandes (245,10+£123 ng/dL), p<0,0001.
A expressdo do gene BMP15 nos odcitos foi significativamente maior nas mulheres com SOP quando comparada ao grupo
controle (Mediana = 5,95 e 0,59, respectivamente) com p=0,0005, assim como a expressao do GDF9, que também mostrou-
se elevada nas mulheres com SOP quando comparadas ao grupo controle (Mediana = 2,70 e 0,63, respectivamente), com
p=0,0006. O BMP15 mostrou ter correlagéo positiva com as taxas de gravidez (dosagem de $-hCG) (r=0.36, p=0,0060). Ao
correlacionar a expressido do gene com os grupos separadamente, observamos que no grupo SOP, quanto maior a expres-
sdo do BMP15 maior a taxa de gestacéo (r=0.60, p=0,0062) enquanto que no grupo controle ndo observamos esta correla-
¢do (r=-0.04293, p=0,7980). A correlacdo entre a expressdo do GDF9 e a testosterona no FF grande foi positiva quando
analisamos ambos os grupos (r=0.26504, p=0,0398), porém ao analisarmos os grupos separadamente, ndo observamos
correlacdo com o grupo SOP (r=0.32527, p=0,7454) nem com o grupo controle (r=0.11887, p=0,1969). A correlagido da
expressdao do GDF9 com os demais esteréides ndo teve resultados significativos. A expressdo do GDF9 também esta
relacionada com a taxa de gravidez. Quanto maior a expressdo, maior a taxa de gestacdo em ambos os grupos(r=0.26504,
p=0.0463). Ao analisarmos esta correlagdo com os grupos separadamente, ndo houve diferenga significativa no grupo SOP
(r=0.32527, p=0,1742) e também nao houve diferenga no grupo controle (r=0.11887, p=0,4772). Comparando a expressio do
BMPR2 com os niveis de esterdides no FF grande, observamos que sua expressao teve uma correlagdo positiva com a
testosterona (r=0.29293, p=0,0433). Na andlise por grupo, esta correlagdo foi positiva apenas no grupo SOP (r=0.62756,
p=0,0163). Com relacao a androstenediona, a expressdo do receptor BMPR?2 foi positiva no grupo SOP (r=0.55966, p=0,0374).
Observamos que a taxa de gravidez teve uma correlacdo positiva com o niimero de embrides formados (r=2,726, p=0,050)
quando analisamos ambos os grupos. Separadamente, ndo houve diferengas entre eles. Conclusao: Nas mulheres com
SOP a progesterona apresenta-se diminuida no FF e a testosterona aumentada no FF de foliculos maduros comparadas ao
grupo controle. A expressdo do BMP15 e do GDF9 apresentou-se maior nas pacientes com SOP comparada ao grupo
controle, sugerindo que o uso de FSH recombinante pode ter corrigido a expressdo destes genes, resultando em melhores
taxas de gravidez.
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ANALISE DE VARIANTES DO GENE CDKN1C E PRE-ECLAMPSIA

Murilo Racy Soares
Orientadora: Prof®. Dr®. Ester Silveira Ramos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/06/2010

A pré-eclampsia (PE) caracteriza-se pelo aumento da pressdo arterial e proetintria, apds 20 semanas de gestagdo,
sendo comum em primigestas e nos extremos da vida reprodutiva feminina. A sua etiologia é desconhecida, mas ha
evidéncias da predisposicao genética no desenvolvimento da PE e varios estudos que dizem respeito a genes candidatos
tém sido realizados. O gene CDKNI1C (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C), também denominado P57Kip2, sofre marca-
¢do (imprinting) gendmica e estd mapeado no cromossomo 11p15.5 em humanos. O CDKN1C possui um importante papel
na inibicao da proliferacio do trofoblasto. Estudos em camundongos mostraram que alteracdes da PE talvez sejam induzidas
por perda de expressdo deste gene. O presente trabalho verificou a associacdo de PE com variantes do gene CDKNI1C.
Foram selecionadas 75 pacientes que apresentaram PE, quatro mulheres com diagndstico de eclampsia, 42 com hiperten-
sdo arterial cronica (HAC), 66 com diagndstico de hipertensio gestacional (HG) e 162 gestantes como grupo controle.
Também foram incluidos 302 individuos (204 mulheres nio grdvidas e 98 homens) da populacio geral. Apds extragdo do
DNA de sangue periférico, foram utilizadas técnicas de Biologia Molecular [Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (SSCP) e sequenciamento automatico] para o estudo do gendtipo das
pacientes e controles. Foram encontradas quatro novas variantes do gene CDKN1C humano (uma em uma mulher do
grupo controle da populagdo geral, duas em portadoras de HAC e uma no grupo controle). As variantes do gene CDKNI1C
nao se mostraram bons marcadores para o desenvolvimento de pré-eclampsia, mas os resultados sinalizam para um papel
em casos de hipertensdo arterial cronica. Este é o primeiro estudo populacional em larga escala do gene CDKNIC na
populacdo brasileira.

REGULAGAO DO ACESSO DOS USUARIOS DO SUS AO
AMBULATORIO DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO

Maria Eulalia Lessa do Valle Dallora
Orientador: Prof. Dr. Marcos Felipe Silva de Sa
Tese de Doutorado apresentada em 30/06/2010

A'insercao dos hospitais na rede de atengdo é fator preponderante na organizacdo do SUS. A ordenacéo do fluxo de
pacientes entre os hospitais e servi¢os de satude, com a estruturacido de uma rede regionalizada de atencio é um desafio a
ser vencido. Foi esta a proposicio do HCFMRP-USP quando, em 2000, descentralizou o agendamento das consultas
eletivas para os novos pacientes e organizou Centrais de Regulacdo de Consultas Eletivas, junto aos Departamentos
Regionais de Satde (DRS) de sua drea de abrangéncia. Objetivo: Avaliar o impacto da implantacao das Centrais de Regula-
¢do na organizagao do fluxo de pacientes e na efetivagdo do HCFMRP-USP como instancia tercidria na rede de servicos
regional. Metodologia: Para avaliar os resultados na organizagdo do fluxo de pacientes verificou-se o grau de aproveitamen-
to da agenda de consultas oferecida pelo HCFMRP-USP aos DRSs. Foi desenvolvido um estudo descritivo, quantitativo,
com dados secundarios no periodo 2000 a 2005. Para avaliar a efetivagdo do HCFMRP-USP como insténcia terciéria foi
analisada a coeréncia entre a complexidade dos casos encaminhados e a missao do Hospital. Foi realizada uma investiga¢ao
do tipo transversal, em dois momentos, 2000 e 2005, com amostragem dos atendimentos de novas consultas agendadas via
Centrais de Regulagdo. Resultados: Nenhum DRSs aproveitou a totalidade das vagas disponibilizadas. A taxa geral de
agendamento foi 66,2%; a taxa de abscenteismo dos novos pacientes, 22,4%. A taxa de aproveitamento global foi 37,9%,
representando que das 309.573 vagas disponibilizadas, apenas 117.328 pacientes foram absorvidos para seguimento no
Hospital. A baixa complexidade representa parcela importante dos casos, 41,5% em 2000 e 39,3% em 2005; a coeréncia dos
encaminhamentos com os protocolos de acesso foi 74,0% em 2000 e 75,5% em 2005; nao foram absorvidos para seguimento
31,3% dos pacientes agendados via Centrais de Regulagdo. Conclusées: A implantacao das Centrais de Agendamento de
ConsultasEletivas, como aperfeicoamento do sistema regional de saude, foi parcialmente atingida, tendo elas se tornado
mero instrumento administrativo de agendamento de consultas. A proposta implementada em 2000 teve o mérito de provo-
car a discussdo entre os gestores, Hospital e a responsabilizacdo dos municipios e regionais de saide com o encaminha-
mento dos pacientes para o nivel tercidrio do sistema de saide. Foi também uma a¢do importante na humanizacao dos
servicos de saude visto que a partir de entdo, os novos pacientes agendados contam com a certeza da realizagao da consulta.
A implantacdo de um sistema com esta abrangéncia, envolvendo municipios, DRSs e o Hospital, mesmo fundamentado em
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questdes logicas de eficiéncia, demanda tempo. Mesmo com alguns avangos, ainda temos muitos desafios e um longo
caminho a trilhar objetivando concretizar uma rede de servicos que propicie assisténcia integral, acesso universal com
equidade e qualidade. O planejamento continuo e integrado entre gestores e prestadores, em especial hospitais de ensino,
€ caminho certo nesta dire¢do. Planejamento este que deve ser dinAmico, identificando e corrigindo os problemas de cada
momento e estimulando os avangos continuos de forma a melhorar a saide e a qualidade de vida de todos.

Imunologia Basica e Aplicada

PAPEL DO CCR4 NA INFECGAO EXPERIMENTAL POR Trypanosoma cruzi

Juliana Santiago da Silva
Orientador: Prof. Dr. Paulo Marcos da Matta Guedes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 09/04/2010

O receptor de quimiocina CCR4 participa na migracdo de células T CD4*CD25* (Treg) para vérios tecidos de
camundongos e pacientes. A infeccdo por Trypanosoma cruzi resulta em miocardite e o perfil celular deste infiltrado
inflamatorio € determinante na evolucdo da doenca em pacientes e na infec¢cdo em modelo experimental. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o papel do CCR4 na migragdo de células T CD4*CD25* para o coragdo de camundongos
durante a infeccéo experimental por 7. cruzi. Camundongos selvagens C57BL/6 e geneticamente deficientes de CCR4
(CCR4™") foram infectados com 1 103 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y do 7. cruzi e os resultados mostraram
que camundongos CCR4” sdo mais susceptiveis a infecc¢do, pois apesar de apresentarem menores niveis de parasitemia,
apresentaram significante aumento na miocardite e mortalidade. O infiltrado inflamatério cardiaco dos animais CCR4”- foi
caracterizado por aumento de células T CD8* e reducio de células T CD4*CD25". Entretanto, no ba¢o houve aumento desta
mesma subpopulacdo de células, provavelmente indicando falha em sua migracdo a partir desse 6rgao. De maneira conjunta,
foi observado aumento da produg@o de IFN-y e TNF-a e redugdo na producido de IL-10 no coragdo e no soro dos animais
CCR4”. Ademais, foi observado aumento da expressdo de T-Bet (fator de transcri¢do Thl), quimiocinas e receptores de
quimiocinas do perfil Th1 no coragdo dos camundongos CCR4”. Posteriormente, verificamos por meio de ensaio de cocultura
de células Treg e linfécitos T que ndo ha diferenca na atividade supressora de células Treg obtidas de animais selvagens
C57BLY/6 e deficientes de CCR4. Para confirmar a correlac@o entre a deficiéncia na migragdo de Treg para o coracéo dos
animais CCR4 e a maior susceptibilidade dos mesmos a infec¢io pelo 7. cruzi, linfécitos T CD4*CD25* de animais selva-
gens foram transferidos para animais deficientes de CCR4, quatro dias ap6s a infecc@o, sendo observada parasitemia e
mortalidade similares aos animais selvagens. Camundongos CCR4 infectados apresentaram baixa frequéncia de células
Tregs no coracdo quando comparado aos seus controles e provavelmente mostraram um mecanismo imunoregulatério
deficiente no corag@o. Sendo assim, nossos resultados indicam que o CCR4 tem um papel importante no controle da
miocardite durante a infec¢éo pelo T. cruzi, principalmente devido ao controle do influxo de células Tregs para o coragio.

PRODU’QAO E USO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES DERIVADOS DO DOMINIO Il DA
PROTEINA E DOS Flavivirus ROCIO, ENCEFALITE DE SAINT LOUIS E OESTE DO NILO

Juliana Helena Chéavez
Orientador: Prof. Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo
Tese de Doutorado apresentada em 07/05/2010

Os virus da familia Flaviridae e pertencentes ao género Flavivirus sdo arbovirus de grande importancia em saiude
publica, com altas taxas de morbidade e mortalidade em paises tropicais. No Brasil € descrita a ocorréncia de 11 flavivirus,
sendo que 6 destes estdo filogeneticamente relacionados ao Complexo da Encefalite Japonesa, responsavel por infec¢des
que podem acometer o sistema nervoso central causando encefalite. Dentre eles, destacam-se o virus da Encefalite de Saint
Louis (SLEV), recentemente isolado no estado de Sao Paulo e o virus Rocio (ROCV), que foi responsavel por um importante
surto epidémico no Vale do Ribeira, na década de 70. Além disso, outro virus deste complexo que merece atenc¢io € o Oeste
do Nilo (West Nile - WNV), introduzido nos Estados Unidos hé 11 anos, tendo se espalhado por toda a América do Norte
e migrado rumo sul, ja ocorrendo evidéncias sorolégicas da presenca deste patdgeno na Coldombia e na Argentina, o que
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aumenta o risco de sua introdu¢@o no Brasil. A provavel introdu¢dao do WNV e a re-emergéncia das infec¢des causadas pelo
SLEV e ROCV sustentam a realizac¢do de estudos epidemioldgicos e moleculares destes virus visando a prevengdo de
futuras epidemias. Assim, o presente trabalho produziu polipeptideos recombinantes contendo o dominio III, um dos
principais sitios imunogénicos da proteina E destes virus, através de técnicas de clonagem e expressao protéica procariotica.
A amplificagdo do gene foi realizada por RT-PCR, resultando em amplicons de cerca de 400 pb. Em seguida, foi realizada a
clonagem dessa regido no vetor pCR 2.1 e subclonagem nos vetores de expressdo PQE31 e PQE32. A expressao protéica foi
realizada em sistema procaridtico com o uso da cepa M 15 de E.coli, resultando em polipeptideos de aproximadamente 17kd
para cada virus. A purifica¢do protéica foi realizada através da estratégia de niquel e cauda de histidina em condic¢des
desnaturantes, e foi possivel obter polipeptideos com alto grau de pureza. Em seguida, os polipeptideos produzidos foram
utilizados como antigenos para a padronizacio do IgG-ELISA. Apés esta padronizag@o, foi possivel avaliar 96 amostras de
soro humano para a detec¢io de anticorpos contra esses virus. Observou-se, uma alta prevaléncia de anticorpos anti-virus
da encefalite de Saint Louis (29%) e anti-virus Rocio (27%) nos soros de pacientes com doenca febril aguda. Ainda, foi
possivel a produg@o do peptideo soltivel de rDIII, o qual foi utilizado para imunizagdo de camundongos. Observou-se que
o rDIIT de ROCV ao ser administrado com adjuvante, foi imunogénico e gerou anticorpos em altos titulos para o ELISA
padronizado com rDIII. Também estes anticorpos, reagiram de forma cruzada em menor intensidade com rDIII de SLEV e
WNV. Desta forma, o presente trabalho permitiu a criagdo de uma ferramenta diagndstica de grande valia e com vasta
aplicabilidade em estudos de soroprevaléncia e epidemiologia de flavivirus circulantes no Brasil.

CELULAS T REGULADORAS CD4* CD25"¢" FOXP3* EM PACIENTES
COM LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Nadiele Fatima de Marco Fagundes
Orientador: Prof. Dr. Julio César Voltarelli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 20/05/2010

A Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) € uma neoplasia hematoldgica caracterizada pelo gene de fusdo BCR-ABL1 e
€ uma doencga em que o sistema imunoldgico desempenha um papel importante no combate a célula tumoral, como
evidenciado pelo sucesso obtido com infusdes de linfécitos do doador, em pacientes que haviam recaido apds transplante
de medula 6ssea alogénico, bem como com as remissdes hematoldgicas e citogenéticas alcangadas com o tratamento com
IFN-o.. Adicionalmente, nimero elevado de células T reguladoras tem sido encontrado em diversos tipos tumorais e em
algumas neoplasias hematolégicas promovendo a tolerdncia do sistema imunoldgico aos antigenos tumorais. Embora o
aparecimento do oncogene, que leva a LMC, ocorra na célula tronco e raramente envolve a linhagem de células T, os dados
da literatura, apesar de contraditdrios, apontam para uma acao do mesilato de imatinibe (farmaco utilizado atualmente no
tratamento da doencga) sobre essas células. Devido a necessidade que o paciente tem de fazer uso desta droga por toda
vida, visto que o tratamento ndo promove a cura da doenga, o melhor entendimento da acdo desta droga sobre o sistema
imunoldgico € necessario. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar quantitativamente as subpopulacdes de células
T, em especial as células T reguladoras, bem como o perfil de citocinas do padrao Thl e Th2, ao diagnéstico e apos trés e
seis meses tratamento com imatinibe por meio de imunofenotipagem e pela técnica do Cytometric Bead Array. Foram
analisadas amostras de sangue periférico de pacientes com LMC antes, trés meses e seis meses apos o inicio da terapia.
As populacdes e subpopulagdes de linfécitos TCD4* e TCD8*, bem como as populagdes de células NK, NKT e células T
reguladoras foram estudadas em amostras de sangue de dezessete pacientes e dezesseis individuos controles e os
resultados foram apresentados em nimeros absolutos baseado nas contagem de linfécitos obtidos no hemograma. A
populacdo de linfécitos totais e de células T, bem como as populacdes de células NK e NKT apresentava-se aumentada
nos pacientes ao diagndstico e se normalizava ji aos trés ou aos seis meses de tratamento, quando os pacientes se
encontravam em remissao hematolégica. De modo menos relevante, o mesmo foi encontrado para a populacao de células
T CD8&*. Diferentemente, o nimero de Treg ao diagndstico encontrava-se diminuido e aumentava durante o periodo de
tratamento, também aproximando-se do observado no grupo controle. As concentracdes de todas as citocinas estudadas
encontravamse elevadas ao diagnéstico, e de modo mais relevante o TNF-o e IL-4. Em conclusio, observamos a capaci-
dade da leucemia miel6ide cronica em promover respostas imunoldgicas contra o tumor, por meio do nimero elevado de
células T CD8, NK e NKT ao diagndstico que diminuem com o uso da droga, correlacionandos e inversamente com o
nimero aumentado de células Treg observado durante tratamento. Diante disso, o uso de medicamentos que reduzem
drasticamente a massa tumoral, como os inibidores de tirosino-quinase, utilizados em conjunto com estratégias terapéuti-
cas que possam aproveitar a acdo do sistema imunoldgico no combate a célula neoplasica, parece ser a melhor opcao
terapéutica para esses pacientes.
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AVALIACAO DE NOVAS FORMULACOES PROFILATICAS OU TERAPEUTICAS EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE TUBERCULOSE E FIBROSE PULMONAR

Rogério Silva Rosada
Orientador: Prof. Dr. Célio Lopes Silva
Tese de Doutorado apresentada em 21/05/2010

As vacinas de DNA tém sido amplamente exploradas nos tltimos 10 anos como uma nova estratégia de vacinacdo
para diferentes patologias. Abordagens que visem diminuir a dose administrada com a manutengio da resposta imune tém
sido alvo de intimeras pesquisas. Neste sentido, a vacina de DNAHsp65 de Mycobacterium leprae tem se mostrado
eficiente na profilaxia e terapia contra a tuberculose (TB) experimental, sendo que diversas estratégias de otimizagao t€m
sido descritas. Dentre elas, os lipossomas sdo vesiculas lipidicas que servem como carreadores de substincias. Dessa
forma, utilizamos lipossomas cati6nicos complexados ao DNA plasmideal, o qual foi previamente unido eletrostaticamente
auma sequéncia direcionadora para niicleo (NLS), com intuito de otimizar a transfeccdo do DNAhsp65 (Lipo-DNAhsp65)
administrado pela via intranasal. Esta rota também foi explorada através da utilizagdo de uma construcao lipossomal
contendo 4cido hialurdnico (HA), que proporciona mucoadesividade a formulacdo. Camundongos imunizados com Lipo-
DNAhsp65, apresentaram protegdo contra posterior infec¢do por M. tuberculosis (Mtb), mantendo-se semelhante com a
adi¢do de NLS. Por outro lado, os ensaios em esquema terapéutico revelaram que a constru¢ao Lipo-DNAhsp65-NLS
induziu maior redu¢do de CFU quando comparada as demais construcdes analisadas. Foi detectado aumento da producao
de citocinas essenciais no combate a TB, células mononucleares no lavado broncoalveolar e preservacdo da arquitetura
pulmonar. Estes dados mostram a importancia da utilizagdo de NLS em lipossomas como uma nova estratégia para a
veiculagdo da vacina DNAhsp65 em aplicagdes terapéuticas. Quando HA foi adicionado na superficie lipossomal, o efeito
terapéutico foi perdido, mas surpreendentemente, o tratamento com HA livre diminuiu o CFU recuperado e manteve a
preservacdo do parénquima pulmonar. Como a fibrose ocorre em consequéncia da infeccio por Mtb, foram realizados
estudos com modelo experimental de fibrose pulmonar e utilizando outro imunomodulador. Para tanto, camundongos
foram injetados com bleomicina pela via intratraqueal e foi avaliado o efeito da terapia com IL13-PE, uma versao truncada
da exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa acoplada a IL-13 humana recombinante, causando uma reagao irreversivel na
célula alvo, levando-a a apoptose. Sendo assim, como no ambiente fibrético hd uma intensa populagdo celular pro-
fibrética que expressa o receptor para IL-13, ocorre a morte dessas células e, consequentemente, diminui¢do da fibrose
pulmonar apds o tratamento. Esse efeito é mantido mesmo quando o camundongo é pré-exposto a P. aeruginosa ou a sua
respectiva exotoxina. Estes resultados suportam a possibilidade da prospeccéo da IL13-PE como interessante ferramenta
terapéutica no tratamento da fibrose pulmonar e como estratégia complementar no combate a TB.

POLIMORFISMO GENICO DE HLA-G, HLA-C, IL-18, INF-y E TNF E EXPRESSAO DE
HLA-G NA TOLERANCIA AO ALOTRANSPLANTE RENAL

Daiani Cristina Ciliao Alves
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Antonio Donadi
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/05/2010

O transplante renal € o tratamento de escolha para pacientes com doenga renal em estdgio final. O sucesso para a
aceitacdo de transplante alogénico € dependente da interag@o de diversos mecanismos imunoldgicos e genéticos. Dentre
os mecanismos relacionados com induc¢do de tolerancia, a molécula HLA-G € relatada como moduladora da sinalizagdo
extracelular. Diversos sitios genéticos presentes no éxon § do gene HLA-G tém sido associados com a expressdo do HLA-
G, incluindo a insercdo/delecdo 14-pb e as varia¢des nucleotidicas pontuais +3142 G/C e 43187 G/A. Além do HLA-G, a
molécula HLA-C também pode influenciar o curso do transplante, modulando as células do sistema imune, particularmente
as células natural killer, cujos receptores podem interagir com as moléculas HLA. Além dessas moléculas, as citocinas IL-
18, INF-y e TNF podem influenciar na modulacéo da resposta imune frente ao aloenxerto renal, algumas delas modulando
a expressdo de HLA-G. Neste estudo, foram analisados diversos sitios polimorficos (DNA amplificado hibridado com
iniciadores sequéncia especificos ou sequenciamento de bases nucleotidicas) nos genes que codificam as moléculas
HLA-G (14pb D/1, 43003 C/T, +3010 G/C, +3027 A/C, + 3035 C/T, +3142 G/C e 43187 G/A), HLA-C (éxons 2 e 3), IL-18 (-137
C/G e -607 A/G), INF-y (+874 T/A) e TNF (-308 A/G) em 116 pacientes submetidos ao aloenxerto renal, estratificados
segundo a presencga de Rejeicdo aguda (RA; n=17), Rejeicdo cronica (RC; n=52), Rejeicdo total (R; n=69) e Sem rejeicao
(SR; n=47), e ainda, Controles sadios (C; n=202). Em adicio, foi avaliada a expressdao de HLA-G em bipsias renais,
utilizando-se imunohistoquimica, correlacionando-se com os sitios polimorficos avaliados. A andlise estatistica foi realiza-
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da utilizando os softwares Genopop 3,4 e GraphPad Instat. Os resultados mostraram que apesar de ocorrer maior frequén-
cia de expressdao de HLA-G em aloenxertos renais SR em relagdo aos com R, ndo houve diferenga significante. Nos
polimorfismos do HLA-G, houve maior frequéncia do genétipo +3035 CC e menor do +3035 CT na RC e maior frequéncia do
gendtipo +3187 GA na R. Quanto a frequéncia alélica de HLA-Cw, encontramos que o alelo Cw2 € fator de risco para RA,
os alelos Cw3 e Cw15 fatores de risco para RC, enquanto os alelos Cw7 e Cw12 fatores de prote¢do. De acordo com os
polimorfismos das citocinas, encontramos que o gendtipo -137 CC da IL-18 foi mais frequénte na RC e o genétipo -137 GG
(alto produtor) menos frequénte na RA, enquanto que os genotipos +874 TT do INF-y e -308 AG do TNF foram mais
frequéntes na rejei¢do. Com relag@o a influéncia desses fatores na expressdo de HLA-G no enxerto renal, na rejei¢do os
alelos Cw4 e Cw14 foram relacionados com auséncia da expressdo de HLA-G, enquanto que o Cwo foi relacionado com
maior expressdo de HLA-G. No grupo SR o alelo Cw4 foi associado com aumento da expressdo de HLA-G. Desta forma,
diversos sitios polimérficos dos genes HLA-G, HLA-C, IL-18, INF-y e TNF estiveram associados com a presenga de
rejeicdo, no entanto, somente os alelos de HLA-C foram associados com a expressdao de HLA-G no aloenxerto renal. Por
outro lado, a intera¢do de moléculas tolerogénicas como HLA-G com as citocinas de padrdo pré- ou antiinflamatdrios
precisam ser mais bem estudados quanto aos perfis genéticos e imunolégicos na tolerancia ao aloenxerto.

ATIVIDADES in vitro E in vivo DE MICROESFERAS BIODEGRADAVEIS CONTENDO LEUCOTRIENO B,
E/OU ANTIGENOS LIVRES DE CELULAS DE Histoplasma capsulatum

Daiane Fernanda dos Santos
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 14/06/2010

O Histoplasma capsulatum é um fungo dimérfico responsédvel por infecgdes pulmonares caracterizadas por reacao
granulomatosa. Sua incidéncia vem aumentando nos ultimos anos devido principalmente as alteracdes imunoldgicas
relacionadas ao comprometimento da imunidade celular. Anteriormente, nosso grupo de pesquisa demonstrou o envolvi-
mento dos leucotrienos (LTs) nos mecanismos de defesa do hospedeiro durante a histoplasmose. Além disso, demonstrou
que antigenos livres de células (CFAgs, do inglés cell-free antigens), derivados de H. capsulatum, quando empregados na
imuniza¢ao de animais, conferem protecao eficiente aos mesmos e controle da infec¢@o, uma vez que ativam a imunidade
celular, e aumento da produgao de LTs nos pulmdes dos animais imunizados. Assim, nosso grupo desenvolveu microesferas
(MS) biodegradaveis, constituidas de ésteres derivados dos écidos lactico e glicdlico (PLGA), contendo LTB,. Estas MS
foram avidamente fagocitadas por macréfagos in vitro e aumentaram o recrutamento de leucdcitos para os pulmoes,
quando administradas intratraquealmente. Diante do papel dos LTs na histoplasmose e dos potenciais terapéutico e
profildtico dos CFAgs, o objetivo deste estudo foi avaliar as atividades bioldgicas in vitro e in vivo de MS contendo LTB,,
e/ou CFAgs. Assim, foram desenvolvidas MS (PLGA) contendo LTB, e/ou CFAgs através do processo de simples ou
dupla emulsio seguido pela extragao do solvente. Este método permitiu uma eficiente encapsulacio tanto do mediador
lipidico quanto dos antigenos protéicos e um perfil de liberag@o sustentada ao longo dos dias avaliados. O potencial zeta
e a morfologia das MS nédo foram alterados com o processo de microencapsulacio; da mesma forma, a integridade dos
CFAgs nao foi interferida. Para estudos in vitro, empregamos macréfagos diferenciados de medula 6ssea murina (BMDM¢).
O tamanho adequado das MS contribuiu para sua eficiente fagocitose pelos BMDMo e as MS contendo LTB, e/ou CFAgs
modularam a produgio de TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-12, quimiocinas (KC, MCP-1 e RANTES), e nitrito, sendo que as MS-
CFAgs mostraram-se mais potentes. O estimulo com as diferentes MS induziu discreto aumento na expressdao de CD86 na
superficie de BMDMo¢. Neste contexto, verificamos o envolvimento do fator de transcri¢io NF-kB durante a ativagio de
BMDM¢ induzida pelas MS. Apesar da eficiente ativagdo dos BMDM¢ induzida pelas MS, néo foi possivel evidenciar uma
resposta imune celular em animais imunizados com as MS-LTB *CFAgs ou MS-CFAgs. Portanto, futuros experimentos
deverio ser realizados a fim de investigar o potencial profilatico das MS contendo LTB, e/ou CFAgs na histoplasmose.

MODULACAO DA EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAO PELA SALIVA DO
CARRAPATO Rhipicephalus microplus E SEU EFEITO SOBRE A ADESAO CELULAR

Wanessa Aratjo Carvalho
Orientadora: Profa. Dra. Isabel Kinney Ferreira de Miranda Santos
Tese de Doutorado apresentada em 28/06/2010

No hospedeiro bovino o nivel de resisténcia ao carrapato Rhipicephalus microplus varia de acordo com a raga
sendo os fendtipos contrastantes herdaveis. O presente trabalho explora esses fendtipos a fim de estabelecer o efeito da
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saliva do R. microplus sobre a expressdo de moléculas de adesdo e aderéncia de células & matriz extracelular e endotélio,
correlacionando os dados com a resisténcia na raca zebuina (Nelore) e a susceptibilidade na raca taurina (HPB). Para tal,
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de bovinos resistentes e susceptiveis foram expostas a concentra-
¢oOes variadas de saliva do carrapato R. microplus, em diferentes tempos, e as moléculas de adesdo ICAM-1, LFA-1, E-, L-
e P-selectinas quantificadas por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. As mesmas moléculas, acrescidas da
VCAM-1, foram analisadas em bidpsias de pele infestada de ambos fenétipos de infestagdo em periodos de alta e baixa
infestacao. A adesdo as matrizes de coldgeno e fibronectina, ao fibrinogénio e ao endotélio foram avaliados em ensaios de
adesdo estaticos com c€lulas sanguineas da linhagem branca e plaquetas (buffy coat), in vitro, frente a presenga de saliva.
Os resultados obtidos demonstram que a saliva do carrapato R. microplus modula a expressdo de moléculas de adesdo, in
vitro, onde animais susceptiveis possuem uma maior expressao de todas as moléculas de adesdo analisadas no tempo de
6 horas. Em 12 horas, animais resistentes expressam mais L-selectina. A pele infestada de animais susceptiveis apresenta
uma maior expressdo de ICAM-1, VCAM-1 e LFA-1, que sdo inibidas frente a uma infestacdo pesada com o ectoparasita.
Infestagdes macicas também provocam um aumento da expressao de E- e L-selectina em animais resistentes, o que nio
ocorre em animais susceptiveis. Apesar das moléculas de adesdo ser mais expressas em animais susceptiveis do que nos
resistentes, a adesdo celular, tanto nas matrizes extracelulares, quanto no fibrinogénio e endotélio, ¢ menor no primeiro
fenotipo frente a presenga de saliva, demonstrando uma modulagio da adesdao mais severa nesses animais que em bovinos
resistentes. Ensaios de adesdo estiticos com a saliva contendo proteinas desnaturadas com tripsina demonstraram que
esse efeito é mediado por proteinas em ambos os fenétipos. Essas discrepancias contribuem para a expressao dos
diferentes fenotipos de infestacdo, gerando dados para uma possivel intervencao do parasitismo pelo carrapato em
hospedeiros susceptiveis.

Neurologia

MODULAGAO COLINERGICA DA PLASTICIDADE SINAPTICA CORTICAL: EFEITOS DA ATIVAGCAO DE
RECEPTORES MUSCARINICOS SOBRE A INDUGAO E MANUTENGCAO DA DEPRESSAO DE LONGA-
DURAGAO (LTD) NA VIA HIPOCAMPO - CORTEX-PRE-FRONTAL MEDIAL DE RATOS in vivo

Cleiton Lopes Aguiar
Orientador: Prof. Dr. Jodo Pereira Leite
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/04/2010

O sistema colinérgico encefalico desempenha um papel central em processos de aprendizado e consolidagdo de
memodria. Particularmente, o cortex pré-frontal medial (mPFC) apresenta aumento nos niveis de acetilcolina (ACh) durante
e apos tarefas de memoria. Além disso, a ativagio colinérgica muscarinica facilita a potencializagdo de longa duracao (LTP)
e depressao de longa-dura¢do (LTD) no hipocampo e cértex. Recentemente, demonstramos que o agonista muscarinico
pilocarpina (PILO), promove prolongamento da fase tardia da LTP na via hipocampo (CA1)-mPFC in vivo associado a
surgimento de oscilagdes rdpidas no hipocampo e no cértex. Assim, no presente trabalho investigamos a dindmica da
modulagdo colinérgica muscarinica sobre a LTD na via CA1-mPFC in vivo e sua dependéncia da neurotransmissdo gluta-
matérgica mediada por receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Para isso, ratos anestesiados com uretana e
mantidos a temperatura controlada de 37 + 0,5°C, foram submetidos a implante de microeletrodos para estimulacao em CA1
e registro de potenciais p6s-sinapticos de campo (fPSPs) no mPFC. Apés 30min de registro de linha de base, a LTD foi
induzida por meio de trens de pulsos elétricos de baixa frequéncia (LFS) e monitorada por 240min. Neste protocolo, os
animais receberam PILO (40nmoles; 1uL;i.c.v.) ou Veh (liquido cefalorraquidiano artificial, aCSF) imediatamente antes ou
20min ap6s LES. Além disso, com o objetivo de avaliar o papel dos receptores NMDA (NMDAR) na modulagdo muscarinica
da LTD cortical, um grupo independente de animais recebeu microinjecio intra-mPFC do antagonista seletivo de NMDAR
(AP7; 20nmoles; 0,4uL) ou Veh (NaCl 0,15M) 10min antes de microinje¢@o de PILO. Nossos resultados mostram que a pré-
ativacido muscarinica por PILO facilita a LTD na via CA1-mPFC. Contudo, PILO sozinha ou aplicada 20min ap6s LFS nio
é capaz de modular nem a neurotransmissdo basal nem a manutencao da LTD na via CA1-mPFC. Além disso, o efeito da
pré-ativacdo de PILO sobre a LTD € dependente da ativagdo de NMDARSs, ja que a aplicacdo de AP7 inibe a manuten¢do
da LTD cortical. Portanto, em conjunto com os dados de LTP cortical, recentemente publicados pelo nosso laboratério,
sugerimos que a atividade de receptores muscarinicos seja fundamental para modular a plasticidade sinaptica de maneira
bidirecional (LTP e LTD), dependendo dos padrdes de disparos dos neur6nios da regido CA1 do hipocampo. Por ser uma
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das principais saidas de informag¢do do hipocampo para o cértex, estudos sobre a modulagdo da plasticidade sindptica na
via CA1-mPFC podem fornecer novos dados sobre os mecanismos envolvidos na consolidagdo de memorias de longo
prazo, no papel do sono sobre a consolidacio de memdrias, e sobre alteracdes cognitivas em epilepsias, psicoses e
comorbidades psiquidtricas.

AVALIAGCAO ELETROFISIOLOGICA DA AUDICAO EM CRIANGAS COM
TRANSTORNOS DE APRENDIZAGEM ESCOLAR

Ana Claudia Figueiredo Frizzo
Orientadora: Profa. Dra. Carolina Araujo Rodrigues Funayama
Tese de Doutorado apresentada em 20/04/2010

Pesquisas do Potencial Evocado Auditivo de Média Laténcia (PEAML) destacam o procedimento como uma ferra-
menta ttil na pratica clinica para avaliar a integridade do sistema de audi¢@o central. O objetivo deste estudo foi examinar os
PEAML em criangas com inaptidao de leitura e escrita, o objetivo deste estudo foi examinar os componentes do PEAML em
uma amostra de criangas, de acordo com seus niveis de Q.. Este estudo de corte contemporaneo incluiu 25 criangas com
transtorno de leitura e escrita, de 8 a 14 anos de idade (mediana, 10 anos). Estas criangas nao mostraram nenhuma causa
organica ou ambiental para suas inaptidoes e foram emparelhadas por idade e género aos controles com boas habilidades
académicas. O PEAML do grupo pesquisa com Q.I. total (WISC-III) abaixo de 80 (N=15) foi comparado ao grupo com Q..
acima de 80 (N=10), e ambos ao grupo de controle. Os dados foram analisados comparando intervalos de confianga para as
laténcias das ondas Na, Pa e Nb e amplitude Na-Pa para as combinag¢des de orelhas e hemisférios cerebrais. Os achados ndo
caracterizaram nenhum marcador para o grupo com Q.I. <80. As laténcia de Nb e Pa (LatNb e LatPa) foi mais longa no
hemisfério cerebral direito do grupo com Q.I. >80 em relacdo aos hemisférios direito (LatNb e LatPa) e esquerdo (LatPa) do
grupo de controle. Estes achados relativos 8 medida do PEAML podem auxiliar na caracterizacio de criangas com transtor-
no de aprendizagem escolar, especialmente aquelas com transtornos especificos do tipo dislexia.

EFEITOS COMPORTAMENTAIS E NEUROPATOLOGICOS DE CRISES DE CURTA DURAGAO
NO STATUS EPILEPTICUS INDUZIDO POR PILOCARPINA EM RATOS

Ana Claudia Zanetti
Orientador: Prof. Dr. Jodo Pereira Leite
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 22/04/2010

AEpilepsia do Lobo Temporal (ELT) € a forma mais comum de epilepsia em humanos e esté relacionada a Esclerose
Hipocampal e ao brotamento anormal das fibras musgosas em direcdo a camada molecular interna do giro denteado.
Estudos sugerem que a esclerose hipocampal e o brotamento das fibras musgosas interferem na génese e progressiao da
ELT. Virios estudos demonstram que estimulos de intensidade suficiente para provocar lesdo celular, se aplicados em
menor intensidade, menor duragio e de forma intermitente, podem ativar mecanismos protetores endégenos e proteger as
células contra os efeitos de um estimulo posterior, mais intenso. Este fendmeno é denominado tolerincia ou
precondicionamento e pode ser desencadeado por hipdxia, isquemia, crises epilépticas de curta dura¢do. Varios paradigmas
de precondicionamento tém sido utilizados no ambito experimental na busca de identificar os mecanismos subjacentes a
esta neuroprote¢do endégena. Objetivos: verificar se o precondicionamento através de crises epilépticas de curta durag@o
previnem a perda neuronal hipocampal, e sua interferéncia no desenvolvimento e progressdo do status epilepticus (SE) e
das crises espontineas recorrentes (CERs). Material e métodos: Ratos Wistar machos (260-300g) foram submetidos a
cirurgia para implantac¢do de canula no hipocampo posterior, apés periodo de recuperagdo, foram submetidos a crises
epilépticas de curta duracdo (12 min) induzidas com pentilenotetrazol (PTZ) (injecdes i.p. a cada 10 min sendo a 1* de 20mg/
kg e as seguintes de 15mg/kg) por 2 dias consecutivos; depois de 48 horas foram submetidos ao SE através de injecdo
intrahipocampal de pilocarpina (Pilo) (2,4mg/ul). Depois de 2 horas, o SE foi interrompido com thionembutal (20mg/kg). O
grupo controle foi submetido somente ao SE. Os animais foram sacrificados 24 horas, 7 dias e 2 meses ap6s o SE, os
cérebros foram processados para coloracé@o de Nissl, Fluoro-Jade B e Neo-Timm para detectar morte, degeneragédo neuro-
nal e reorganizagdo sindptica respectivamente. O grupo de 2 meses foi filmado para avaliacdo das CERs. Resultados: O
precondicionamento alterou significativamente a génese e progressido do SE, 69% dos animais precondicionados ndo
evoluiram para SE e a severidade das crises durante o SE foi menor nos animais precondicionados. As CERs ndo apresen-
taram diferencgas quanto a laténcia, duracdo, nimero e severidade entre o grupo Precondicionado e o submetido somente
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ao SE. A coloracio de Nissl evidenciou menor perda neuronal hipocampal no grupo Precondicionado com sobrevida de 24
horas (CA3cD, CA3bD, média entre os dois lados de CA3a e tendéncia em CA2E); no grupo de 7 dias (hilo D, hilo E, média
entre os dois lados do hilo, média de CA3b e tendéncia em CA2D) e no grupo de 2 meses (hilo D, média do hilo, CA3cD,
CA1E, média de CAl). Comparando-se a perda neuronal entre os dois lados no mesmo grupo, observamos que nos trés
periodos de sobrevida, a perda celular foi predominante no lado ipsilateral a injecao de Pilo, tanto no Precondicionado
quanto no grupo submetido somente ao SE (exceto no grupo SE de 2 meses, onde a perda predominou a D). Foi observada
tendéncia a maior brotamento das fibras musgosas em direcio a camada molecular interna no lado contralateral da injecao.
Encontramos correlacdo entre perda neuronal e CERs, ndo foi encontrada correlaco entre perda celular e brotamento das
fibras musgosas nem entre o brotamento e CERs. Com isso, podemos concluir que a perda neuronal tem relacdo com o
desenvolvimento das CERs, ao contrério do brotamento das fibras musgosas. Conclusao: O precondicionamento através
de crises de curta duragio foi eficiente em reduzir a perda neuronal hipocampal; a perda neuronal tem relagdo com o
desenvolvimento das CERs, mas ndo com o brotamento das fibras musgosas, nem o brotamento com as CERs.

SISTEMA DE GERENCIAMENTO DA INFORMAGAO: ALTERAGOES NEUROLOGICAS
EM CHAGASICOS CRONICOS NAO-CARDIACOS

Samuel Sullivan Carmo
Orientador: Prof. Dr. Amilton Antunes Barreira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/04/2010

Desenvolvimento de um sistema computacional de gerenciamento da informagao para auxiliar os estudos cientifi-
cos sobre o sistema nervoso de chagésicos cronicos ndo-cardiacos. O objetivo € desenvolver o sistema requerido, pelo
pressuposto de praticidade nas andlises decorrentes da investigacdo. O método utilizado para desenvolver este sistema
computacional, dedicado ao gerenciamento das informacdes da pesquisa sobre as alteracdes neuroldgicas de seus sujei-
tos, foi; compor o arquétipo de metas e a matriz de levantamento de requisitos das variantes do sistema; listar os atributos,
dominios e qualificagdes das suas varidveis; elaborar o quadro de escolha de equipamentos e aplicativos necessarios para
sua implantacio fisica e I6gica e; implanta-lo mediante uma modelagem de base de dados, um diagrama entidade-relacio-
namento adaptado e uma programacao légica de algoritmos. Como resultado o sistema foi desenvolvido. A discussdo de
andlise € que a informatizacdo torna o processamento de dados mais rapido, pritico e seguro; a saber, citam-se as
operagdes de cadastro, consulta e validagdo de campos, bem como, a busca hiimile e avangada de registros, além da
formatag@o e exportagdo de tabelas pré-tratadas para andlises estatisticas. Ora, a argumentacéo logica € que a confiabili-
dade das informac¢des computacionalmente registradas € aumentada porque a auséncia do viés de erro humano € assegu-
rada na maioria das etapas, inclusive nos diversos tratamentos de dados. Como discussio de cerramento, estudos dota-
dos de razodvel volume de varidveis e sujeitos de pesquisa sdo mais bem geridos caso possuam um sistema dedicado ao
gerenciamento de suas informacdes.

EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUI’MIQA DA MIOSINA VA NO
CEREBELO HUMANO NO PERIODO POS-NATAL

Carolina Couto Rosa de Souza
Orientador: Prof. Dr. Antonio Roberto Martins
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/05/2010

A Miosina V, integrante da classe de miosinas ndo-convencionais, ¢ um motor molecular baseado em actina encon-
trada em células eucaridticas. Esta proteina estd envolvida em processos importantes para a manutencao das células,
como por exemplo: extensdo dos cones de crescimento, transporte axonal, citocinese, contragdo muscular, transporte de
organelas no citoplasma e fagocitose. Utilizando anticorpo policlonal monoespecifico purificado por afinidade, foi possi-
vel investigar a localizacdo celular dessa proteina em cerebelo humano durante o periodo pds-natal, do dia do nascimento
até o envelhecimento. Os tecidos obtidos de autépsias foram fixados em formalina tratados para inclusdo em parafina,
cortados com Sum de espessura e incubadas com o anticorpo primério de coelho anti-M-Va. A detec¢ido do anticorpo
primadrio foi feita através de incubacio com o anticorpo secundério de porco anti-coelho biotinilado seguido por tratamen-
to com Kit Elite ABC. A reacio da peroxidase foi revelada utilizando-se como substrato 4gua oxigenada e DAB. A expres-
sdo da M-Va foi detectada nas CM, CP e CG no cerebelo de criangas, adulto e idoso. Nos cerebelos adulto e idoso, a CM
apresentou uma marcacao com aspecto radiado. Além disso, foi observada na CM marcag@o de interneuronios (células em
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cesto e estreladas). Uma expressdo forte da M-Va foi observada em regides perinuclear e subcortical do citoplasma das
células de Purkinje em todas as idades estudadas. Foi observado também, nestas mesmas células, estruturas semelhantes
a vesiculas no citoplasma. Ndo detectamos marca¢do no nidcleo das células de Purkinje. A expressdo da M-Va nos
dendritos das células de Purkinje foi conspicua, tanto em estruturas vesiculares como em microtibulos dos dendritos e/
ou fibras trepadeiras. O citoplasma das células granulares foi intensamente marcado em todas as idades. O anticorpo anti-
M-Va marcou fibras na substincia cinzenta, neur6nios, fibras e varicosidades no niicleo denteado cerebelar. Alguns
neurdnios apresentaram marca¢do de nucléolo. Os citoplasmas de neurdnios pequenos apresentaram marcag¢do mais
intensa do que os neurdnios maiores, que exibiram uma marca¢do do tipo puntata e perinuclear. A M-Va exibiu uma
expressdo diferencial durante o primeiro ano pds-natal. A CGE esta bem desenvolvida no inicio do primeiro ano pés-natal,
porém sua marcagao nao foi observada no cerebelo de 12 meses p6s-natal. As células granulares prospectivas na ZP da
CGE apresentaram intensidade de marcagdo fraca ou imperceptivel comparado com aquelas da ZPM, onde a marcagdo da
M-Va foi bem definida. A M-Va foi fortemente e diferencialmente expressada pela CM, cuja por¢do pial, mais externa,
apresentou marcagdo mais intensa do que a por¢do interna. As fibras gliais de Bergman também foram marcadas. Observa-
mos células granulares com perfil migratério marcadas com anti-M-Va. Tomados em conjunto, estes resultados sugerem
que a expressao da M-Va € aparentemente constitutiva e desenvolvimento-dependente e sua localiza¢io pode sugerir sua
participacdo no transporte de vesiculas , organelas e membranas celulares, bem como na fung¢éo e/ou morfologia sinaptica
e na migragdo neuronal.

ESPECTROSCOPIA DE PROTONS NA ESCLEROSE TEMPORAL MESIAL

Luciana Maria Mijoler da Cunha
Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos dos Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/05/2010

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € o tipo mais comum de epilepsia em adultos e a esclerose temporal mesial (ETM)
¢ a lesdo estrutural mais frequentemente encontrada nestes pacientes. Caracterizada por atrofia e gliose do hipocampo e
estruturas anatomicamente correlacionadas, a ETM € identificada na maioria dos exames estruturais de ressonancia
magnética (RM). Porém, em cerca de 10 a 20%, os exames de RM ou sdo normais ou apresentam alteragdes bilaterais e
simétricas, dificultando a orientacdo da correcdo cirtirgica. Assim, métodos alternativos para lateralizar a regifo
epileptogénica, sdo necessdrios. Dentre as alternativas, a espectroscopia por RM (ERM), uma técnica nao invasiva que
permite a andlise metabdlica de uma amostra in vivo, tem sido utilizada. Muitos estudos em pacientes com ELT tém
mostrado uma redug@o focal do N-Acetyl Aspartato (NAA) em um ou ambos os lobos temporais indicando perda ou
disfuncao metabdlica neuronal. No entanto, existe uma variedade grande de protocolos utilizados por diferentes autores,
fazendo-se necessdria uma padronizagdo para a utiliza¢@o clinica deste recurso. O objetivo deste estudo é quantificar
concentra¢des metabdlicas em pacientes com esclerose temporal mesial e controles sadios, comparando diferentes condi-
¢oes experimentais, a fim de otimizar o uso da 'H-ERM para lateralizar o foco epileptogénico nas condi¢des experimentais
do nosso servigo. Para isto foram avaliados 74 pacientes portadores de ETM (39,5 + 10,5 anos) claramente definida tanto
clinica como por avaliacdo completa por video-EEG, comparados com 74 controles normais (33,7 + 11,7 anos). Os estudos
foram realizados em equipamentos de ressonancia magnética de 1.5 e 3.0T, instalados no HCRP e em regulares condi¢des
de funcionamento. Foram usadas as sequéncias STEAM (TE=20ms) e PRESS (270ms, 33ms e 55ms), um volume de
interesse mais amplo (3x2x2cm?) e, um restrito ao hipocampo (4x1,5x1cm?3), e por tltimo fizemos um grupo multi-voxel
posicionado em ambos lobos temporais. Todos os dados foram pds-processados pela propria maquina de RM (Siemens,
1.5T; Achieva, 3.0T) e, por softwares adquiridos, sendo o jJMRUI usado no processamento dos grupos feitos no equipa-
mento de RM de 1.5T e o LCModel foi usado no equipamento de 3.0T. A razdo NAA/Cre foi o pardmetro mais adequado na
lateralizagdo do foco epileptogénico. A sequéncia PRESS mostrou melhores resultados que a sequéncia STEAM. O campo
magnético de intensidade maior (3.0T) lateralizou melhor que o de intensidade menor (1.5T). O volume de interesse que
resultou em uma diferenga mais estatisticamente significativa (p<0.05) foi de 3x2x2cm? posicionados em ambos os hipocampos.
O Tempo ao eco longo apresentou melhores resultados e, em relagdo ao pds processamento, o software LCModel, obteve
melhor performance em nossas condi¢des experimentais. A maior lateralizagdo (acima de 75 %) foi obtida nas seguintes
condi¢cdes: Campo magnético de maior intensidade (3T), sequéncia PRESS, TE longo, VOI com 3x3xx2cm? restrito ao
hipocampo, pds processamento com o pacote LCmodel. Concluimos que a 'H-ERM € um método til para a avaliagdo
metabdlica na ELT, podendo ser utilizada como complementagdo a imagem estrutural no processo de avaliagdo do paciente
com ELT.
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CARACTERIZAGAO DOS PACIENTES COM DOENCA CEREBROVASCULAR AGUDA ATENDIDOS NA
UNIDADE DE EMERGENCIA DO HCFMRP ENTRE 2006 E 2008

Débora Cristina Mariano
Orientador: Prof. Dr. Jodo Pereira Leite
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 14/05/2010

O acidente vascular cerebral (AVC) € a principal causa de morte no Brasil e de invalidez no mundo. Apesar disso,
ainda existem poucos dados sobre a vigilancia e atendimento agudo das doengas cerebrovasculares no pafs e seus fatores
de risco, sendo a maioria destes descontinuos e restritos a subgrupos de patologias. No presente estudo objetivamos
descrever e caracterizar o perfil clinico e epidemiol6gico do doente com AVC agudo atendido na Unidade de Emergéncia do
HCFMRP. Foi feita uma revisdo de 901 prontuarios médicos dos pacientes com doenga cerebrovascular aguda atendidos
na Unidade de Emergéncia do HCFMRP entre janeiro de 2006 e junho de 2008. A evolugao dos pacientes foi acompanhada
através da utilizacio de escalas clinicas de comprometimento neurolégico na fase aguda e subaguda (Escala de Coma de
Glasgow, Escala de AVC do NIHSS) e escalas de incapacidade na fase subaguda e cronica (indice de Barthel e escala de
Rankin modificada). Os achados de neuroimagem e exames complementares foram avaliados para determinagdo da locali-
zacdo e classificacdo dos subtipos de AVC. Os resultados demonstram que o acidente vascular cerebral isquémico foi
diagnosticado em 61,48% dos pacientes; o acidente vascular cerebral hemorragico em 20,2%; a hemorragia subaracnéide
em 7,54%, o ataque isquémico transitério em 4,1%, a trombose venosa cerebral em 0,99% e a isquemia retiniana em 0,55%.
A idade média dos pacientes foi de 61,8 + 15,63 anos sendo a maioria do sexo masculino (53,5%). A admissio, o NIHSS
mediano foi 9 (IQ: 4-18) e o Glasgow mediano de 14 (IQ: 11-15). APAM na admissao foi de 113,67 + 25,85 mmHg. A intubacgao
orotraqueal foi necesséaria em 37,5% dos pacientes e o tempo médio de internagao foi de 14 + 20,98 dias. Infecgdes foram
detectadas em 43,3% e a taxa de mortalidade intrahospitalar foi de 23,2%. Com relacéo aos fatores de risco encontramos
hipertensdo arterial sistémica em 80,9%; tabagismo em 33,7%; dislipidemia em 31,7%; AVCI ou AIT prévio em 30%;
consumo de dlcool em 28,4% e diabetes mellitus em 27,3%. Em geral, observamos que as caracteristicas clinicas, os
subtipos de AVC e frequéncia dos fatores de risco em nossa casuistica se assemelham ao que ja foi descrito em outros
estudos da literatura, porém o tempo de internacdo, as taxas de complicagdes e infeccdes parecem estar aumentados.
Acreditamos que isso possa ser devido a um maior nimero de pacientes em estado grave admitidos nessa institui¢ao. Os
dados descritos neste estudo serdo importantes despertar um maior interesse para as doengas cerebrovasculares na
cidade de Ribeirdo Preto e, auxiliar outros pesquisadores desta instituicdo no planejamento de condutas, implantagdo de
melhorias nos atendimentos e criagdo de programas e estratégias de prevencio mais especifica.

ESTUDO DO PADRAO DE GLIOSE E DA EXPRESSAO DAS METALOTIONEINAS Wi,
DA AQUAPORINA-4 E DE COMPONENTES DA MATRIZ EXTRACELULAR NO
HIPOCAMPO DE PACIENTES COM EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

José Eduardo Peixoto Santos
Orientador: Prof. Dr. Jodo Pereira Leite
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/05/2010

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € caracterizada por apresentar grande porcentagem de resisténcia ao tratamento
farmacoldgico, perda neuronal progressiva, gliose e reorganizacao anormal de axdnios que contém zinco (Zn) vesicular, em
estruturas limbicas como o hipocampo. As metalotioneinas I/Il (MT-I/II) sdo proteinas envolvidas na modulagdo da
concentracio do Zn livre, metal que em concentracdes na faixa de micromoles, induz morte celular em sistemas in vitro.
Alguns estudos sugerem que as MT-I/II fazem parte de mecanismos endégenos de neuroprote¢do. Dados preliminares em
nosso laboratério sugeriram que o volume hipocampal, avaliado pela ressonancia magnética (RNM), pode ndo estar
diretamente relacionado a intensidade de perda neuronal, constatada histologicamente. Alteracdes na densidade de
outras populacgdes celulares encontradas no tecido, bem como de proteinas ligadas a homeostase da dgua, como a
aquaporina-4 e proteinas da matriz extracelular, podem ser fatores importantes para melhor definir a associacio entre
caracteristicas do tecido e volumetria na RNM. Objetivos: Avaliar no hipocampo de pacientes submetidos ao tratamento
cirdrgico de ELT resistente ao tratamento farmacolégico com diferentes intensidades de reducéo do volume hipocampal:
populagdes neuronal e glial ativada; expressao das metalotioneinas I/II e da aquaporina-4 e suas co-localiza¢cdes com
astrécitos; expressdo de condroitin sulfato (CSPG) e acido hialurénico (AH); 5) correlacionar todos os achados com
caracteristicas morfométricas hipocampais medidas na RNM. Metodologia: Foram avaliadas formagoes hipocampais de
casos de autdpsia sem alteragdes neuroldgicas (Ctrl, n=20), pacientes com ELT farmaco-resistente com diagndstico de
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ELTM (n=69) e pacientes com ELT associada a tumor ou displasia cortical (TD, n=20). Os pacientes do grupo ELTM foram
posteriormente subdivididos em grupos com volume hipocampal normal (VN, n=24), atrofia leve (AL, n=24) e atrofia grave
(AG, n=21), de acordo com volumetria medida na RNM. Sec¢des hipocampais de todos os grupos foram processadas por
imunohistoquimicas de NeuN, GFAP, HLA-DR, MT-I/II, AQP4 e CS-56 e para a histoquimica de HABP e foram avaliadas as
densidades neuronais, areas imunopositivas para NeuN, GFAP, HLA-DR, MT-I/II, AQP4 e CS-56 e nivel de cinza de HABP.
Resultados: Observou-se, em comparacio ao grupo Ctrl: perda neuronal em todas as regides, exceto pelo subiculo, em
casos do grupo ELTM e em CA3 do grupo TD; reducio da drea de NeuN em vérias regides dos grupos ELTM; astrogliose
em todas as regides hipocampais do grupo ELTM e na fascia dentata, hilo e regido CA4 do grupo TD; microgliose em
praticamente todas as regides do grupo ELTM e apenas no hilo do grupo TD; aumento da drea de MT-I/II em varias regides
dos grupos ELTM, principalmente no subgrupo AG, e nas camadas moleculares e subgranular do grupo TD; redu¢do na
area de AQP4 em algumas regides dos grupos ELTM e em CA4 do grupo TD; aumento da drea de CS em algumas regides
do grupo ELTM, notadamente no subgrupo VN; inaltera¢do no nivel de HABP, exceto por redu¢@o na camada subgranular
do grupo AG. A volumetria hipocampal correlacionou-se, no grupo ELTM, com a populacé@o neuronal e as dreas de CS-56
e GFAP em CAl, levando a construcdo de modelos de regressao linear multipla onde a populagio neuronal e a drea de CS-
56 explicam quase 40% do volume hipocampal. Conclusées: Independente do volume hipocampal, os grupos ELTM
apresentaram homogeneidade nas alteracdes das populagdes celulares, bem como nas demais moléculas avaliadas. Ainda,
mesmo regides aparentemente protegidas da morte neuronal apresentam altera¢cdes morfoldgicas na populagdo neuronal,
bem como alteracdes em outras caracteristicas teciduais avaliadas. Quanto as MT-I/II, houve correlacdes com a protecio
neuronal no grupo com preservacdo da densidade neuronal (TD) e estas proteinas mostraram-se boas marcadoras de
alteracdes em casos com perda neuronal grave (ELTM). Nos pacientes ELTM tanto a populac¢do neuronal como a expres-
sdo de CS possuem peso sobre a volumetria hipocampal medida na RNM.

ANALISE FENOTIPICA E GENOTI'PAICA DE CRIANCAS E ADOLESCENTES PORTADORES
DE NEUROPATIA CRONICA COM INICIO ANTES DOS 18 ANOS

Vinicius Horacio Stefgani Borghetti
Orientador: Prof. Dr. Wilson Marques Junior
Tese de Doutorado apresentada em 28/05/2010

Sdo raros os estudos epidemioldgicos sobre neuropatias periféricas cronicas em criangas e adolescentes. Nesse
estudo realizamos andlise clinica, eletrofisioldgica e molecular de 149 pacientes portadores de neuropatia periférica cronica,
com inicio antes dos 18 anos, todos pertencentes a diferentes familias, encaminhados ao HCFMRP-USP nos tltimos 15
anos. Um total de 77.2% dos casos foi classificado como de origem hereditaria, incluindo 66% de CMT, 23% de complexas,
6% de HNPP e 5% de NHSA; 12.1% dos casos como de origem adquirida, incluindo 61.1% de PDIC, 27.8% de mononeurite
multipla e 11.1% de neuropatia associada a diabete melitus; 9.4% dos casos como de origem indeterminada; e em 1.3% dos
casos observou-se uma coexisténcia de CMT e PDIC. Os pacientes com CMT foram estratificados conforme a heranga
(dominante, recessivo, ligada ao sexo ou esporadico) e subestratificados conforme a velocidade de condugio dos nervos
nos membros superiores (desmielinizante se a velocidade de conducio era &#8804; 30m/s, intermedidrio se a velocidade de
condugdo era entre 30-45m/s, e axonal se a velocidade de conducdo era &#8805; 45m/s). Realizaram-se testes moleculares de
acordo com o grupo em que o paciente foi subestratificado (duplicag@o ou delecdo da regido 17p11.2-p12 por PCR, e/ou
sequenciamento dos genes PMP22, MPO, LITAF, EGR2, GJIB1 e MFN2). Assim, entre os 75 pacientes com CMT, 54.7%
apresentavam CMT1, incluindo 34 com CMT 1A (32 duplica¢do e 2 mutac@o ponto na Ser 72) e 2 CMT1B (mutagao ponto no
gene MPZ); 5.3% apresentavam CMT4; 1.3% apresentavam uma neuropatia desmielinizante esporadica; 8% apresentavam
CMT2, incluindo 2 pacientes com CMT2A (mutagdo no gene MFN2); 9.4% apresentavam ARCMT?2; 6.6% apresentavam
CMT?2 esporddica; 1,3% apresentavam uma neuropatia intermedidria dominante, que apresentou uma mutagao digénica, ou
seja, mutagdo ponto na ser72 associado a duplicag@o naregido 17p11.2-p12.; 2,7% apresentavam ARCMTTI; 8% apresenta-
vam CMTI esporadica, incluindo 1 paciente com mutacdo no LITAF; e 2.7% apresentavam CMTIX (ligada ao sexo), ambos
com mutacdo no gene GJB1. Analisou-se a velocidade de progressdo da neuropatia em cada grupo de CMT através do
calculo da média do CMTNS e da média da duragdo da neuropatia. Observou-se uma evolu¢do mais lenta nos pacientes com
CMTI1A, CMT axonal (exceto CMT2A) e CMT intermedidria, diferente dos pacientes com CMT1B, CMT4 e CMT2A, nos
quais se observou um quadro mais agressivo. Entre os 7 pacientes com HNPP, 6 apresentaram a caracteristica delecdo na
regido 17p11.2-p12 do gene PMP22. Em um paciente nao foi possivel a realizagdo do teste molecular. Entre os 27 pacientes
com neuropatias complexas, inclusas entre as hereditdrias, estabeleceu-se um diagnéstico definitivo em 7 pacientes (25,9%).
Os diagnosticos definidos em pacientes com neuropatia axonal foram 2 casos de Ataxia de Friedreich e 1 caso de
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Neurofibromatose tipo 1; nos pacientes com neuropatia intermedidria foram 1 caso de Encefalopatia NeuroGastrolntestinal
Mitocondrial e caso de 1 Ataxia com Apraxia Oculomotora tipo 1; nos pacientes com neuropatia desmielinizante foi 1 caso
de Doenca de Krabbe; e nos pacientes com neuronopatia sensitiva foi 1 caso de Neuropatia, Ataxia e Retinite Pigmentar.
Dos pacientes com mononeurite miltipla, 1 era portador de Lipus Eritematoso Sistémico, 1 de Hanseniase, 1 de Poliangiite
Microscépica e 2 da Sindrome de Lewis-Sumner. Concluindo, nesse estudo descrevemos os aspectos clinicos,
eletrofisiol6gicos e moleculares de uma populacao de criangas e adolescentes com neuropatia periférica cronica que fre-
quentam um centro de doengas neuromusculares tercidrio, e relatamos as caracteristicas interessantes de cada caso.

ASPECTOS NEUROFISIOLOGICOS DA HANSENIASE

Gilberto Brown de Andrade
Orientador: Prof. Dr. Wilson Marques Junior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 01/06/2010

A hanseniase ¢ uma moléstia infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium leprae, bacilo dlcool-acido resisten-
te que infecta a pele e os nervos periféricos. O comprometimento neural esta sempre presente e pode levar a sequelas
neuroldgicas com graves prejuizos sociais, econdmicos e psicoldgicos para os individuos acometidos. Estas complica-
¢oes podem ser evitadas com tratamento adequado e iniciado o mais precocemente possivel. A eletroneuromiografia
(ENMG) é um valioso recurso para avaliar a fun¢do dos nervos periféricos, sendo capaz de detectar alteragdes subclinicas
da doenga. O propésito deste trabalho foi caracterizar quais as alteragdes comumente encontradas nos nervos periféricos,
como: topografia, simetria e padrdes neurofisiolégicos baseados nos estudos de neurocondugio, visando a detecgdo
precoce das lesdes nervosas para uma intervengdo terapéutica eficaz. O estudo foi retrospectivo, sendo avaliados setenta
e sete prontudrios de pacientes com diagndstico confirmado de hanseniase, quanto aos dados epidemioldgicos, laborato-
riais, clinicos e de estudos neurofisioldgicos. Um total de 1219 nervos foram estudados, incluindo os nervos medianos,
ulnares, fibulares profundos, tibiais, radiais, surais e fibulares superficiais. As formas neurais puras apresentaram um
tempo maior de evolugdo da doenga até o diagndstico. O padrdo neurofisiolégico mais detectado foi de neuropatia
sensitivo-motora assimétrica, com alentecimento focal de conducio. Alteragdes assimétricas de laténcias, velocidades de
conducio ou amplitudes foram vistas em todos os pacientes, mesmo naqueles com comprometimento mais difuso dos
nervos. Foram mais comuns os achados de mononeuropatia miltipla, tanto nas formas paucibacilares como nas
multibacilares, ndo se encontrando padrio de polineuropatia simétrica comprimento-dependente. Os nervos mais acome-
tidos pela hanseniase foram os nervos fibulares superficiais, ulnares sensitivos, surais e ulnares motores. No nervo ulnar
motor, foi encontrado alentecimento da velocidade de conducdo no segmento do cotovelo em 55,97% dos nervos testa-
dos. Esses achados, em conjunto com laténcias prolongadas e dispersd@o temporal, sugerem importante componente
desmielinizante nessas neuropatias. A hanseniase deve ser considerada em pacientes cujo estudo neurofisioldgico revele
essas anormalidades, sendo particularmente util nas formas neurais puras e possibilitando o diagndstico precoce que
pode prevenir sequelas ao reduzir o tempo de evolugdo da doenca.

AVALlAgAQ FARMACOCINETICA~DA INFLUENCIA DE DROGAS ANTIEPILEPTICAS INDUTORAS
ENZIMATICAS NA DISPOSICAO DO LEVETIRACETAM EM PACIENTES COM EPILEPSIA

Priscila de Freitas Lima
Orientador: Prof. Dr. Américo Cieki Sakamoto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 08/06/2010

Introducio: pacientes com epilepsia em tratamento com politerapia podem manifestar sinais de efeitos adversos e/
ou ineficicia terapéutica decorrentes das possiveis interagdes entre as diferentes drogas antiepilépticas (DAEs) que
compdem o0 esquema terapéutico. Para contornar esta situagio, as DAEs desenvolvidas atualmente apresentam perfil
farmacocinético com menor potencial para interagdes farmacoldgicas. O levetiracetam é uma nova DAE aprovada para
utilizagdo como terapia adjuntiva no tratamento de crises focais em adultos. Seu metabolismo, por ndo depender de forma
significativa do sistema oxidativo microssomal hepatico, proporciona associagdes positivas com outras DAEs. Entretan-
to, observacdes clinicas de que a associagdo entre levetiracetam e DAEs indutoras enzimaticas (carbamazepina, fenitoina,
fenobarbital e primidona) implicaria em menor disposi¢do plasmatica do levetiracetam t€m sido confirmadas por alguns
estudos e consideradas irrelevantes por outros. Objetivo: caracterizar e comparar o perfil farmacocinético do levetiracetam
entre pacientes adultos com epilepsia em tratamento regular com DAEs indutoras enzimaticas e pacientes que estejam ou
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em tratamento com DAEs que ndo alteram a atividade das enzimas de metabolismo ou sem tratamento farmacolégico.
Casuistica e Métodos: trinta pacientes foram selecionados, tendo sido alocados quinze em cada grupo, de acordo com o
perfil das DAEs em uso regular (grupo indutor enzimatico e grupo controle). A todos foi administrada dose tinica oral de
levetiracetam 1000 mg. Ao longo de 24 horas foram coletadas sete amostras de sangue para determinag@o da concentragio
plasmatica do levetiracetam e trés amostras de urina para quantifica¢do do levetiracetam eliminado inalterado e de seu
principal metabdlito inativo, o ucb LO57. As amostras foram encaminhadas a Universidade de Pavia, Itdlia, e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Resultados: foram calculados os seguintes parametros farmacocinéticos:
concentragdo plasmética maxima de levetiracetam e o tempo decorrido até seu alcance; meia-vida de eliminacdo; constante
de velocidade de eliminacdo; drea sob a curva de concentracdo plasmdtica versus tempo; clearance oral aparente e
clearance renal do levetiracetam; volume aparente de distribuicao e quantidades excretadas na urina como farmaco inalterado
e como ucb LO57. Comparagdes entre os grupos foram feitas a partir dos testes 7 de Student ou Mann-Whitney, conforme
apropriado. O grupo em tratamento com DAEs indutoras enzimédticas apresentou clearance oral aparente do levetiracetam
significativamente maior e meia-vida de eliminagdo significativamente menor do que o grupo controle (p < 0,05). As
quantidades tanto de levetiracetam quanto de ucb L0O57 eliminadas na urina ndo divergiram significativamente entre os
dois grupos (p > 0,05). Discussao e Conclusdes: estudos tém evidenciado o potencial das DAEs indutoras enzimaticas
tanto para estimular a atividade de enzimas hidroliticas, como as responsaveis pela conversdo do levetiracetam a ucb L057,
quanto para inibir e/ou competir pelos sitios de ligagdo dos transportadores presentes nos tibulos renais responsaveis
pela secrecdo ativa do ucb L0O57. Embora o presente estudo ndo tenha objetivado identificar e caracterizar as vias de
metabolismo e eliminacgio do levetiracetam, os dados encontrados evidenciam a diferenca na disposi¢do plasmatica deste
farmaco quando associado as DAEs indutoras enzimaticas. Considerando que o levetiracetam € majoritariamente prescrito
em associacdes, as quais geralmente envolvem ao menos uma DAE indutora enzimadtica, o sucesso da terapéutica dos
pacientes em que o levetiracetam for adicionado ao esquema medicamentoso prévio ou em que as DAEs indutoras
enzimadticas tenham suas posologias modificadas pode ser prejudicado caso ndo haja o reconhecimento da possibilidade
de ocorréncia da alteragio de perfil farmacocinético evidenciada.

Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco

RELACAO ENTRE DI!VIENS()ES E PRESSAO INTRALUMINAL DA 'I:RANSI(;AO
FARINGOESOFAGICA NO REPOUSO E DURANTE A FONAGCAO E A
PROFICIENCIA DA VOZ E DA FALA TRAQUEOESOFAGICA

Telma Kioko Takeshita
Orientadora: Profa. Dra. Lilian Neto Aguiar Ricz
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 12/04/2010

O propésito deste estudo foi relacionar as dimensdes e a pressdo intraluminal da transi¢do faringoesofagica e a
caracterizacao da proficiéncia de voz e de fala de laringectomizados totais com prétese traqueoesofagica. Participaram do
estudo 20 laringectomizados totais com insercdo secunddria da prétese traqueoesofdgica (Provox®, Atos Medical AB),
sendo 17 homens e trés mulheres, com idade média de 61 anos e sete meses, submetidos a laringectomia total cldssica, com
fechamento das camadas mucosa, submucosa e muscular para reconstrucio da faringe. Todos os pacientes foram subme-
tidos a coleta e registro do material de voz e de fala utilizando-se uma camera de video em sala silente. A avaliagdo da
proficiéncia de voz e de fala foi realizada por quatro expertos, por meio de um protocolo de avaliagdo da comunicagdo
traqueoesofagica. Em seguida, realizou-se a manometria esofagica para avaliagdo da pressdo intraluminal da transi¢io
faringoesofagica no repouso e durante a emissdo prolongada da vogal "a". Por fim, foi realizada a videofluoroscopia,
sendo primeiramente orientado o paciente que deglutisse 20ml de sulfato de bario visando a identificag¢@o das estruturas
anatdmicas, para em seguida emitir por trés vezes a vogal prolongada "a". Selecionaram-se dois quadros do exame
videofluoroscépico, no repouso e durante a fonagio, cujas dimensdes foram avaliadas por trés expertos, por meio de um
programa computadorizado. Como resultados, 65% dos laringectomizados totais com prétese traqueoesofagica foram
caracterizados como falantes moderados. Durante a fonac@o, a pressdo intraluminal obtida foi de 38,lmmHg, e de 13,83mmHg
no repouso. Dimensodes de PTFE-PAF e de PTFE-PPF foram respectivamente, 4,73mm e 14,31mm (repouso) e 5,22mm e
18,56mm (fonag@o). No repouso, CLTFE foi de 12,55mm e 10,46mm durante a fona¢do. Durante a fonagdo, houve correlagdo
positiva entre PTFE-PAF e amplitude de pressao intraluminal (0,41) da transi¢do faringoesofagica. Correlagdes inversas
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foram constatadas entre CLTFE e amplitude de pressdo (-0,27) no repouso, e entre PTFE-PPF e amplitude de pressao,
durante a fonag@o (-0,24). No repouso, os bons falantes apresentaram valor de pressdo de 13,1mmHg, e durante a fonagao
de 25,5mmHg. Quanto as dimensdes da transi¢cdo faringoesofagica, os bons falantes apresentaram maior PTFE-PAF
(5,39mm) e menor PTFE-PPF (13,07mm) no repouso. Ja na fonagio, PTFE-PAF tornou-se menor (3,86mm) e PTFE-PPF maior
(24,3mm). CLTFE permaneceu com valor intermedidrio entre os moderados e ruins falantes com PTE no repouso (16,3 1mm)
e durante a fonagdo (12,36mm). Concluiu-se que a proficiéncia de voz e de fala da maioria dos falantes traqueoesofagicos
foi categorizada como moderada. As amplitudes de pressdo e as dimensdes PTFE-PPF e CLTFE da transi¢ao faringoesofa-
gica apresentaram diferenca significante, considerando-se as condi¢des de repouso e de fonagdo. Quando comparados
aos falantes moderados e ruins, os bons falantes apresentaram valor intermediario de amplitude de pressdo intraluminal na
condic@o de repouso e menor valor durante a fonacao; PTFE-PAF maior e PTFE-PPF menor, no repouso, e durante a
fonagdo, a primeira dimensdo tornou-se menor e a segunda maior. Apenas CLTFE se manteve com valores intermedidrios
nas duas condi¢Ges avaliadas para os bons falantes traqueoesofagicos.

ESTUDO DOS POTENCIAIS EVOCADOS MIOGENICOS VESTIBULARES DE ESTADO ESTAVEL

Aline Cabral de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. José Fernando Colafémina
Tese de Doutorado apresentada em 30/04/2010

A avaliagdo do potencial evocado miogénico vestibular € realizada por meio da captacdo de um potencial
eletromiogréfico, no dominio do tempo, decorrente da estimulacdo acustica da macula sacular. Um método promissor,
utilizado em outros tipos de potenciais evocados, possibilita a andlise dos potenciais no dominio das frequéncias. A
técnica de estado estavel, como € conhecida, viabiliza a realizacido do exame com diferentes tipos de estimulos, simultane-
amente, e a andlise de cada uma das respostas em separado. O presente estudo teve como objetivo utilizar a técnica de
estado estdvel para a obtencdo de potenciais evocados miogénicos vestibulares, comparando a presenca de respostas
nos exames desses potenciais no dominio do tempo, com as obtidas nos exames, no dominio das frequéncias. Desse modo,
captou-se o potencial evocado miogénico vestibular, no dominio do tempo, em 156 orelhas (78 adultos jovens com audi¢io
normal) nas frequéncias de 250, 500, 1000 e 2000 Hz e seguiu-se com a captagdo do potencial evocado miogénico de estado
estavel nessas mesmas frequéncias portadoras (escolhida uma frequéncia para cada individuo), moduladas em 20, 37, 40,
43,70, 77 e 80 Hz. Na captagdo do exame no tempo, observou-se presenga de onda em 150 dos 156 exames realizados
(96,15%). As respostas encontradas, por frequéncia modulada, independente da portadora, registraram maiores presengas
de picos e amplitudes médias para frequéncias menores que 43 Hz. A avaliagdo das respostas, por frequéncia portadora até
1.000 Hz, teve maior eficiéncia nas moduladoras de 37,40 e 43 Hz, com odds ratio maior que 6,9. Para a portadora de 500 Hz,
modulada a 20 Hz, entretanto, a resposta também esteve presente de maneira significativa e o valor do odds ratio igual a
11,5. Em 2.000 Hz, as respostas s6 foram observadas adequadamente em 37 e 40 Hz, porém com indices baixos de igualdade
com as respostas do dominio do tempo (63,3 %). O potencial evocado miogénico vestibular de estado estavel possui forte
associacdo com o VEMP no dominio do tempo, sendo as respostas mais adequadas entre 37 e 43 Hz, independente da
frequéncia portadora.

ESTUDO COMPARATIVO DE SUBSTANCIAS VISCOELASTICAS PARA PROMOGAO DA
ESTABILIZACAO DO EQUILIBRIO OCULOMOTOR SEM IMPEDIR ROTACOES OCULARES

Maria do Socorro Aguiar Ribeiro
Orientador: Prof. Dr. Harley E. A. Bicas
Tese de Doutorado apresentada em 14/05/2010

Objetivo: Estudar o efeito da inje¢@o intraorbitaria de substancias viscoelasticas na dindmica dos movimentos de
rotac@o ocular de coelhos. Métodos: Trinta coelhos da raga Nova Zelandia foram divididos em trés grupos experimentais
de acordo com a substancia introduzida na drbita por inje¢do peribulbar: gel Carboxivinilico (Grupo CARB; n=12), gel
Polivinilico (Grupo POLI; n=13) e soro fisioldgico (SF) 0,9% (CTRL; n=5) servindo como grupo controle. Foram avaliados:
sinais oftalmoldgicos externos, medida da pressdo intra-ocular (PIO) e medidas da forca extrinseca necessdria para promo-
ver deslocamentos tangenciais de aducdo ocular antes, imediatamente ap6s a injecéio das substincias, e nos 7°, 30° e 60°
dias ap6s a injecdo. Aos 60 dias, os animais foram mortos e o olho com os tecidos perioculares foram removidos para analise
histolégica. Resultados: Logo apds a injeco das substancias, o trabalho da for¢a necessaria para promover o deslocamen-
to em adug@o aumentou de 2.77 +0.58 gf.mm para 5.43 + 1.19 gf.mm (p<0.05) no Grupo CARB e de 2.04 + 0.29 gf.mm para 3.79

349



Medicina (Ribeirdao Preto) 2010;43(3): 302-65
Resumos de Dissertacoes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP http://www.fmrp.usp.br/revista

+ 0.83 gf.mm (p<0.05) no grupo POLI. No grupo controle, essa alteracdo ndo foi observada. Observou-se tendéncia de
diminuigdo dos efeitos apds 60 dias com as duas substancias; no entanto, no Grupo CARB, o trabalho da for¢a necessaria
para promover os deslocamentos, medido apds 60 dias, permaneceu significativamente maior que os valores encontrados
antes da injec¢@o (p<0.05). A andlise histoldgica revelou processo inflamatério com formacéo de fibrose apenas em alguns
animais do Grupo CARB, bem como a permanéncia do gel nos tecidos perioculares. Conclusao: Foi demonstrado que a
injecdo peribulbar do Gel CARB atua como contentor do sistema oculomotor de coelhos. Esse efeito persistiu, pelo menos
por 60 dias, e ndo foi relacionado com alteracdes inflamatdrias orbitdrias. Assim, esse método pode ser considerado uma
alternativa futura para tratamentos de alteragcdes na estabilidade do sistema oculomotor, como o nistagmo.

REGISTRO DOS POTENCIAIS EVOCADOS AUDITIVOS DE TRONCO ENCEEALICO POR
ESTIMULOS click E tone burst EM RECEM- NASCIDOS A TERMO E PRE-TERMO

Juliana Maria Soares Cavalcante
Orientadora: Profa. Dra. Myriam de Lima Isaac
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/05/2010

O Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefilico (PEATE) tem se mostrado o método mais apropriado para
registrar limiares auditivos em recém-nascidos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar as respostas do PEATE com
estimulos click e tone burst com 500, 2000 e 4000Hz, em recém-nascidos a termo e pré-termo, com fungao auditiva periférica
integra. Foram examinados 61 recém-nascidos sauddveis, sendo 31 nascidos a termo e 30 nascidos pré-termo, até 28 dias
de vida, sem fatores de risco para deficiéncia auditiva e com emissdes otoacusticas evocadas transientes (EOAE-T)
presentes em ambas as orelhas. Os PEATEs, por click e tone burst, foram registrados nas intensidades de 80, 60, 40 e
30dBNA, bilateralmente, de forma ipsilateral. As respostas foram processadas pelo equipamento SMART-EP, com fones de
insercdo e eletrodos de prata fixados, apds a limpeza da pele. Observou-se que as laténcias das ondas I, Il e V e dos
intervalos interpicos I-1IIL, ITI-V e I-V a 80dBNA eram significantemente maiores em recém-nascidos prematuros do que nos
nascidos a termo. As laténcias da onda V nas intensidades de 60, 40 e 30dBNA também foram maiores em recém-nascidos
prematuros. Na andlise do PEATE obtido com fone burst, a onda V mostrou laténcias maiores em recém-nascidos prema-
turos em todas as intensidades e frequéncias avaliadas. Foram encontradas laténcias menores para o estimulo click que
para os tone burst, sendo que nestes houve diminuicao da laténcia com o aumento da frequéncia. A diferenga encontrada
entre os géneros foi aleatdria e ndo foi considerada como relevante clinicamente. Ha grande necessidade de averiguar a
audicao de recém-nascidos, de modo a registrar a configuracido audiométrica em um menor espago de tempo, sendo
sugerido a utilizagdo do click na determinacio da sensibilidade auditiva de frequéncias altas e o tone burst nas frequéncias
mais baixas.

AVALIACAO ULTRAESTRUTURAL CILIAR EM DISCINESIAS PRIMARIAS E SECUNDARIAS:
RELEVANCIA DAS ANORMALIDADES ULTRAESTRUTURAIS MICROTUBULARES

Ricardo Cassiano Demarco
Orientadora: Profa. Dra. Wilma T. Anselmo-Lima
Tese de Doutorado apresentada em 17/06/2010

Discinesia ciliar primaria (DCP) é uma doenca genética caracterizada por dismotilidade ciliar sistémica irreversivel.
Certos defeitos axondmicos ciliares sdo patognomonicos nesta sindrome. As discinesias ciliares secundarias (DCS) sdo
diferenciadas das primarias por serem alteragdes ultraestruturais reversiveis encontradas, por exemplo, apds infecgdes
respiratérias em mucosa previamente normal. Foram revisados 61 casos de DCP e DCS diagnosticadas por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Os achados mais frequentes das discinesias ciliares primarias foram auséncia ou encur-
tamento dos bragos de dineina, auséncia do par de microtibulos central e deslocamento de um dos pares de microtiibulos
periféricos. As anormalidades nas discinesias ciliares secundarias foram cilios compostos e alteracdes dos microtibulos
periféricos. Distinguir as diferencia¢des ultraestruturais entre as DCP e DCS pode ser, muitas vezes, dificil, mas nas
primadrias, as alteragdes nos bragos de dineina e nos microtibulos centrais sdo fundamentais para a confirmagao diagnds-
tica. As secunddrias cursam, geralmente, com cilios compostos e desestruturacao dos microtibulos periféricos. Um fator
importante na evolugdo das DCS € seu carater localizado e reversivel.
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INFLAMAQAO CONJUNTIVAL SUBCLINICA EM PACIENTES COM GLAUCOMA PRIMARIO DE
ANGULO ABERTO E RESULTADOS CIRURGICOS DE TRABECULECTOMIA

Jodao Marcello Fortes Furtado
Orientadora: Profa. Dra. Maria de Lourdes Veronese Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 25/06/2010

Introducao: Pacientes em uso de drogas antiglaucomatosas desenvolvem inflamag@o conjuntival clinica ou subclinica,
mas ndo € claro se esta inflamacao afeta os resultados cirdrgicos da trabeculectomia. Objetivo: O objetivo deste estudo é
verificar se ha correlagdo entre expressido conjuntival do marcador imunogenético HLA-DR (Human Leukocyte Antigen-
DR) e pela presenga de neutréfilos em 1aminas coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) e resultados da trabeculectomia em
pacientes com glaucoma primdario de angulo aberto. Pacientes e Métodos: O estudo foi conduzido em 28 pacientes (34
olhos) portadores de glaucoma primério de angulo aberto submetidos a trabeculectomia. Bidpsias de conjuntiva bulbar
inferior foram coletadas no momento da cirurgia e preparadas para andlise imunohistoquimica e também coradas com HE.
A expressao de HLA-DR no epitélio conjuntival foi determinada por microscopia dptica, e submetida a andlise quantitativa
e qualitativa. Nas lAminas coradas com HE foi avaliada a presenca de neutréfilos indicando atividade inflamatéria. Resul-
tados: Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre o grupo de sucesso e o de falha cirtrgica.
Conclusao: Nio ha correlagdo entre inflamacdo conjuntival e faléncia de trabeculectomias em analises da expressdo de
HLA-DR e também pela verificacdo de neutréfilos em laminas coradas por HE.

ATIVIDADE ELETROMIOGRAFICA DO ESTERNOCLEIDOMASTOIDEO E
POSTURA DE CABECA NA DEFORMIDADE DENTOFACIAL

Marcela Ralin de Carvalho Deda
Orientadora: Profa. Dra. Luciana V. Voi Trawitzki
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/06/2010

A deformidade dentofacial pode levar a alteragcdes na postura de cabega e na atividade eletromiografica do misculo
esternocleidomastoideo. O objetivo do presente estudo foi verificar diferenga entre as deformidades dentofaciais classe I1
e classe III em relag@o a postura de cabeca, dor muscular, amplitude de movimento cervical e atividade eletromiografica do
esternocleidomastoideo, comparativamente a um grupo controle. Participaram deste estudo 25 pacientes do Ambulatério
de Cirurgia Craniomaxilofacial de um hospital ptblico, formando o grupo com deformidade dentofacial. Dez pacientes
apresentaram o diagnéstico de deformidade dentofacial classe Il e compuseram o GD-II (idade média de 24,4 anos). Quinze
pacientes apresentaram o diagnéstico de deformidade dentofacial classe III e compuseram o GD-III (idade média de 24,1
anos). Participaram do grupo controle quinze voluntdrios (idade média de 22,5 anos) sem alteracdes oclusais e evidéncias
clinicas de deformidades esqueléticas. Todos os participantes responderam a um "Protocolo para Centros Multiprofissi-
onais para a determinagdo dos sinais e sintomas da DTM". Em seguida, foi realizado um exame clinico do voluntario, no
qual constaram de inspecdo clinica da postura de cabeca, palpacao digital de alguns musculos mastigatdrios, cervicais e
de tronco e avalia¢ao da amplitude de movimento cervical através da goniometria. Posteriormente, a avaliagio fotografica
da postura de cabeca do participante foi realizada através da analise do Angulo cabega-pescoco. A atividade muscular foi
avaliada através do exame eletromiografico. Através da inspecao clinica, os individuos com a deformidade dentofacial
classe Il apresentaram uma anteriorizag¢ao de cabega, ja os individuos com a deformidade dentofacial classe III apresenta-
ram uma postura normal de cabega, como os individuos controle. Em relagio a inclinagio e rotagdo de cabecga, ndo foi
encontrada diferenca entre os grupos. Pela fotogrametria, nao houve diferenca significativa entre os grupos na avaliagio
do angulo cabeca-pescoc¢o. Nao se notou dor na musculatura mastigatéria e sim em apenas alguns musculos cervicais e de
tronco. Quanto a amplitude dos movimentos cervicais, os individuos com deformidade apresentaram restri¢io nos movi-
mentos de rotacao de cabega. Nao houve correlagdo entre a severidade dos sinais e sintomas de DTM e o angulo cabega-
pescoco. Somente a deformidade dentofacial classe III influenciou na atividade eletromiografica do miisculo esternoclei-
domastoideo direito, na situagdo de rotagdo direita de cabeca. A presenga de dor influenciou somente a atividade
eletromiografica do esternocleidomastoideo direito na rotacao direita de cabega. Quanto a postura de cabega, a presenca
da deformidade dentofacial classe II influenciou na anteriorizacio de cabega, apenas pela inspecao clinica. Ndo houve
prevaléncia de dor nos individuos com deformidade na musculatura mastigatéria, houve somente em alguns musculos
cervicais e de tronco. A deformidade classe II e III influenciou na restri¢ao de movimento de rotacao cervical. A severidade
dos sinais e sintomas de DTM nio influenciou no angulo cabega-pescogo. A presenca da deformidade ndo levou a uma
modificagio da atividade eletromiografica do esternocleidomastoideo. A presenca de dor implicou no aumento da ativida-
de eletromiografica apenas no musculo esternocleidomastoideo direito na rotacao de cabeca para o lado direito.
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Ortopedia, Traumatologia e Reabilitacao

INFLUENCIA DA ESTIMULAQAO ELETRICA DE ALTA VOLTAGEM NA REGENERAGCAO
DOS NERVOS CIATICOS DE RATOS - ESTUDO ATRAVES DO IFC

Anita Sofia Leite Leoni
Orientador: Prof. Dr. Nilton Mazzer
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 19/04/2010

As lesdes nervosas periféricas englobam técnicas para reproduzi-las experimentalmente e intervengdes que bus-
quem acelerar sua regeneracao. A estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) é empregada em vdrias pesquisas, com
diversos fins, porém, na regeneragdo nervosa periférica ainda ndo se sabe qual o seu papel. O objetivo do presente estudo
foi analisar a eficiéncia do tratamento com a estimulagdo elétrica de alta voltagem (EEAV) em 3 diferentes locais, sendo
aplicada precocemente na regenera¢do do nervo ciatico de ratos, submetido a lesdo por esmagamento. Para avaliar a
recuperagdo funcional do nervo cidtico, utilizamos o indice funcional do ciatico (IFC), por ser uma avaliacdo confidvel e
que tem relac?o direta com a morfologia. Para produzir a lesdo por esmagamento, utilizamos um dispositivo de peso morto
com carga de Skg durante 10 minutos, que produziu uma lesao nervosa grave. Em seguida, os animais foram submetidos a
EEAV catddica nos parametros: frequéncia de SOHz, 100V de tensdo, 20 minutos didrios, 5 dias por semana, durante 3
semanas, a partir do 1° dia pds-operatério. Os grupos fora assim divididos: grupo 1 (lesdo sem estimulagdo); grupo 2 (lesdo
+ estimulag@o na regido as medula e do ginglio da raiz do ciatico e na regido da lombar contralateral); grupo 3 (lesdo +
estimulag@o naregido da medula e do ginglio da raiz do cidtico e no musculo gastrocnémio); grupo 4 (lesdo + estimulacdo
no gastrocnémio e na coxa contralateral); grupo 5 (lesdo + estimulagio simulada). O IFC foi avaliado semanalmente durante
7 semanas, partindo do pré-operatdrio até a 6* semana pés-operatoria. Os resultados mostraram desempenho significati-
vamente superior do grupo 2 em relacio ao grupo 1 nas 3 primeiras semanas, enquanto que o grupo 3 teve desempenho
significativo na 3" semana e o grupo 4 teve desempenho significativamente negativo na 4* e 6* semanas. O grupo 5 teve
desempenho semelhante ao grupo 1. Entdo, podemos concluir que a EEAV aplicada precocemente, foi positiva no trata-
mento da regido da medula e ginglio da raiz nervosa do cidtico com o eletrodo dispersivo naregido lombar contralateral ou
no musculo gastrocnémio. Porém, proporcionou efeitos negativos no tratamento com eletrodo ativo no misculo
gastrocnémio e dispersivo na coxa contralateral.

AVALIAGAO DO CONTROLE POSTURAL E DOS ASPECTOS BIOMECANICOS
EM MULHERES POS-MENOPAUSAIS

Gustavo de Carvalho da Costa
Orientadora: Profa. Dra. Daniela Cristina Carvalho de Abreu
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/04/2010

Estudos mostraram que mulheres na pds-menopausa apresentam diminui¢des na forca muscular e amplitude de
movimento, alteracdes posturais e déficits de equilibrio. Entretanto, hd uma caréncia de estudos na literatura que avaliaram
dados biomecanicos e de controle postural em mulheres nos primeiros anos apds a menopausa. O objetivo do estudo foi
avaliar a influéncia de variaveis biomecanicas como for¢a muscular, amplitude de movimento, alinhamento postural sobre
o equilibrio estético e o teste de levantar e sentar em mulheres com até 5 anos ap6s a menopausa. O estudo foi dividido em
dois grupos: Grupo 1 (n=34), que incluiu mulheres no periodo da pés-menopausa com média de idade de 53,09 + 3,94 anos,
pesode 70,72 £ 12,63 kg e altura de 157 0,07 cm e um grupo controle (Grupo 2, n=23) que incluiu mulheres na menacme,
com média de idade de 23,04 + 2,87 anos, peso de 55,73 + 6,96 kg e altura de 163 + 0,05 cm. Foram avaliados o equilibrio
estatico e a atividade dinamica (por meio do teste de levantar e sentar 5 vezes) usando o sistema Polhemus; o grau de cifose
toracica pelo método flexicurva; a amplitude de movimento dos membros inferiores por meio da goniometria; a forca
muscular dos membros inferiores utilizando o conceito de 1 repeticio maxima e o grau de perda de massa muscular (sarcopenia)
através do cdlculo do indice muscular esquelético (apenas no grupol). No equilibrio estatico foi avaliado o deslocamento
maximo antero-posterior do tronco em 4 diferentes condi¢des nos grupos 1 e 2 (plataforma fixa com olhos abertos 1,29 +
0,51cmx 1,42 +0,42cm e fechados 1,40 +0,49cm x 1,57 +0,42cm, e plataforma instavel com olhos abertos 1,77 + 0,46cm x 2,09
+0,88cm e fechados 2,28 +0,56cm x 2,45 + 0,79cm), respectivamente. No teste de levantar e sentar foi avaliado o tempo total
gasto pelas voluntarias para realiza-lo (10,76 + 1,41 segundos x 9,22 + 0,89 segundos), além do deslocamento maximo antero-
posterior de tronco ao levantar (subida 9,96 + 3,88cm x 10,21 +6,91cm) e sentar (descida 10,24 +3,61cm x 10,71 £ 6,67cm) nos
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grupos 1 e 2, respectivamente. Os resultados mostraram que houve diferenga significativa (p<0,01) entre os grupos apenas
no tempo utilizado para levantar e sentar da cadeira. Os dados referentes ao grau de cifose toracica mostraram que o grupo
1 apresentou valores significativamente maiores comparado ao grupo 2 (43,76 + 11,04° x 31,72 + 10,89°, p<0,01). Houve
diferenca significativa na amplitude de movimento do membro inferior direito entre os grupos (p<0,01), exceto na dorsiflexdo
do tornozelo. Observou-se também uma diferenga significativa (p<0,01) entre os grupos 1 e 2 ao comparar tanto a forga
muscular de extensores (9,32 + 4,24 x 11,83 + 3,98) quanto de flexores do joelho (6,38 +2,20x 8,56 +2,19). O valor do indice
muscular esquelético no grupo pés-menopausa foi 6,74 + 0,65 Kg/m? (sarcopenia moderada). Conclui-se que as mulheres
com até 5 anos apds a menopausa ji apresentam alteracdes dos aspectos biomecanicas e menor tempo para realizar o teste
de levantar e sentar, comparadas ao grupo controle, o que nos alerta para a necessidade de intervengdes precoces, as quais,
possivelmente repercutirdo positivamente na qualidade de vida destas mulheres com o avancgar da idade.

AVALIAQAO DO DESLOCAMENTO DO CENTRO DE PRESSAO E DA ATIVIDADE ELETBOMIOGRAFICA
DOS MUSCULOS ESTABILIZADORES DA PATELA E DO QUADRIL DURANTE EXERCICIOS DE STEP

Marcelo Camargo Saad
Orientadora: Profa. Dra. Débora Bevilacqua Grossi
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/05/2010

O objetivo deste trabalho foi avaliar a area do deslocamento do centro de pressdo, a forca de reagdo do solo (FRS)
e a atividade eletromiografica dos musculos estabilizadores da patela e gliteo médio durante o apoio unipodal nos
exercicios de step-up e step-down em individuos saudaveis e com Dor Anterior no Joelho (DAJ) do género feminino.
Participaram deste estudo 15 voluntarios saudaveis (grupo controle) e 15 voluntarios com DAJ (grupo DAJ), todos foram
submetidos ao exame de eletromiografia dos miisculos Vasto Medial Obliquo (VMO), Vasto Lateral Obliquo (VLO), Vasto
Lateral Longo (VLL) e gliteo médio (Gmed) juntamente com a avaliagdo da plataforma de for¢a durante as atividade de
step-up e step-down, os equipamentos foram sincronizados durante a coleta dos dados. O grupo DAJ apresentou maior
area de deslocamento do centro de pressdo para todas as situagdes avaliadas bem como uma menor magnitude da FRS
durante a descida do step realizado com o membro inferior dominante e mais doloroso (perna direita). A avaliagdo
eletromiografica mostrou que a atividade de step-up apresenta maior atividade muscular comparada ao step-down, quando
comparadas, o grupo DAJ apresentou menor atividade muscular em relacdo ao grupo controle para todos os musculos
avaliados nas duas situagdes de exercicios (subida ou descida do step). Conclusao: Os individuos do grupo DAJ apresen-
tam maior drea de deslocamento do centro de pressdo, ou seja, sio menos estaveis na realiza¢do das atividades de step;
atividades de step-down apresentam menor drea de deslocamento do centro de pressao; Os individuos com DAJ descar-
regam menos peso no membro inferior acometido; As atividades de step-down apresentam maiores picos de FRS; indivi-
duos do grupo DAJ apresentam menor atividade muscular.

EFEITO DA HEMODILUICAO NORMOVOLEMICA AGUDA NA COAGULAGAO SANGUINEA: COMPARA-
CAO ENTRE OS TESTES COLHIDOS DE UM MODELO in vivo E DE UM MODELO in vitro

Marco Aurélio Beloto de Souza
Orientador: Prof. Dr. Luis Vicente Garcia
Tese de Doutorado apresentada em 26/05/2010

O objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento da coagulagido sanguinea em dois graus de profundidade de
hemodiluicdo — superficial com Ht de 30% e profunda com Ht de 20%, nas situagdes in vivo e in vitro, tendo como grupo
controle os préprios pacientes ndo hemodiluidos. Para isso foram selecionados 13 pacientes ASA T ou II, submetidos a
cirurgia de grande porte. A hemodilui¢do in vivo foi realizada segundo a férmula de Gross até a obten¢ao dos hematdcritos
pretendidos. O sangue retirado foi reposto com solucéo de ringer com lactato na proporg¢éo de 3 ml para cada ml de sangue
retirado e foi devolvido ao paciente ao final do procedimento anestésico. Avaliagio hemodinamica foi realizada continua-
mente e registrada a cada 15 minutos. Foram colhidos exames para os testes de coagulacdo nos momentos M1 — antes da
hemodilui¢do, M2 —hemodiluic¢io até hematadcrito de 30% e M3 — hemodiluicdo até hematdcrito de 20%. A hemodilui¢do
in vitro foi realizada com a adig@o de ringer lactato a volume de sangue previamente colhido. O volume de ringer lactato
acrescentado obedeceu a férmula C1V1 = C2V2, onde C1 é o hematdcrito inicial, o V1€ o volume de sangue no tubo de
ensaio, C2 é o hematdcrito pretendido e V2 o volume final do tubo de ensaio. Amostras de sangue para os testes de
coagulagdo foram colhidas em M2 e M3. A média de idade foi de 39,85 + 18,39. O volume de sangue retirado para o
obtenc¢ao dos hematdcritos de 30% e 20% foi de 1158,5 £ 425,79 ml e 2211,31 = 726.22 ml, respectivamente. Nao houve
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diferenca entre a pressao arterial média e a frequéncia cardiaca nos 3 momentos. Houve diminui¢do da temperatura em M2.
A contagem de plaquetas diminuiu em M2 e M3. Os testes de coagulac¢do in vivo mostraram aumento do TP, INR, TTPA,
TT tanto em M2 quanto em M3. Houve diminui¢do da concentracéo de fibrinogénio em M2 e M3. Os testes de coagulagio
in vitro apresentaram comportamento semelhante. Quando se comparou o TP in vivo com o TP in vitro houve diferenga
estatistica em M3. Nos demais testes in vivo comparados com os in vitro nao houve diferenca estatistica em todos os
momentos analisados. Conclui-se que a hemodiluicdo afeta os testes de coagulagdo e que a hemodiluicdo in vivo ou in
vitro apresenta 0 mesmo comportamento no tocante aos testes de coagulagdo.

ESTUDO EF:IDEMIOLOGICO POPULACIONAL BRASILEIRO SOBRE
DISFUNCAO TEMPOROMANDIBULAR UTILIZANDO O RDC/TMD

Leticia Mélo de Souza
Orientadora: Profa. Dra. Anamaria Siriani de Oliveira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/06/2010

O objetivo do estudo foi estimar a prevaléncia de disfuncéio temporomandibular e aspectos psicossociais associa-
dos a partir da populag@o residente no Distrito de Satide Oeste de Ribeirao Preto. Adotou-se como critério para a definigido
do tamanho amostral o tempo disponivel para o levantamento dos dados e a disponibilidade de recursos por unidade
amostrada, sendo prevista a visitagdo de 137 domicilios, selecionados por amostragem casual simples. Foram incluidos,
individuos que aceitaram participar formalmente da pesquisa, com idades entre 20 e 60 anos, selecionados aleatoriamente
a partir dos domicfilios sorteados. As avalia¢des dos subtipos diagndsticos mais comuns de DTM e aspectos psicossocias
associados foram realizadas nas residéncias dos individuos, segundo os critérios do RDC/TMD (Eixo I e Eixo II) por um
examinador treinado. As prevaléncias foram calculadas analisando a propor¢do de casos encontrados na amostra de
domicilio avaliada. exploragdes adicionais sobre as possiveis associa¢des entre os subtipos diagndsticos de DTM e as
variaveis pertencentes ao Eixo II foram realizadas por meio do teste estatistico exato de Fisher, com nivel de significancia
de 5%. Os dados foram trabalhados no pacote estatistico STATA. Durante os meses de abril a novembro de 2009, os 137
domicilios amostrados contabilizaram 50 perdas amostrais e 87 avaliacdes. Destas, 58 individuos (66,67%) eram do sexo
feminino e 29 (33,33%) do sexo masculino, com idade média de 40,2 anos (dp=13,8 anos) e 39,5 anos (dp=12,5 anos),
respectivamente. A prevaléncia estimada do subtipo diagnéstico do Grupo I (dor miofascial) foi de 37,9% (IC 95%: 5 70);
do Grupo II (deslocamentos do disco) de 4,6% (IC 95%: 1 11) e 3,5% (IC 95%: 1 8) para as articulagdes direitas e esquerdas
respectivamente; do Grupo III (artralgia, osteoartrite e osteoartrose) de 16% (IC 95%: 3 35) e 24,2% (1C 95%: 1 49) para as
articulacdes direitas e esquerdas respectivamente. Deste modo, a prevaléncia estimada de casos classificados com algum
subtipo diagndstico de DTM foi de 46% (IC 95%: 12 80). Ndo houve associacdo entre a presenga do diagnéstico de DTM
(p>0,05) e as varidveis sécio-demogréaficas idade, raca, nivel educacional, estado civil, situa¢do de trabalho e renda
econdmica mensal. No entanto, houve associacdo (p<0,05) entre a presenca do diagndstico de DTM e as varidveis sexo,
relato de cefaléia, grau de incapacidade relacionada a dor e os niveis de depressio e sintomas fisicos inespecificos.

ESTUDO COMPARATIVO DOS EFEITOS DO I’EXERCI'CIO AEROBIO E RESISTIDO SOBRE
AS ADAPTACOES AUTONOMICAS CARDIACAS EM RATAS OVARIECTOMIZADAS

Larissa Christina Rossit silveira
Orientador: Prof. Dr. Hugo Celso Dutra de Souza
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/06/2010

N6s comparamos os efeitos dos exercicios fisicos, aerdbio e resistido, sobre as adaptagdes autondmicas cardiacas
em ratas ovariectomizadas por meio de diferentes abordagens; duplo bloqueio farmacolégico autondmico (DBFA); sensi-
bilidade barorreflexa (SBR) e variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC). Ratas Wistar (@250 g) foram divididas em seis
grupos: sham sedentério (SS), sham submetido ao exercicio aerébio (SA), sham submetido ao exercicio resistido (SR),
ovariectomizado sedentario (OS), ovariectomizado submetido ao exercicio aerébio (OA) e ovariectomizado submetido ao
exercicio resistido (OR). A ovariectomia ndo alterou a pressdo arterial, a frequéncia cardiaca basal e a SBR, entretanto
promoveu redug@o nas oscilagdes de baixa frequéncia (LF=0.25-0.75Hz) e aumento nas oscilagdes de alta frequéncia
(HF=0.75-2.5Hz). O DBAF mostrou que os exercicios, aerébio e resistido, aumentaram a predominancia vagal nos animais
sham, entretanto a variagdo da FC & metilatropina estava atenuada nos animais submetidos ao exercicio resistido. A
avaliacdo da SBR mostrou que o exercicio resistido reduziu as respostas taquicdrdicas nos animais sham e ovariectomizados.
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A analise da VFC nos animais sham mostrou que o exercicio fisico aerébio reduziu as oscilacdes de LF e aumentou as
oscilacdes de HF. Por sua vez, o exercicio fisico resistido teve efeito inverso. Os resultados da VFC também mostraram que
os dois tipos de exercicios, aerdbio e resistido, tiveram pouco efeito sobre a modulacdo autondmica nos animais
ovariectomizados. N6s concluimos que somente o exercicio aerébio melhora o controle autondmico cardiaco em ratas
sham. Adicionalmente, nossos achados mostraram que o controle autondmico cardiaco em ratas ovariectomizadas sofre
pouco efeito dos dois tipos de treinamento avaliados.

Patologia Experimental

ESTUDO DAS VIAS INTRi!\lSECA E EXTRINSECA DA APOPTOSE EM GLIOBLASTOMAS
ATRAVES DE ARRANJOS DE MATRIZES TECIDUAIS

Fabiano Pinto Saggioro
Orientador: Prof. Dr. Luciano Neder Serafini
Tese de Doutorado apresentada em 09/04/2010

Glioblastomas (GBMs) sdo neoplasias das células da glia altamente letais, cujas fun¢des dos genes TP53 e/ou PTEN
estdo frequentemente alterados ocasionando a ativagdo do ciclo celular e perda da regulagdo da apoptose. Inexistem
estudos na literatura que tenham realizado uma avaliagdo sistemética de ambas as vias da apoptose numa grande série de
casos, sendo este o principal objetivo do presente trabalho. Para tanto foram analisadas as expressdes das principais
proteinas das vias extrinseca (Fas, FasL, caspase-8 clivada e caspase-3 clivada) e intrinseca da apoptose (Pten, EGFR, ILK,
p53, Bel-2, BAK, BAD, Rb e mdm2) em 97 casos de GBMs do Projeto Genoma Clinico do Cancer da FAPESP. As amostras
(1mm) foram dispostas em arranjos de matrizes teciduais (TMA), com representacao de pelo menos 2 dreas distintas da
neoplasia. Os pacientes foram operados no Hospital Sdo Paulo (UNIFESP/EPM) e no Hospital das Clinicas (FMRP/USP)
num periodo de 15 anos (1992 a 2006). A idade média de 55,1 anos + 13,9 DP (mediana de 56 anos e variagdo de 18 anos a 78
anos) e arazdo masc./fem. de 1,2. A quantificagio das expressoes das reacdes imuno-histoquimicas foi realizada em densi-
dade 6ptica integrada (D.0O.1.) com auxilio de microscépio de luz acoplado ao programa de andlise de imagens ACIS III. O
indice de proliferagdo celular foi avaliado pelo MIB-1 (IPC-MIB-1), cujos resultados foram correlacionados com as expres-
sOes das proteinas de ambas as vias da apoptose, sobrevida e estadiamento clinico. Como tecidos-controles (n = 116) foram
utilizados amostras de tecido nervoso ndoneoplasico (grupo controle SNC, n = 36) e de figado, pulmao, c6lon e pancreas
ndoneoplasicos (grupo Miscelanea, n = 80). A hiperexpressdo foi definida como o aumento da expressdo em relagdo a
mediana (P50) da expressdo observada nos tecidos-controles do SNC. Em relacdo as proteinas da via extrinseca da apopto-
se, observou-se que a maioria dos GBMs mostrou aumento da expressdo de Fas e FasL. (membrana: 61,05% e 64,21%;
citoplasma: 58,95% e 63,16%, respectivamente) e caspase-8 (59,79%) em relagdo ao grupo-controle SNC. O aumento da
expressdo da caspase-3 foi observado em 43,16% dos casos. Em relagdo as proteinas da via intrinseca, o aumento de
expressio da Pten foi observado na totalidade dos casos. A maioria absoluta dos casos mostrou hiperexpressio da mdm?2
(83,51%), p53 (82,42%), Bcl-2 (81,44%), Bad (79,57%), ILK (68,42%) e Rb (63,54%). O aumento da expressao de Bak e EGFR
foram observados em 49,47% e 46,87% dos casos. Todos os GBMs mostraram positividade nuclear da p53 (valor de corte >
3%). O IPC-MIB-1 médio foi de 10.46% = 7.7 (mediana de 9,5%). Ao se correlacionar os niveis de expressao das proteinas
analisadas, observou-se correlacdo inversamente proporcional (negativa) entre FasL vs caspase-3; Pten vs caspase-3; Pten
vs ILK; EGFR vs ILK e EGFR vs caspase-3. Uma correlacdo diretamente proporcional (positiva) foi observada entre Pten vs
p53; Pten vs IPC-MIB-1; Pten vs Bad vs p53; Bak vs caspase-3. Em relagio ao tempo de sobrevida, os pacientes cujos GBMs
com aumento da expressdo de BAK e/ou caspase-3 apresentaram sobrevida significativamente maior em relagio aos que
apresentaram hipoexpressdo dessas duas protefnas pro-apoptéticas [BAK: sobrevida de 273 dias vs 162,5 dias; caspase-
3: sobrevida de 294 dias vs 109 dias (medianas)]. De acordo com os resultados, podemos concluir que ambas as vias da
apoptose apresentam-se comprometidas nos GBMs; a via extrinseca da apoptose mediada por Fas/Fas-L apresenta-se
provavelmente inibida nestes tumores; a Pten parece exercer uma importante acao moduladora da atividade proliferativa e
da apoptose; a via do p53 apresenta-se muito provavelmente bloqueada em grande parte dos casos; o bloqueio da
apoptose pela bcl-2 parece exercer um evento importante na maioria absoluta dos GBMs e a hiperexpressdo da Bak parece
ser um evento importante para neutralizar a acio anti-apoptotica da Bcl-2 sobre a caspase-3 clivada. Embora o tempo de
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sobrevida global tenha sido pequeno, a hiperexpressdo de Bak e caspase-3 clivada correlacionou-se com maior tempo de
sobrevida. Embora o estadiamento da neoplasia seja de valor progndstico, os casos com estadiamento mais avangado
apresentaram expressdo significativamente maior tanto de FAS-L como de Bad. Estudos funcionais serdo ainda necessa-
rios a fim de se avaliar melhor o complexo inter-relacionamento das moléculas pré- e anti-apoptdticas nestes tumores.

EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO ASSOCIADO A LUZ CONTINUA NA
CARCINOGENESE COLONICA EM RATOS

Fernando Tadeu Trevisan Frajacomo
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Britto Garcia
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/04/2010

O exercicio fisico tem sido proposto como uma terapia ndo farmacoldgica efetiva para a prevengdo e o tratamento de
neoplasias, especialmente no trato gastrointestinal, com destaque ao cancer de c6lon. A Glandula Pineal € considerada um
orgio importante na carinogénese, especialmente por modular o ritmo circadiano e por secretar o hormonio melatonina. O
presente estudo visou investigar o papel da glandula pineal sobre a carcinogénese colonica experimental de ratos subme-
tidos ao exercicio fisico. Dessa forma, propusemos investigar biomarcadores colonicos de cancer, focos de criptas aberrante
(FCAs), antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA), ciclooxigenase 2 (COX-2) e a Caspase-3; além de parametros
oxidativos hepdticos de peroxidagao lipidica e a glutationa reduzida (GSH) e da atividade da glandula pineal por meio da
expressdo dos receptores colonicos de melatonina. O estudo foi conduzido através dos grupos experimentais com ratos
machos Wistar sendo o grupo controle (C), luz continua (L), exercicio (E) e luz continua associada ao exercicio (LE). De
forma similar, os grupos foram repetidos e expostos ao carcinégeno quimico 1,2-dimetilhidrazina (DMH), tendo recebido
quatro doses de 40 mg/kg por via intraperitoneal. O treinamento fisico experimental foi realizado pelo modelo de natagio
progressivo, 5 dias por semana, durante 10 semanas. Ap6s o periodo de treinamento, os animais foram sacrificados, sendo
coletadas amostras de figado e colén para analise. O estudo do figado revelou uma significativa influéncia do DMH na
modulacdo dos pardmetros oxidativos. As andlises colonicas dos FCAs, PCNA e da COX-2 mostraram-se moduladas pelo
exercicio fisico bem como aumento do indice de apoptose quando o mesmo foi realizado em condi¢des normais do ritmo
circadiano. Em contrapartida, a inibi¢ao fisiolégica da glandula pineal pela exposicao a luz continua foi determinante para
reverter os efeitos do exercicio fisico sobre o controle desses biomarcadores colonicos. Em suma, nossos dados apontam
para a forte influéncia da atividade da glandula pineal sobre o complexo de adaptagdes do exercicio fisico no tecido
coldnico de ratos Wistar expostos a um carcinégeno quimico.

Saude da Crianca e do Adolescente

INFECCAO CONGENITA PELO HERPESVIRUS HUMANO TIPO 6 (HHV-6):
DETERMINAGAO DA PREVALENCIA PELA DETECGAO DO DNA VIRAL

Carla Bertolini Frigori
Orientadora: Profa. Dra. Aparecida Yulie Yamamoto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 05/04/2010

O Herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6) pertence a subfamilia Betaherpesvirinae, a mesma do citomegalovirus
(CMYV), que € considerado o agente causal mais frequente de infec¢@o congénita no homem. Pouco € conhecido sobre a
prevaléncia da infecgdo congénita pelo HHV-6, especialmente no Brasil. Também ainda ndo estd bem estabelecido se a
infecgdo congénita por este virus é causa de doenga no periodo neonatal e se cursa com alguma sequela futura como a
surdez neurossensorial, a exemplo do CMV. Ainda, dados sobre excre¢do do HHV-6 na saliva e na urina de criancas com
infeccdo congénita permitiria conhecer se a replicacido deste virus € prolongada como ocorre em criangas infectadas
congenitamente pelo CMV. Os objetivos deste estudo consistiram em estimar a prevaléncia da infec¢do congénita pelo
HHV-6 em recém-nascidos (RN) atendidos no HCFMRP-USP, descrever as caracteristicas clinicas ao nascimento das
criangas identificadas como infectadas e verificar a persisténcia da excre¢do do HHV-6 na saliva e na urina durante o
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seguimento. Delineou-se um estudo descritivo de prevaléncia através de uma triagem neonatal desta infecgcdo. Foram
incluidos recém-nascidos atendidos no HCFMRP-USP, a termos ou pretermos, nascidos consecutivamente e com quais-
quer caracteristicas clinicas ao nascer, apds a obtencao do consentimento informado materno. A infec¢do congénita pelo
HHV-6 foi definida pela detec¢do do DNA viral na saliva e no sangue capilar pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na
primeira semana de vida. Amostras sequenciais de urina e saliva foram coletadas das criangas infectadas congenitamente
pelo HHV-6 durante o seguimento para verificacdo da persisténcia da excregdo viral nestes sitios. Dos 1127 recém-
nascidos incluidos no estudo, foram processadas 2254 amostras de saliva, sendo obtidas duas amostras de saliva de cada
RN ao nascimento. Do total dos 1127 RN, 927 (82,25%) tiveram também uma amostra de sangue capilar processada para
deteccido do DNA do HHV-6. A detec¢do do DNA do HHV-6 foi observada na saliva e no sangue capilar em 6 recém
nascidos; portanto, a prevaléncia da infecgio congénita pelo HHV-6 foi de 0,53% (IC de 95%: 0,21-1,10). Com exceg¢do de
uma crianga, todas as criangas identificadas como portadoras da infec¢@o congénita pelo HHV-6 eram assintomadticas ao
nascimento. A viruria ndo foi observada em 33% destas criangas. A persisténcia da excre¢do do HHV-6 na urina e na saliva
destas criangas ocorreu até a mediana da idade de seguimento de 5,5 meses (com variacio de 5 a 9 meses). A prevaléncia
de infecc@o congénita pelo HHV-6 nao diferiu das relatadas em estudos prévios em diferentes populacdes de outros paises
e € similar a taxa de prevaléncia de 1% de infec¢do congénita pelo CMV em nosso meio. A maioria destas criancas
infectadas congenitamente nao apresentou sinais clinicos ao nascer. A replicag¢ao deste virus nestas criancas é prolonga-
da, a exemplo do que ocorre com as criangas infectadas congenitamente pelo CMV.

SOROPREVALENCIA AO CMV EM GESTANTES NA CIDADE DE RIBEIRAO PRETO, SAO PAULO

Regina Aparecida Castellucci Camossatto
Orientadora: Profa. Dra. Aparecida Yulie Yamamoto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 09/04/2010

A incidéncia da infec¢io e da doenga congénita pelo citomegalovirus depende das caracteristicas epidemioldgicas
populacionais e imunoldgicas das mulheres em idade fértil. Apesar de estudos realizados na populagio brasileira demons-
trarem a alta incidéncia da infecc@o congénita por este virus, ainda ndo € conhecido a real soroprevaléncia materna ao
CMV nesta populacdo. As caracteristicas epidemioldgicas regionais da infec¢@o por este virus sdo importantes na tomada
de medidas de prevenc@o. Foi objetivo deste estudo a determinagdo da soroprevaléncia ao CMV estratificada pela idade,
em uma populacdo representativa de gestantes atendidas em um programa publico de pré-natal na cidade de Ribeirdo
Preto. Para o cumprimento deste objetivo, foram incluidas retrospectivamente 4615 gestantes que realizaram o pré-natal
nas 36 unidades bésicas de satude responsdveis pelo servigo de assisténcia primdria publica I na cidade de Ribeirdo Preto,
no periodo de setembro de 2005 a setembro de 2006. O plano amostral constituiu na selecio de forma aleatdria, proporci-
onada e estratificada por faixa etaria nas cinco principais distritais de satide do municipio de Ribeirao Preto. Encontrou-se
uma soroprevaléncia ao CMV nesta populag@o de gestantes de96,7%, (IC=95%: 95,4 ;97,7 %). A soroprevaléncia estratificada
pelaidade e os respectivos intervalos de confianga nas diferentes faixas etdrias foram de 95,8%, (92.1- 97,9) na faixa etdria
de 12 a 19 anos, 97,1% (94,4 -98,6%) na idade de 20 a 24 anos; 97,1% (93,9-98,7) na faixa etéria de 25 a 29 anos e de 96,7%,
(93,1 -98,5)., e na faixa etaria de 30 a 46 anos Uma alta soroprevaléncia ao CMV foi encontrada nesta populacéo de A
soroprevaléncia estratificada pela idade mostrou que ndo houve aumento da soropositividade ao CMV, com o aumento da
idade, sugerindo que a infeccdo pelo CMV ocorre precocemente nesta populagio. A alta soroprevaléncia materna ao CMV
sugere que a infeccao materna nao primaria é responsavel pela grande maioria dos casos de infec¢do congénita pelo CMV
nesta populagdo.

FATORES ASSOCIADOS AO CATCH - UP E Catch-down DE
CRESCIMENTO ESTATURAL EM ESCOLARES

Rosingela Fernandes Lucena Batista
Orientadora: Profa. Dra. Heloisa Bettiol
Tese de Doutorado apresentada em 14/04/2010

Introducdo: A restri¢do de crescimento intra-uterino (RCIU) e o nascimento pré-termo (PT) sdo considerados
problemas de saide publica nos paises em desenvolvimento. A ocorréncia de catch-up propicia que estes consigam
equiparar seu crescimento ao das criancas nascidas sem RCIU e a termo. Objetivo: Avaliar a influéncia da restri¢do do
crescimento intra-uterino e do nascimento pré-termo na ocorréncia de catch-up e catch-down da altura em escolares de
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duas coortes de nascimentos de cidades com condi¢des sécio-econdmicas contrastantes, no Nordeste e no Sudeste do
Brasil. Método: Foram estudadas 1.463 criangas, cujas informacdes foram coletadas ao nascer e na idade escolar em 1994
€ 2004/2005 em Ribeirao Preto, SP (RP) e em 1997/1998 e 2005/2006 em Sao Luis, MA (SL). A variavel resposta foi definida
pela diferenca da altura entre o escore z do escolar e escore z do nascimento. Considerou-se como cafch-up uma mudanca
de escore z > 0,67 e como catch-down mudanca no escore z < -0,67. A varidvel explanatéria foi dividida em quatro
categorias: sem RCIU e a termo (NRCIU-T), s6 RCIU (RCIU-T), s6 PT (NRCIU-PT) e PT com RCIU (RCIU-PT). Estimativas
do risco relativo para catch-up e catch-down foram obtidas por regressdo logistica multinomial em modelos separados por
cidade. Resultados: As criancas de RP apresentaram maior propor¢do de catch-up (32,7%) e menor de catch-down (19,3%)
de altura, do que as de SL (21,9% e 41,8% respectivamente) (P<0,001). Em Ribeirao Preto, na andlise ajustada, as criancas
NRCIU-PT (RR=4,17; IC=2,35;6,38) e do sexo feminino (RR=1,54; IC=1,10;2,65) apresentaram maior risco de catch-down;
0s maiores riscos de apresentar catch-up ocorreram entre as criancas RCIU-T (RR=5,50; 1C=3,40;9,94), RCIU-PT (RR=5,38;
1C=3,03;12,57) e naquelas cujas maes eram primiparas (RR=1,82; 1C=1,33;3,08). Em Sao Luis, o maior risco de catch-down
foi observado entre as criangas que eram NRCIU-PT (RR=5,08; IC=2,34;11,0), do sexo feminino (RR=1,51;IC=1,01;2,26) e
com renda < 5 salarios minimos (RR=2,79;I1C=1,51;5,14); o menor risco de catch-down (RR=0,31; 1C=0,15;0,65) e maior de
catch-up (RR=3,36; 1C=1,95;5,79) foi observado entre as criangcas com RCIU-T. Nas duas cidades as criancas que nasceram
com RCIU apresentaram as menores médias do z-escore ao nascer e na idade escolar. As maiores médias foram observadas
para os NRCIU-PT ao nascer e para os RCIU-T na idade escolar nas duas cidades. Apenas as criangas NRCIU-PT
apresentaram reducdo na média do z-escore entre o nascimento e a idade escolar (de 0,25 (IC=0,08;0,41) para -0,47
(IC=-0,61;-0,33) em RP e de 0,73 (1C=0,50;0,97) para-0,97 (IC =-1,15;-0,78) em SL), enquanto os demais grupos mostraram
aumento nessa média (P<0,001). Conclusao: Nas duas cidades, criancas nascidas com RCIU tiveram maior proporcio de
catch-up e as nascidas PT, maior propor¢do de catch-down. Somente em SL as criangas com RCIU nascidas a termo
tiveram a maior propor¢do de catch-up e estiveram protegidas de fazer catch-down de altura.

REINFECQAO~COM DIFERENTES CEPAS VIRAIS EM CRIANCAS COM
INFECCAO CONGENITAS PELO CITAMEGALOVIRUS(CMV)

Virginia Mara de Deus Wagatsuma
Orientadora: Profa. Dra. Aparecida Yulie Yamamoto
Tese de Doutorado apresentada em 14/04/2010

O Citomegalovirus (CMV) € o agente causal mais frequente de infec¢do congénita no homem, constituindo impor-
tante problema de satide piblica em decorréncia da gravidade das sequelas em longo prazo na infancia. E conhecido que
criangas congenitamente infectadas pelo CMV apresentam excregdo viral prolongada com grande contribui¢io no ciclo
natural da infecgdo pelo CMV. Entretanto, ndo € conhecido se estas criangas albergam uma tnica cepa do CMV ou se a
reinfec¢cdo com novas cepas contribui para manutengao da excregio viral prolongada. Para determinar a frequéncia de
reinfec¢do e da mistura de genétipos (excrecdo simultanea de duas ou mais cepas do CMV no mesmo sitio de excrec¢do),
amostras seriadas de urina e saliva de 85 criangas com infec¢@o congénita pelo CMV foram coletadas prospectivamente
até pelo menos quatro anos de vida. As diferentes cepas foram classificadas por meio da anélise do tamanho dos fragmen-
tos de restricio (RFLP) em uma das quatro principais variantes genotipicas da glicoproteina B (gB) e, a confirmagio da
mistura de cepas foi realizada pela PCR primer-especifica para as quatro variantes da glicoproteina N (gN). A caracteriza-
¢do genotipica da glicoproteina B (gB) em amostras de urina e saliva de criangas com infec¢do congénita no presente
estudo demonstrou que 44% das criangas haviam adquirido uma nova cepa ao final do quarto ano de vida. Entretanto, uma
parcela destas criangas apresentou evidéncias moleculares de reinfec¢cdo por uma nova variante genotipica, sendo a de
maior incidéncia de reinfec¢do por uma nova cepa do CMV (20%), a faixa etdria dos dois anos de vida. A mistura de cepas
na mesma amostra foi confirmada em 19% das criangas que adquiriram uma nova cepa do CMV. Corroborando com este
achado, apds periodos de intermiténcia da excre¢do viral observou-se que a maioria das criancas permanece excretando
uma cepa com as mesmas caracteristicas daquela adquirida intratitero, ou seja, a reativacao da cepa latente é mais frequen-
te quando comparada a reinfecgdo por uma nova cepa do CMV [4/30 (13%) vs. 26/30 (87%); p < 0,0001). Ainda com relagao
a ocorréncia de reinfecgdo, com excegdo da idade de inicio do convivio em creches (média de 2 anos + 1 ano; OR =11,92;
1C95% 1,21-285,72) e do nlimero de pessoas na mesma casa no periodo do nascimento (média de 4 pessoas; OR =4,33;
I1C95% 1,24 - 15,21), nenhum dos fatores de risco avaliados mostrou associagdo com a aquisicdo de uma nova cepa do
CMV. A elevada frequéncia de reinfecc@o associada a média da idade de inicio do convivio em creche e/ou institui¢do e o
nimero de pessoas na mesma casa ao nascimento implicam que a reinfec¢o esta associada a frequente exposicao a um
grande nimero de cepas circulantes. Entretanto, a prevaléncia de um maior nimero de criangas que apresentaram reativacao
da cepa enddgena sugere que a excregdo viral por longos periodos em criangas congenitamente infectadas pelo CMV pode
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estar associada persisténcia da infeccio da cepa adquirida no periodo intrattero.

PREVALENCIA E FATORES ASSOCIADOS A CESARIANA NA
CIDADE DE ARACAJU, SERGIPE, BRASIL

Maria Claudia Tavares de Mattos
Orientadora: Profa. Dra. Heloisa Bettiol
Tese de Doutorado apresentada em 22/04/2010

Objetivo: analisar a prevaléncia e os fatores associados ao parto cesareo em uma coorte de nascidos vivos na
regido metropolitana de Aracaju, SE, Nordeste do Brasil. Método: estudo de carater observacional, analitico, de corte
transversal, realizado na regido metropolitana de Aracaju, constituida de quatro municipios: Aracaju, Barra dos Coqueiros,
Nossa Senhora do Socorro e Sdo Cristévao. Foram aplicados questiondrios a uma amostra de 4746 puérperas de feto tinico
nos hospitais de Aracaju, onde ocorre praticamente a totalidade dos partos da regido metropolitana. Foram obtidas
informagdes sobre municipio de procedéncia, idade, escolaridade e situacido conjugal materna, renda familiar, tipo de
internacdo para o parto, tipo de maternidade, nimero de gestagdes, cesdrea e aborto prévios, adequagdo do pré- natal,
hipertensdo na gestacdo atual, dia da semana e hora de nascimento. A associagdo dessas varidveis com o tipo de parto foi
avaliada por meio de regressio logistica multipla. Resultados: 31,6% dos partos foram cesdreos. Os fatores que mais
influenciaram para a decis@o por cesdrea foi a mulher ja haver realizado duas ou mais cesdreas em parto anterior (OR: 83,35),
uma cesdrea anterior (OR: 24,85) e o aborto anterior relatado (OR: 1,33), excluidas as primiparas. A categoria de internacdo
no sistema privado e a hipertensdo na gravidez atual foram importantes fatores de risco (OR: 7,28; OR: 2,00, respectivamen-
te) para cesariana. Foram fatores associados com menor frequéncia de cesareas: a escolaridade materna até 4 anos de
estudo (OR:0,62) e de 5 a 8 anos de estudo (OR:0,77), aidade materna jovem (OR: 0,50 para < 20 anos), a renda familiar de
1d” 3 SM (OR:0,81), maes que nao fizeram pré-natal (OR:0,46) ou fizeram pré-natal inadequado (OR:0,65), partos ocorridos
aos sabados (OR:0,70) e entre 00:00 e 05:59 (OR:0,65) e maes com quatro gestagdes ou mais (OR:0,57). Conclusoes:
Conclui-se que fatores ndo médicos ofereceram risco para a ocorréncia de cesareas nesta populagdo. Duas ou mais
cesdreas prévias, aborto anterior e hipertensao arterial representaram os fatores médicos associados com a cesariana, além
de serem os de maior prevaléncia.

DOENCAS INVASIVAS CAUSADAS PELO Streptococcus pneumoniae EM CRIANCAS:
SOROTIPOS, RESISTENCIA A PENICILINA in vitro E INFLUENCIA DESSA RESISTENCIA
SOBRE O PROGNOSTICO DE CRIANCAS TRATADAS COM PENICILINA

Bento Vidal De Moura Negrini
Orientadora: Profa. Dra. Marisa Marcia Mussi Pinhata
Tese de Doutorado apresentada em 27/04/2010

O Streptococcus pneumoniae (Spn) constitui agente frequente e relevante das infecg¢des respiratdrias bacterianas,
principalmente em criancas e idosos. Desde 1970, tem sido relatada frequéncia crescente de isolados resistentes a penici-
lina in vitro. No entanto, também tem sido notada discordancia entre a resisténcia a penicilina in vitro e a evolucao clinica,
mesmo quando o tratamento é feito com penicilina. Este estudo visou: 1-descrever as caracteristicas demogréficas e
clinicas de criangas acometidas por doenga causada por Spn; 2) estimar as propor¢des dos sorotipos de Spn encontrados
e a frequéncia da resisténcia a penicilina; 3) comparar a evolugéo clinica de criangas com doenca invasiva por Spn (DIP)
ndo susceptiveis a penicilina com aquela de criangas com DIP causada por isolados susceptiveis in vitro e tratadas com
antibidticos penicilinicos. Trata-se de estudo de coorte retrospectivo, que incluiu criangas com DIP entre junho de 1998 e
dezembro de 2005. Revisaram-se os registros médicos para obter informagdes concernentes a antecedentes pessoais e
morbidos, dados clinicos e laboratoriais e evolucdo clinica, além do sorotipo e da classificacdo quanto a sensibilidade a
penicilina, segundo dois diferentes critérios. Inicialmente, foram estudadas 164 criangas com idade mediana de 15,5 meses
e portadoras de pneumonia (123; 75%), meningite (33; 20%) ou outras formas clinicas (8; 5%). Sinais de gravidade a
internacdo estiveram presentes em 24,3% das criangas. Criangas < 12 meses e as portadoras de meningite tiveram maior
chance de ter sinais de gravidade do que as demais (OR =2,27 e OR = 9,17, respectivamente). Também, a taxa de letalidade
foi maior entre os casos de meningite (51,3% vs. 2,4%). Os sorotipos mais encontrados foram: 14 (38,3%); 1 (14,1%); 6A
(8,6%); 19A (5,5%); 9V (4,7%) e 23F (4,7%), sendo esses responsaveis por 75% das infec¢des. Em 141 isolados testados,
61% eram sensiveis, 27% possuiam resisténcia intermedidria e 12% resisténcia total a penicilina, segundo os critérios do
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CLSI-2007. De acordo com os critérios CLSI-2008, 21,4% dos 28 isolados do SNC foram classificados como resistentes e
78,6 % como sensiveis. Para infec¢des fora do SNC, 96,5% dos 113 isolados foram classificados como sensiveis, 3,5% com
resisténcia intermedidria, desaparecendo a resisténcia total a penicilina. Constituiram-se dois grupos de criancas tratadas
com penicilina: 1-com isolados sensiveis a penicilina (n = 66), 2-com isolados resistentes a penicilina (n = 42). A evolugdo
clinica nas 72 horas iniciais e a duracdo da hospitaliza¢do ndo diferiram entre os grupos. Também a distribui¢do dos
desfechos, 7 e 21 dias apds a hospitalizac@o, foi semelhante entre os grupos, mesmo apds ajuste da andlise por regressio
logistica para as varidveis forma clinica, sinais de gravidade na admisséo e presencga de anemia (OR para insucesso tardio
= 0,61 [0,20; 1,87]). Em conclusdo, as evolucdes precoce e tardia desfavordveis de criangas com DIP e tratadas com
antibidticos do grupo das penicilinas independem da sensibilidade do isolado pneumocdcico a penicilina no teste in vitro.

AUTOPERCEPGAO CORPORAL:ESTUDO DO PESO RELATADO E DO PESO AFERIDO EM
UMA COORTE DE NASCIDOS VIVOS EM 1978-79 NA CIDADE DE RIBEIRAO PRETO (SP)

Dalma Maria Silva Rodrigues
Orientador: Prof. Dr. Luiz Antonio Del Ciampo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/04/2010

A autopercepcdo corporal pode ser entendida como a representacdo mental de si mesmo, que envolve aspectos
fisicos, emocionais, sociais, culturais e pode ser influenciada por varios fatores como sexo, idade, expectativa dos pais e
amigos, dentre outros. Esta percep¢ao do proprio corpo se inicia desde a primeira infancia, e pode ser distorcida da
realidade gerando angistia e risco para transtornos de comportamento.

Este trabalho descreve e compara as relagdes entre peso relatado e peso aferido em uma populagdo de 2035 adultos
jovens (23-25 anos) em Ribeirdo Preto - SP. Encontrou-se 68% de acerto entre peso referido e aferido, subestimaram seu
peso 14% e 18% superestimaram seu peso corporal.

Dentre as variaveis estudadas, as que contribuiram para uma melhor avaliagido do proprio peso foram maior valor
IMC e maior nivel de atividade fisica. Contribuiram para a distor¢cao da autopercepg¢do, com tendéncia a superestimar o
préprio peso, ser do sexo feminino e ter maior grau de escolaridade. Homens mais frequentemente subestimavam o préprio
peso. Ndo foram encontradas diferengas de etnia, estado civil ou renda.

AVALIAGAO DO USO DO PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO REMOTO NO DIA PRECEDENTE
A CIRURGIA EM CRIANCAS SUBMETIDAS A CIRCULAGCAO EXTRACORPOREA (EFEITOS
NA SEGUNDA JANELA) RIBEIRAO PRETO 2010

Marcos Alves Pavione
Orientadora: Profa. Dr.a Ana Paula de Carvalho Panzeri Carlotti
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 05/05/2010

Objetivos: Avaliar a resposta inflamatdria, a disjungdo miocdrdica e a morbimortalidade pds-operatdria em criangas
submetidas ao pré-condicionamento isquémico remoto (PClr) no dia anterior a cirurgia cardiaca com circulagio extracorpérea
(CEC), comparadas com um grupo controle. Métodos: Trata-se de estudo intervencionista e controlado, de alocagéo
aleatdria de lactentes de 1 més a 2 anos de idade submetidos a cirurgia cardiaca com CEC. As criangas alocadas aleatori-
amente ao PClr foram submetidas a quatro periodos de cinco minutos de isquemia do membro inferior pelo uso de
esfigmomandmetro, intercalados por periodos de cinco minutos de reperfusio; no dia prévio a cirurgia cardiaca. No p6s-
operatdrio, foram colhidas amostras de sangue 4, 12, 24 e 48 horas ap6s o fim da CEC para mensurar a resposta inflamatdria
por meio da avaliagdo da ativag@o do fator nuclear kappa-B (NF-kB) em leucdcitos pela quantificacio do RNAm de sua
proteina inibitdria, a I kappa B-alfa (Ix-Bo.) por PCR em tempo real, e pelas concentragdes plasmaticas de interleucina (IL)-
8 e IL-10 avaliadas por ELISA. O comprometimento miocardico foi avaliado pelas concentragdes da fragdo aminoterminal
do peptideo natriurético tipo B (NT-pro BNP) e de troponina I cardiaca (cTnl), mensuradas por técnica de quimiolumines-
céncia. Também foram avaliados parametros clinicos da sindrome de baixo débito cardiaco e a necessidade de drogas
vasoativas no pos-operatorio. Resultados: Foram estudados 22 pacientes: 12 alocados no grupo PCIr e 10 no grupo
controle. Os grupos eram homogéneos e niao foram encontradas diferencas significativas quando comparamos as varia-
veis: idade, sexo, etnia, peso, estatura, saturacdo em ar ambiente no periodo pré-operatorio, tempo de cirurgia, tempo de
CEC, tempo de parada andxica, escore de gravidade PRISM e classificagdo de risco cirtirgico cardiaco RACHS-1. Entre as
variaveis clinicas, a Unica que apresentou diferenca estatisticamente significativa foi a frequéncia respiratério, no periodo
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de 48 horas apds a cirurgia, com menores valores no grupo PClr (p=0,004). Das varidveis que mensuram de forma indireta
o débito cardiaco e a oferta de oxigénio aos tecidos, a saturagdo venosa de oxigénio se mostrou com valores significativa-
mente mais baixos com 12 horas (p=0,042) e 48 horas (p=0,018) apds a saida de CEC no grupo pré-condicionado. Isso se
confirma na medida da extracido de oxigénio, que se mostrou mais alta neste grupo nos mesmos periodos de 12 horas
(p=0,021) e 48 horas (p=0,008). Dentre os marcadores de dano miocardico, apenas o NT-pro BNP, um marcador de disfun-
¢do miocardica, apresentou diferenca significativa, com menores valores no grupo précondicionado nos tempos 12 horas
(p=0,035) e 24 horas (p=0,035). Os valores da cTnl estiveram maiores em todos os tempos no grupo PClr, mas sem diferenca
Dignificante. Dentre os marcadores da func@o inflamatdria, tanto a liberagdo da IL-8, da IL-10 e a expressdo do gene I- KBot
foram semelhantes nos dois grupos. A morbidade pds-operatoria foi semelhante nos dois grupos e ndao houve 6bito até a
alta hospitalar em nenhum dos grupos. Conclusao: Os pacientes que receberam o PClr antes da cirurgia cardiaca com uso
de CEC apresentaram menor liberacdo do hormoénio NT-pro BNP, que indica uma menor disfun¢@o celular cardiaca, e um
papel protetor do comprometimento miocardico.

EXPRESSAO DOS GENES DAS METALOPROTEINASES NA MEDULA OSSEA DE
PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

Tatiana Silveira Santiago
Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga Tone
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/05/2010

As leucemias linféides correspondem ao cancer mais frequente na infancia, com sobrevida em torno de 70 a 80%,
apesar dos avancos diagnésticos e terapéuticas. Os mecanismos envolvidos na propagacdo dos blastos leucémicos e na
infiltragdo de 6rgios extramedulares sdo de fundamental importancia para melhor compreensio da leucemogénese. Estu-
dos com tumores s6lidos e suas metastases mostraram relagdo das metaloproteinases com a liberacdo de células cancerigenas
para outros sitias do organismo. As metaloproteinases sd@o endopeptidases que atuam na degradagdo e renovagdo da
matriz extracelular. A relacdo das MMPs com blastos leucémicos € pouco conhecida. Objetivo: analisar a expressdo génica
das metaloproteinases: MMP1, MMP2, MMP3, MMP14, TIMP2, TIMP3 e TIMP4, em medulas sseas de pacientes com
leucemia linf6ide aguda ao diagnéstico, correlacionando com caracteristicas clinicas das LLAs T e B. Metodologia: Foram
analisadas 29 amostras de medulas 6sseas de pacientes pedidtricos com LLA armazenadas no banco de medulas do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto para expressdo génica dos referidos genes por técnica de RQ-PCR. Anilise
estatistica foi feita com o software SPSS 16.0. A expressdo dos genes nas amostras de medula 6ssea de LLA-T e B foram
comparadas usando os valores da mediana através do teste exato de Fisher, e os valores absolutos através do teste de
Mann-Withney. Resultados: A expressdo aumentada do gene da TIMP2 apresentou correlacio com glébulos brancos
acima de 50.000 ao diagnéstico e LLA-T, a MMP14 e razio MMP14/TIMP2 com Calla + (p=0,001), TIMP3 com ma resposta
ao tratamento de indugdo quimioterapica, e a razdo MMP2/TIMP2 com fatores de mau progndstico e menor sobrevida livre
de doenga. Conclusdao: A MMP14 parece estar relacionada a LLA-B e o desbalango entre MMP2/TIMP2 sugere ser mais
importante como valor progndstico para LLA da infincia que a avaliagdo isolada de um tnico gene.

EXPRESSAO DOS GENES RELACIONADOS A APOPTOSE CELULAR EM
TUMORES ADRENOCORTICAIS DE CRIANCAS

Cecilia Fernandes Lorea
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Scrideli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/05/2010

Introducio: Tumores adrenocorticais sdo neoplasias raras, os quais correspondem a apenas 0,2% de todos os
canceres pediatricos. Tem-se sugerido que o processo apoptdtico possa ser a chave para o desenvolvimento desses
tumores. O objetivo deste estudo foi analisar, em tumores adrenocortical pedidtricos, a expressdo dos genes responsaveis
pela apoptose. Os niveis de expressao dos genes CASP3, CASPS, CASP9, FAS, FADD, BCL2, BAX, APAF1, TNFA e NFKB,
da cadeia apoptdtica foram analisados por meio de PCR, em tempo real quantitativo, em 22 amostras consecutivas de tumor
obtidas de criangas com diagndstico de tumor adrenocortical (11 classificadas como estadio I, 3 como estadio II, 1 como
estadio Il e 7 como estadio IV). Testes de Mann-Whitney e regressio logistica foram usados para acessar a correlagio entre
os genes analisados e as varidveis clinicas e bioldgicas. As curvas de Kaplan Meier e o teste log rank foram usados para
estimar a sobrevida geral em 5 anos. Valores de expressdo génicas maiores que mediana foram consideradas hiperexpressos.
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A sobrevida geral em 5 anos foi de 64% no grupo de pacientes analisados. Hiperexpressao do NFKB foi associada a criangas
de idade > 5 anos (p=0,02) e a presenga da mutacao 7P53- R337H (p=0,007), hiperexpressao do FAS foi associada a criangas
de idade >5 anos (p=0,05). Hipoexpressdo do BCL2 foi associada a presenca de 6bito (p=0,04) e hipoexpressao do TNFA ao
estadio I'V (p=0,008). Os pacientes que apresentaram hiperexpressdo do gene BCL2 tiveram melhor sobrevida geral em 5
anos (0,91 versus 0,53; p=0,03). Nossos resultados sugerem que os genes relacionados com apoptose podem estar
relacionados com as varidveis clinicas, biolégicas e sobrevida em tumores adrenocorticais de pacientes pedidtricos.
Estudos funcionais e analise de um maior nimero de casos sdo necessarios para confirmar esses achados.

ASSOCIAGAO ENTRE O PESO AO NASCER E PRESSAO ARTERIAL EM
ESCOLARES DE DUAS COORTES BRASILEIRAS

Leticia Helena Januario
Orientadora: Profa. Dra. Heloisa Bettiol
Tese de Doutorado apresentada em 14/05/2010

Objetivo: comparar os resultados do efeito das categorias de peso ao nascer e de varidveis sociais e bioldgicas ao
nascimento e atuais sobre a Pressdo Arterial (PA) das criangas de 8 a 11 anos entre as duas coortes de nascidos vivos de
Ribeirdo Preto (RP), Sdo Paulo, e de Sdo Luis (SL), Maranhdo. Método: trata-se de um estudo epidemioldgico de coorte
prospectiva no qual foram avaliadas criangas ao nascimento e na idade de 8 a 11 anos em duas cidades brasileiras
contrastantes sob aspectos culturais e sécio-demograficos. Foram constituidos cinco grupos de peso ao nascimento:
Muito Baixo Peso ao Nascer (MBPN): peso menor que 1500g; Baixo Peso ao Nascer (BPN): peso igual ou maior que 1500g
e menor que 2500g; Peso Insuficiente ao Nascer (PIN): peso igual ou maior que 2500g e menor que 3000g; Peso Normal ao
Nascer (PNN): peso igual ou maior que 3000g e menor que 4250g e Alto Peso ao Nascer (APN): 4250g ou mais. Varidveis
socioecondmicas foram consideradas como fatores de confusdo. Os dados foram analisados por regressdo simples e
ajustada. Resultados: foram avaliadas 1670 criancas. Em SL na regressdo simples, criangcas com MBPN tiveram aumento de
4,2mmHg na PAS (p=0,024) e nas BPN o aumento foi de 2,0mmHg na PAS (p=0,054) e 1,9mmHg na PAD (p=0,052), ambos
no limite da significancia. Em RP criancas com PIN tiveram redug¢do de 2,8 1mmHg na PAS (p=0,023), e as APN tiveram
aumento na PAS de 5,96mmHg (p=0,004) e 3,11mmHg (p=0,016) na PAD. Apds ajuste, estes efeitos foram mantidos apenas
em SL. O IMC baixo significou redu¢@o da PA nas duas cidades em ambas as andlises. Na andlise ajustada, houve interacdo
entre sexo e PN na associacdo com a PAD nas duas cidades porém, em direcdes opostas. Em RP os meninos com APN
tiveram um aumento de 5,4mmHg na PAD em relacéo as meninas dessa mesma faixa de peso. Em SL o aumento foi entre os
meninos com MBPN: 6,7mmHg em relacdo as meninas também com MBPN. Tanto em RP quanto em SL, as meninas com
APN tiveram a PAD mais baixa que as meninas com PNN: 3,9mmHg em RPe 5,9mmHg em SL. Em SL os meninos de MBPN
e os de BPN tiveram respectivamente, 7,2 e 3,9mmHg a mais na PAD em relacdo aos que nasceram com o PNN, o que néo
ocorreu em RP. Em RP sobrepeso e obesidade significaram aumento da PA nas duas analises, mas em SL somente na
analise ndo ajustada. O tabagismo materno durante a gestagdo foi associado aos menores valores da PAS em RP. Menor
peso ao nascer associou-se a maiores valores de PA em SL, cidade com condi¢des de vida mais precarias e excesso de peso
associou-se a maiores valores de PA em RP cidade com melhores condi¢des de vida. Entretanto as varidveis sociais
estudadas ndo foram associadas a PA em nenhuma das duas cidades. Conclusoes: os resultados ndo foram homogéneos
entre RP e SL. MBPN e BPN foram associados aos maiores valores PAS apenas em SL. O IMC apresentou associagdo
positiva com PA apenas em RP. Varidveis culturais e socio-demograficas nao foram associadas a PA. Sugerem-se novas
avaliagdes em fases posteriores da vida destas criangas para explorar a evolug@o destas associagdes.

Saude Mental

ESTUDO PILOTO DUPLO-CEGO RANDOMIZADO DA ADIGCAO DE MINOCICLINA OU PLACEBO AO
TRATAMENTO USUAL DE ESQUIZOFRENIA DE INICIO RECENTE

Cristiano Chaves
Orientador: Prof. Dr. Antonio Waldo Zuardi
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/04/2010
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A eficacia limitada dos atuais antipsicéticos sobre os diversos sintomas da esquizofrenia tem levado a busca de
novos medicamentos para este transtorno. A minociclina € um antibiético do grupo das tetraciclinas com evidéncias
crescentes de neuroprotecdo em vérias doencas neuroldgicas e pode potencialmente otimizar o tratamento antipsicotico da
esquizofrenia. O objetivo deste estudo € determinar se a adi¢do de minociclina ao tratamento usual ird prevenir o acimulo
de sintomas negativos e declinio cognitivo em pacientes com esquizofrenia de inicio recente e se ird estabilizar ou potencializar
a eficacia dos antipsicoticos. Participaram do estudo 30 pacientes com esquizofrenia do Servico de Psiquiatria do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, diagnosticados pelos critérios do Manual Diagnéstico e Estatis-
tico da Associag@o Psiquidtrica Americana - 4a edi¢ao (DSM-IV), de inicio recente (<5 anos), em dose estdvel do antipsico-
tico ha pelo menos 4 semanas, com idade entre 18 e 65 anos e sem condi¢cdes médicas relevantes. O seguimento foi de 12
meses, com consultas mensais. Para avaliagdo de resultados primdrios, foram utilizadas as escalas PANSS (Positive and
Negative Syndrome Scale) e CGI (Clinical Global Impression scale). Testes neuropsicolégicos foram realizados no inicio e
apds 12 meses. Os efeitos colaterais foram avaliados pela escala de movimentos involuntarios anormais (Abnormal Involuntary
Movement Scale-AIMS) e a escala de efeitos colaterais para drogas psicoterapéuticas UKU (UKU Side Effect Rating Scale
for psychotherapeutic drugs). Os pacientes, familiares e pesquisadores assistentes eram cegos quanto a droga administra-
da. Os sujeitos (n=30) foram randomizados para receber minociclina 200mg/d (n=16) ou placebo (n=14). Seis pacientes
abandonaram o estudo, observando-se que houve mais pacientes que ndo completaram o estudo no grupo placebo (n=4)
do que no grupo minociclina (n=2). Houve cuidadoso emparelhamento de parametros de confusao que podem interferir no
curso da esquizofrenia, tais como idade, tempo de educacio, tempo de doenga, tempo de psicose sem tratamento, género,
subtipo diagndstico e tipos de antipsicético em uso. Ndo houve efeitos colaterais significativos. A analise estatistica foi
feita com 24 pacientes (14 no grupo minociclina e 10 no grupo placebo). Para a PANSS e suas subescalas, realizou-se analise
de variancia de medidas repetidas (RANOVA) para o fator tempo, droga e interag@o entre os dois fatores, seguido de
RANOVA para cada grupo individualmente. Para a CGI, que é uma variavel ordinal, foi realizado teste de Friedman. Para os
testes neuropsicoldgicos, utilizou-se teste t pareado para cada grupo independentemente. Os pacientes em uso de minociclina
tiveram melhora significativa na pontuagdo da CGI e uma redugdo significativa das pontuacdes da PANSS e de suas
subescalas a partir de 15 a 30 dias de tratamento com minociclina. Ndo houve diferengas significativas ao longo do tempo
no grupo placebo. Nio houve diferencas significativas em ambos os grupos no desempenho nos testes neuropsicoldgicos.
Assim, o tratamento adjuvante com minociclina levou a melhora em sintomas positivos e negativos da esquizofrenia, sendo
uma medicacao segura e promissora na terapéutica adjuvante da esquizofrenia.

EFEITO DO ESCITALOPRAM SOBRE O PROCESSAMENTO DE EXPRESSOES EMOCIONAIS,
AVALIADO POR RESSONANCIA MAGNETICA FUNCIONAL

Alcion Sponholz Junior
Orientador: Prof. Dr. Frederico Guilherme Graeff
Tese de Doutorado apresentada em 19/05/2010

A impulsividade e a instabilidade afetiva sdo elementos centrais em varios transtornos psiquiatricos. No entanto,
poucos estudos procuraram avaliar a correlacio entre estes dois aspectos e a func@o serotoninérgica. Neste estudo
associou-se o desafio farmacolégico com a administragdo de dose tnica de escitalopram (20mg) para a avaliagdo da
modulagdo das respostas hemodindmicas provocadas pela tarefa go/no go e pela tarefa de reconhecimento implicito de
expressdes faciais em voluntdrias saudaveis e sua correlagdo com os niveis de impulsividade, usando a técnica BOLD
(Blood Oxygen Level Dependent) de ressonancia magnética funcional. Também foi avaliado o efeito do escitalopram
sobre o reconhecimento explicito de expressdes faciais. Observou-se que, em func@o do nivel de impulsividade da volun-
taria, o escitalopram modulou o aumento da resposta hemodinamica em duas condi¢des: 1) frente a faces de raiva em
regides envolvidas na tomada de decisdo e controle emocional e motor (BA 11, putdmen e caudato) e 2) frente a faces de
alegria em regides envolvidas no processamento de emocdes e controle da impulsividade (BA 47 e complexo amidala-
hipocampo). Em dire¢@o inversa, observou-se que o escitalopram, em funcido do nivel de impulsividade, modulou a
reducio da resposta hemodinamica em duas condigdes: 1) frente a faces de medo em regides envolvidas no processamen-
to emocional e no sistema de ansiedade/defesa (BA 47, BA 32 e complexo amidala-hipocampal) e 2) frente a apresentagio
de faces de tristeza em regido de processamento do sentimento de tristeza (BA 24). Ndo foram encontrados efeitos de
modulagdo farmacoldgica da resposta hemodinamica na tarefa go/ no go. Observou-se na tarefa de reconhecimento
explicito de expressoes faciais que o escitalopram prejudicou o reconhecimento de faces de medo. Os resultados deste
estudo apontam para uma modulagio por tracos de personalidade das respostas hemodinamicas a expressoes faciais.
Além disso, observou-se uma atenuagao da resposta hemodinimica a faces de medo e de tristeza e aumento da resposta
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hemodinamica a faces de alegria em regides cerebrais previamente implicadas, respectivamente, na neurobiologia da
ansiedade, da depressdo e do controle de impulso e contribuem para uma melhor compreensio dos substratos neurais
envolvidos nos efeitos farmacoldgicos de inibidores seletivos de recaptacio de serotonina observados na pratica clinica.

DEPRESSAO, ALCOOL E GENERO : LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO NO
MUNICIPIO E REGIAO METROPOLITANA DE SAO PAULO

Juliana de Almeida Prado
Orientador: Prof. Dr. Jair Licio Ferreira Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/06/2010

Na maioria das culturas, o dlcool é a substancia de abuso mais frequentemente usada e responsavel por altas taxas
de morbidade e mortalidade. No campo da satide mental, a associacdo entre o uso problemético de dlcool e transtornos
mentais € bastante relatada tanto em amostras clinicas como em comunitérias e a depressao €, sem diivida, a condi¢do mais
associada. Tanto a depressao quanto o uso de dlcool s@o bastante prevalentes e a associagdo entre ambos € complexa,
sofrendo influéncia de determinantes biol6gicos, sociais e culturais. Dentre os determinantes bioldgicos, o género tem se
revelado fator importante e, devido a sua relevancia, vem permeando cada vez mais as diversas areas dos estudos
populacionais. O objetivo deste estudo foi estudar como se dd a associagdo entre depressdo e consumo de dlcool numa
amostra populacional brasileira e compara-la entre os géneros. O presente estudo € um inquérito epidemioldgico transver-
sal em amostra estratificada e representativa. E um recorte do projeto GENACIS, realizado na regido metropolitana de Sdo
Paulo, cuja amostra totalizou 2083 pessoas maiores de 18 anos. A coleta de dados foi feita por meio de aplicagdo do
questionario GENACIS em entrevistas individuais nos domicilios sorteados. A amostra foi caracterizada e foram identifi-
cados os padrdes de consumo de dlcool a partir da quantidade média de drinques consumidos num dia tipico, a prevaléncia
de depressdo pelo instrumento de rastreamento CIDI Short Form e outras informagdes consideradas importantes na
qualificacdo da associag@o entre consumo de alcool e depressdo como cendrios do beber e consumo de alcool em
familiares. A associagdo entre o padrdo de consumo de alcool e cada uma das varidveis socioecondmicas selecionadas foi
investigada pelo teste de Rao-Scott. As andlises foram feitas no programa Stata 10.0 e consideradas significativas para p
values com IC 95%. Para a andlise conjunta da atuagdo de varidveis independentes foi utilizada a analise multivariada
através da regressdo logistica. Foram analisados separadamente para homens e mulheres os fatores de risco presentes
bem como padrdes de uso de bebidas alcodlicas e presenca de depressio. A importancia relativa de fatores socioeconémicos,
por género, foi avaliada pela Razao de Chances (Odds Ratio). A taxa de resposta foi de 74,9%. Houve predominancia de
mulheres (58,4%), individuos casados (60,8%), renda per capita inferior a 150 Reais (37,9%), mulheres abstinentes (69,7%)
e homens com consumo pesado de dlcool (24,2%). Os abstinentes aumentaram conforme a idade e o consumo pesado
apresentou-se maior entre os mais jovens. A prevaléncia de depressdo pelo CIDI Short Form foi de 21,8% (28,3% para as
mulheres; 12,7% para os homens). Entre as mulheres, depressdo se associou a idade (OR 0,91) e a convivéncia com
conjuge com problemas decorrentes do dlcool (OR 88,33). Entre os homens, depressdo também se associou a idade (OR
1,06), as rendas per capitas (OR 6,16: R$ 301 a 600 reais; OR 6,34: R$ 600 ou mais), ao padrdo de consumo de dlcool pesado
(OR 6,43) e a presenca de problemas pessoais decorrentes do dlcool (OR 7,34). Os resultados ressaltam que a associacio
entre depressdo e consumo de alcool ¢ distinta os géneros e que o conhecimento desta associagdo é fundamental, para
auxiliar na compreensao e elaboracdo de estratégias de interven¢do na populagdo brasileira.

Saude na Comunidade
TABAGISMO, ALCOOLISMQ EM PACIENT’ES QUE FREQUENTAM FISIOTERAPIA
DO SISTEMA UNICO DE SAUDE, ITAPIRA - SP - 2010

Dalila Bertanha
Orientador: Prof°. Dr°. Antdnio Ruffino Netto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/06/2010

O uso indevido de drogas tem sido objeto de diversos estudos no Brasil, devido a crescente preocupagdo com os
habitos de consumo de drogas licitas e ilicitas e seus impactos sociais, econdmicos e, sobretudo, suas implicagdes na
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saude da populagdo. O objetivo desta pesquisa € estimar a prevaléncia do tabagismo e o uso de outras drogas e descrever
o perfil epidemioldgico, dos pacientes que frequentam o Centro de Fisioterapia Oscar Pires de Andrade do SUS de Itapira-
SP. Trata-se de um estudo epidemioldgico, descritivo, modelo inquérito, com uma abordagem metodolégica quantitativa.
Dos 399 pacientes agendados, foram entrevistados 217 (54,38%) pacientes, nos meses de julho e agosto de 2010. Os
pacientes foram entrevistados pelo pesquisador deste trabalho conforme o Questiondrio Sécio — Demografico e sobre
Prevaléncia do Tabagismo no Centro de Fisioterapia de Itapira - SP (SUS) e Teste de Fagerstrom para a Dependéncia a
Nicotina (FTND) e Questionario ASSIST V. 3.0. A média de idade, dos pacientes entrevistados foi 50 anos, maioria é do
sexo feminino (63, 13%), a moda de anos de escolaridade foi 11 anos e a mediana foi cinco. Lombalgia, cervicalgia e
tendinite representaram juntos 50% dos encaminhamentos para fisioterapia com diagnéstico médico por explicitos. Mais
da metade dos pacientes relataram ter outras doencas além daquela que foi motivo do encaminhamento para a fisioterapia,
as doengas mais citadas pelos pacientes foi hipetensdo e diabetes. Mais da metade dos pacientes relataram apenas uma
queixa principal sendo a dor a queixa mais frequente. A prevaléncia de fumantes foi 17%, a média de idade dos pacientes
fumantes foi 48 anos e 51% eram do sexo feminino, a maioria (89%) relatou fumar apenas cigarros comercializados, a
mediana do nimero de cigarros fumados por dia foi 10 e a mediana de tempo que o individuo usou o tabaco foi 30 anos. A
metade dos tabagistas foram classificados, de acordo com o FTND, como muito baixa e baixa dependéncia a nicotina, a
média do escore de Fagerstrom foi de 4,1. Sobre o uso de substancias psicoativas na vida, 70% dos pacientes relataram ter
usado tabaco na vida; 91% bebidas alcodlicas; 14% maconha; 6% cocaina, crack; 11% inalantes; 10% hipndéticos, sedati-
vos; somente um individuo relatou ter usado em sua vida inalante, e nenhum experimentou alucinégenos, opidides e
outras drogas a especificar. Em relag@o a classificacido do Questionédrio ASSIST, o tabaco (31%) e o dlcool (31%) foram as
drogas mais citadas para receber interven¢ao breve, seguido da maconha (3%), cocaina, crack (1%), anfetaminas (1%). As
drogas legais como o dlcool e o tabaco sdo os problemas de satide piblica mais proeminente no Brasil. Essa € uma situacao
preocupante e aponta a importancia de trabalhar a preven¢do de drogas psicoativas, nos servigos de aten¢do primaéria.

APLICAGCAO DE MODELOS DE VOLATILIDADE ESTOCASTICA EM DADOS DE POLUICAO DO AR DE
DUAS GRANDES CIDADES: CIDADE DO MEXICO E SAO PAULO

Henrique Ceretta Zozolotto
Orientador: Prof. Dr. Jorge Alberto Achcar
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/06/2010

Estudos recentes relacionados ao meio ambiente vém ganhando grande destaque em todo o mundo devido ao fato
dos niveis de poluicdo e a destrui¢do das reservas naturais terem aumentado de maneira alarmante nos tltimos anos. As
grandes cidades sdo as que mais sofrem com a polui¢do e aqui serdo estudados os niveis de polui¢do do ar em duas
cidades em particular, a Cidade do México e Sao Paulo. A Cidade do México apresenta sérios problemas com os niveis de
ozonio e Sdo Paulo € a cidade brasileira com os maiores problemas relacionados a polui¢do. Entre os diferentes modelos
considerados para analisar dados de poluicdo do ar, pode-se considerar o uso de modelos de séries temporais para
modelar as médias didrias ou semanais de poluicado. Nessa dire¢do pode-se usar modelos de volatilidade estocastica. Essa
familia de modelos estatisticos tem sido extensivamente usada para analisar séries temporais financeiras, porém nio se
observa muitas aplicacdes em dados ambientais e de satide. Modelos de volatilidade estocdstica bivariados e multivariados,
sob a aproximagdo Bayesiana, foram considerados para analisar os dados, especialmente usando métodos MCMC (Monte
Carlo em Cadeias de Markov) para obter os sumadrios a posteriori de interesse, pois pode-se ter muitas dificuldades usando
métodos cldssicos de inferéncia estatistica.
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