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PARACOCCINA, UMA N-ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE PRODUZ!DA POR
Paracoccidioides brasiliensis ENVOLVIDA NO CRESCIMENTO FUNGICO

Fausto Bruno dos Reis Almeida
Orientador: Prof. Dr. Ebert Seixas Hanna
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/07/2009

Paracoccina, uma glicoproteina de 70 kDa produzida por Paracoccidioides brasiliensis, é dotada de propriedades
lectinicas. Através do reconhecimento de GIcNAc, paracoccina promove adesdo flingica a componentes da matriz extrace-
lular e induz macréfagos a produzirem TNF-o e 6xido nitrico. Paracoccina reconhece quitina e colocaliza-se com beta-1,4-
homopolimero de GlcNAc nos sitios de brotamento de células leveduriformes de P. brasiliensis. Neste trabalho, a propri-
edade de ligagdo a quitina foi utilizada para padronizar um novo processo de purificagio de paracoccina, o qual proporci-
onou maior rendimento que o procedimento padrio, de purificagdo por afinidade a GIcNAc. Similaridades fisicas entre as
duas preparacdes foram demonstradas por andlises eletroforéticas e MALDI-TOF-MS de peptideos tripsinicos. Através
da reagdo com anticorpo especifico, paracoccina foi detectada como um tnico spot de 70 kDa (pI= 5.63) em gel de
eletroforese bidimensional de extrato leveduriforme de P. brasiliensis. As propriedades biolégicas de paracoccina foram
reproduzidas pela preparagao purificada por afinidade a quitina, quais sejam a de ligar-se a laminina e induzir macréfagos
a produzir TNF-a. e 6xido nitrico. Além disso, demonstramos neste estudo a atividade de N-acetil-B-D-glucosaminidase de
paracoccina, sugerindo tratar-se de uma proteina com dominios multi-funcionais. A propriedade enzimadtica da paracoccina
pode contribuir para o papel por ela exercido no crescimento e brotamento de leveduras de P. brasiliensis.

O PAPEL DE CASPASE-11 NO CONTROLE DA INFECGCAO POR LEGIONELLA PNEUMOPHILA

Jonilson Berlink Lima
Orientador: Prof. Dr. Dario Simoes Zamboni
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/08/2009

Legionella pneumophila é uma bactéria gram-negativa, intracelular facultativa, responsavel por causar uma pneu-
monia severa em humanos denominada Doeng¢a dos Legiondrios. A bactéria possui um sistema de secrecdo do tipo IV
(Dot/Icm) capaz de translocar proteinas bacterianas diretamente para o citoplasma das células hospedeiras. As células
alvo durante a infec¢ao por L. pneumophila sdo os macréfagos, que dispdem de receptores intracelulares capazes de
reconhecer produtos bacterianos presentes no citoplasma celular. Entre eles destacam-se Naip5 e Ipaf, que sdo membros
dos receptores Nod-like (NLRs) capazes de induzir ativagc@o de caspase-1 em resposta a infec¢do por L. pneumophila,
processo que culmina em bloqueio da multiplicagio bacteriana. Embora o controle da infeccao por L. pneumophila esteja
diretamente relacionado a ativag@o de caspase-1 por Naip5, a interagdo molecular entre Naip5 e caspase-1 nunca foi
detectada, o que sugere que outras moléculas estejam presentes nesse complexo. Caspase-11 € uma proteina candidata a
participar dessa via de ativagdo, visto que dados da literatura sugerem a importancia desta proteina na ativacdo de
caspase-1 em condi¢des patoldgicas, no entanto outras caspases poderiam estar envolvidas visto que essas proteinas
geralmente se ativam por meio de clivagem em cascatas. Para identificar a participacao de diferentes caspases em resposta
a ativacdo por Naip5, foi realizado um screening em células HEK293 transfectadas com diversas caspases e foi evidenci-
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ado que a caspase-11 foi diferencialmente ativada em resposta a superexpressdo do receptor Naip5 funcional. Ensaios de
imunoprecipitagdo demonstraram que caspase-11 é capaz de interagir com Naip5 funcional, mas ndo com formas truncadas
ou mutantes deste receptor. Estudos bioquimicos comprovaram a ativac¢do de caspase-11 em resposta a Naip5 e por de
citometria de fluxo foi demonstrado que o receptor Naip5 selvagem é capaz de ativar caspase-11 em resposta a infec¢do por
L. pneumophila selvagem, mas ndo por mutantes para o sistema de secre¢do Dot/Icm. Experimentos realizados com
macréfagos derivados de medula éssea evidenciaram a participacio de caspase-11 no modelo de infec¢@o in vitro por L.
pneumophila. Finalmente, foi demonstrado que macréfagos de camundongos caspase-117 falham em ativar caspase-1 e
apresentam reduzida capacidade em processar e secretar IL-1P. Os dados nos permite concluir que caspase-11 participa da
via de ativacdo do receptor Naip5, que opera em resposta a infec¢io por bactérias patogénicas como L. pneumophila.

O PAPEL DA LECTINA ARTINM NA PROLIFERAGCAO DE MASTOCITOS

Patricia Andressa de Almeida Buranello
Orientador: Prof. Dr. Constance Oliver
Tese de Doutorado apresentada em 27/08/2009

Os mastdcitos sao células residentes do tecido conjuntivo e suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais contri-
buem para sua participagdo em processos alérgicos e inflamatérios, na defesa contra parasitas e em mecanismos gerais de
homeostase tecidual. Todas as fungdes desempenhadas pelos mastdcitos sdo consequéncia da liberacdo de mediadores
pro-inflamatdrios apds sua ativagao. A lectina ArtinM, extraida de Artocarpus integrifolia e ligante de D-manose, é capaz
de induzir a desgranulagdo de mastdcitos. Estudos prévios mostraram que essa lectina induz uma resposta TH1 e confere
resisténcia a Leishmania major e amazonensis e a Paracoccidioides brasilensis. Os efeitos bioldgicos de ArtinM mediados
por sua ligacdo a carboidratos incluem também, estimulacdo de mitose em células do bago de camundongo, ativacdo de
células do sistema imune e aceleracdo do processo de regeneracio do tecido epitelial. O presente estudo tem por objetivo
investigar os mecanismos de acdo de ArtinM em mastdcitos que possam justificar o seu papel no reparo tecidual e
resposta imune. Nossos resultados mostram que baixas concentracdes de ArtinM sdo capazes de ativar mastdcitos e
induzir a liberacio de mediadores pré-inflamatdrios, sem desgranular estas células. A lectina ArtinM também acelera o ciclo
celular resultando num aumento da taxa de proliferacdo de mastdcitos da linhagem RBL-2H3. Estes achados podem
explicar a participa¢do da lectina ArtinM nos processos de reparo tecidual e resposta imune. Também mostram que esta
lectina pode ter uso terapéutico, uma vez que, em baixas concentragdes nao liberam mediadores pré-formados de mastdci-
tos que podem desencadear alergia.

O PAPEL ESTRUTURAL E FUNCIONAL DA FAK EM MASTOCITOS

Celiane Cardoso Carvalho
Orientadora: Prof®. Dr®. Maria Célia Jamur
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/09/2009

Os mastdcitos exercem um papel critico em processos inflamatérios e alérgicos através da liberacdo de mediadores
presentes em seus granulos. Neste estudo, foi investigado o papel da quinase de adesdo focal (FAK) nos processo de
proliferacéo, adesdo e migragdo de mastécitos da linhagem RBL-2H3. Células C5 deficientes em FAK, derivadas das RBL-
2H3, e células 2C1 que foram reconstituidas com o gene da FAK e passaram a super expressar esta proteina, foram
analisadas em comparagdo com as células RBL-2H3. As células RBL-2H3 e células 2C1 sdo fusiformes, enquanto as células
C5 sdo heterogéneas, porém na sua maioria arredondadas. Para se obter uma populag@o de células morfologicamente mais
homogénea, as células C5 foram subclonadas. Como resultado foi obtido o clone G5, com uma populagdo mais homogénea
com muitas células arredondadas. A distribuicio do citoesqueleto de actina confirmou as diferencas morfolégicas entre
células C5 e G5, em comparagdo com células RBL-2H3 e 2C1. As células C5 e G5 também possuem poucos granulos quando
comparadas com RBL-2H3 e 2C1. Entretanto, os ensaios para a liberacao de ?-hexosaminidase mostraram que as células G5
e C5 sdo semelhantes funcionalmente entre si, apesar das diferencas morfolégicas. A maioria das células C5 cresce em
suspensao e proliferam muito mais em comparagdo com as células RBL-2H3 e 2C1. As células RBL-2H3 e 2C1 quando
cultivadas em nanofibras de matriz extracelular adquirem forma arredondada enquanto, as células C5 permanecem arredon-
dadas. As células C5 aderem menos em todos os componentes da matriz extracelular quando comparadas com as células
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RBL-2H3 e com as células 2C1. A deficiéncia na expressdo da FAK diminui a adesdo de mastdcitos aos componentes da
matriz extracelular, mas a super expressao da FAK nao altera significativamente a adesdo destas células, com excecio do
coldgeno tipo 1. A adesdo celular estd relacionada com o processo de migracao celular. A andlise da migracio celular
mostrou que as células C5 migraram menos que as células RBL-2H3 e 2C1 em superficies cobertas com fibronectina,
colageno do tipo IV e laminina e migraram mais nas superficies cobertas com coldgeno do tipo I quando comparadas com
as células RBL-2H3 e 2C1. Os resultados deste trabalho mostram que a deficiéncia em FAK altera a morfologia celular, a
distribuicdo de granulos, e a proliferacdo de mastdcitos. Por outro lado, a super expressio da FAK leva a um aumento da
ades?o celular e modula a migracio destas células em diferentes componentes da matriz extracelular.

CARACTERIZAGAO DA INTER-RELAGAO ENTRE GALECTINA-3 E A VIA DE SINALIZAGAO NOTCH

Nerry Tatiana Cecilio
Orientador: Prof. Dr. Emerson Soares Bernardes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/09/2009

Diversos dados da literatura demonstram que galectina-3 e a via de sinalizacdo Notch exercem importante papel na
regulacdo das fungdes dos macréfagos. Baseado nisso, o presente trabalho propds investigar uma possivel inter-relagao
entre galectina-3 e componentes da via de sinalizagdo Notch. Inicialmente, macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM:s)
de animais selvagens (Lgals3**) e deficientes de galectina-3 (Lgals3”) foram estimulados in vitro e, analisados quanto a
expressdo de receptores, ligantes e enzimas reguladoras da ativag@o da via de sinalizacdo Notch. Em comparagdo com
BMDMs Lgals3**, observou-se que BMDMs Lgals3” apresentaram maior expressio basal do RNA mensageiro para
receptores, ligantes e enzimas envolvidos na via de Notch. Apés estimulo com LPS+IFN-y, BMDMs Lgals3”- também
apresentaram uma maior expressdo protéica do receptor Notch-1, bem como do ligante Delta-4. Além disso, observou-se
que BMDMs Lgals3** produziram menores niveis de citocinas IL-12 e IL-6 e 6xido nitrico, quando o estimulo foi realizado
na presenga de DAPT (inibidor da via notch). Ainda, demonstrou-se que BMDM s Lgals3” sdo mais sensiveis a ativagio
direta por Delta-4 e Jagged-1 e, consequentemente produziram niveis mais elevados de IL-6 apds estimulo.

Com a finalidade de investigar a interagdo entre galectina-3 e Notch em outros modelos celulares, demonstrou-se
ainda que galectina-3 € capaz de interagir diretamente com receptores Notch de macréfagos J774 e de duas linhagens de
células de carcinoma gastrico (AGS e MKN45). Apds imunopreciptacio com anticorpo monoclonal anti-galectina-3 e
revelagdo com anticorpo anti-Notch-1, observaram-se bandas de aproximadamente 300 kDa, compativel com a massa
molecular do receptor Notch-1 inteiro, em todas as linhagens testadas. Além disso, apds silenciamento do gene da
galectina-3 através do uso de RNA de interferéncia, foi possivel demonstrar que células AGS apresentaram maior expres-
sdo de RNA mensageiro para o receptor Notch-1, tanto na auséncia quanto na presenca de estimulo com Jagged-1. E, o
silenciamento da expressdo de galectina-3 levou ao aumento da clivagem de Notch (aumento da expressdo de NICD) em
células AGS estimuladas por Jagged-1 e Delta-4.

Finalmente, os dados obtidos nesse trabalho sugerem que galectina-3 exerce um papel na ativacdo/expressdo de
componentes da via de sinalizagdo Notch e, consequentemente, na regulacdo da fungdo de macréfagos.

Bioquimica
EXPRESSAO DA VIA DE SINALIZACAO 'RAX- PKR- EIF-2 aATF4 E microRNAS
NA RETINOPATIA DIABETICA EXPERIMENTAL
Viviane Aline Oliveira Silva
Orientador: Prof. Dr. Fernando Luiz De Lucca

Tese de Doutorado apresentada em 23/07/2009

A retinopatia diabética (RD) é uma das complicacdes mais frequentes de diabetes mellitus. Estudos recentes
mostraram que a apoptose de neurdnios da retina desempenha um papel crucial na patogénese da RD. Entretanto, os
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mecanismos moleculares envolvidos neste fendmeno nio foram ainda totalmente elucidados. E fato conhecido que a via
de sinaliza¢ao da PKR (proteina quinase dependente de RNA) desempenha um papel fundamental na apoptose de neuro-
nios, especialmente nas doengas neurodegenerativas. O objetivo principal deste trabalho foi investigar a expressdo da via
de sinalizagdo RAX-PKR-elF-2 0.-ATF4, bem como identificar os micro-RNAs (miRNAs) que tenham como alvos os RNA
mensageiros dos genes que codificam o RAX (PKR gssociated protein X) a PKR na retina de ratos tratados com
estreptozotocina (STZ). Este modelo experimental de diabetes induz RD em ratos, a qual exibe todas as caracteristicas
bioquimicas, patofisiolégicas e histofisiolégicas da RD humana. A primeira etapa deste estudo foi avaliar a expressio de
RNAm e de proteinas codificadas pelos genes RAX, PKR, ATF4 (Activating transcription factor 4) e elF-2c. (Fator de
iniciacdo de transcri¢do-2 subunidade o) fosforilado na retina de ratos normais e diabéticos através de RT- PCR em tempo
real e Western blot, respectivamente. A seguir, os seguintes tdpicos foram investigados: 1) Localizagio celular do RAX,
PKR e elF-2 o na retina de ratos normais e diabéticos por imunofluorescéncia; 2) Identificagdo de miRNAs que possuam
como alvos os genes RAX e PKR através de andlise computacional; 3) Perfil de expressdo dos miRNAs preditos na retina
de ratos normais e diabéticos por RT -PCR em tempo real; 4) Localizacio celular de miRNAs na retina de ratos normais e
diabéticos através de hibridizagdo in situ; 5) Validagdo dos genes RAX e PKR como alvos dos miRNAs preditos através
dos ensaios de luciferase e da inibicdo da proteina endégena e degradacio do RNAm em células transfectadas com
miRNAs sintéticos. Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a expressdo de RAX e elF-2a fosforilado foi
induzida nas células da retina de ratos nos estdgios iniciais da indu¢do de diabetes com STZ. Por outro lado, a expressao
da proteina PKR nao foi alterada na fase inicial de diabetes, verificando-se uma diminuigdo significativa 5 ° dia apds o
tratamento com STZ. Com relacido ao ATF4, a inducio da sua expressdo ocorreu somente apds um més de diabetes.
Verificou-se ainda que o RAX, PKR e elF-2 o sdo co-expressos nos neuronios da camada ganglionar e na camada nuclear
interna da retina de ratos normais e diabéticos. O RAX apresentou uma distribuic¢ao citoplasmadtica, enquanto a PKR e elF-
20 foram detectados no nicleo. Além disso, demonstrou-se que o tratamento de ratos com STZ alterou o perfil de
expressdo dos miRNAs, miR-29b e miR-92, na retina. Os dados obtidos neste trabalho sugerem que o RAX seria um alvo
indireto do miR-29b. Foi ainda possivel demonstrar que o miR-29b é co-expresso com a proteina RAX nos neurdnios da
camada ganglionar da retina e apresenta um perfil de expressio temporal inverso ao encontrado para esta proteina. Estes
resultados sdo relevantes, pois sugerem a participacdo do RAX e miR-29b na inducio da apoptose de neurdnios na retina
de ratos diabéticos. Os resultados deste estudo poderdo contribuir para o desenvolvimento de uma nova estratégia para
o tratamento da RD a partir de injec@o intravitrea do miR-29b. O uso recente de pequenos RNAs ndo-codificadores tais
como miRNAs e RNA interferéncia para o tratamento de doencas humanas representa uma promissora e excitante area na
pesquisa biomédica.

EFEITO DO ESTRESSE PSICOLOGICO SOBRE AS FUNCOES DE NEUTROFILOS HUMANOS EM UM
MODELO IN VITRO DE MECANISMOS ENVOLVIDOS NAS DOENCAS DE IMUNOCOMPLEXO

Mariana Drummond Costa Ignacchiti
Orientador: Prof. Dr. Bernardo Mantovani
Tese de Doutorado apresentada em 13/08/2009

Evidéncias experimentais e clinicas indicam um importante papel dos neutréfilos, através da geragao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e da liberacdo de enzimas lisossomais, nos mecanismos causadores de lesdo tecidual nas
doencas de imunocomplexo. Estas normalmente se iniciam a partir da deposicao de imunocomplexo no tecido, o que
acarreta a migracio de neutréfilos ao sitio de deposi¢ao e a lesdo tecidual devido a liberagdo de seus granulos citotoxicos
e ROS. Diversos estudos mostram uma intima relacio entre o estresse psicoldgico e variagdes na resposta imune tanto em
modelos animais quanto em humanos. Neste estudo, investigamos o efeito do estresse psicolégico sobre as principais
fungdes imunes de neutréfilos responsaveis pela lesdo tecidual nas doencas de imunocomplexo. O modelo de estresse
psicolégico utilizado foi a avaliagdo académica final dos cursos de pés-graduagio da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - USP. Os estudantes que estavam em periodo de apresentag@o de dissertagdo ou defesa de tese foram classificados
como grupo estresse e 0s que nio estavam sendo submetidos a nenhum tipo de avaliacdo didatica foram classificados
como controle. Neste estudo, nao foi verificada nenhuma alteracio na liberagdo de enzimas lisossomais na condigio de
estresse. Entretanto, observamos que o estresse causou uma reducdo na liberacio de ROS. Com exce¢do do anion
superoxido, esta redugdo foi observada somente apds a estimulacdo mediada pelo receptor Fc'gama'. O estresse psicol6-
gico também promoveu uma redug¢@o na expressao do Fc'gama'Rlll e do transcrito para a subunidade p47phox p47phox do
complexo NAPDH oxidase. Um aumento no nivel plasmatico da quimiocina CXCLS8/ILS foi observado no grupo estresse
sugerindo que individuos estressados possam apresentar uma maior suscetibilidade a inflamag&o. No entanto, na presen-
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¢a do imunocomplexo ndo fagocitavel, a liberacdo in vitro de CXCL/IL8 por neutréfilos foi reduzida. A ocorréncia do
estresse psicolégico foi associada a um aumento no nivel de cortisol plasmatico, indicando a ativagao do eixo HPA.
Experimentos in vitro com hidrocortisona 10-7M causou uma redugio na liberacdo de superéxido, assim como diminuiu a
expressdo do RNAm para a subunidade p47phox. Por outro lado, o pré-tratamento in vitro de neutréfilos com o antagonis-
ta do receptor citoplasmatico de glicocorticéide, RU486, nessas condig¢des suprimiu esta reducéo. Estes resultados suge-
rem um possivel papel modulador dos glicocorticéides, liberados durante o estresse, sobre a liberacdo de ROS por
neutréfilos. Considerando as possiveis implicacdes fisioldgicas, podemos concluir que nas condi¢des de estresse psico-
16gico, a diminuicio na liberagdo de ROS e da quimiocina CXCLS/IL8 pelos neutréfilos estimulados por imunocomplexo na
forma nao fagocitavel poderia resultar em uma atenuacao do quadro inflamatério e nos mecanismos promotores de lesdo
tecidual nas doengas de imunocomplexo.

CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DO ESTRESSE OXIDATIVO EM SCHISTOSOMA MANSONI

Sergio Henrique da Silva
Orientador: Prof. Dr. Vanderlei Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 28/08/2009

O parasita Schistosoma mansoni, agente etiolégico da esquistossomose mansonica, apresenta um complexo ciclo de
vida, que envolve fases no interior do organismo de dois hospedeiros, além de fases de vida livre. Os hospedeiros reagem
ainfecgdo por diferentes mecanismos, porém, a liberacao de espécies reativas de oxigénio aparentemente € o principal fator
de estresse para o parasita. O objetivo deste trabalho foi, portanto, caracterizar a adaptac@o do parasita frente ao estresse
oxidativo e determinar os efeitos resultantes da exposicéo a esta condiciio. Os resultados apresentados neste trabalho
mostram que os vermes adultos de S. mansoni possuem uma grande tolerancia ao estresse oxidativo, permanecendo vidveis
mesmo em concentragdes elevadas. As espécies reativas de oxigénio produzem diversos danos as biomoléculas presentes
nas células do parasita, como pdde ser estimado pela quantificacao dos danos oxidativos na estrutura do DNA. Para evitar
consequéncias negativas desta exposicao, as células de S. mansoni possuem um sistema antioxidante, responsavel pela
eliminacdo dos agentes oxidantes, como foi observado nos resultados apresentados. A anélise da expressao diferencial de
proteinas mostrou diversas proteinas induzidas ou reprimidas durante os tratamentos. A andlise por espectrometria de
massa de alguns dessas proteinas identificou dois spots referentes a proteina actina, com massas moleculares diferentes.
Isto sugere que a proteina actina de S. mansoni sofre modificagdes pds-traducionais mediante o estresse oxidativo com
alteracdo de massa consistente com a adi¢do de uma molécula de ubiquitina. Como o estresse oxidativo pode produzir
inimeros efeitos deletérios sobre as células atingidas, propomos a aplicacdo da fotossensibilizagdo, com formacio de
espécies reativas de oxigénio, para a eliminacdo de vermes adultos do parasita. Esse estudo preliminar mostrou que a
metodologia pode ser eficaz para o controle do parasita em diferentes ambientes. Os resultados apresentados neste estudo
descrevem os eventos gerais envolvidos no parasita durante o estresse oxidativo e permitem o melhor entendimento acerca
dos processos utilizados para a sobrevivéncia no interior do organismo hospedeiro.

DESENHO RACIONAL, CONTRUGAO E CARATCTERIZACAO DE UMA ENZIMA BIFUNCIONAL
LACASE-B-1,3-1,4-GLUCANASE DE BACILLUS SUBTILIS

Gilvan Pessoa Furtado
Orientador: Prof. Dr. Richard John Ward
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/09/2009

A aplicacdo de enzimas em processos industriais tem crescido consideravelmente nas tltimas décadas. Os beneficios
do uso de enzimas incluem a eliminag¢@o de temperaturas altas, solventes organicos e extremos de pH e, a0 mesmo tempo,
oferecem um aumento na especificidade e pureza do produto gerado. Técnicas de engenharia de proteinas tém permitido’
a criagdo de novas enzimas com caracteristicas favoraveis a sua aplicagcdo. Neste contexto, as enzimas hibridas, criadas
pela unido de duas ou mais enzimas que possuem atividades separadas, tem ganhado destaque. Suas vantagens incluem
expressdo e purifica¢ao de miltiplos dominios cataliticos em um tnico passo, gerando economia de tempo e dinheiro, e,
além disso, quando duas enzimas estao presentes em um mesmo complexo, a proximidade fi sica delas, catalisando reacdes
subsequentes, pode aumentar a taxa de reacdo. Duas enzimas de importancia industrial foram alvos neste trabalho, a 3-1,3-
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1,4- glucanase e a lacase, ambas clonadas a partir do DNA gendmico de Bacillus subtilis. A -1,3- 1,4-glucanase (EC
3.2.1.73) hidrolisa B-gl ucanos, polissacarideos abundantes na parede celular do endosperma de uma ampla variedade de
biomassa vegetal. Alacase (EC 1.10.3.2) é uma fenol oxidase, cobre dependente, que catalisa a oxidag¢@o de varias substan-
cias aromadticas e inorganicas, particularmente fendis, com a simultanea reducio de oxigénio para agua. Buscou-se criar e
caracterizar uma enzima quimérica lacase-B-1,3-1 ,4-glucanase, através da fus@o dos genes bglS e cotA que codificam a
glucanase e lacase, respectivamente. O gene bt'brido foi clonado em vetor pET28a(+) e expresso em Escherichia coZi. A
enzima recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade, e a caracteriza¢io bioquimica mostrou que a enzima
hibrida possuia tanto atividade lacdsica quanto glucanasica. A atividade lacdsica foi maxima em pH 4,5 e temperatura de 75°
C, e a 'V max da enzima foi cerca de 30% maior do que a obtida para lacase parental. Ja a atividade glucanasica foi maxima
em pH 6,0 e temperatura de 50°C, com uma reducido de aproximadamente 10% de atividade em relagdo a glucanase parental,
contudo houve um aumento na eficiéncia catalitica da enzima. Testes de simulagdo computacional demonstraram que os
dominios cataliticos da quimera tendem a se aproximar em solu¢@o e maiores estudos serdo necessarios para compreender-
mos as mudancas cataliticas e estruturais ocorridas na enzima bifuncional.

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE UMA ENZIMA QUIMERICA
BIFUNCIONAL XILANASE-LACASE ATRAVES DE DESENHO RACIONAL

Lucas Ferreira Ribeiro
Orientador: Prof. Dr. Richard John Ward
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/09/2009

Existem evidéncias de que xilana e residuos fendlicos de lignina estejam unidos por ligagdes covalentes (Ferre ira
Filho, 1994). A degradacdo destes polimeros consiste, geralmente, em um processo multienzimético e sinérgico, o que pode
ser obtido pela acdo coordenada de uma série de enzimas do grupo das oxidoredutases e hidrolases, representadas
principalmente pelas lacases (EC 1.10.3.2) e xilanases (EC 3.2.1.8), respectivamente(You, Meng et ai., 2008; Cristina Valls e
Roncero, 2009). Neste contexto, o presente trabalho visou a constru¢do de uma enzima bifuncional, que tenha tanto
atividade xilanasica, quanto atividade lacasica, buscando, desta forma, criar uma nova enzima com uma atuagao mais
abrangente para tais processos biotecnoldgicos, além de fornecer importantes ferramentas para compreensao das rela-
¢oes de estrutura-funcio destas proteinas. Para estas finalidades, foi criado um modelo da enzima bifuncional, via mode-
lagem molecular, onde foi feito um desenho racional visando a maxima estabilidade conformacional ! das enzimas em
questdo. Apds isto, o DNA gendmico de Bacillus subtilis foi extraido e usado : como molde para a amplificacido dos genes
cotA, que codifica a enzima lacase (CotA, 65 kDa) e xynA, que codifica a endo -8-1,4 xilanase A (XynA, 21.2 kDa). Tal
amplificacao foi feita através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e os resultados obtidos, foram como esperados.
Posteriormente, os genes foram clonados no vetor pT7T3 18U, usando sitios de HindIIl e BamHI e subclonados no vetor
de expressdo pET28a (+), usando sitios de Nhel e BamHI. Os genes cotA e xynA foram expressos, de forma heteréloga, em
Escherichia coli. A purificacio da lacase e da endo -1,4 xilanase A foi realizada através de cromatografia por afinidade, pela
interagdo entre a cauda de poli-histidina (inserida nas proteinas por sua expressao em pET28a (+) e a resina NTA-Ni. Apds
a purificagdo, um ensaio de atividade enzimaética foi realizado, o que demonstrou a funcionalidade das enzimas em quest&o.
A fus?o génica foi realizada através de técnicas de engenharia genética, utilizando como DNA molde as enzimas clonadas
em pT7T3 18U, os oligonucleotideos (primers) especificos e as enzimas de restricdo necessarias a este fim. O resultado da
fusdo, o gene quimera, foi clonado em pT7T3 18U e subclonado em pET28a (+), este foi expresso e . purificado de maneira
semelhante as enzimas separadas. O resultado da purificagdo da enzima hibrida foi confirmado por SDS-P AGE. Uma
amostra do gene quimera clonado em pET28a (+) (pET28a/cotA-xynA) teve sua xilanase retirada, por enzimas de restri¢do,
e substituida por uma variante termofilica da xilanase (xilanase G3), dando origem a uma nova construgdo. Apds a expres-
sdo e purificacio da enzima bifuncional, foram feitos ensaios de caracterizagdo cinética, que demonstraram que para a
atividade lacasica, o pH de maxima atividade foi 4,5 para ambas as enzimas, a temperatura foi 80°C para a lacase parental e
75°C para a quimera. A enzima bifuncional apresentou uma eficiéncia catalitica (Kcat/K0,5) aproximadamente duas vezes
maior que a lacase sozinha (345,6 mM1 S-1 para a fusdo e 166,7 mM-1S-1 para a lacase). Para atividade xilanasica a pH de
maéxima atividade foi 6,5 para xilanase nativa e sua quimera equivalente e 7,0 para a xilanase mutante (G3) e quimera com
xilanase mutante. A temperatura foi 55°C para as atividades referentes a xilanase nativa e 70 °C para as mutantes. Os
parametros cinéticos medidos para as atividades xilanasicas demonstraram que nao houve diferencas consideraveis entre
as xilanases parentais e as fusoes equivalentes. Sendo assim, nossos resultados demonstraram que a abordagem feita no
presente trabalho mostrou-se eficiente para a constru¢ao de enzimas hibridas ou multifuncionais.
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Clinica Cirurgica

PAPEL DA EXPRESSAO DO RECEPTOR CCR2 EM NEUTROFILOS DURANTE A SEPSE GRAVE

Fabricio Oliveira Souto
Orientador: Prof. Dr. Anibal Basile Filho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/07/2009

Durante a sepse observa-se uma faléncia na migragio de neutréfilos para o foco infeccioso, além disso, hd um
processo progressivo de injuria tecidual e disfuncdo miultipla de 6rgdos. Neste contexto, dados da literatura tém sugerido
que o infiltrado neutrofilico em 6rgios secundarios a infec¢do pode participar deste processo. Adicionalmente, sabe-se
que as quimiocinas possuem um papel central em mediar a migragdo de neutréfilos, através dos receptores quimiotaxicos
(principalmente o CXCR2, mas ndo CCR2). Contudo, a capacidade quimiotética destas células pode ser modulada sob
condi¢cdes inflamatorias e infecciosas. Recentemente, esta modulagdo tem sido relacionada com a ativacao de receptores
do tipo Toll-Like (TLRs). Assim, nosso estudo abordou o papel da expressao do receptor CCR2 em neutréfilos durante a
sepse grave, murina e humana, bem como a participagdo dos TLRs nesta expressdo, especificamente TLR2 ¢ TLR4.
Observamos que a ativagdo da via TLRs-MyD88-NFxB foi crucial para inducdo do receptor CCR2 em neutrdfilos, que
passaram a apresentar responvidade as quimiocinas MCP-1/CCL2 e MCP-3/CCLY7. Posteriormente, verificamos que neu-
tréfilos circulantes de animais que receberam sistemicamente agonistas dos TLRs ou foram submetidos a sepse grave
polimicrobiana (ligadura e perfurag¢@o do ceco -CLP), passaram a responder a estas quimiocinas. Camundongos deficien-
tes para o receptor CCR2 (CCR2 ), submetidos 2 CLP, apresentaram aumento da sobrevida, redu¢io do infiltrado neutrofilico
no pulmao, coragdo e rim, além de reduzidos niveis de marcadores de lesdo para estes 6rgaos, quando comparados aos
animais controles (WT). Notavelmente, estendendo para a sepse humana, observamos que neutréfilos circulantes dos
pacientes sépticos, sepse grave ou choque séptico, apresentaram uma significativa expressao do receptor CCR2, a qual foi
relacionada com a responsividade quimiotética a quimiocina CCL2. Além disso, esta (continua) (continua¢do) responsivi-
dade foi positivamente correlacionada com o escore APACHE 11 e com a diminui¢fo da razéo PaO,/FiO,(12=0,32,P=0,001
e12=0,60,P=0,001, respectivamente), sugerindo uma forte relacdo entre a expressdo do CCR2 com a gravidade da sepse.
Em conjunto, nossos resultados demonstram que este perfil de expressdo nos neutréfilos esta relacionado com o infiltrado
lesivo dessas células em 6rgios distantes do local da infeccao durante a sepse. Portanto, podemos sugerir que o bloqueio
do CCR2 pode vir a ser um alvo farmacolégico relevante na terapéutica de pacientes com sepse.

AVALIAGAO DA EFICACIA DA VENTILAGAO NAO-INVASIVA COM DOIS NiVEIS DE PRESSAO POSITI-
VA NAS VIAS AEREAS, EM NIiVEL PROFILATICO, NO POS-OPERATORIO DE CIRURGIA CARDIACA

Aline Marques Franco
Orientador: Prof. Dr. Alfredo José Rodrigues
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/09/2009

Introducio: A aplicacio de Ventilacdo por Dois Niveis de Pressdo Positiva (BiPAP) associada a Fisioterapia Respira-
téria Convencional (FRC) no p6s- operatdrio (PO) de cirurgia cardiaca pode contribuir para a diminui¢do das complica¢des
pulmonares no PO. O objetivo deste estudo foi comparar a eficacia da BiPAP associada a FRC (Grupo BiPAP-GB) com a FRC
isolada (Grupo Controle -GC). Pacientes e Métodos: Vinte e seis pacientes submetidos a revascularizagdo do miocardio
foram aleatoriamente alocados. O GC foi tratado apenas com FRC, o GB foi submetido a 30 minutos de ventilagao por dois
niveis de pressdo positiva utilizando-se o aparato BIPAP® , duas vezes ao dia, associado a FRC. A FRC foi realizada de modo
idéntico em ambos os grupos, duas vezes ao dia, no periodo da manha e no periodo da tarde. Todos os pacientes foram
avaliados quant: Capacidade Vital (CV), Permeabilidade das Vias aéreas (PF), Pressoes Respiratorias Maximas(PEmax e
PIméx), Saturagdo de Oxigénio (Sa0,), Frequéncia Cardiaca (FC), Frequéncia Respiratéria (FR), Volume Minuto (VM), Volume
Corrente (VC), Pressao Arterial Sist6lica (PAS) e Pressao Arterial Diastélica (PAD). As avaliagdes foram realizadas durante
ainternacio no periodo pré-operatério, imediatamente apds a extubacio e nas 24* e 48" horas ap6s extubagdo no periodo da
noite. Resultados: Nenhum paciente foi a 6bito e ndo ocorreu nenhuma complicagdo infecciosa, cardiovascular, renal,
respiratoria ou abdominal. No GC, 61.5% dos pacientes tiveram algum grau de atelectasias e no GB, 54% (p=0.691). ACV foi
estatisticamente maior no GB no pds- operatério (p <0,015). Todos os outros pardmetros de ventilometria, gasometria,
manovacuometria e parametros hemodindmicos foram semelhantes entre os grupos. Conclusdo: a aplicagdo de BiPAP
associada a FRC no PO precoce de pacientes submetidos a revascularizagdo cirtrgica do miocardio melhorou a CV, mas nédo
houve diferenca significativa na (continua) (continuacio) evolu¢do hospitalar dos grupos.
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FUNCAO ENDOTELIAL DE ARTERIAS VISCERAIS DE Cf\ES SUBMETIDOS A ISQUEMIA PARCIAL
POR CLAMPEAMENTO DA AORTA SUPRACELIACA SEGUIDA DE REPERFUSAO

José Geraldo Ciscato Junior
Orientador: Prof. Dr. Carlos Eli Piccinato
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/09/209

O clampeamento adrtico supraceliaco € um procedimento de exce¢do na cirurgia vascular. Entretanto, tem se
mostrado como alternativa muito 1til nas intervencdes cirtirgicas abdominais secundérias a trauma abdominal, seja ele
fechado ou penetrante, e em aneurismas acometendo ramos viscerais. Esse clampeamento causa isquemia parcial transito-
ria em todos os 6rgdos abdominais e membros inferiores. Muitos estudos tém mostrado que a lesdo tecidual, em determi-
nados orgdos, ocorre ndo somente no periodo de isquemia, mas € exacerbada também no periodo de reperfusdo. O
presente estudo teve como objetivo: 1) definir modelo experimental em cies para estudo das alteragdes da fungio endotelial
nas artérias viscerais sob condi¢des de isquemia e reperfusao através do clampeamento adrtico supra celiaco; 2) estudar
as alteracdes da funcao endotelial dependentes do 6xido nitrico em artérias viscerais (renal, mesentérica e tronco celiaco)
de cdes, submetidas a isquemia parcial transitéria por clampeamento supraceliaco da aorta de 60 minutos de duracdo, e
ap6s 60 minutos de isquemia seguida de reperfusdo de 30 min; 3) estudar a expressdo de espécies reativas de oxigénio
através da medida da peroxidagdo lipidica pela dosagem do malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (NO) no tecido renal no
plasma dos trés grupos experimentais: 1) controle; 2) isquemia de 60 minutos; 3) isquemia de 60 minutos e reperfusdo de
30 min. A reatividade endotelial das artérias viscerais foi estudada “in vitro” em sistemas de banhos organicos (“organ
chambers”), onde segmentos de 4 a 5 mm com ou sem endotélio foram suspensos e conectados a transdutores de forca. Os
experimentos foram realizados na presenca de indometacina para bloqueio da via ciclooxigenase, de modo que os relaxa-
mentos estudados eram fun¢@o da liberagdo de NO. Foram utilizadas as drogas: acetilcolina (dependente de endotélio e
receptores), iondéforo do calcio (dependente de endotélio e nao de (continua) (continuagdo) receptores do endotélio), e
nitroprussiato de sédio (independente de endotélio). A expressdo de espécies reativas de oxigénio foi avaliada pela
medida de MDA e de NO tissular renal ao final do protocolo experimental de cada grupo e por meio medida de MDA e NO
plasmaticos nos tempos O e 60 minutos de isquemia para o grupo 2 (isquemia) e tempo O e 90 minutos, para o grupo 3
(isquemia/reperfusdo). Os achados deste estudo foram: 1) o modelo experimental testado se mostrou adequado e de fécil
padronizacio; 2) o estudo da fung@o endotelial das artérias viscerais nos grupos controle, isquemia e isquemia/reperfu-
sdo, mostrou ndo haver alteragdes entre os grupos estudados; 3) o estudo da expressdo de espécies reativas de oxigénio
através da medida de MDA e NO plasmatico e tissular renal ndo mostrou alteragdes significativas apds os periodos de
isquemia e isquemia/reperfusdo. Conclui-se que o modelo de clampeamento adrtico supraceliaco em cies € reprodutivel e
adequado. para a investigacdo da disfuncio endotelial.

Clinica Médica

UTILIZACAO DE DIETA RESTRITA EM CARBOIDRAUM AMBIENTE DE APRENDIZADO ATIVO E COLA-
BORATIVO UTILIZANDO RECUPERACAO DE IMAGEM POR CONTEUDO NO ENSINO DE RADIOLOGIA

Luis Ricardo de Figueiredo
Orientador: Prof. Dr. Paulo Mazzoncini de Azevedo Marques
Tese de Doutorado apresentada em 01/07/2009

A utilizacdo de ferramentas computacionais como apoio no ensino e aprendizado da Medicina, mais especificamen-
te de Radiologia, tem varios indicadores a seu favor: visualizacgio, simulacdes, facilidade de consulta a diagndsticos pré-
existentes, multimidia, interatividade, padrdes, entre outros pontos. A formac¢do de médicos estd mudando, de uma cultura
tradicional onde os anos pré-clinica eram de leitura, com a crenga que os estudantes lendo, no futuro, teriam a oportunida-
de de tratar “pacientes reais”, para uma realidade onde estas técnicas ainda persistem, mas os estudantes atuais estdo em
uma profissido onde cada avango da tecnologia disponibiliza mais informagdes e recursos. Muitas escolas de medicina t€m
adotado a tecnologia disponivel para aumentar e aprimorar seus meios de ensino. O uso de métodos de recuperacdo de
imagem por conteido (CBIR- Content-based image retrieval) apresenta excelente potencial como ferramenta de auxilio a
aprendizagem médica, em particular na radiologia. Assim, além da discussiao do uso de ambientes de Ae (Aprendizado
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Eletronico), a proposta € discutir também o uso do CBIR como ferramenta de apoio ao ensino. Este trabalho propde que,
além de ferramenta de auxilio ao diagndstico, o que ja vem sendo discutido e pesquisado mais intensamente na area médica
e na ciéncia da computacdo, as técnicas de CBIR também possam ser utilizadas como ferramenta de ensino dentro de um
ambiente de Ae direcionado para o diagndstico por imagem. A escola de Medicina da USP- Ribeirdo Preto (FMRP- USP)
estd investigando e buscando aprimorar o seu ferramental de ensino; este trabalho contribui para este quadro de pesquisa
e propde um ambiente que pretende ser amigdvel e de utilizacdo ampla pelos docentes e alunos da faculdade. Esta tese
integra a linha de pesquisa para a implementacao de um ambiente de ensino computacional de apoio ao treinamento de
médicos residentes em radiologia.

UTILIZAGAO DE DIETA RESTRITA EM CARBOIDRATOS PARA PERDA DE PESO
A CURTO PRAZO, EM MULHERES OBESAS

Andresa de Toledo Triffoni Melo
Orientadora: Prof®. Dr*. Rosa Wanda Diez Garcia
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/07/2009

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de uma dieta hipocaldrica restrita em carboidratos para a perda
de peso em curto prazo em mulheres obesas grau III, e os seus efeitos metabdlicos, comparando-os com uma dieta
hipocaldrica convencional. Participaram do estudo dezenove mulheres com indice de massa corporal (IMC) maior que 40
kg/m?2 e idade entre 20 e 50 anos, sem diabetes mellitus. As participantes permaneceram internadas na Unidade Metabdlica
(Divisdo de Nutrologia) do Departamento de Clinica Médica do HCFMRP-USP por um periodo de 7 dias. As pacientes
foram divididas em dois grupos: o experimental (n=10), submetido a dieta hipocaldrica restrita em carboidratos (1200 kcal
com 45g de carboidrato, 105g de proteina e 67g de lipideo) e o controle (n=9), que recebeu a dieta hipocaldrica convenci-
onal (padrdo do hospital com 1200 kcal, 171g de carboidrato, 74g de proteina e 32g de lipideo). No inicio e no final do
estudo foram avaliados os seguintes parametros: medidas antropométricas (peso, IMC, circunferéncias de brago, abdomi-
nal e quadril), bioimpedancia (massa gorda e massa magra), calorimetria indireta (gasto energético de repouso), oxidacao
de substratos e exames bioquimicos (glicemia de jejum, acetona plasmatica, insulina basal e indice HOMA-IR, gasometria
venosa, colesterol total e fragdes, albumina, proteinas totais e nitrogénio e acetona urinarios, pela urina de 24 horas). A
dieta hipocaldrica restrita em carboidrato apresentou perda de peso média significativamente maior do que a dieta hipocalérica
convencional (4,4 kg e 2,6 kg, respectivamente; p=0,01), além de maior reducao nas circunferéncias abdominais (p<0,01).
As medidas de circunferéncia do brago, do quadril, o gasto energético de repouso, a massa gorda e a massa magra nio
apresentaram diferencas significativas entre os grupos. Dos indicadores bioquimicos apenas a acetona, plasmatica e
urindria, mostrou diferenga entre os grupos (p<0,01), sendo maior com a dieta hipocaldrica restrita em carboidratos. No
grupo experimental houve reducao significativa nos niveis de triglicérides e na oxidacdo de carboidratos e, aumento
significativo na oxidacdo de lipideos. Os resultados encontrados neste estudo permitem afirmar que a dieta hipocaldrica
restrita em carboidratos é mais eficaz que a dieta hipocaldrica convencional, quando usada por curto prazo, para a perda
de peso e reducdo das medidas de circunferéncias abdominais, sem apresentar risco metabélico.

INDEXAGAO E RECUPERAGAO POR CONTEUDO EM IMAGENS DE ULCERAS CUTANEAS

Ederson Antonio Gomes Dorileo
Orientador: Prof. Dr. Paulo Mazzoncini de Azevedo Marques
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/08/2009

Lesdes ulceradas cutidneas de membros inferiores caracterizam-se em um problema mundialmente grave. Sdo res-
ponsaveis por morbidades e mortalidades significativas, além de provocarem consideravel impacto econdmico. O presen-
te trabalho teve por objetivo a caracterizacdo de lesdes ulceradas de membros inferiores, através da investigacido de
métodos computacionais com perspectiva de auxiliar o diagndstico e a defini¢ao de conduta na pratica clinica. Por meio do
estudo de técnicas de reconhecimento de padrdes para indexacdo e recuperacdo de imagens similares com base em seu
conteddo intrinseco (do Inglés, Content-Based Image Retrieval - CBIR), foi possivel fornecer ao Dermatologista e & sua
equipe médica um conjunto de imagens recuperadas de um banco de imagens previamente classificadas, visualmente
similares a uma imagem de busca em analise. Para tanto, foram realizados testes de classificagcdo dos tecidos predominan-
tes das lesdes em termos de tecido necrético (preto), tecido com presenga de fibrina (amarelo), de granulagéo (vermelho),
tecido hiperceratédtico (branco). A indexacio e recuperagao das imagens foram realizadas baseando-se em campos de cores
e textura, obtidos dos componentes RGB (Red, Green and Blue) e HSI (Hue, Saturation and Intensity) de regides contendo
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as lesdes dermatoldgicas. O desempenho do sistema CBIR foi medido em termos de preciséo e revocacio, tendo como
referéncia a classificagio visual feita por um médico especialista com relagdo a predominancia do tipo de tecido nas lesoes.
Os resultados obtidos demonstram o potencial da metodologia proposta para recuperacdo de imagens similares, com o
melhor resultado de precisio de 72,5% obtido na caracterizagdo de tecidos de composi¢do mista.

LINFOCITOSE B MONOCLONAL EM FAMILIARES DE PRIMEIRO GRAU DE PACIENTES COM O
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA ESPORADICA (NAO-FAMILIAR)

Daniel Mazza Matos
Orientador: Prof. Dr. Roberto Passeto falcao
Tese de Doutorado apresentada em 11/09/2009

Nio obstante similaridades biol6gicas tenham sido descritas entre a Linfocitose B Monoclonal (LBM) e a Leucemia
Linfocitica Cronica (LLC), as relagdes entre essas duas condi¢des clinicas ndo sdo plenamente conhecidas. O objetivo
deste estudo foi estimar a frequéncia, as caracteristicas bioldgicas e a evolugcio da LBM em familiares de primeiro grau
(irmdos, irmas, filhos e filhas) pertencentes a familias com apenas um tnico individuo acometido pela LLC (LLC esporadi-
ca). Foram avaliados 167 individuos, provenientes de 42 familias, por meio de um ensaio de citometria de fluxo com 4-cores.
Células CD19+ purificadas do sangue periférico foram selecionadas por meio de separa¢do imunomagnética e utilizadas
para as reacdes de PCR (gene da cadeia pesada da imunoglobulina - IGHYV, e receptor de células T) e para os experimentos
de FISH (delecdo 17p, deleg¢@o 13q, delegdo 11q e trissomia do 12) nos casos de LBM. A LBM foi encontrada em sete
individuos, provenientes de cinco familias, de um total de 167 individuos (4,1%). A frequéncia de acordo com a faixa etaria
foi de zero (0/54) em individuos com menos de 40 anos, 2,5% (2/81) entre 40 e 60 anos e 15,6% (5/32) em individuos acima
de 60 anos. Com um tempo mediano de seguimento de 23 meses, nenhum dos individuos progrediu para LLC. Dos sete
individuos identificados com LBM, seis foram analisados por PCR e FISH. Rearranjo clonal para o IGHV foi detectado em
quatro individuos. Em dois, foi também encontrado rearranjo clonal para o gene TRG do receptor de célula T na populagio
de células da LBM. Monoclonalidade foi detectada em todos os casos, seja pela presenca de uma relacao anormal entre as
cadeias leve ? e ?, ou por PCR, ou por ambos. Os experimentos de FISH ndo revelaram nenhuma anormalidade cromosso-
mica. Os resultados de FISH ndo significativos constatados neste trabalho estdo provavelmente relacionados ao pequeno
nimero de individuos com LBM avaliados. A frequéncia global encontrada, de 4,1%, é similar a da LBM em individuos da
populagdo geral, que varia de 3,5% a 5,5%. Entretanto, com relagdo a frequéncia por grupos etarios, foi encontrado o valor
de 15,6% (5/32) em individuos acima de 60 anos, que € mais alto do que os valores determinados para a mesma faixa etdria
da populagdo geral, mas muito similar a frequéncia de 16,7% (3/18) referida em publicagdes prévias, nos individuos sadios
com mais de 60 anos, pertencentes a familias com LLC familiar. Assim, dado que o alto risco para o aparecimento da LLC
clinica, em familiares sadios de familias com LLC familiar, esta provavelmente vinculado a elevada frequéncia da LBM
nesses individuos, os resultados aqui apresentados fortemente sugerem que em familiares de primeiro grau, idosos, de
pacientes com LLC esporadica, a chance para a detec¢do da LBM ¢€ tdo elevada quanto aquela presente em familiares de
primeiro grau, também idosos, advindos de familias com LLC familiar, o que, em tultima anélise, poderia tornar esses
individuos pertencentes a "familias com LLC esporadica" tdo susceptiveis quanto aqueles integrantes de "familias com
LLC familiar" para o desenvolvimento de LLC clinica.

NIiVEIS SERICOS DE MINERAIS E VITAMINAS EM PACIENTES COM SINDROME DO
INTESTINO CURTO SUBMETIDOS A TERAPIA NUTRICIONAL

Camila Bitu Moreno Braga
Orientadora: Prof®. Dr*. Selma Freire de Carvalho da Cunha
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/09/2009

Introduciao: A Sindrome do Intestino Curto (SIC) ocorre apds ressecgdo intestinal . maciga e mesmo ap6s periodo de
adaptacio, pode ser necessaria a nutri¢ao parenteral (NP). Objetivo: Determinar os niveis séricos de minerais e vitaminas em
individuos portadores de SIC sob Terapia Nutricional Parenteral ou orientac¢ao dietoterdpica. Casuistica e métodos: Partici-
param do estudo 26 adultos, alocados em trés grupos e pareados para a idade, género e condigdo sécio-econdmica. No
Grupo NP (n=8), foram incluidos pacientes com SIC que recebiam NP periddica contendo a quantidade recomendada de
minerais e vitaminas. O estudo incluiu também portadores de SIC que recebiam orientacdo dietoterdpica em acompanhamen-
to ambulatorial (Grupo VO, n=9) e um grupo controle com voluntérios saudaveis (Grupo C, n=9). Foi feita a avaliacdo da
ingestdo alimentar, antropometria, impedancia bioelétrica, exames bioquimicos da avaliag@o clinica e nutricional, dosagens
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séricas dos minerais ferro, zinco, cobre e calcio e das vitamina A, D, E, K, C, B 1, € dcido félico. O tratamento estatistico foi
feito com auxilio do programa STATISTICS 6.0. Ap6s testar a normalidade das varidveis (teste de Shapiro-Wilk), os dados
foram analisados pelo teste de ANOVA-F e Tukey (para varidveis com distribui¢do normal) ou pelo teste de Kruskal-Wallis
e Dunn (para variaveis sem distribui¢do normal). Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando
p<0,05. Resultados: Comparados com o Grupo VO, os individuos do Grupo NP apresentaram menor comprimento do
intestino delgado remanescente [22,5 (10,0-180,0 vs. 90,0 (40,0-130,0) cm]. Embora o padrio de ingestdo alimentar fosse
semelhante entre os grupos, quando comparados com o Grupo VO e controles, os individuos com SIC dependentes de NP
apresentaram maior comprometimento nutricional, expresso pelos menores valores de IMC (18,2+2,5 vs. 25,4+3,4 vs. 28,4+3
(38,2+4,2 vs.46,0+13,6 vs. 52,3+10,3kg) e gorda (7,8+4,1 vs. 21,8+17,8 vs. 24,3+8,5kg). Nos individuos do Grupo NP, foram
documentados menores niveis séricos de proteinas totais (6,2+0,6 vs. 6,7+0,5 vs. 6,9+0,3g/dL), albumina [3,6(3,0-4,3) vs.
4,4(3,6-4,7) vs. 4,3(4,2-4,6)g/dL)], hemoglobina (11,3£1,6 vs. 13,3+1,4 vs. 14,3+0,9¢/dL), cobre (56,7+9,5 vs. 65,5+25,5 vs.
112,2+17,7ug/dL), potassio (3,4+0,3 vs. 4,3+0,4 vs. 4,3+0,4mmol/L), magnésio (1,1+0,3 vs. 1,4+0,3 vs. 1,8+0,lmg/dL), vitamina
C (0,904 vs. 1,4+0,4 vs.1,2+0,3mg/dL), vitamina E (16,3£3,4 vs. 26,2+9.9 vs. 24,1+2 8umol/L) e vitamina K (0,6+0,2 vs. 1,0+0,4
vs. 1,0+0,5nmol/L). O Grupo VO apresentou comprometimento nos niveis séricos de cobre e magnésio. Conclusdo: Devido
a extensa ressecgao intestinal e diminuicdo da capacidade absortiva, os pacientes com SIC dependentes de NP apresenta-
ram menor massa corporal magra e gorda, reducao nos niveis séricos de proteinas circulantes, eletrélitos e minerais (potas-
sio, magnésio e cobre) e das vitaminas C, E e K. Nos pacientes com SIC ndo dependentes de NP, ocorreu hipomagnesemia
e hipocupremia, enquanto que os demais parametros avaliados encontraram-se semelhantes aos de controles saudaveis.

SOBREVIDA DE PACIENTES COM CARCINOMA HEPATOCELULAR:
AVALIACAO DE OITO SISTEMAS DE ESTADIAMENTO

Fernando Every Belo Xavier
Orientador: Prof. Dr. Alex Vianey Callado Franca
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/09/2009

Introducio. O carcinoma hepatocelular (CHC) é o cancer primario de figado mais comum. Vérios sistemas de
estadiamento tém sido propostos para prognosticar a sobrevida dos pacientes com carcinoma hepatocelular. Estudos
comparativos entre os sistemas apresentam resultados discordantes, provavelmente devido as caracteristicas peculiares de
cada populacio estudada. No Brasil, ndo ha informagdes sobre as classificagdes progndsticas para pacientes com CHC. O
objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade que as classifica¢cdes progndsticas Okuda, BCLC, TNM, CLIP, CUPI, France-
sa, Tokyo e JIS tém para predizer a sobrevida e determinar o sistema que melhor se adapta aos pacientes brasileiros com
CHC. Casuistica e métodos. Andlise retrospectiva de oitenta pacientes com CHC, diagnosticados em um centro de referén-
cia brasileiro entre janeiro de 2000 e dezembro de 2004. Os métodos para andlise usados foram: Kaplan-Meier com o teste
log-rank, o teste da razdo de verossimilhan¢a, modelo de Cox e o c-index de Harrels. Resultados. A média de idade foi de 56
anos (14-77), 88,7% dos pacientes eram do sexo masculino, 52,7% portadores do virus da hepatite C, 44,6% eram Child-Pugh
A, 26,7% com invasdo tumoral da veia porta. Trinta e oito pacientes (47,5%) foram submetidos a tratamento do tumor: treze
com inten¢do curativa e vinte e cinco por métodos paliativos. Quarenta e dois pacientes (52,5%) ndo receberam tratamento
especifico para o tumor. A sobrevida mediana foi de 11,8 meses. A taxa de sobrevida geral foi de 47,4, 25,4 ¢ 19,5% em 12,24
e 36 meses, respectivamente. Houve significativa correlag@o entre a sobrevida e o estadio do tumor, ao se utilizar todos os
oito sistemas de estadiamento (Okuda p<0,001; BCLC p<0,001; TNM p<0,005; CLIP p<0,001; CUPI p<0,001; Francesa
p=0,03; Tokyo p<0,002; JIS p<0,001). Quando comparadas as curvas em cada classificagdo, o teste da razdo de verossimi-
lhanga e o c-index de Harre e Okuda tiveram maior capacidade em predizer o prognéstico dos pacientes. Conclusido. A
sobrevida dos pacientes foi predita com acuracia por todos os modelos progndsticos. Os sistemas de estadiamento BCLC
e Okuda apresentaram melhor desempenho para predizer a sobrevida dessa coorte de pacientes brasileiros com CHC.

LINHACA E LIGNANAS: EFEITO DO CONSUMO SOBRE
INDICADORES NUTRICIONAIS E INFLAMATORIOS

Roberta Soares Lara Cassani
Orientador: Prof. Dr. Julio Sérgio Marchini
Tese de Doutorado apresentada em 25/09/2009

Dislipidemia e aumento de depdsito de gordura visceral encontram-se associados a ocorréncia do processo inflama-
torio subclinico. A prevencdo e o controle destes fatores de risco nutricionais (FR) tornam-se fundamentais para a redugéo
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da morbi-mortalidade a eles relacionada. Indicadores nutricionais, inflamatdrios e metabdlicos parecem estar associados
com o estilo de vida. A utiliza¢do do ?-3 € amplamente reconhecida por seu papel na reducdo destes FR. A semente de linhaca
tem sido reconhecida como um alimento rico em fibras e ?-3, entretanto, um novo constituinte de sua composig¢ao nutricional
tem merecido atencio, pelo seu papel antiinflamatério e antioxidante. Este componente é chamado de lignanas, um polimero
complexo e o principal constituinte ndo-carbohidrato de plantas vasculares. Esté ligado a fibras de celulose, e é responsavel
por reforgar a estrutura das paredes celulares, o que previne o colapso das mesmas. Lignanas, em contato com a microflora
intestinal humana transformam-se em enterolignanas, especialmente, enterodiol e enterolactona. O presente trabalho tem
por hipétese que o teor de lignanas dietético pode interferir no perfil metabdlico, e alterar fatores de riscos envolvidos no
estado nutricional, e consequentemente na satde. O conhecimento de que diferentes caracteristicas na composi¢do nutri-
cional de macronutrientes da dieta poderiam modificar o perfil inflamatério, independentemente, da presenga das
enterolignanas provenientes da semente de linhaca também constituiram o objetivo deste estudo. Por 42 dias, foram
avaliados 52 funciondrios, pertencentes ao sexo masculino, com idade média de 37+ 9 anos, de uma industria de grande
porte, na cidade de Itu-SP. Os voluntarios foram divididos em 4 grupos de pesquisa, sendo, um grupo controle, e trés grupos
com dietas isocaldricas e diferentes propor¢des no % de carboidratos (CH), e acréscimo de semente de linhaga em pé ou
(protocolo simples cego). Foi preenchida ficha de coleta de informagdes sobre dados pessoais e conhecimento de fatores
de risco (hipertensio, dislipidemia e diabetes), comportamentos de risco (tabagismo e sedentarismo) e antecedentes fami-
liares. Foi também realizada avaliag@o clinico -laboratorial, no qual se obteve o registro de medidas antropométricas, medida
da pressao arterial e coleta de sangue venoso em jejum de 12 h para avaliag¢ao de indicadores bioquimicos referentes a FR
cardiovascular, tais como, colesterol total e fragdes (LDL-c e HDL-c), triglicérides, glicemia, insulina, Homa-beta e Homa-IR,
acido tdrico, bem como, para avalia¢ao de indicadores inflamatérios (Proteina C Reativa (PCR), Fator de Necrose Tumoral
(TNF-0) e Isoprostane Sérico), hormonais (Leptina e Adiponectina) e nutricionais (Enterodiol e Enterolactona séricas e
urindrias). Observou-se que para reducdo significativa das medidas antropométricas estudadas e indicador de estresse
oxidativo ndo houve diferencas entre os grupos que receberam interven¢do dietética. Entretanto, para a melhora do perfil
bioquimico, inflamatério, hormonal e nutricional, diferentes respostas foram encontradas. Os grupos que receberam dietas
com reducdo de CH total (32% e 35%) mostraram beneficios, no que se refere ao perfil bioquimico, especialmente, colesterol
total, LDL-c e acido tdrico, como também, para o perfil hormonal, referente aos niveis de adiponectina (p <0,05). Com relagdo
aos niveis de PCR e TNF-a, apenas os grupos que tiveram acréscimo de semente de linhaca na dieta apresentaram reducio
significativa (p<0,05). Para os niveis de triglicérides, somente o grupo com adic¢éo de semente de linhaga e 32 % de CH total
apresentou diminuigdo significativa (p<0,05). Foi observado que com 32 % de CH total ingerido e adi¢do de um alimento rico
em lignanas constituiu-se uma estratégia nutricional rele fatores de risco metabdlicos e controle da inflamagio subclinica, o
que pode contribuir na redu¢do da morbi-mortalidade a eles associada.

FARMACOLOGIA

NEUROTRANSMISSORES ESPINAIS DO SISTEMA DESCENDENTE DE CONTROLE
DA NOCICEPCAO ENVOLVIDOS NA ANTINOCICEPCAO INDUZIDA POR
ELETROACUPUNTURA COM 2HZ E 100HZ EM RATOS

Josie Resende Torres da Silva
Orientador: Prof. Dr. Wiliam Alves do Prado
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/07/2009

Virias dreas cerebrais modulam a transmissao nociceptiva por proje¢des para a medula espinal e usa neurotrans-
missores tanto diretamente em neurdnios de proje¢do quanto em interneurdnios. A analgesia induzida pela eletroacupun-
tura (AIA) tem sido confirmada por experimentos clinicos e experimentais, sendo uma alternativa para o tratamento de
sindromes dolorosas. Os mecanismos pelo qual a AIA ocorre, entretanto, ainda ndo estdo completamente elucidados. Esse
estudo examina a importancia dos neurotransmissores espinais na mediacdo da AIA. A laténcia no teste de retirada da
cauda (LRC) foi utilizado para avaliar as mudancas produzidas pela injecao intratecal de metisergida (antagonista 5-HT, 30
png/10ul), atropina (antagonista muscarinico, 20ng/10ul) naloxona (antagonista opidide, 20 pug/10ul) bicuculina (antagonist
aGABA , 0,3ug/10ul), faclofeno (antagonista GABA , 20ug/10ul), WB4101 (antagonista o, ,, 20ug/10ul) ou idazoxan (an-
tagonista o.,, 20 ug/10 ul) na AIA induzida pela eletroacupuntura (EA) a 2 ou 100 Hz dos acupontos Zusanli (E36) e
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Sanyinjiao (BP6) bilateral em ratos levemente anestesiados. A LRC foi aumentada significantemente pela EA, sendo que o
efeito de 2Hz foi de maior durag@o que o produzido por 100Hz. Metisergida intratecal diminui o efeito da EA de 2 e de 100Hz.
Naloxona ou idazoxan bloqueiam o efeito da EA de 2Ha, mas ndo de 100Hz A atropina bloqueou o efeito da EA de 2Hz e
reduziu a duracéo do efeito de 100Hz. A bicuculina ou faclofeno diminui a AIA de 2 ou 100 Hz. Em contraste, WB4101 nao
alterou o efeito de ambas frequéncias. Estes resultados nos levam a concluir que os mecanismos da AIA envolvem a
ativago de receptores espinais serotoninérgicos, colinérgicos e opioidérgicos. Receptores GABA, e GABA estdo envol-
vidos na modulagado da ATA e os receptores o.,-adrenérgicos sao necessarios para a AIA de 2, mas ndo de 100Hz, enquanto
que receptores o ,-adrenérgicos ndo parecem estar envolvidos na AIA.

PARTICIPACAO DOS RECEPTORES TRPV1 NAS REACOES DEFENSIVAS MEDIADAS
PELA SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSOLATERAL

Ana Luisa Bernardes Terzian
Orientador: Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 20/07/2009

O Receptor de Potencial Transitério Vaniléide do Tipo 1 (TRPV1) é um canal permedvel ao célcio que pode ser
ativado pelo endocanabindide anandamida, além de seu agonista exdgeno, a capsaicina. Na por¢do dorsolateral da sus-
tancia cinzenta periaquedutal (SCPdl) do mesencéfalo, uma estrutura envolvida com comportamento defensivo, resulta-
dos prévios demonstraram que a ativagdo de CB1 promove efeitos do tipo ansiolitico em curva com forma de sino, de modo
dose-dependente. Entretanto, o papel dos receptores TRPV 1 ainda ndo € totalmente conhecido. Desta maneira, no presen-
te estudo foi testada a hipdtese de que esse canal contribuiria para a modulacdo de comportamentos de ansiedade na
SCPdI. Ratos Wistar machos receberam injecdo local do antagonista de receptores TRPV1 capsazepina (10-60 nmol) e
foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e ao modelo do lamber punido de Vogel (VCT). Ainda, os
animais receberam injec¢des de capsaicina (0,01 - 1 nmol), agonista TRPV1, e foram submetidos aos mesmos modelos.
Corroborando com a hipétese proposta, a capsazepina produziu um efeito do tipo ansiolitico em ambos modelos. A
capsaicina mimetizou os resultados obtidos com o antagonista, o que pode ser atribuido a sua capacidade de dessensibilizar
canal idnico. Deste modo, tais resultados sugerem que enquanto receptores CB1 inibem o comportamento aversivo na
SCPdl, os receptores TRPV1 o facilitaria. Assim, receptores CB1 e TRPV1 possuiriam a¢do oposta na modulagdo de
comportamentos do tipo ansiedade nessa estrutura.

EFEITOS DO TAMOXIFENO E SEUS METABOLITOS NA REATIVIDADE VASCULAR

Marcelo Freitas Montenegro
Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos
Tese de Doutorado apresentada em 22/07/2009

O tamoxifeno € um antiestrogénico largamente utilizado no tratamento e preven¢@o do cancer de mama. Entretanto,
varios estudos epidemiolégicos t€m demonstrado sua capacidade de reduzir significativamente o risco de doengas cardi-
ovasculares, a0 mesmo tempo em que aumenta os riscos de trombose. As causas desses efeitos ambiguos do tamoxifeno
permanecem desconhecidas. Neste trabalho, objetivamos testar a hipétese de que esses diferentes efeitos cardiovascula-
res do tamoxifeno poderiam ser resultantes da acio de seus diferentes metabdlitos: 4-hidroxi-tamoxifeno n-desmetil-
tamoxifeno e o recém caracterizado endoxifeno. Esta hipétese baseou-se no conhecimento de que o tamoxifeno € extensa-
mente metabolizado por enzimas do sistema citocromo P450, as quais produzem os referidos metabdlitos, que possuem
atividade farmacoldgica superior ao préprio tamoxifeno. Para testar esta hipdtese, estudamos os efeitos do tratamento com
tamoxifeno ou seus metabdlitos na reatividade vascular do trem posterior de ratos, além de diferentes parametros bioqui-
micos, que poderiam indicar acdo benéfica ou deletéria destes metabdlitos na fungio endotelial, tais como os niveis de
nitratos e nitritos e o estresse oxidativo, além da atividade de enzimas envolvidas no controle e producdo de espécies
reativas do oxigénio, como a atividade da superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e NADPH oxidase.
Adicionalmente, avaliamos os possiveis efeitos agudos induzidos pelo tamoxifeno e seus metabolitos em anéis de aorta,
utilizando técnicas de 6rgdo isolado, bem como os possiveis mecanismos envolvidos em tais efeitos. Os resultados
mostraram que enquanto o tratamento com tamoxifeno promoveu uma reducio no vasorelaxamento dependente do endotélio,
o tratamento com seus metaboélitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno promoveu melhoras signi-
ficativas no mesmo parametro, avaliado em um importante leito vascular de resisténcia, o trem posterior de ratos. O
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tratamento com tamoxifeno aumentou o estresse oxidativo e diminuiu os niveis de metabdlitos do NO, enquanto seus
metabdlitos mostraram-se antioxidantes sem afetar significativamente os niveis de metabélitos do NO. Por fim, assim como
o tamoxifeno, os metabdlitos n-desmetil-tamoxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno e endoxifeno induziram vasorelaxamento agudo
de anéis de aorta contraidos, sendo que a amplitude do vasorelaxamento foi superior para os metabdlitos n-desmetil-
tamoxifeno e endoxifeno. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que os metabdlitos do tamoxifeno exercem efeitos
diferenciados aos do tamoxifeno, o que poderia explicar, a0 menos em parte, os diferentes achados descritos para o uso do
tamoxifeno.

EFEITO VASODILATADOR DO NOVO COMPOSTO DOADOR DE OXIDO NiTRICO "RU-4-MERCAPTO-NO
(GOLD) (AUNPS-{RU-4PYSH} )" EM AORTA DE RATOS

Bruno Rodrigues Silva
Orientadora: Prof®. Dr*. Lusiane Maria Bendhack
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/08/2009

O 6xido nitrico (NO) tem importante papel no controle do tonus vascular. O NO ativa as enzimas guanilato-ciclase
soliivel (GCs) e Proteina quinase-G (PKG), promovendo redu¢io da concentragio citoplasmatica de célcio ([Ca?*]c) nas
células do musculo liso vascular (CMLV). AuNPs (Nanoparticulas de Ouro) tem sido sintetizadas e funcionalizadas pelo
composto de ruténio doador de NO para modificar a liberagdo de NO. Esse estudou teve o objetivo de investigar se a
funcionalizagio das AuNPs pelo composto Cis-[Ru(bpy)2(NO)(4PySH)].(PF6)3 -(Ru-4PySH)- formando AuNPs-{Ru-4PySH}
potencializa o relaxamento induzido pelo doador de NO Ru-4PySH, além de estudar seus efeitos sobre a ativagdo da GCs,
[Ca*"]c e contribui¢do das células endoteliais para o relaxamento vascular. Curvas concentracdo-efeito para AuNPs, Ru-
4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH} foram construidas para aortas desprovidas de endotélio e pré-contraidas com fenilefrina na
auséncia ou presenca do inibidor seletivo da GCs (ODQ). Curvas concentragdo-efeito também foram construidas para
anéis adrticos com endotélio intacto na auséncia ou presenca do inibidor da NO-Sintase (L-NAME) ou antagonista
muscarinico (Atropina). A [Ca?*]c foi medida em CMLV com FLUO-3AM usando microscopia de fluorescéncia. A liberagdo
de NO pelos compostos Ru-4PySH e AuNps-{Ru-4PySH} foi quantificada por amperometria com sensor seletivo para
NO. Ambos os compostos induziram relaxamento vascular de forma concentragdo-dependente em anéis adrticos despro-
vidos de endotélio: Ru-4PySH teve efeito semelhante a0 AuNPs-{Ru-4PySH} , enquanto AuNPs ndo induziram relaxa-
mento vascular. ODQ reduziu o relaxamento induzido por ambos os compostos Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH} . O
composto AuNPs-{Ru-4PySH}n teve o relaxamento vascular potencializado em anéis adrticos com endotélio intacto,
porém essa resposta foi abolida por L-NAME ou Atropina. O composto AuNPs-{Ru-4PySH }n reduziu mais a [Ca**]c em
CMLYV do que Ru-4PySH. Em conclusio, esse trabalho demonstra que o relaxamento vascular induzido pelos compostos
Ru-4PySH e AuNPs-{Ru-4PySH} envolve a ativagio de GCs e redugio de [Ca**]c. O composto AuNPs-{Ru-4PySH} tem
o relaxamento vascular potencializado em anéis adrticos com endotélio intacto. Esse mecanismo parece envolver ativacao
de receptores muscarinicos e NO-sintase endoteliais, com consequente produ¢do de NO.

FISIOLOGIA

EXPRESSAO DE RECEPTORES PARA GLICOCORTICOIDES EM NE’URONIOS AVP, CRH E
GABA NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO

Leandro Marques de Souza
Orientador: Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci
Tese de Doutorado apresentada em 17/07/2009

Os neurdnios que expressam arginina-vasopressina (AVP) e hormonio liberador de corticotropina (CRH), localiza-
dos nas porg¢des anterior (PVHap) e medial (PVHmp) parvocelular do nicleo paraventricular do hipotdlamo (PVH) partici-
pam do controle do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA). A atividade desses neurdnios pode ser modulada por aferéncias
gabaérgicas (GABA) para neurdnios do PVH de um circuito local localizado em 4reas periventriculares. Neste estudo,
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analisamos a expressdo de neurdnios CRH, AVP e receptores para glicocorticéides (GR) na PVHap e PVHmp do PVH, bem
como, a expressdo de neur6nios GABA nas principais fontes de projecdes gabaérgicas para a por¢do parvocelular do PVH
apo6s manipulagdes do eixo HPA. Ratos normais, adrenalectomizados e sham foram submetidos a inje¢ao intraperitoneal de
salina ou dexametasona. Amostras de sangue foram coletadas para dosagem de corticosterona por radioimunoensaio e 0s
cérebros foram removidos e processados para imunofluorescéncia para CRH, AVP, GABA e GR. Os resultados demostraram
adiferenca na expressdo de neurdnios CRH e AVP entre PVHap e PVHmp nos animais submetidos a adrenalectomia (ADX)
e tratados com dexametasona. Em animais normais e sham o tratamento com dexametasona induziu a expressao de neurd-
nios gabaérgicos na Area Peri-Ventricular Anterior (PVa) coincidente com a regido da PVHmp. Este efeito ndo foi observa-
do em animais ADX tratados com dexametasona. A expressdo de GR aumentou na PVHap e na PVHmp de todos os animais
tratados com dexametasona porém, este aumento foi mais pronunciado na PVHmp. A co-expressao de GR em neurdnios
CRH e AVP foi observada somente na PVHmp, enquanto a co-expressdo de GR em neurdnios gabaérgicos somente na PVa
coincidente com a regido da PVHmp. Estes achados confirmam a agéo direta dos glicocorticéides na expressao de neuro-
nios CRH, AVPe GABA através de GR. Verificou-se uma acao diferenciada de neurdnios CRH, AVP, GABA e de GR entre
PVHap e PVHmp. Por fim, observou-se a co-expressdo de GR em neurénios CRH e AVP somente na PVHmp e de GR em
neurdnios gabaérgicos apenas na PVa coincidente com a regido da PVHmp demonstrando assim que a PVHmp e a PVa sdo
fundamentais para o controle do eixo HPA e mediacio pelo sistema gabaérgico.

EXPRESSAO DA PROTEI'I:IA C-FOS NA VIA BARORREFLEXA NO MODELO DE
HIPERTENSAO ARTERIAL INDUZIDA PELO L-NAME

Ricardo Motta Pereira
Orientador: Prof. Dr. Hélio C. Salgado
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 12/08/2009

A func@o baroreflexa na hipertensio arterial induzida pelo L-NAME ainda é assunto controvertido,. Possivelmente
devido aos efeitos de anestésicos e/ou drogas vasoativas, usualmente emrpegadas para o estudo do barorreflexo. O
nosso laboratério desenvolveu a técnica da estimulagdo elétrica do nervo depressor adrtico (NDA), em ratos acordados,
para estudar, o controle barorreflexo cardiocirculatério. Objetivo: Estudar a atividade neuronal na via barorreflexa e no
PVN, por meio da expressdo da proteina c-Fos, em ratos hipertensos L-NAME, acordados, submetidos a estimulagao
elétrica do NDA, a fim de se detectar possiveis alteracdes do barorreflexo nesse modelo de hipertensio arterial. Métodos
e Resultados: Os animais foram tratados durante 14 dias com L-NAME (70 mg/kg, n = 13) ou D-NAME (70 mg/kg, n=10)
dissolvidos na dgua de beber, ou, somente, com dgua de beber (controles, n=13). Os ratos hipertensos L-NAME
apresentaram pressao arterial média (163+4 mmHg) e frequéncia cardiaca (404+8 bpm) basais maiores que 0s normo-
tensos D-NAME (108+1 mmHg e 366+8 bpm) e controles (100+2 mmHg e 355+7 bpm). Na véspera do experimento 0s
animais foram anestesiados com tiopental para cateterizacdo da artéria e veia femorais, e implantagio dos eletrodos para
estimulagdo elétrica (1mA, 2ms e 60Hz) do NDA, intermitente com ciclos de 5s de estimula¢do seguidos de 10s sem
estimulag@o, durante 20 minutos. Duas horas apds esse procedimento foi realizada a imunohistoquimica para c-Fos. As
respostas hipotensora e bradicardica devido a estimulagdo do NDA nio diferiram entre os grupos, entretanto, a densidade
de c-Fos nos animais estimulados foi maior nos ratos hipertensos L-NAME no nticleo do trato solitario (NTS) intermedi-
ario (108+6 vs. 47+5 N°Fos/mm?) e no NTS comissural caudal (107£10 vs. 43+1 vs. 44+8 N°Fos/mm?), em relagio aos
normotensos D-NAME e controles estimulados. O protocolo de estimulagdo do NDA foi eficaz em aumentar, de forma
semelhante, a expressdo da proteina c-Fos na regido caudal ventrolateral do bulbo (CVLM) dos animais estimulados. A
estimula¢do do NDA levou ao aumento na densidade da proteina c-Fos nas por¢des magnocelulares anterior (PaMA) e
medial (PaMM) do PVN. Nos neurdnios parvocelulares do PVN a estimulacdo do NDA aumentou a expressao de c-Fos,
somente, na regido posterior (PaPO) dos ratos hipertensos L-NAME. Conclusoes: 14 dias de tratamento com L-NAME
induziu hipertensio arterial e taquicardia; a estimulac@o elétrica do NDA foi eficaz em ativar o barorreflexo; a maior
densidade de c-Fos no NTS dos ratos hipertensos L-NAME estimulados sugere uma maior desinibi¢do dos neurdnios
barorreceptores neste modelo de hipertensdo arterial; a estimulagdo do NDA ativou neurénios do PVN magnocelular,
responsaveis pela sintese de ocitocina e vasopressina; nos neurdnios parvocelulares do PVN, a ativacdo do barorreflexo
pela estimulacdo do NDA aumentou a expressao da proteina c-Fos somente nos ratos hipertensos L-NAME, o que sugere
uma maior participagdo do PVN na modulag@o autdmica simpética nesse modelo de hipertensao arterial.
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ESTUDO ANATOMOFUNCIONAL DO COLICULO SUPERIOR NA INTEGRAQAQ DE INFORMAGAO
SENSORIAL DAS VIBRISSAS DURANTE O COMPORTAMENTO PREDATORIO EM RATOS

Thiago Santos Gouvea
Orientador: Prof®. Dr. Eliane Comoli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/08/2009

Em estudo de mapeamento funcional dos sitios encefélicas envolvidos com o comportamento predatério em ratos,
através de imunodetec¢do da proteina Fos, Comoli e Canteras (2000) encontraram ativacdo das por¢des laterais das cama-
das intermediarias do Coliculo Superior (CSI), ndo observada em outras situacdes comportamentais, tais como confronto
com um predador natural, nado for¢ado, choque nas patas, ou ap6s consumo de ra¢ao (Comoli e Canteras, 2000; Comoli et
al., 2005). Os autores também relataram que a lesdo bilateral na regido do CSI com acido N-metil-D-aspartico (NMDA)
comprometeu o desempenho do comportamento predatério. Os animais lesados apresentaram movimentos aprixicos da
musculatura orofacial e patas dianteiras, e consequente dificuldade na captura, imobilizacao e manuseio das presas. Tais
animais se mostraram menos responsivos aos movimentos de deslocamento das presas, estimulo este muito eficiente em
eliciar uma resposta de orientacdo e ataque imediata e muito acurada em ratos normais (Comoli e Canteras, 2000). Estudos
com tragadores neuronais e estimulacdo elétrica sugerem que o CSI origina uma via descendente envolvida com movimen-
tos de orientac@o e perseguicdo (Redgrave et al., 1986, Dean et al., 1989). Comoli e Canteras sugeriram que tanto o desloca-
mento da presa como o contacto das vibrissas sdo estimulos fundamentais para desencadear a predacdo, e que esses
estimulos podem estar envolvidos com o aumento da marcacdo de Fos no CSl na predagdo, uma vez que o CSI recebe
aferéncias sensoriais de estruturas relacionadas a sensibilidade da face e das vibrissas através dos nticleos espinhal (SpV)
e principal (PrV) do complexo trigeminal (Comoli e Canteras, 2000; Hemelt e Keller, 2007; Huerta et al., 1983, Killackey e
Erzurumlu, 1981), Zona Incerta (ZI) (Kolmac et al., 1998; Comoli e Canteras, 2000), niicleo reticular parvicelular (PARN) e
cortex somatossensorial primério (SSp) (Cohen et al., 2008; Comoli e Canteras, 2000). No intuito de melhor compreender o
papel do CSI no comportamento predatério, nds avaliamos a influéncia das vibrissas na predagio no contexto da circuitaria
colicular. Para tal, os ratos foram habituados as condi¢cdes experimentais e entdo expostos a baratas vivas e integras da
espécie Leurolestes circunvagans. Apds a predag@o, as vibrissas foram removidas e depois de 48 horas os animais foram
expostos novamente as presas. Os animais sem vibrissas predaram satisfatoriamente. Entretanto, observamos um menor
nimero de ataques certeiros sobre as presas. Tal déficit comportamental foi revertido apés reconstituicio das vibrissas ao
tamanho original (30 dias apds a remoc¢do). Avaliamos o padrdo de marcac¢do de Fos no CSI durante o comportamento
predatdrio, tanto de ratos com vibrissas intactas como daqueles sem vibrissas, e verificamos que houve uma diminui¢io da
marcacio de Fos na extremidade lateral da camada branca intermedidria, enquanto na extremidade lateral da camada cinzenta
intermedidria a marcac¢do se manteve. Em conjunto, os dados anatdmicos e comportamentais sugerem que as vibrissas nao
sdo fundamentais para desencadear a predac@o, mas sdo importantes para uma melhor acuidade de ataques. Sugerimos que
amarcac¢do de Fos observada no CSI possa estar mais relacionada aos componentes motores da predagdo, e que os animais
lesados bilateralmente no CS1 ndo predaram eficientemente por terem sofrido principalmente uma perda motora. A morte de
células na camada branca do CSI decorrente da lesdo poderia estar relacionada com os possiveis déficits de orientagdo
observados nesses animais. Diferentemente, os animais sem vibrissas ficam menos providos de informacdes sensoriais
espaciais que poderiam levar a localizac@o espacial mais precisa das presas e gerar ataques mais certeiros.

GENETICA

HISTORIA EVOLUTIVA DO "CLUSTER" DROSOPHILA BUZZATII (GRUPO D. REPLETA): EVENTOS
HISTORICOS E DIVERSIFICACAO DE ESPECIES NO BRASIL

Fernando de Faria Franco
Orientadora: Profa.Dra. Maura Helena Manfrin
Tese de Doutorado apresentada em 05/08/2009

O "cluster" Drosophila buzzatii € um grupo composto por sete espécies cripticas e cactofilicas, naturalmente
endémicas das florestas secas do leste da América do Sul. No presente trabalho, foram isolados fragmentos do dominio
CCID do gene nuclear period das sete espécies que compde o "cluster" D. buzzatii com o objetivo de elaborar uma
hipétese filogenética para essas espécies. Foi detectado que sele¢io purificadora € a principal for¢a dirigindo a evolugio
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do gene period, em concordancia com o importante papel do CCID na maquinaria do relégio circadiano. Foi estabelecida a
relacdo filogenética entre D. gouveai, D. borborema and D. seriema, que compdem um clado politdmico em estudos
anteriores. A andlise do padrio de variag@o intraespecifica indicou que D. koepferae apresenta duas linhagens evolutivas
do gene period, tendo sido discutido que isso € provavelmente devido a introgressdo de haplétipos do period de D.
buzzatii. Além da andlise filogenética com o gene period, andlises populacionais e filogeograficas com as espécies D.
serido, D. gouveai, D. seriema e D. borborema, que compde o clado AB, foram conduzidas com dados dos genes mitocon-
drial COI e nuclear period. Essa andlise permitiu: 1. testar hipoteses filogeogréficas estabelecidas em trabalhos anteriores;
2. o estabelecimento da histéria demografica para cada uma dessas espécies, que envolveu expansdes e contracdes
populacionais, provavelmente relacionadas as flutua¢cdes demograficas das vegetagdes secas da América do Sul durante o
Pleistocéno; 3. estabelecimento da estrutura populacional para cada espécie; 4. entendimento do contexto geografico dos
eventos de diversificagdo no clado AB; 5. estabelecimento de uma hip6tese de origem peripatrica da espécie D. borborema;
6. identificac@o de haplétipos do gene COI, indicativos de hibridacéo entre as espécies do clado AB.

ORGANIZACAO GENOMICA DE DERMATOFITOS DOS GENEROS Microsporum E Trichophyton E AVALI-
ACAO DA SUSCEPTIBILIDADE A ANTIFUNGICOS

Luciene Melo Coelho
Orientadora: Profa.Dra. Nilce Maria Martinez Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 21/08/2009

Dermatofitoses sao micoses superficiais causadas por fungos denominados dermatéfitos, que colonizam tecidos
ricos em queratina como pele, pélos e unhas. Infec¢des por dermatéfitos em individuos imunodeprimidos sdo mais graves,
pois estes fungos colonizam rapidamente a epiderme, podendo causar infec¢des subcutaneas e profundas. Linhagens
resistentes a alguns antifingicos tém sido relatadas com frequéncia, o que sugere a necessidade de ampliar o conhecimen-
to sobre a biologia desses patégenos. Os dermatofitos que mais frequentemente afetam o homem e os animais sdo
Trichophyton e Microsporum, e esses géneros podem ser classificados em geofilico, zoofilico ou antropofilico, dependen-
do de seu habitat natural. No presente trabalho, estudamos cinco espécies de dermatéfitos, 7. rubrum, T. tonsurans, T.
equinum, M. canis e M. gypseum, utilizando eletroforese em campo pulsado (CHEF) para estimar o nimero e o tamanho de
seus cromossomos. A estimativa do nimero de cromossomos foi validada com a anélise telomérica apds digestao do DNA
total de cada espécie. Além disto, foi feito o mapeamento fisico por hibridacdo molecular de alguns genes envolvidos em
patogenicidade e na resisténcia a antiftingicos, utilizando-se ESTs de 7. rubrum como sonda molecular. O grau de conser-
vacao destes genes entre esses dermatdfitos foi estabelecido através da analise comparativa in silico, realizada com os
programas BlastN e BlastX do GenBank e do Dermatophyte Comparative Database (Broad Institute). Também foi avalia-
da a concentracao inibitéria minima (CIM) dos antiftingicos terbinafina, griseofulvina, fluconazol, itraconazol, anfotericina-
B para microconidios e artroconidios. Os resultados mostram que em geral os artroconidios sdo mais resistentes as drogas
ensaiadas que os microconidios. No entanto, a diferenca na susceptibilidade entre conidios e artroconidios depende da
droga, da linhagem e da espécie, podendo se constituir em uma das causas de falha terap€utica. A susceptibilidade a
higromicina também foi analisada considerando a possibilidade de usar este antibiético para selecionar células transfor-
madas com o gene de resisténcia a higromicina, presente em plasmideos a serem utilizados em experimentos de inativacao
génica. Portanto, os resultados desse estudo contribuem para o conhecimento da organiza¢do gendmica das cinco espé-
cies de dermatdfitos que estdo em processo de sequenciamento pelo Fungal Genome Initiative (The Broad Institute of
Harvard and MIT/National Institute of Health), para o entendimento de mecanismos que levam a resisténcia aos
antimicéticos e estabelecem parametros para futuros estudos de funcionalidade génica.

ABORDAGEM COMPUTACIONAL PARA A PREDICAO DO SECRETOMA HUMANO

Gislaine da Silva Pimentel Pereira
Orientador: Prof. Dr. Wilson Araujo da Silva Jinior
Tese de Doutorado apresentada em 10/09/2009

As protefnas sintetizadas podem permanecer no citosol ou ter outros destinos diversos, como mitocOndrias,
lisossomos, nicleo, tornar-se constituintes da membrana plasmatica ou serem secretadas. Este direcionamento das protei-
nas, existe tanto em eucariotos quanto em procariotos e pode ser feito por meio de sequéncias sinalizadoras, pela prépria
estrutura da proteina ou por modificagdes pés-traducionais. As proteinas que possuem como destino final lisossomos,
membrana celular ou meio extracelular, normalmente possuem em sua regido amino-terminal, um peptideo sinal: N-regido,
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H-regido, e um segmento de quebra de hélice, C-regido. Além destas caracteristicas, proteinas secretadas passam por um
processo de formagao chamado glicosilagdo: nitrogénio-glicosilagio, que ocorre no nitrogénio e oxigénio-glicosilagio, que
ocorre no hidréxi-oxigénio de serina, treonina e cisteina. Um melhor entendimento destas regides fornecem informagdes
para desenvolvimento de sistemas computacionais para busca de proteinas com caracteristicas de secretadas da célula.
Neste trabalho associamos 38432 proteinas (banco de dados Ref-Seq H. sapiens september 2008 NCBI) procurando pepti-
deo sinal, N-regido, H-regido, C-regido, com os softwares SignalP 3.0 (baseado em redes neurais e modelos escondidos de
Markov) e Phobius (baseados em modelos escondidos de Markov). Para encontrar a caracteristica de glicosilagdo, impor-
tante em proteinas secretadas, um programa em PERL, foi implementado para localizar os motivos de N-glicosilagdo Asn-
Xaa-Ser, Asn-Xaa-Thr ou Asn-Xaa-Cys. Com base nestes critérios de selecio obtivemos 2944 proteinas (sem isoformas)
com caracteristicas de secretadas pela via secretora que foram utilizadas para validacdo in silico, que consistiu de uma busca
na literatura, onde encontramos 695 (25%) proteinas secretadas ja descritas. Aos resultados, foi adicionado dados de
experimentos de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) tag do tecido Osteoblasto em tempos de expressao nos tecidos:
Mesenquimal TOhs, Mesenquimal T2hs, Mesenquimal T12hs e Osteoblasto T21hs e encontramos 1128 proteinas com
peptideo sinal e sequon, e destas, 49 proteinas faziam parte das 695 validadas in silico. Para validagdo experimental desta
analise de predicdo in silico das 2944, foram feitos estudos experimentais SDS-PAGE e espectrometria de massa MALDI
TOF-TOF utilizando a linhagem celular HCC1954, onde obtivemos o resultado experimental de 116 proteinas e dentre elas
algumas j4 descritas na literatura como secretadas. Encontramos das 116 proteinas desta linhagem, 11 proteinas buscando
nas 2944, que apresentam peptideo sinal e sequon e destas, 9 fazem parte da validagio in silico com os dados da literatura.
As 105 proteinas, que ndo foram identificadas nesta abordagem, verificamos que ndo possuem peptideo sinal e sequon. A
estratégia de combinagido computacional utilizando softwares para predig¢do de peptideo sinal, tornou possivel a constru-
¢do de um catilogo de proteinas secretadas (H. sapiens), com o objetivo de fornecer alvos ou fontes teraputicas em
processos apoptéticos associados a anomalias, na perspectiva farmacéutica e busca a dados experimentais.

INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CULTIVO NA EXPRESSAO DO
GENE PACC DE ASPERGILLUS NIDULANS

Ernna Hérida Domingues de Oliveira
Orientador: Prof.Dr. Antonio Rossi Filho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/09/2009

O fungo Aspergillus nidulans, assim como a maioria dos micro-organismos, possuem uma via transdutora de sinal
mediada pelo fator de transcri¢do PacC que atua em muitos eventos metabdlicos envolvidos na resposta adaptativa ao pH
ambiente. O gene pacC codifica um fator de transcricao zinc-finger e os seis genes pal (A, B, C, F, H e I), que sdo membros
putativos de uma cascata sinalizadora, que promovem a ativacao proteolitica de PacC. Com a finalidade de caracterizar a
expressao génica de pacC de A. nidulans, em resposta a diferentes condi¢des de cultivo e pHs, ensaios de RT-PCR e qRT-
PCR foram realizados a partir dos RNAs totais das linhagens pabaAl e pabaAl palB7 cultivadas por 16 horas, em meio
minimo e YAG (yeast extract) sob fosfato limitante e suficiente, nos pHs dcido e alcalino. Os ensaios de RT-PCR, mostraram
que o gene pacC é expresso em todas as condigdes de cultivo cujo pH € alcalino. Em pH 4cido os niveis de expressao do
gene pacC foram significativos somente em meio minimo, sob fosfato limitante em ambas as linhagens. Porém, os resulta-
dos quantitativos da expressio do gene pacC obtidos por qRT-PCR, mostraram que o gene pacC € expresso em todas as
condicdes de cultivo nos pHs 4cido e alcalino. O sequenciamento do gene palB de A. nidulans revelou na linhagem
mutante palB7 a existéncia de 5 substitui¢des de nucleotideos distribuidas nas regides de intron e éxon. As mutac¢des nas
regides de introns evidenciaram 10 mudancas na estrutura secunddria do Pré-mRNA da linhagem mutante em relacio a
linhagem controle. Portanto, nossos resultados mostraram que a transcri¢do do gene pacC nio é dependente do pH
ambiente, pois ela também ocorre em pH dcido, dependendo dos componentes nutricionais do meio de cultivo.

REDES DE REGULAQAOJRANSCRICIO’NAL EVIDENCIAM VIAS DE CARCINOGENSE DURANTE A
DIFERENCIACAO OSTEOBLASTICA DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Adriane Feijo Evangelista
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Aleixo da Silva Passos Jinior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/09/2009

Estudos tém mostrado a possibilidade da ocorréncia de plasticidade carcinogénica em células tronco, nas quais
certo nimero de genes ativados no processo de diferenciacdo normal poderia estar envolvidos com a carcinogé€nese. A
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participac@o de elementos genéticos envolvidos com renovacio tecidual e/ou diferenciagdo de células-tronco poderia ser
uma das causas da origem do cancer a pertir de células tronco adultas. Para testar essa hipdtese, primeiramente padroniza-
mos um sistema-modelo no qual células-tronco mesenquimais humanas (MSC) de duas fontes diferentes (medula 6ssea ou
corddo umbilical) foram isoladas, cultivadas e diferenciadas in vitro sobre estimulos quimicos com betaglicerofosfato,
dexametazona e 4cido ascérbico. Em segundo lugar, estudamos os perfis de expressdo génica em grande escala durante o
processo de diferenciacio (24 h a 21 dias) dessas células utilizando o método de cDNA microarrays. Analise de dados
utilizando programas de bioinformética dedicados a microarrays como o Cluster-Tree View permitiu identificar assinaturas
de expressdo génica particulares de células MSC controle e daquelas em diferenciacdo. Para termos assesso as possiveis
interacOes entre os genes expressos € envolvidos com o processo carcinogénico, reanalizamos os dados utilizando o
programa GeneNetwork, o que permitiu a reconstrucio de redes transcricionais a partir dos dados atuais de microarrays.
Foram comparadas células MSC indiferenciadas com aquelas em diferenciagio in vitro durante os tempos de 24h, 48h e 7
dias. Com esses dados, reconstruimos redes de regulagdo transcricionais. As entdo chamadas "redes génicas" permitiram
identificar aqueles nés génicos particulares e comuns, dependendo da origem das células tronco (medula éssea ou cordio
umbilical), todos envolvidos com carcinogénese. Dentre os nds génicos comuns, foi possivel identificar aqueles que
mostraram grande nimero de interagdes como PRKDC e GNG12. Dentre os nés exclusivos de MSC de medula 6ssea foram
identificados os genes ALCAM e TP53. Aqueles que identificaram as células MSC de corddo umbilical foram NRCAM e
PI3K1. Todos esses nds génicos sdo considerados como elementos importantes no controle da carcinogénese. Além disso,
a identificagdo de sequéncias que interagem com fatores de transcri¢do que participam das redes génicas obtidas reforca a
possibilidade da ocorréncia das interagdes propostas. Esses resultados permitem uma idéia panoramica do mecanismo de
controle observado nas MSC os quais estdo envolvidos com a diferenciagdo normal e com a carcinogénese em dois niveis;
1) mecanismo de interacdo transcricional entre mRNAs e 2) seus elementos genéticos reguladores (fatores de transcri¢ao).
Essas observacdes mostram a participacao de elementos genéticos (mMRNAs e fatores de transcri¢do) os quais dependendo
do controle fino da cascata de intera¢es poderdo decidir o destino das células tronco a diferenciacéo normal ou ao cancer.

GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

EXPRESSAO DO FATOR DE CRESCIMENTO NEURONAL (FCN), DO SEU RECEPTOR (TRK A) E
DOS RECEPTORES DE ESTROGENIO E PROGESTERONA NO PERITONEO PELVICO
EM MULHERES COM DOR PELVICA CRONICA

Débora Cristiane da Silva Andrade
Orientador: Prof. Dr. Francisco José Candido dos Reis
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 01/07/2009

Dor pélvica cronica (DPC) afeta grande nimero de mulheres e seu manejo ainda permanece complexo e insatisfatorio.
Estudos tém demonstrado um envolvimento do fator de crescimento neuronal (FCN) no processo de cronificagdo da dor.
Participagd@o hormonal neste processo também tem sido aventada, visto autores terem demonstrado influéncia estro/
progestacional sobre nociceptores tanto direta quanto indiretamente através da influéncia exercida sobre os fatores
neurotroficos. Foi objetivo deste estudo, verificar a associag@o entre a expressdo do fator de crescimento neuronal (FCN),
seu receptor (trk A) e os receptores de estrogénio e progesterona no peritdoneo pélvico com a presenga de dor pélvica
cronica. Para tal foi realizado um estudo transversal incluindo um grupo de 22 mulheres com DPC, 8 com DPC e usudrias de
anticoncepcional oral (DPC/ACO) e 7 sem dor. A dor foi analisada pela escala analdgica visual (EAV) e questionario de
McGill. Foi realizado imunohistoquimica para avaliar FCN e seu receptor trk A, receptores de estrogénio (RE) e progeste-
rona (RP). A expressdo de FCN teve media de 5, variando de 0 a 8, no grupo DPC, 5,5 no grupo DPC/ACO variando 3 a 8,
e no grupo sem dor de 5 variando de 3 a 8 (p>0,05). A expressao de trk A apresentou media de 6, variando de 3 a §, no grupo
DPC, 6 no grupo DPC/ACO, variando de 4 a 8, e 6 no grupo sem dor variando de 4 a 6 (p>0,05). A expressdo do RE
apresentou média 4 no grupo DPC, variando de 0 a 8, 3,5 no grupo DPC/ACO variando de 0 a 8, e 7 no grupo sem dor,
variando de 6 a 8 (p<0,05). A expressdo do RP teve média 6,5 no grupo DPC, variando de 0 a 8, 5 no grupo DPC/ACO,
variando de O a7, e 7 no grupo sem dor, variando de 5 a 8 (p>0,05). Nossos resultados sugerem um papel anti-nociceptivo
do estrogénio no peritdneo pélvico de mulheres no menacme, ndo mediado por expressdo de FCN ou trk A. Palavras-
Chave: dor pélvica cronica, peritoneo pélvico, fator de crescimento neuronal (FCN), receptor trk A, receptor de estrogénio
(RE).e receptor de progesterona (RP).
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EXPRESSAO DAS MOLECULAS REGULADORAS DO SISTEMA COMPLEMENTO, DAF E CD59,
NO ENDOMETRIO DE MULHERES COM ABORTOS ESPONTANEOS RECORRENTES

Mayra BeraldoAndozia
Orientador: Prof. Dr. Rui Alberto Nogueira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 01/07/2009

Durante o ciclo menstrual, o endométrio se torna receptivo a chegada do “futuro embrido”. Estes eventos sdao
regulados pela liberacéo de progesterona durante a fase secretdria do ciclo, que aumenta a secre¢do do componente C3 do
Sistema Complemento (SC). Neste periodo, também foi observado o aumento fisioldgico da expressao de algumas prote-
inas reguladoras do SC (CRPs) como: C1Inh, C4bp, DAF, CD59 e clusterina, o que sugere uma forte regulacdo da atividade
deste sistema, favoravel a implantacdo e ao desenvolvimento embrionario. Modificagdes na expressio destas proteinas
poderiam resultar em aborto espontaneo recorrente (AER).Neste trabalho estudou-se a expressdo endometrial de DAF e
CD59 no endométrio de pacientes com AER, durante a fase secretdria do ciclo. Adicionalmente, verificou-se a ativacéo do
SC através da presenga do neoantigeno de C9 neste mesmo material. A casuistica foi composta de nove mulheres férteis
normais (Grupo Controle) e doze mulheres com AER (Grupo Aborto), todas analisadas durante a fase secretéria do ciclo.
A técnica utilizada para detecgdo destas proteinas foi a imunohistoquimica. O neoantigeno de C9 ndo foi detectado em
nenhum dos grupos, tanto nas glandulas quanto no estroma endometrial. DAF e CD59 foram detectados tanto no Grupo
Controle quanto no Grupo Aborto.Houve expressdo nitidamente mais acentuada de ambas as CRPs, DAF e CD59, durante
a fase secretoria intermedidria do Grupo Aborto, embora sem diferenca estatistica. Houve expressao para DAF e CD59 no
estroma endometrial de ambos os grupos. Assim, os resultados deste trabalho apontam para a auséncia do neoantigeno de
C9 no endométrio humano normal e no endométrio humano de patologias como o AER. As CRPs, DAF e CD59, se
mostraram presentes tanto no endométrio humano normal quanto no endométrio humano patolégico por AER, com
destaque para o aumento da expressdo de DAF e CD59 na sub-fase intermedidria secretéria do ciclo menstrual, periodo
critico para a implantagdo, sugerindo que alguma alterac¢do neste periodo possa resultar na posterior perda gestacional.

AVALIACAO ULTBA-SONOGRAFICA DA FUNCAO ENDOTELIAL EM
USUARIAS DE LETROZOL E TAMOXIFENO

Carolina Oliveira Nastri
Orientador: Prof. Dr. Francisco José Candido dos Reis
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 16/09/2009

Entre as mulheres brasileiras, a principal causa de mortalidade sdo as doengas cardiovasculares, seguida em
frequéncia pelo cincer, sendo o mais comum o de mama. E bastante conhecida a associacio de cAncer com eventos
tromboembdlicos, mas pouco estabelecida sua relacio com os demais eventos cardiovasculares. Para estudar estes
eventos desde suas alteragdes primordiais, como a lesao e disfungio endotelial e a formagao da placa aterosclerética,
vérios métodos tém sido utilizados. E clara a associacio entre cincer, em especial o de mama, com lesio endotelial e risco
cardiovascular. A terapia enddcrina para tumores de mama com receptores hormonais positivos € amplamente usada tanto
de forma paliativa no cdncer de mama metastatico, quanto na adjuvancia, para tumores iniciais. O tamoxifeno (TMX) tem
sido usado como droga de escolha com este propdsito ha cerca de 30 anos com boa eficécia e perfil razoavelmente seguro.
O desenvolvimento do os inibidores de aromatase (IAs) de terceira geracdo promoveu estudos comparativos que t€ém
demonstrado superioridade dos IAs em relagdo ao TMX na adjuvancia, favorecendo seu uso tanto em substituigdo,
quanto de forma sequencial. Em geral, os [As séo tdo bem tolerados quanto o TMX, preocupando ainda questdes como
aumento de risco cardiovascular, de osteoporose e alteragdes no perfil lipidico. Neste cendrio temos alguns estudos
demonstrando um menor nimero de eventos cardiovasculares em mulheres previamente tratadas de cancer de mama, o
que indica um possivel efeito protetor do tratamento com tamoxifeno. O efeito cardiovascular dos inibidores da aromatase
permanece controverso. O objetivo deste estudo foi comparar alguns marcadores de risco cardiovascular entre mulheres
sobreviventes do cancer de mama ap6s tratamento com tamoxifeno, letrozol ou sem tratamento enddcrino. Para isso,
avaliamos o total de 103 sobreviventes de cancer de mama: 35 em uso de tamoxifeno (TMXg), 34 em uso de letrozol (LTZg)
e 34 sem tratamento enddcrino (STEg). Os parametros estudados foram: a dilata¢do da artéria braquial mediada por fluxo
(DMF), a espessura da intima-média (EIM) e o indice de rigidez (?) da artéria carétida, colesterol total, HDL e triglicérides.

Observamos que os trés grupos apresentaram valores semelhantes de HDL e EIM. No TMXg foi encontrado o
menor valor de colesterol total (219,29+36,3 mg/dL vs. 250,59+38,37mg/dL vs. 245,09+35,35mg/dL; TMXg vs. LTZg vs.
STEg respectivamente; p<0,01 - ANOVA), o maior valor de triglicérides (139,34+41,82mg/dL vs. 111,35+28,22mg/dL vs.
122,09+33,42mg/dL; p<0,01), o maior valor de DMF (6,32+2,33% vs. 4,10+2,06% vs. 4,66+2,52%; p<0,01) e o valor mais
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baixo do indice de rigidez (?) (5,08+1,68 vs. 6,28+1,75 vs. 5,99+1,86; p=0,01). O LTZg nao diferiu significantemente do STEg
em nenhum dos parametros estudados.

N6s néo observamos nenhuma diferenca entre o LTZg e o STEg em nenhum dos parametros de risco cardiovascular
avaliados. Desta forma, a diferenga observada nos valores dos lipidios séricos, no indice de rigidez (?) e na DMF entre as
mulheres em tratamento com tamoxifeno e letrozol pode ser mais bem atribuida a um efeito benéfico do tamoxifeno do que
aum efeito prejudicial do letrozol.

IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

PAPEL DO CO-RECEPTOR PD-1 ("PROGRAMMED CELL RECEPTOR 1") NA
INFECAO EXPERIMENTAL POR Trypanosoma cruzi

Fredy Roberto Salazar Gutierrez
Orientador: Prof. Dr. Jodo Santana da Silva
Tese de Doutorado apresentada em 22/07/2009

Durante a apresentac@o antigénica, a ativagao eficiente dos linfécitos T depende de dois sinais: o primeiro é mediado
pelo reconhecimento do antigeno através da interagdo TCR/MHC/peptideo e o segundo pela Interagdo dos co-receptores
com os seus respectivos ligantes. CD28 e ICOS sdo co- receptores estimuladores, enquanto CTLA-4 e PD-1 inibem a
ativacdo dos linfocitos. A sinalizacdo através de CTLA-4 e PD-1 esta envolvida na manutengdo da tolerancia periférica e
pode ser indiretamente favorecedora de mecanismos de escape da resposta imune a parasitas. De fato, 7. cruzi induz CTLA-
4 e é eliminado quando esta € inibida. Por outro lado, o envolvimento de PD-1 como um mecanismo de controle da resposta
imune a 7. cruzi ndo € conhecido. No entanto, existem evidéncias que mostram o desenvolvimento de cardiopatia e o
surgimento de anticorpos contra componentes dos cardiomidcitos na deficiéncia de PD-1, eventos que também acontecem
na infec¢do pelo 7. cruzi. No presente trabalho foi avaliada a hipdtese de que PD-1 e seus ligantes participam do sistema de
regulagio da resposta imune durante a infecco por 7. cruzi. Primeiramente, foi mostrado que este parasito induz a expressiao
de PD-1 e de seus ligantes PD-L1 e PD-L.2 em células apresentadoras de antigeno, em células do baco e em linfécitos
circulantes e teciduais de camundongos infectados. Experimentos envolvendo o bloqueio desta via de sinalizacdo com
anticorpos, bem como o uso de camundongos geneticamente deficientes para PD-1 mostrou que esses camundongos
apresentam uma resisténcia aumentada frente a prolifera¢do do parasito, tanto in vitro quanto in vivo. Confirmou-se ainda,
a exacerbacio da resposta inflamatdria no tecido cardiaco apés a inibi¢do de PD-1 e PD-L1. Esta resisténcia envolve
mecanismos dependentes da imunidade inata e adaptativa. Especificamente, os macréfagos deficientes de PD-1 apresentam
uma maior produ¢do de 6xido nitrico e maior capacidade tripanocida quando comparados as células provenientes de
animais selvagens. Ainda, foi mostrado que a deficiéncia de PD-1 leva a diminui¢ao da populacao de células com fenétipo
regulador, bem como diminui¢do da taxa de apoptose em linfécitos TCD4* e CD8*. Esses dados permitem afirmar que o co-
receptor PD-1 participa no controle do processo inflamatério induzido ap6s a infecgdo 7. cruzi no corag@o. Os possiveis
alcances do novo conhecimento gerado neste trabalho sobre os conceitos fisiopatoldgicos da infecgdo sio discutidos.

PERFIL TRANSCRICIONAL DO FUNGO PATOGENICO Trichophyton rubrum DURANTE A
INTERACAO COM CELULAS DA EPIDERME E O EFEITO DE ANTIFUNGICOS QUE
INTERFEREM COM A RESPOSTA OSMOTICA

Nalu Teixeira de Aguiar Peres
Orientadora: Prof®. Dr*. Nilce Maria Martinez Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 24/07/2009

As interacdes patdgeno-hospedeiro envolvem modificagdes metabdlicas especificas que permitem aos patdégenos
aderirem e penetrarem no tecido, remodelando seu metabolismo para obter nutrientes e responder ao estresse provocado
pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. A identificagio dos mecanismos envolvidos na adaptagcdo ao micro-ambiente
hospedeiro e na resposta ao estresse € essencial para se compreender o processo patogénico das infecgdes flngicas, e
permitir o estabelecimento de novas normas terapéuticas. A utiliza¢do de dados gendmicos, em particular as andlises de
transcriptoma definindo o perfil de expressao génica durante a infeccao, pode levar a identificagio das estratégias utiliza-
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das pelos patégenos durante a interagdo com o ambiente hospedeiro. Embora o dermatéfito antropofilico e cosmopolita
Trichophyton rubrum seja um dos fungos mais frequentemente isolados de infec¢des cutaneas, o conhecimento sobre os
processos moleculares que governam sua patogenicidade ainda é escasso. Além disto, os antifiingicos utilizados no
tratamento das infecc¢des fingicas agem sobre um limitado nimero de alvos celulares, apresentando varios efeitos colaterais.
Neste trabalho, foi utilizado um modelo de infecgdo ex vivo de pele humana para identificar genes expressos durante a
interagdo T. rubrum-células epidérmicas, avaliando-se também o efeito de antifiingicos que supostamente atuam sobre
componentes da via de regulacéo osmética, como o fludioxonil e a ambruticina. Os resultados obtidos demonstraram que
estas novas drogas apresentam atividade antifiingica contra 7. rubrum, levando a um inchago das hifas e consequente
morte celular, modulando também a expressdo de varios genes. O modelo de infeccéo ex vivo de pele seguido de hibridagdo
subtrativa supressiva permitiu a identificagdo de 110 genes possivelmente envolvidos na permanéncia de 7. rubrum no
tecido hospedeiro, e 116 na resposta a ambruticina, envolvidos principalmente nos processos de transporte celular e
biogénese de componentes celulares. A ativagdo dos genes que codificam para subtilisina protease 5 e para uma proteina
mitocondrial de funcdo desconhecida, homéloga a Tarlp de Saccharomyces cerevisiae, durante a infecgdo ex vivo de pele
e sua maior expressao durante o tratamento com ambruticina sugerem que elas sejam importantes para a permanéncia deste
dermatéfito no tecido hospedeiro, principalmente na presenga de um agente inibitdrio. A identifica¢ao dos genes regula-
dos durante a interag@o 7. rubrum-células epidérmicas contribuem para uma melhor compreensao das adaptagdes metabo-
licas durante a infec¢do. Os genes identificados neste trabalho sdo interessantes para estudos futuros sobre a patogénese
das dermatofitoses e resposta aos antiftingicos ativadores da resposta osmotica, auxiliando também na busca por novos
alvos moleculares para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

CELULAS B SAO IMPORTANTES NA GERAGAO DE MEMORIA EM
MODELO DE VACINAGAO COM DNA-Hsp65

Isabela Cardoso Fontoura
Orientadora: Prof®. Dr*. Arlete Aparecida Marins Coelho-Castelo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/08/2009

O campo da vacinologia génica abriu perspectivas de desenvolvimento de vacinas e terapias contra diferentes
patégenos. Um exemplo disso € a vacina DNA-Hsp65 que se mostrou protetora contra a tuberculose experimental. Embora
varios aspectos desse novo tipo de vacina tenham sido estudados, o desenvolvimento de células de memoria € muito
pouco explorado. O conhecimento dos mecanismos envolvidos para gerar memoria nesse tipo de estratégia pode favore-
cer a escolha de vetores e de booster para atingir a protecio necessaria. Nesse trabalho foi avaliado o papel de células B
na modulagdo da resposta de células T e indu¢do de memoria, apds a imunizagdo com antigeno protéico e de DNA
(pcDNA3-Hsp65). Os resultados mostraram que as células B foram importantes na gera¢do de células TCD4*/CD44high/
CD62L"" (memdria efetora), em todos os periodos de tempo analisados para ambos os grupos de imunizagio, e, na geragéo
de células TCD8* CD44"eh/CD62L°Y/CD127+, aos 15 e 30 dias ap6s as imunizagdes, mas nio para TCD8*/CD44he/CD62L1,
Além disso, estas células foram mais importantes para producéo de citocinas inflamatdrias aos 15 dias apds imunizacao, ou
seja, nos estagios mais iniciais da resposta imune. Também foi detectada por PCR em tempo real, a expressdo de IL-10 por
células B no bago dos animais. Estas células foram melhor caracterizadas por citometria de fluxo. Interessantemente, a
populagdo de células B que mais produziu IL-10 apresentou um fenétipo CD19*/CD5*/CD43". Enquanto a populagdo
CD19*/CD5/CD43 mostrou pouca producio de IL-10. Esses dados sugerem que essa subpopulacio seja importante no
esquema de vacinagdo para geracao de células de memoria. Além disso, as células B purificadas expressaram o fator de
transcri¢do Foxp3 que € caracteristico de células T reguladoras. Essa € a primeira deteccdo de Foxp3 em células B, mas
novos ensaios devem ser conduzidos para caracterizar essa subpopulacdo. No entanto, os dados apresentados nos
permitem sugerir que diferentes subpopulacgdes de células B possam contribuir para o desenvolvimento de células T de
memoria, e que seus efeitos devem ser considerados em modelos de vacinag@o.

ESTUDO DA PARTICIRAGAO DE B,-INTEGRINA NAS ATIVIDADES FAGOCITICA E MICROBICIDA DE
MACROFAGOS ALVEOLARES E PERITONEAIS NA HISTOPLASMOSE

Elyara Maria Soares
Orientadora: Prof®. Dr*. Licia Helena Faccioli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/08/2009

O Histoplasma capsulatum (H.capsulatum) é um fungo dimoérfico patogénico e responsavel por graves lesdes
pulmonares, as quais se caracterizam pelo acimulo de leucdcitos ao redor do fungo, resultando na formagio de granulomas.
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A infeccdo ocorre principalmente pela inalagdo de conidios ou pequenos fragmentos de micélio que alcangam os alvéolos,
onde se transformam em leveduras, que é a forma patogénica do fungo. Na resposta imune do hospedeiro, as integrinas
participam nos mecanismos fagociticos, essenciais na resposta a histoplasmose. As ,—integrinas contém uma cadeia [32,
também conhecida como CD18, comum a varias moléculas de adesdo, e uma cadeia o varidvel. Até o momento foram
identificadas quatro cadeias 4 distintas: o, a qual forma o dimero o, f3,, também conhecido como LFA-1 (do inglés
“leukocyte function antigen-1"") ou CD11aCD18; o _, formando ¢, f3,, chamado Mac-1 (do inglés “macrophage differentiation
antigen 1) ou CR3 (do inglés “‘complement receptor 3”) ou CD11bCD18; ¢, formando o 3,, CD11cCD18, gp150, 95 ou CR4
(do inglés “complement receptor 4”) e a cadeia o, formando o 3,, CD11dCD18. Neste trabalho, investigamos o papel da
molécula CD18 em macréfagos alveolares (MAs) e macréfagos peritoneais (MPs) nas fungdes efetoras contra H. capsulatum
e arelagdo do leucotrieno B, (LTB,) nestas respostas. Inicialmente confirmamos que MAs e MPs provenientes dos animais
CD18"", expressam baixa porcentagem de CD11bCD18 (CR3). Demonstramos que, como esperado, MAs e MPs de ambos
os grupos fagocitam mais leveduras opsonizadas com complemento do que ndo opsonizadas. Surpreendentemente, MAs
de animais CD18"" fagocitam 136% mais leveduras opsonizadas do que MAs de C57BL/6. Também, MPs destes animais
fagocitam aproximadamente 240% mais leveduras quando infectados com H. capsulatum e opsonizados, quando compa-
rados aos MPs de C57BL/6. A adi¢do de LTB, aumenta a atividade fagocitica em 520% por MAs de animais C57BL/6 e 200%
por MAs de CD18"", enquanto que a adi¢do de LTB, aumentou a fagocitose dos MPs de animais C57BL/6 em 600% vezes
quando comparado aos MPs de CD18"". Este fendmeno foi inibido pela pré-incubacéo destas células com antagonista
especifico do receptor BLT1 apenas em animais C57BL/6. A adig¢do de LTB, na cultura de MPs reduziu a porcentagem de
morte das leveduras apenas nos animais C57BL/6. Os animais CD18'°" produzem espontaneamente mais LTB, e apresenta-
ram um grande aumento na producdo de 6xido nitrico quando comparados aos animais C57BL/6. Pacientes acometidos
pela Doenca Granulomatosa Cronica (DGC) possuem deficiéncia congénita da molécula CD18. Células fagociticas isoladas
do sangue periférico de pacientes com DGC foram incubadas com leveduras opsonizadas e assim como macréfagos de
animais deficientes de CD18, fagocitam mais leveduras opsonizadas (900%) ou ndo (300%), quando comparado com
células de individuos sadios. Sugerimos que a molécula CD18 tem importante participagdo nos mecanismos efetores da
imunidade inata, por mecanismo dependente de mediadores lipidicos, como o LTB,,, no controle dos mecanismos de defesa
contra H. capsulatum.

PAPEL DOS LEUCOTRIENOS NA PROTECAO CONFERIDA PELA IMUNIZAGAO
HETEROLOGA BCG / DNA-HSP65 CONTRA TUBERCULOSE

Luis Henrique Franco
Orientadora: Prof*. Dr. Vania Luiza Deperon Bonato
Tese de Doutorado apresentada em 12/08/2009

A tuberculose € responsavel por mais de 2 milhdes de mortes ao ano. A imunidade protetora contra a tuberculose
estd relacionada com a ativacdo de linfécitos CD4+ e CD8* produtores de IFN-y, citocina que potencializa os mecanismos
microbicidas dos macréfagos para eliminagio dos bacilos. Nos tltimos anos, o leucotrieno B, (LTB,) destacou-se como
mediador lipidico que participa da imunidade protetora contra diversas infec¢des, incluindo a tuberculose. Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar o papel dos leucotrienos na prote¢do induzida pela imuniza¢do homdéloga com DNA-
HSP65 ou heter6loga com BCG/DNA-HSP65. Para isso, inicialmente, ns confirmamos a participagio dos leucotrienos no
controle da infeccdo por M. tuberculosis ao mostrar que animais C57BL/6, que controlam a replicagdo dos bacilos,
secretam mais LTB,; e ao bloquear a sintese de leucotrienos com a droga MK-886, estes animais ficaram suscetiveis a
infeccdo. Em seguida, nds passamos a avaliar se os leucotrienos participavam da protecdo conferida pela imunizagio
homdloga com DNA-HSP65 ou heterdloga (prime-boost) com BCG/DNA-HSP65. Nossos resultados mostraram que ani-
mais deficientes para a sintese de LT (5-LO KO) infectados foram mais suscetiveis a infec¢do em relacéo aos animais WT.
A maior suscetibilidade dos animais 5-LO KO foi associada a redug@o na secreg¢@o de IFN-y, nitrito e IL-17, aumento na
secregdo de PGE,, defeitos no recrutamento de células inflamatérias e aumento no influxo de células Foxp3* para os
pulmdes. A imunizacdo homdloga perdeu completamente seu efeito protetor na auséncia de leucotrienos, enquanto a
imunizacdo heter6loga induziu protecdo parcial. Animais 5-LO KO imunizados pelo esquema prime-boost secretaram
concentragoes mais elevadas de IL-17 e tiveram menor influxo de células Foxp3* para os pulmdes quando comparados aos
animais 5-LO KO ndo imunizados e infectados. A inibi¢do da sintese de prostaglandinas durante o protocolo de imuniza-
¢do pela estratégia prime-boost reduziu a capacidade protetora da vacina tanto em animais WT como nos 5-LO KO,
sugerindo que as prostaglandinas podem desempenhar papel no processo de imunizacdo. Em conjunto, nossos resulta-
dos refor¢cam a importancia dos leucotrienos na imunidade protetora contra tuberculose, sugerindo sua atuagio indireta,
uma vez que, além de contribuirem para sintese de IFN-y e nitrito, também parecem colaborar na sintese de IL-17.
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PAPEL DAS PROSTAGLANDINAS NA INFECGCAO EXPERIMENTAL POR Histoplasma capsulatum

Priscilla Aparecida Tartari Pereira
Orientadora: Prof®. Dr*. Lucia Helena Faccioli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/08/2009

A histoplasmose é uma doenca granulomatosa crdnica, cujo agente etioldgico é o fungo dimoérfico Histoplasma
capsulatum. A infec¢ao ocorre pela inalagido de conidios ou pequenos fragmentos de micélio que alcangam os alvéolos,
onde se transformam em leveduras que é responsavel pela patogenia da doenga. A imunidade celular do hospedeiro
determina o grau das manifestacdes clinicas na histoplasmose, sendo a interagao entre células T e macréfagos, fundamental
para o controle da infec¢do e erradicagdo do H. capsulatum. Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a
participagdo de leucotrienos nos mecanismos de defesa do hospedeiro durante a histoplasmose. Neste trabalho descreve-
mos o papel das prostaglandinas, demonstramos que este mediador lipidico contribui para a patogénese da doenca, pois
sua inibi¢do, com celecoxibe, resultou na sobrevivéncia de até 80% dos animais infectados com o indculo letal de H.
capsulatum, em contraste com 100% de mortalidade dos animais somente infectados. Além disso, a inibi¢ao das prostaglan-
dinas resultou na diminuicao (i) da sintese de citocinas pré-inflamatdrias e da resposta imune celular e (i7) do recrutamento
de neutrdfilos e macréfagos para o espacgo bronco-alveolar. Por outro lado, resultou no aumento (iii) de células TCD4* no
pulmdo, (iv) na sintese de 6xido nitrico por células do parénquima pulmonar, (v) na fagocitose de leveduras de H. capsulatum
por macréfagos alveolares e (vi) da sintese de LTB,. Nossos resultados sugerem que prostaglandinas tém papel importante
na patogénese na infec¢do por H. capsulatum, modulando a resposta imune do hospedeiro.

O PAPEL DO INFLAMASSOMA DE NLRC4/IPAF E ASC NO CONTROLE DA
INFECCAO EXPERIMENTAL POR Leishmania (Leishmania) amazonensis

Djalma de Souza Lima Juinior
Orientador: Prof. Dr. Jodo Santana da Silva
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/08/2009

A leishmaniose constitui um espectro de doengas causadas por protozodrios do género Leishmania, que compre-
ende vdrias espécies, responsaveis por diferentes formas da doenca. Dentre as diversas espécies de Leishmania descritas
causadoras da leishmaniose humana e animal, a Leishmania (Leishmania) amazonensis € um importante agente etiolégico
da leishmaniose tegumentar humana e apresenta um amplo espectro de doencas clinicas. Descobertas recentes indicam
que a Leishmania (L.) amazonensis estd aumentando a sua distribuicdo geografica no Brasil, sendo responsavel por
apresentagdes clinicas pouco usuais em novas dreas transmiss@o. A capacidade de montar uma resposta Thl € descrito
como um fendtipo resisténcia a infec¢ao e depende das células do sistema imune inato, nao sé permitindo o hospedeiro a
desenvolver uma imunidade especifica, mas também determinando o tipo de resposta imune. Receptores de reconhecimen-
to padrdo presentes em células da imunidade inata possuem grande importancia na ativacdo células T. Dentre esses
receptores, destaca-se o Nlrc4 que ativa caspase-1, de forma dependente ou independente de ASC, apds a detecgdo
patégenos intracelulares. Caspase-1 ativa, estd presente em complexos multiprotéicos denominados Inflamassoma. A
ativacao de caspase-1 € um elemento chave da imunidade inata induzida por uma variedade de agentes patogénicos e
toxinas. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o papel dos inflamassoma de Nlrc4/Ipaf e ASC durante a
infec¢do experimental por L. amazonensis. Nossos resultados mostram que macréfagos de camundongos selvagens
infectados com L. amazonensis ativaram caspase-1 endégena. BMM® de camundongos ASC™, caspase-17- e Nlrc4™”
apresentaram menor atividade leishmanicida e producdo de NO quando comparados com BMM® de camundongos
selvagens. Surpreendentemente, resultados semelhantes foram observados em macréfagos ativados com IFN-y or IFN-y
+TNF-o. Além disso, BMM® de camundongos ASC”-, caspase-17- e Nlrc4”- exibiram uma menor expressio de CD80, CD86,
MHC-II e CD1d e maior expressio de PD-L1 que BMM® selvagens. BMM® ASC, caspase-17" e Nlrc4™" infectados com
L. amazonensis produziram niveis significativamente mais baixos de citocinas pré-inflamatérias. Por outro lado, a produ-
¢éo de TGF-B, IL-10, IL-5 e IL-6 foram maiores do que o observado em BMM® selvagens. Avaliac@o da expressdo NOS2
por PCR em tempo real detectou uma maior expressdo dessa enzima em culturas de BMM® de camundongos selvagens
comparado com macréfagos de camundongos ASC™-, caspase-17- € Nlrc4”. Experimentos in vivo mostraram que camun-
dongos deficientes para ASC, caspase-1 e Nlrc4, infectados com L. amazonensis possuiam um maior desenvolvimento de
lesd@o e parasitismo na leséo, linfonodo e bago. Produgio de IL-12p40, IFN-y, TNF-o e IL- 13 por células do bago e linfonodo
estava diminuida em camundongos ASC™, caspase-17- e Nlrc4”. Ao contrdrio, células do bago e linfonodo de camundon-
208 ASC™, caspase-17- e Nlrc4” demonstraram uma maior produgéo de IL-10. O perfil de expressdo de NOS2 e arginase |
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na lesdo e linfonodo foi caracterizado por elevados niveis de arginase I e menores niveis de expressdao de NOS2 em
camundongos ASC”, caspase-17" e Nlrc4”, comparado com os controles. Nossos resultados demonstram que o0s
inflamassomas de Nlrc4/Ipaf e ASC contribuem para funcdes efetoras de macréfagos em resposta ao parasitismo, uma
caracteristica que € necessdria para o controle da infeccdo in vivo por L. amazonensis.

AVALIAGAO DE UMA NOVA METODOLOGIA VACINAL BASEADA NO USO DE RNA
MENSAGEIRO NA TUBERCULOSE EXPERIMENTAL

Carolina Damas Rocha
Orientadora: Prof®. Dr*. Arlete Aparecida Martins Coelho-Castelo
Tese de Doutorado apresentada em 19/08/2009

Com o intuito de avaliar uma nova metodologia vacinal baseada no uso do RNA mensageiro na tuberculose (TB)
experimental esse projeto se propds a investigar a imunogenicidade, a protecao e o efeito terapéutico gerado pela imunizacao de
camundongos com linfécitos B (LBs), células dendriticas (CDs) ou macréfagos (Mfs) transfectados com mRNA-Hps65 ou
pulsados com a proteina recombinante Hsp65 de Mycobacterium leprae. A avaliagdo da integridade do mRNA-Hsp65 e da
ocorréncia de traduc@o da proteina em células transfectadas foram confirmadas por RT-PCR e WB e nos permitiu comprovar
a ocorréncia do processo de tradug@o e concluir que este se trata de um evento rdpido e de curta duracdo nas células
transfectadas. A andlise fenotipica das APCs submetidas aos diferentes estimulos: células ndo tratadas, estimuladas por
contato com mRNA-Hsp65, eletroporadas com mRNA-Hsp65, somente eletroporadas (mock), ou pulsadas com proteina
recombinante Hsp65; revela que de forma geral os Mfs e CDs quando estimulados apresentaram maior expressdo de
moléculas co-estimuladoras quando comparados aos LBs submetidos as mesmas condig¢des, além de sugerirem fortemente
que tanto o mRNA-Hsp65 quanto a proteina apresentam propriedades imuno-estimuladoras. Os ensaios de imunogenicidade
mostraram que a capacidade proliferativa de células recuperadas dos animais vacinados e re-estimuladas in vitro com
Hsp65 foi significativamente maior do que a observada nos animais imunizados com salina, nos grupos: LBs eletroporados
com mRNA-Hsp65, CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65. Notamos que nos grupos imunizados com APCs ocorreu proli-
ferac@o celular mesmo na auséncia do re-estimulo in vitro com a proteina Hsp65. Acreditamos que isso possa ter ocorrido
em virtude da capacidade das APCs de induzirem uma ativacao de células T especificas contra proteinas do Soro Bovino
Fetal (SBF). Ou seja, quando em cultura as APCs capturaram proteinas do meio apresentando-as em contexto de MHC e
ativando, in vivo, linfécitos T especificos contra proteinas do soro. Quando houve re-estimulo in vitro as proteinas do soro
agiram como antigenos e “mascararam” a ativacao de linfécitos T especificos contra a Hsp65. Na dosagem de citocinas vimos
que células provenientes do bago de animais imunizados com CDs mock ou CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65 foram
capazes de induzir um perfil misto de resposta com produ¢@o de IFN-y mas também de IL-5 e IL-10. Por outro lado, as células
recuperadas de LBs e M¢ eletroporados com mRNA-Hsp65 apenas produziram citocinas de perfil Th2. Nesses resultados de
dosagem de citocinas de células re-estimuladas in vitro também nio pode ser descartado o efeito induzido pelo SBF. A
dosagem de anticorpos revelou que nenhuma das imuniza¢des com APCs transfectadas com mRNA-Hsp65 foi capaz de
induzir uma resposta humoral especifica. A avaliagcdo da capacidade profilatica e terapéutica da transferéncia de uma ou
duas doses das diferentes formulagdes de APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 ou pulsadas com a proteina Hsp65 nado
revelou alteragGes significativas nos niveis de citocinas no pulmao, nio foi capaz de reduzir a carga bacilar no pulmio dos
animais infectados e ndo preservou o tecido pulmonar. Quando optamos pela administragdo de 2 doses de Mfs ou CDs
pulsadas com mRNA-Hsp65 ou com a proteina Hsp65 administradas por via subcutinea também ndo obtivemos reducdo do
nimero de bactérias no pulmao. A partir desses dados concluimos que esse novo modelo vacinal baseado no uso de mRNA
ou da proteina Hsp65 carreadas por APCs € incapaz de gerar efeito profilatico e/ou terap€utico na tuberculose experimental.

IMUNOBIOLOGIA DAS INFESTAGOES DE BOVINOS PELO CARRAPATO
RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS: ESTUDO DOS CORRELATOS
IMUNES DE RESISTENCIA E DE SUSCEPTIBILIDADE

Alessandra Mara Franzin
Orientadora: Prof®. Dr?. Isabel K. F. De Miranda Santos
Tese de Doutorado apresentada em 31/08/2009

A pele dos vertebrados € alvo da maioria das 15.000 espécies de artrépodes hemat6fagos existentes e pouco se sabe
sobre as estratégias imunoldgicas utilizadas pelos hospedeiros para expulsar esse tipo de ectoparasitos. E fato que carrapa-
tos, como artrépodes hematéfagos, sdo capazes também de induzi-las. Entre a grande variedade de hospedeiros, os bovi-
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nos, que apresentam fendtipos variaveis de resisténcia ao Ripicephalus (Boophilus) microplus, constituem o tinico mode-
lo no qual € possivel correlacionar as respostas imunoldgicas entre os fenétipos contrastantes na mesma espécie hospedei-
ra. Para tal, as populacdes celulares do infiltrado induzido na pele pelo carrapato foram quantificadas nos bovinos resisten-
tes, Bos taurus indicus e nos suscetiveis, Bos taurus taurus. Como esperado, o carrapato induziu inflamag@o cutanea local
nos bovinos estudados e a composi¢do celular do infiltrado apresentou diferencas que variaram entre os fendtipos
contrastantes de infestacdo. A pele resistente apresentou maior nimero de baséfilos em comparagio a pele suscetivel
infestada pelo carrapato adulto (P < 0,05) o que sugere a participagdo desse tipo de granuldcito na resposta imune,
prejudicando a hematofagia do carrapato. Eosinéfilos ndo foram observados na pele naive, mas sim na pele normal e
infestada, apresentando maiores quantidades (P < 0,05) na pele resistente infestada por ninfa e por adulto. Esse granulécito
também se mostrou importante para a aquisicao de resisténcia a carrapatos, a cinética observada na pele dos animais sugere
um efeito sistémico de eosindfilos na infestagdo. J4 mastdcitos se mostraram reduzidos de forma semelhante na pele
resistente e suscetivel infestada por ninfa e adulto em comparac@o a pele ndo infestada das mesmas (P < 0,05), sugerindo
desgranulagdo induzida pela saliva do carrapato. As citocinas e mediadores inflamatérios liberados por mastéceitos poderi-
am desencadear e até modular as respostas imunes de contra o carrapato. Neutréfilos estavam em quantidades semelhantes
na pele infestada de ambas as ragas, apresentando maior quantidade na fase de adulto em relagdo a fase de ninfa (P < 0,05).
Esse fato sugere que a saliva da ninfa expressa desintegrinas contendo RGD, que possivelmente sdo especificas para esse
granulécito. Em contrapartida, as células mononucleares foram mais abundantes na pele resistente e suscetivel infestadas
por ninfa em relagdo as infestadas por adulto (P = 0,001). Entre as popula¢des mononucleares fenotipadas, as células T CD3*
foram recrutadas em maior nimero na pele resistente infestada por ninfa e adulto que na pele suscetivel nas mesmas fases
(P <0,05), indicando sua importancia na regulacdo da resposta imune de resisténcia ao ectoparasito. Células CD4* foram
mais numerosas na pele resistente infestada por adulto que a pele suscetivel infestada pela mesma fase (P < 0,05); ja as
células CD8* estavam em maior niimero na pele resistente infestada por ninfa do que na pele suscetivel na mesma fase de
infestag@o (P < 0,05). Células T gd/WC1* foram mais abundantes (P < 0,05) na pele resistente infestada por adulto que a
mesma ndo infestada, indicando que esses linfocitos podem desempenhar papel importante na aquisi¢ao de resisténcia. Ja
os linfécitos B estiveram em nimero reduzido na pele suscetivel infestada por ninfa e por adulto em comparagio a mesma
ndo infestada (P < 0,05). Entretanto, na pele resistente infestada por adulto, o nimero desses linfécitos foi maior (P < 0,05)
em comparado ao encontrado na pele suscetivel infestada pela mesma fase, sugerindo a participacdo de anticorpos na
aquisic@o de resisténcia a carrapatos. Embora ndo significativa, o maior nimero de células Natural Killers na pele resistente,
sugere seu envolvimento na prote¢@o contra doengas transmitidas por carrapatos. Em suma, os resultados obtidos sugerem
que a resposta imune local envolve células residentes e recrutam outras que, em conjunto, atuam na imunorregulagdo e na
elaboracgdo de respostas imunes efetoras e de memoria eficazes contra carrapatos.

IDENTIFICAGAO DE CONSTITUINTES ANTIINFLAMATORIOS NA SALIVA DE FLEBOTOMINEOS
DO VELHO MUNDO E SEU EMPREGO NA ARTRITE REUMATOIDE EXPERIMENTAL

Vanessa Carregaro Pereira
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queiroz Cunha
Tese de doutorado apresentada em 31/08/2009

No presente estudo, investigamos a atividade antiinflamatdria da saliva de flebotomineos do Velho Mundo,
Plebotomus papatasii e Phlebotomus duboscqi, em modelos de inflamacdo imune induzidos por antigenos. O pré-trata-
mento de animais imunizados com ambos os extratos de glindulas salivares (EGSs) inibiu a migracdo de leucdcitos
induzida por OVA através da liberagdo sequencial dos mediadores PGE, e IL-10 e também a resposta proliferativa de
esplendcitos estimulada pelo antigeno. O comprometimento da resposta imune foi decorrente do efeito do EGS sobre
células dendriticas (BM-DCs). A incubagdo in vitro das BM-DCs com o EGS de P. papatasii inibiu a proliferacdo de
linfécitos TCD4* provenientes de animais imunizados, a qual foi prevenida pela administra¢@o do inibidor inespecifico da
COX (Indometacina) ou do anticorpo antagonista de IL-10. Esses efeitos foram associados com a reduc@o da expressdo de
MHC-II e CD86 nas DCs. Avaliando o potencial terapéutico, o EGS de P. papatasii atenuou a gravidade da artrite experi-
mental, apresentando reducdo da resposta inflamatéria local e preservagio do tecido articular. Ademais, os niveis de
citocinas pré-inflamatdrias presentes no foco inflamatério apresentaram-se reduzidos, ao passo que a producio de IL-10
esteve aumentada nos animais tratados. As células TCD4*isoladas de animais artriticos cultivadas in vitro com as BM-
DCs tratadas com a saliva apresentaram uma significativa reducéo da resposta proliferativa e da produgdo de IL-17
induzidas pelo antigeno. Utilizando-se centrifu¢des em membranas centricon (YM-3) e purificagdo em micro-HPLC, iden-
tificamos a adenosina e 5> AMP como as moléculas ativas presentes na saliva de P. papatasii. Confirmando a identificag@o
dos nucleosideos na saliva, o tratamento do filtrado com adenosina deaminase inibic¢ao os efeitos imunossupressores da
saliva sobre a ativagdo das BM-DCs. Ainda, a produgio de PGE, induzida pela marutagdo de BM-DCs com LPS foi
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potencializada por adenosina comercial. Seus efeitos sobre a produgdo de PGE, foram mimetizados pelo andlago sintético
de ADO. Tanto a saliva quanto a adenosina suprimiram a capacidade das BM-DCs estimular a proliferag@o de linfécitos
TCD4* e produzir IL-17 frente o estimulo especifico. Estes resultados foram prevenidos pelo tratamento das BM-DCs com
0 antagonista seletivo do receptor A2a de adenosina. Em conclusdo, nossos dados demonstram que a adenosina e a
5’ AMP presentes na saliva de P. papatasii inibem o processo de apresentagdo de antigenos, interferindo na ativagdo de
linfécitos T e, consequentemente suprime a resposta inflamatéria tecidual, sugerindo que estes constituintes poderdo
abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de doengas inflamatérias autoimunes.

ESTUDO DE CELULAS DENDRITICAS DURANTE A INFECCAO POR
Paracoccidioides brasiliensis - O PAPEL DE GALECTINA-3

Luciana Pereira Ruas
Orientadora: Prof®. Dr". Maria Cristina Roque Antunes Barreira
Tese de doutorado apresentada em 17/09/2009

Demonstramos anteriormente que, na auséncia de galectina-3, camundongos C57BL/6 substituem a sua resisténcia
intermedidria a infeccdo por P. brasiliensis por susceptibilidade, decorrente do desvio da resposta imunoldgica para o
padriao T helper (Th) 2. Considerando o importante papel exercido por células dendriticas no balango Thl/Th2, investiga-
mos, durante a infeccao por P. brasiliensis, o comportamento biolégico de células dendriticas derivadas de camundongos
C57BL/6, nocauteados, ou ndo, para o gene da galectina-3. Células dendriticas maduras, obtidas do bago de camundongos
infectados com P. brasiliensis, tiveram a expressao de receptores do tipo Toll e a producgio de citocinas reguladas por
galectina-3. Por outro lado, galectina-3 ndo interferiu no niimero ou na expressao de marcadores fenotipicos dessas células.

Células dendriticas derivadas de precursores da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 selvagens expressaram
galectina-3 precocemente, expressao essa que se manteve, ou mesmo aumentou, durante todo o processo de diferenciagio
celular, ocorrido in vitro. Galectina-3 exerceu efeito regulatorio sobre a diferenciagdo celular, especialmente em presenca de
antigeno fingico, condi¢o sob a qual a diferenciagdo de BM-DCs de camundongos gal3** foi até 70% menor do que a de
gal3**, a julgar pela expressdao dos marcadores CD11c CD1b. Quanto a expressdo de RNAm para os receptores que
reconhecem padrdes moleculares associados a patGgenos (PRRs) por células 520 |a dendriticas imaturas, verificou-se que,
sob estimulo de antigeno fingico, a expressdo de TLR2 e TLR4 é regulada por galectina-3. Ja a expressdo de dectina-1 foi
quase completamente bloqueada em presenca do antigeno fiingico (mas nio de LPS), sendo que a galectina-3 nio exerceu
qualquer efeito sobre tal inibi¢do. Algumas repercussdes funcionais da expressao de galectina-3 por células dendriticas
foram verificadas. A internalizac@o de leveduras de (continua) (continuacdo) P. brasiliensis foi feita com eficiéncia cinco
vezes superior por células dendriticas de camundongos gal3** do que de gal3**. A ativagdo in vitro de linfécitos T CD4
* naives por células dendriticas imaturas gal3** pulsadas com antigeno fiingico foi, a julgar pelos niveis de IFN-’gama’
produzidos, pelo menos trés vezes superior do que a verificada com células gal3**. A eficiéncia foi maxima quando tanto
as células dendriticas quanto as células T CD4* ensaiadas foram obtidas de camundongos gal3**. Os fendmenos funci-
onais acima descritos podem ser atribuidos a ligagdes estabelecidas por galectina-3. Foi constatada sua ligacdo a compo-
nentes de leveduras de P. brasiliensis, com destaque para os derivados da parede celular. Isso poderia favorecer a
internalizac@o das leveduras pelas células dendriticas, ja que estas expressam galectina-3 em sua superficie. Verificou-se
também a interac@o de galectina-3 com TLR2, seguida de ativacdo de NFKB que, 520 |a sabidamente, é requeri da para a
cascata de sinalizacdo que conduz a producio de citocinas. Os resultados aqui obtidos contribuem para uma melhor
compreensio do papel exercido pela galectina-3 no balango da resposta imunitdria durante infeccdes.

Neurologia

ANALISE SENSORIO MOTORA DE CAMUNDONGOS APOS LESAO DA
VIA NIGRO-ESTRIATAL POR 6-HIDROXIDOPAMINA

Marcio Lazzarini
Orientadora: Prof®. Dr®. Elaine AP. Del Bel B. Guimaraes
Tese de Doutorado apresentada em 17/08/2009

A doenca de Parkinson é caracterizada por defici€ncias motoras, sendo acompanhada por severa degeneragido na
via dopaminérgica nigro-estriatal. Relatos recentes demonstram que pacientes com doenca de Parkinson também apresen-
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tam diminui¢do na atividade sensério-motora, semelhante a reacio de inibi¢ao ao pré-pulso. Lesdo na via nigro-estriatal
acompanhada com a manipulagio farmacoldgica pode influenciar a sensibilidade sensério-motora ou revelar formas de
desregulagdo. Nao estd claro se o prejuizo da atividade sensério motora observado em pacientes parkinsonianos pode ser
atribuido a perda da dopamina na via nigro-estriatal. O objetivo geral do presente estudo foi investigar se a lesdo
dopaminérgica por micro-inje¢do da neurotoxina 6-hidroxidopamina no estriado induz deficiéncias sensério motoras que
podem ser avaliadas por meio do teste de inibicao ao pré-pulso sob a reac@o de sobressalto acistico em camundongos.
Foram utilizadas duas formas de lesdo, procurando determinar a especificidade e a magnitude do efeito sobre o teste de
inibi¢do ao pré-pulso e atividade motora. Nos animais controle e lesados foram analisadas a influéncia dos sistemas
dopaminérgico e do 6xido nitrico. As consequéncias celulares da lesdo foram analisadas por meio da imunocitoquimica
para tirosina hidroxilase (extensio da lesao), da sintase do 6xido nitrico e para a colino-acetiltransferase (ChAT) utilizando-
se anticorpos especificos. Os resultados revelaram que: a lesdo unilateral e bilateral de terminais dopaminérgicos estriatais
ndo induziu alteracdo no teste da inibicdo pré-pulso e na resposta de sobressalto. No entanto, a lesdo do estriado
unilateral, revelou modifica¢des na resposta motora dos animais lesados. Os camundongos submetidos a inje¢do unilate-
ral da 6-OHDA apresentaram diminui¢ao da densidade Optica para a tirosina hidroxilase no estriado (anterior e posterior),
no nticleo acumbens core e na substincia negra compacta, quando comparado ao lado contralateral a inje¢do da neurotoxina
e, também, em relagdo ao grupo falso operado (Sham). Adicionalmente, o lado contralateral a lesdo revelou que para
tirosina hidroxilase o grupo lesdo apresentou maior densidade dptica em relagdo ao grupo Sham no estriado-anterior e na
substincia negra compacta. Para NOS e NADPHd o grupo lesdo apresentou menor densidade 6ptica na substancia negra
compacta e maior densidade dptica no estriado anterior e posterior ipsilateral a lesdo. Foi observado aumento da densida-
de de NOS na substincia negra compacta contra-lateral a lesdo. Para a ChAT o grupo lesdo apresentou maior densidade
Optica no estriado posterior ipsilateral a lesdo. Em conclusao, os resultados mostram que camundongos lesados na via
nigro-estriatal nao apresentam modifica¢des sensorio motoras mas apresentam mudangas na resposta motora que envolve
a participagdo de receptores D2 (unilateral ou bilateralmente), D3, NO e calmodulina (unilateral). Estas mudangas foram
acompanhadas por modificagdes celulares do sistema dopaminérgico e nitrérgico.

INFLUENCIA DO OXIDO NIiTRICO NAS COMPLICACOES MOTORAS INDUZIDAS PELA L-DOPA
EM ANIMAIS COM PARKINSON EXPERIMENTAL

Fernando Eduardo Padovan Neto
Orientadora: Prof®. Dr?. Elaine A. Del Bel B. Gumaraes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/08/08

O tratamento sintomatico da doenga de Parkinson com a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) é geralmente acom-
panhado de complicacdes motoras, sendo as mais comuns as discinesias. Ratos com lesdes dos neurdnios dopaminérgi-
cos induzido pela neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) exibem movimentos involuntarios anormais semelhantes as
discinesias quando tratados cronicamente com a L-DOPA. Apesar dos mecanismos que induzem as discinesias ndo
estarem completamente esclarecidos, pode haver participag@o do sistema do 6xido nitrico (NO). Nesse trabalho utilizamos
o modelo de Parkinson experimental em ratos induzido pela microinje¢@o unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefalico
medial para estudar as rela¢des do sistema do NO com as complicacdes motoras induzidas pela L-DOPA. Na primeira parte
do estudo avaliamos os efeitos da aplicacdo aguda e cronica de L-DOPA (100 mg/kg; gavagem) e avaliamos os efeitos do
inibidor das isoformas neuronal e endotelial das sintases de NO (NOS), o L-NOARG (50 mg/kg; i.p.) nas discinesias
induzidas pela L-DOPA e no teste de teste da caminhada. Mostramos que a administra¢do de uma dose aguda de L-DOPA
restaura a acinesia induzida pela microinjecio de 6-OHDA, mas produz movimentos discinéticos. O pré-tratamento com o
L-NOARG apresentou efeito antidiscinético causando, no entanto, prejuizos motores no teste de caminhada. A aplicagio
cronica de L-DOPA aumentou rapidamente a intensidade das discinesias ao longo do tempo. A administracdo do L-
NOARG apés o tratamento cronico com L-DOPA apresentou efeito antidiscinético sem causar prejuizos motores. Em um
segundo experimento, utilizamos doses mais baixas e escalonadas de L-DOPA (10-30 mg/kg; gavagem) para induzir as
discinesias e avaliamos os efeitos antidiscinéticos e motores (teste do rotarod) do inibidor preferencial da nNOS, o 7-
nitroindazol (1-30 mg/kg; i.p.). Mostramos que os movimentos discinéticos aumentam gradativamente ao longo do tempo
de tratamento e que o 7-NI apresenta efeito antidiscinético de maneira dose-dependente sem causar prejuizos motores. Os
resultados mostram que inibidores das sintases do 6xido nitrico atenuam as discinesias induzidas pelo tratamento cronico
com a L-DOPA no modelo de Parkinson experimental em ratos induzido pela 6-OHDA.
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UM ESTUDO SOBRE FARMACO-RESISTENCIA E A POTENCIAL UTILIDADE DE UMA INTEBVENGAO
PARA REDUZIR OS EFEITOS ADVERSOS EM PACIENTES COM EPILEPSIA REFRATARIA

Veriano Alexandre Junior
Orientador: Prof. Dr. Américo Ceiki Sakamoto
Tese de Doutorado apresentada em 22/09/09

Pacientes com epilepsia refrataria podem apresentar baixa qualidade de vida em consequéncia nao apenas das
crises, mas, também, dos efeitos adversos do tratamento e das comorbidades psiquidtricas, principalmente a depressdo. O
estudo avaliou a utilidade de um instrumento estruturado com o objetivo de reduzir os efeitos adversos do tratamento.
Foram incluidos 102 pacientes adultos com epilepsia fadrmaco-resistente em um estudo prospectivo, observacional e
randomizado. Os questiondrios Adverse Events Profile (AEP), Beck Depression Inventory (BDI) e Quality Of Life In
Epilepsy (QOLIE-31) foram completados pelos pacientes nas duas visitas do estudo. Pacientes com escore AEP?45 foram
randomizados no grupo intervengdo (21 pacientes) ou no grupo controle (22 pacientes). No grupo intervengao, os escores
AEP foram disponibilizados para o médico atendente durante as visitas. A qualidade de vida se correlacionou inversamen-
te aos efeitos adversos, depressdo e frequéncia de crises. Ndo houve diferenca significativa no escore AEP, entre as
visitas, nos dois grupos randomizados. Em outras palavras, a intervengido nio reduziu significativamente os efeitos
adversos apresentados pelos pacientes em nosso estudo.

PADRAO DE ACOMETIMENTO DOS DIFERENTES TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS
NA MIOPATIA MITOCONDRIAL COM OFTALMOPARESIA EXTERNA PROGRESSIVA

Anelize Gimenez de Souza
Orientadora: Prof*. Dr®. Claudia Sobreira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/09/09

As mitocOndrias sdo organelas intracelulares de crucial importancia para os processos metabdlicos celulares,
especialmente a producdo de ATP. Elas possuem DNA proprio, responsédvel pela codificacdo de algumas subunidades
protéicas da cadeia respiratéria. Alteragdes envolvendo o DNA nuclear ou o mitocondrial podem resultar no desenvolvi-
mento das encefalomiopatias mitocondriais, que constituem um grupo heterogéneo de doencas do metabolismo celular. A
oftalmoparesia externa progressiva (PEO) € uma manifestagdo comum das doencas mitocondriais, podendo estar relacio-
nada a mutacgdes primarias do DNAmt, ou a dele¢des miltiplas do DNAmt secundarias a mutacdes do DNAn. Neste
trabalho verificamos o padrdo de acometimento dos diferentes tipos de fibras musculares esqueléticas na miopatia mito-
condrial com PEO (MM com PEO) avaliando: o trofismo das fibras musculares; a ocorréncia de fibras com proliferagido
mitocondrial anormal e fibras com atividade da enzima citocromo c oxidase (COX) ausente e a distribui¢io das mesmas de
acordo com o tipo de fibra muscular (tipos 1, 2A e 2B); e os valores relativos das atividades das enzimas succinato
desidrogenase (SDH) e COX em fibras dos tipos 1, 2A e 2B, com o intuito de comparar o envolvimento desses diferentes
tipos de fibra no contexto de uma doencga mitocondrial. Foram constituidos dois grupos de 10 pacientes com MM com PEO
e 10 pacientes controles. Para avaliar o trofismo, fibras musculares classificadas como tipo 1, 2A e 2B pela técnica
histoenzimoldégica da ATPase foram analisadas morfometricamente com a mensuracao do didmetro minimo. A quantificagdo
da disfun¢@o mitocondrial foi realizada através da andlise das reagdes da SDH e da COX, com a quantificagdo da propor¢do
de fibras com proliferagdo mitocondrial e de fibras COX negativas de acordo com o tipo de fibra. A analise quantitativa da
atividade das enzimas SDH e COX foi realizada por meio da quantificagio da densidade éptica das fibras nas respectivas
reagdes histoenzimoldgicas. Todos os métodos de mensuracao utilizados no presente trabalho mostraram elevado grau de
confiabilidade e reprodutibilidade quando realizados por um mesmo examinador (confiabilidade intraobservador). A ana-
lise estatistica demonstrou coeficientes de correlagido de Spearman e intraclasse maiores que 0,70 para todas as analises e
ndo demonstrou diferengas no trofismo muscular das fibras dos pacientes com MM com PEO em relag@o aos controles,
porém observou-se uma tendéncia a atrofia das fibras do tipo 2B no grupo MM com PEO, quando analisamos a faixa de
variagdo dos valores minimos e maximos das médias utilizadas para as comparagdes. A quantificagio do nimero de fibras
com disfun¢do mitocondrial demonstrou que a resposta com redugdo da atividade da COX ¢é mais frequente do que a de
proliferagao mitocondrial, mesmo quando consideramos as menores intensidades de prolifera¢ao mitocondrial, como € o
caso das fibras com aumento discreto da atividade da SDH na porg¢do subsarcolemal. A avaliagdo do padrao de acometi-
mento, de acordo com o tipo de fibra muscular, determinou que a resposta de proliferagio mitocondrial intensa (fibras
vermelhas rasgadas-RRF) ocorre principalmente nas fibras do tipo 1. Entretanto, a proliferagio mitocondrial anormal
também ocorre nas fibras do tipo 2, jd que do total de fibras com discreto aumento subsarcolemal da atividade, 40% eram
do tipo 2A e 34% do tipo 2B. Perda da atividade da COX sem sinais de proliferacdo mitocondrial ocorreu predominantemen-
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te nas fibras do tipo 2. A andlise dos valores relativos da densidade 6ptica das reacdes da SDH nas fibras do tipo 1, 2A e
2B nos grupos MM com PEO ndo demonstrou diferencas significativas das medianas das atividades enzimaticas em
relacdo aos controles. Entretanto, observou-se alargamento da faixa de atividade no grupo de pacientes com MM com
PEO, indicativas de aumento da atividade da SDH nos trés tipos de fibras musculares. A analise dos valores relativos da
densidade 6ptica da reagdo da COX mostrou reducéo significativa das medianas das atividades enzimaticas das fibras do
tipo 2A. Embora nos demais tipos de fibras nao tenha sido observada diferenca significativa em relagdo aos controles,
observou-se alargamento da faixa de atividade no grupo de pacientes com MM com PEO, indicativo de redugdo da
atividade da COX nos demais tipos de fibras musculares. Os resultados do presente trabalho indicam que, embora
aparentemente a resposta dos diferentes tipos de fibras a disfungdo mitocondrial seja diversa, tanto as fibras do tipo 1
quanto as dos tipos 2A e 2B sdo capazes de responder a disfun¢ao mitocondrial com a prolifera¢do da organela. Da mesma
forma, todos os trés tipos de fibras respondem com reducéo da atividade da COX, embora auséncia total da atividade na
auséncia de proliferacdo mitocondrial seja observada predominantemente nas fibras do tipo 2B.

Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco

MODELO MATEMATICO DA DINAMICA DA PALPEBRA SUPERIOR DURANTE O PISCAR

Sheila Andrade de Paula
Orientador: Prof. Dr. Antonio Augusto Velasco e Cruz
Tese de Doutorado apresentada em 20/07/2009

Os movimentos palpebrais de piscar espontaneo, reflexo e voluntario em 21 olhos de 21 sujeitos normais foram
medidos com uma técnica computadorizada de processamento de imagem que registrava a localizagao espacial, no meridiano
vertical de um estimulo cromatico de comprimento de onda na forma do azul. Para o estudo quantitativo dos parametros
dos movimentos empregou-se o modelo matemético acelerado/oscilatério harmonico amortecido e foram testadas as trés
solucdes possiveis de amortecimento, critico, subcritico e hipercritico.

Todos os movimentos espontianeos e reflexos foram extremamente bem ajustados pela solugao criticamente amor-
tecida com coeficientes de determinag@o variando de 0,94 a 1,00 (média 0,98) para os movimentos espontaneos e 0,96 a 1,00
(média 0,99) para os movimentos reflexos. Apenas 50% dos movimentos espontaneos e 58% dos reflexos foram ajustados
pela solugdo de amortecimento subcritica. Os movimentos voluntdrios de piscar ndo foram ajustados pelo modelo propos-
to. A solu¢do de amortecimento supercritico ndo ajustou nenhum movimento. Foi possivel calcular com base no modelo
proposto, a velocidade mdxima da fase descendente do piscar, amplitude maxima atingida pela palpebra e duracdo do
movimento descendente. O piscar reflexo teve maior amplitude e maior velocidade que o piscar espontaneo. Foi encontra-
da uma boa correlagdo linear entre amplitude e velocidade tanto no piscar espontaneo (r=0,85) como no reflexo (r=0,80).

Pela primeira vez € citado na literatura um parametro teérico que representa a forga contratil do musculo orbicular do
olho e reflete 0 momento em que esse musculo cessa sua atividade. Ele ocorreu quando a palpebra ja tinha percorrido em
torno de 70% do tempo gasto para a palpebra atingir sua amplitude maxima, tanto nos movimentos espontaneos como nos
reflexos.

Os resultados indicam que os movimentos de piscar espontaneos e reflexos sdo muito bem ajustados pelo modelo
acelerado/oscilatério harmdnico amortecido.

Ortopedia, Traumatologia e Reabilitacao
ESTUDO COMPARATIVO ENTRE METODOS DE I\[IENSURAGAO DA CURVATURA
ESCOLIOTICA: RADIOGRAFICO, FOTOGRAMETRICO E ESCOLIOMETRICO

Daniel Martins Coelho
Orientadora: Prof* Dr* Anamaria Siriani de Oliveira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/07/2009

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar as confiabilidades intra e inter-examinadores, correlacionar os valores
obtidos na avaliaciio escoliométrica e da avaliacdo fotogramétrica com os valores do angulo de Cobb obtidos
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radiograficamente e avaliar a sensibilidade, especificidade com diferentes valores de referéncia para o diagndstico da
escoliose idiopatica usando o escoliémetro e a fotogrametria. Materiais e Métodos: Foram selecionados 32 pacientes com
escoliose idiopatica e 32 pacientes com curvas menores que 10° Cobb. Por meio de palpacéo foram localizados os proces-
sos espinhos de T1 a L5. Com flexdo anterior de tronco foi realizada a avaliagdo escoliométrica dos 17 niveis de cada
voluntério. Em 42 dos voluntérios, esta avaliacao foi realizada trés vezes por dois examinadores para prover os dados do
calculo das confiabilidades. O angulo de desvio lateral da coluna foi obtido pela analise da imagem fotografica obtida com
o paciente em posi¢do ortostatica. Um segundo registro fotografico foi realizado apds o paciente sair da posi¢do do
primeiro registro e ser reposicionado. Foram obtidas dos voluntarios radiografias antero-posteriores para a mensuracao
do angulo de Cobb. Foi correlacionado o valor do angulo de Cobb com o maior valor de rotacio do tronco e com o desvio
lateral da coluna. A anélise de sensibilidade e especificidade foi realizada utilizando como valor de referéncia radiografica
10° Cobb e valores entre 5° e 10° de rotagdo axial do tronco para a avaliacio escoliométrica e valore de 7°, 8°,9°, 10°e 15°
de desvio lateral da coluna na avaliac@o fotogramétrica. Resultados: Foi encontrado excelente confiabilidade intra-exami-
nador e valores muito bons de confiabilidade inter-examinadores (0,92 e 0,89) das medidas da escoliometria e excelente
valor de confiabilidade intra-examinador (0,97) das medidas da fotogrametria. A correlac@o entre a andlise escoliométrica e
radiogréfica foi considerada boa (r=0,7) assim como a correlagio entre a fotogrametria e a radiografia (r=0,75). O maior valor
de sensibilidade foi para 5° de rotac@o de dorso sendo de 87% da avaliacdo escoliométrica enquanto que para avaliagdo
radiogréfica foi de 7° de desvio lateral da coluna sendo a sensibilidade de 84%. Conclusées: A avaliacio escoliométrica e
a avaliac@o fotogramétrica mostraram boa correlacido com a avaliagdo padrao-ouro, além de serem um método confiavel
intra e inter-avaliadores e sensiveis para deteccio de curvaturas maiores que 10° Cobb considerando valor de referéncia
de 5° na avaliac@o escoliométrica e 7° para a avalia¢do fotogramétrica.

ADAPTAGOES AUTONOMICAS CARDIACAS NAO LINEARES EM RELAGAO AO
VOLUME DIARIO DE TREINAMENTO FiSICO AEROBIO

Janaina Espigares Sant’Ana
Orientador: Prof. Dr. Hugo Celso Dutra de Souza
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/08/2009

Objetivo: O presente estudo investigou em ratos a influéncia de especificos volumes didrios de exercicio fisico
aerébio sobre as adaptacdes autondmicas cardiovasculares avaliadas sob diferentes enfoques. Material e Métodos: Os
animais foram divididos em quatro grupos: Grupo Sedentario e grupos treinados por meio da natacéo durante 15 (T15"), 30
(T30") e 60 (T60") min/dia durante 10 semanas. Resultados: Todos os grupos treinados apresentaram redug¢ao similar na
frequéncia cardiaca (FC) intrinseca. Somente os grupos T30' e T60" apresentaram aumento do componente autondémico
vagal na determinacido da FC basal. A andlise espectral da FC mostrou que os grupos, T30’e T60', tinham similares
redugdes nas oscilagdes de baixa-frequéncia (0.20-0.75Hz) e similares aumentos nas oscilacdes de alta-frequéncia (0.75-
2.5Hz), entretanto somente em unidades normalizadas. Os grupos T30’e T60' tiveram aumentos na sensibilidade barorreflexa
somente para as respostas taquicdrdicas, e quando comparados, o grupo T30' apresentou o maior ganho. Somente o grupo
T30'" apresentou aumento na expressdo do RNA mensageiro (RNAm) dos receptores cardiacos beta -adrenérgicos em
relacdo ao grupo Sedentério. Por sua vez, todos os grupos treinados apresentaram aumento na expressdo do RNAm dos
receptores beta -adrenérgicos em relagdo ao grupo Sedentdrio, entretanto, quando comparados, o grupo T30' apresentou
a maior expressdo. Conclusao: Somente os maiores volumes de treinamento fisico promoveram adaptagdes autondmicas
cardiacas sob todos os parametros avaliados, entretanto essas adaptagdes ndo foram lineares. Por fim, as razdes pelas
quais o grupo Treinado 30' apresentou as maiores respostas adaptativas autondmicas ndo sdo conhecidas. Nesse sentido,
serdo necessarios estudos adicionais para identificar os mecanismos responsaveis por esses achados.

AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DA REPARAGAO DO TENDAO CALCANEO APOS SECCAO
PERCUTANEA PARA A CORRECAO DO EQUINO RESIDUAL DO PE TORTO CONGENITO IDIOPATICO

Daniel Augusto Carvalho Maranho
Orientador: Prof. Dr. José Batista Volpon
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 14/08/2009

A maioria dos casos de pé torto congénito tratados pelo método de Ponseti requer a seccdo do tenddo calcaneo
para correcdo do equino residual. Evidéncias clinicas sugerem que hi completa cicatrizacao entre os cotos tendineos, mas
este processo reparativo ainda nao foi suficientemente estudado. Esta investigacio teve como objetivo avaliar o processo
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de reparacdo que ocorre apds a seccdo percutinea do tendao calcaneo para a corre¢do do equino residual no pé torto
conggénito idiopatico tratado pelo método de Ponseti. Por meio de estudo prospectivo, foram analisadas 37 tenotomias em
26 pacientes com pé torto congénito idiopatico tratados pelo método de Ponseti, com seguimento minimo de um ano apés
a seccdo. A tenotomia foi realizada percutaneamente com agulha biselada de grosso calibre, sob sedagio e anestesia local.
O exame ultrassonografico foi feito logo apds a secgdo tendinea para assegurar que ela tenha sido completa e mensurar o
afastamento entre os cotos. A reparagao foi estudada por meio da ultrassonografia realizada trés semanas, seis meses e um
ano apds a tenotomia. A ultrassonografia, realizada imediatamente apds o procedimento, mostrou que, em alguns casos,
feixes tendineos residuais persistiam entre os cotos, mas foram completamente seccionados, em seguida, sob controle
ultrassonografico. Houve afastamento médio de 5,65 mm + 2,26 (2,3 a 11,0 mm) entre os cotos tendineos logo apds a
seccdo. Em um caso ocorreu sangramento maior que o habitual, que foi controlado com pressao local e ndo provocou
interferéncia no tratamento. Apés trés semanas, a ultrassonografia mostrou regeneragio tendinea com preenchimento do
espagcamento entre 0s cotos por tecido hipoecoico com ecotextura irregular e com restituicdo da continuidade entre os
cotos demonstrada dinamicamente pela transmissdo de movimentos do misculo triceps sural para o calcanhar. Seis meses
apos a tenotomia, o exame ultrassonografico evidenciou que o tecido de reparagio apresentava ecotextura de aspecto
fibrilar e, quando comparado ao tenddo normal, havia leve ou moderada hipoecogenicidade e espessamento cicatricial. Um
ano apos a tenotomia, o exame ultrassonografico mostrou estrutura fibrilar na regido de reparagcdo, com ecogenicidade
semelhante ao tenddao normal, mas ainda apresentando espessamento tendineo cicatricial. Em termos gerais, ocorreu
rapida cicatrizac@o apds a sec¢@o percutanea do tenddo calcaneo, que restabeleceu a continuidade entre os cotos. Ao final
do periodo de observacido, o tecido de reparacdo tendinea apresentou aspecto ultrassonografico semelhante ao lado
normal, exceto por leve espessamento, o que sugere um mecanismo de reparacao predominantemente intrinseco.

TERAPIA A LASER DE BAIXA INTENSIDADE NA REGENERAGAO DE
NERVO ISQUIATICO DE RATOS APOS ESMAGAMENTO

Alexandre Marcio Marcolino
Orientadora: Prof®. Dr". Marisa de Céssia Registro Fonseca
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/09/2009

As lesdes nervosas periféricas ocasionam grandes disfungdes nos segmentos acometidos, resultando em déficits
sensitivos e motores do trajeto inervado. Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito do laser de baixa intensidade na
melhora funcional da marcha de ratos ap6s esmagamento do nervo isquiatico. Foram utilizados 36 ratos divididos aleato-
riamente em quatro grupos: Grupo 1 sham, grupo 2 irradiado com fluéncia de 10 J/cm?, o grupo 3 com fluéncia de 40 J/cm?
e grupo 4 fluéncia de 80 J/cm?, por 21 dias consecutivos, utilizando o laser 830 nm (AsGaAl). A leséo por esmagamento do
nervo isquiatico foi obtida pela aplicacdo de uma carga de 5000g por dez minutos, com o dispositivo portitil de peso morto.
Os quatro grupos foram avaliados pelo “Indice Funcional do Cidtico” (IFC). Para analise do IFC as pegadas foram
coletadas no pré-operatério, 7°, 14° e 21° dias pds-operatdrio, sendo que, os resultados obtidos foram avaliados pelo
modelo linear de efeitos mistos. Os resultados do IFC foram significantes quando comparados o grupo sham com os
grupos 3 (40 J/cm?) e o grupo 4 (80 J/cm?) no 14° dia, p<0,01. No 7° e 21° dia pés-operatério nido houve diferenca entre os
grupos, exceto quando comparado o grupo irradiado com 40 J/cm? e o grupo sham. Na avalia¢do intra-grupos houve
diferenca estatistica entre todas as semanas avaliadas (p<0,01). Os animais irradiados apresentaram melhora no padrio da
marcha, demonstrada pelos valores do IFC nos periodos iniciais, porém, ao final das trés semanas, houve uma recuperagio
similar entre os grupos. A laserterapia de baixa intensidade mostrou ser eficaz no estimulo da aceleracdo do processo de
regeneragdo nervosa apds esmagamento do nervo isquidtico de ratos. Quando comparadas as fluéncias utilizadas, os
grupos irradiados com 40 J/cm? e 80 J/cm? mostraram ser mais eficazes na recuperagio funcional da marcha dos ratos, do
que o grupo irradiado com 10 J/cm?.

EFEITO COMPARATIVO DO COMPRIMENTO DE ONDA (660 E 830 NM) DA TERAPIA A LASER DE
BAIXA INTENSIDADE NA REABILITACAO DO NERVO ISQUIATICO EM RATOS

Rafael Inacio Barbosa
Orientadora: Prof*. Dr". Marisa de Cassia Registro Fonseca
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 11/09/2009

Os nervos periféricos sdo estruturas que ao sofrerem lesdes podem originar incapacidades motoras e sensitivas
importantes. Diversos estudos tém utilizado recursos terapéuticos com o objetivo de promover a regeneragdo nervosa
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precoce, dentre eles estd o laser de baixa intensidade. A utilizagcdo do laser de baixa intensidade ndo apresenta um
consenso quanto a metodologia proporcionando conclusdes controversas. O objetivo desse estudo foi investigar através
da avaliag@o funcional o efeito comparativo do comprimento de onda da terapia a laser de baixa intensidade (660 e 830 nm)
na regeneragdo do nervo isquidtico ap6s esmagamento. Foram utilizados 27 ratos (Wistar) submetidos a lesdao do nervo
isquidtico divididos em 3 grupos: grupo 1 (sham) , grupo 2 foi submetido ao laser (AsGaAl, 660 nm, 10J/cm2, 30mW e
0,07cm?2) e o grupo 3 foi submetido ao laser (AsGaAl, 830 nm, 10J/cm2, 30mW e 0,07cm?2) por 21 dias no local da lesao. Para
a avaliacio funcional foi utilizado Indice Funcional do Ciatico (IFC) no pré-operatrio, 7°, 14° e 21° dias pés-operatério. A
comparacao entre o IFC apresentou diferenga quando comparado o grupo 2 em relacio aos outros. Na mostra analisada
podemos verificar que a utilizagdo do laser 660 nm foi eficaz na recuperagéo funcional dos grupos estudados e o laser 830
nm apresentou similaridade com o sham.

PATOLOGIA EXPERIMENTAL

A ASSOCIAQAO ENTRE A DISCRETA ATIVAGCAO DO NF-KB COM A APOPTOSE DE
CELULAS ENTRELADAS HEPATICAS NA FIBROSE ESQUISTOSOMOTICA HUMANA

Mariana Mendes Braz
Orientadora: Prof®. Dr*. Leandra Ndira Zambelli Ramalho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/07/2009

Este estudo objetivou comparar a ativagao do fator nuclear Kappa-B (NF-kB) na fibrose esquistossomotica e na
cirrose induzida pelo virus da hepatite C, além da relagio desta ativagdo com a populagdo de células estreladas hepéticas
(CEH). CEH foram avaliadas pela imuno-histoquimica para c-actina de musculo liso (a-SMA) em bidpsias hepaticas de
pacientes com fibrose esquistossomoética (n=40), cirrose induzida pelo virus da hepatite C (n =20), e de controles normais
(n =20). A marcacgdo de CEH para NF-kB foi avaliada através da imuno-histoquimica, para NF-kB p65, e pela técnica
Southwestern-histoquimica, para o complexo NF-kB ativado. A apoptose de CEH foi determinada pelo método de TUNEL.
O ntimero de CEH positivas para o-SMA e NF-kB, ativado foi maior na cirrose que na fibrose esquistossomotica e no
figado normal. Por outro lado, foi detectado um aumento da apoptose de CEH e de expressdo do NF-kB p65 na fibrose
esquistossomotica em relacio aos figados cirréticos e normais. Estes resultados mostraram uma possivel associacao entre
a pouca ativacio do complexo NF-kB com o aumento da apoptose de CEH na fibrose esquistossomdtica, ocorrendo a
reducdo do nimero de CEH quando em comparagdo com a cirrose. Este evento pode ser relacionado a discreta resposta
inflamatéria induzida pelos ovos do parasita, em contraste com o evidente processo necro-inflamatério observado na
cirrose hepdtica. Além disso, a associacdo da ativacido de NF-kB com o aumento de CEH pode constituir um alvo terapéu-
tico para reprimir a fibrogénese hepatica, embora mais estudos sejam necessarios para garantir a maior compreensao deste
fendmeno.

EFEITOS DA VARIACAO DE FREQUENCIA E INTENSIDADE DE EXERCICIO FiSICO EM
BIOMARCADORES DE CARCINOGENESE COLONICA EXPERIMENTAL, NA EXPRESSAO
DE CICLOOXIGENASE-2 E EM PARAMETROS SERICOS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Tassiana Marini
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Britto Garcia
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/07/2009

O risco de desenvolver cancer de célon é reduzido por apropriados niveis de exercicio fisico. No entanto, os efeitos
da variagio de frequéncia e intensidade do exercicio sdo poucos conhecidos. Nosso objetivo foi de analisar os efeitos de
diferentes frequéncias e intensidades de exercicio na carcinogénese do célon em ratos tratados com 1-2 dimetil-hidrazina
(DMH). Ratos Wistar machos foram divididos 5 grupos com 18 animais em cada grupo: Grupo sedentario (S), exercicio
episddico leve (EL), exercicio episddico intenso (EI), exercicio treino leve (TL), exercicio treino intenso (TI). Cada um
desses grupos foi subdividido em grupo com injec@o de 1-2-dimetilhidrazina (D) e grupo sem tratamento (controle). O
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exercicio foi realizado por natacdo 60 minutos e 20 minutos um dia na semana (exercicio episddico) e 5 dias na semana
(exercicio treino), durante 8 semanas. Apds o sacrificio, o soro foi coletado para andlise do estresse oxidativo (malondialdeido-
MDA, glutationa reduzida-GSH, vitamina E). O c6lon distal foi processado para avaliar a formacao de focos de criptas
aberrantes (FCA), a imunoistoquimica para avaliacdo da proliferagdo celular (através do PCNA) e a expressdo da ciclooxi-
genase-2 (COX-2). Quando comparado ao grupo SD, o nimero de FCA foi diminuido no grupo TLD; e os grupos de
exercicio TLD, ELD e EID apresentaram uma atenuagio do aumento da proliferacio celular induzida pelo DMH e apenas o
grupo TLD apresentou atenuagdo da expressdo de COX-2. Os niveis séricos de GSH foram reduzidos em todos os grupos
que praticaram exercicio fisico sem o tratamento com DMH, exceto o grupo TI. Os niveis de MDA foram diminuidos no TL,
e os niveis de vitamina E apresentaram redu¢@o no EID quando comparado com o TID. N6s concluimos que (1) o exercicio
treino leve foi altamente efetivo na redugdo nos biomarcadores da carcinogénese de célon e isso pode ser devido a
atenuacdo da expressao de ciclooxigenase-2 no célon e ndo ao estresse oxidativo sistémico; (2) o exercicio episddico pode
exercer um efeito anti-carcinogénico.

Saude da Crianca e do Adolescente

A PERIODONTITE MATERNA COMO FATOR DE RISCO PARA NASCIMENTO PRE-TERMO

Margarete Aparecida Meneses de Almeida
Orientadora: Prof®. Dr*. Heloisa Bettiol
Tese de Doutorado apresentada em 28/08/2009

Introducao: O nascimento de recém-nascidos pré-termo € considerado um grave problema de saide publica, apre-
sentando etiologia multifatorial. A inflamag&o causada por infec¢do materna de varias origens € apontada como um fator
associado a esse desfecho. O papel da periodontite como fator de risco independente para parto pré-termo ainda é
controverso, em parte devido as diversas formas de classificagdo da doenca. Objetivo: avaliar a associacdo de periodontite
materna com o nascimento de criangas pré-termo (PT), levando-se em conta formas diversas de classificacido da doenca,
no municipio de Aracaju, SE. Métodos: estudo do tipo caso-controle aninhado dentro de um estudo de uma coorte de
nascimentos ocorridos entre marco e julho de 2005, que incluiu 4510 nascidos vivos de parto tnico hospitalar de maes
procedentes da regido metropolitana de Aracaju, SE, Brasil. Foi aplicado um questiondrio estruturado as puérperas, com
informagdes sobre condi¢des demograficas, sdcio-econdmicas, comportamentais, histéria sexual/reprodutiva, atengio
médica na gestagdo/parto. A amostra do estudo de caso-controle aninhado compreendeu 350 puérperas, das quais 202
tiveram partos a termo (= 37 semanas de gestagdo) e 148 partos pré- termo (< 37 semanas). A periodontite materna foi
definida utilizando-se dois critérios, um exclusivamente com perda de inser¢ao clinica (PCI), e outro combinando PCI com
a presenga de bolsa periodontal (BP). A classificag¢do exclusivamente com PCI incluiu defini¢des combinando as extensoes
de 10%, 20% e 30% com limites de perda de inser¢d@o variando de 3 a 6 mm. A classificacdo que incluiu BP foi definida por
presenga de bolsa peridontal de pelo menos 4mm e perda de inser¢do varidvel de 3 a 5 mm e niimero de dentes envolvidos
de 3 a5. O modelo final de regressdo logistica multipla, tendo o nascimento PT como varidvel resposta, foi construi do com
as variaveis logistica bivariada (o0 = 0,05) e também varidveis reconhecidas como fatores de confusdo. Foram testadas
interagdes plausiveis entre periodontite e idade da mae e nimero de gestacdes na ocorréncia de parto PT. Resultados: A
analise multivariada evidenciou que nio foi possivel observar associago estatisticamente significativa entre periodontite
e prematuridade quando a defini¢io de periodontite incluiu a presenca de bolsas periodontais. Quando a defini¢ao utilizou
exclusivamente PIC a periodontite se mostrou estatisticamente associada a prematuridade somente entre mulheres na
primeira gesta¢do completa. Entre estes individuos houve tendéncia de menor ocorréncia de periodontite entre casos do
que controles (embora ndo estatisticamente significativa) para a defini¢ao que incluia 10% dos sitios = 4mm de PIC (Odds
Ratio, OR:0,83; Intervalo de Confianca 95%, IC 95%: 0,37 - 1,82). No entanto, a partir desta gravidade a periodontite passou
a ter maior ocorréncia entre casos, sendo estatisticamente significativa a partir da defini¢do de 20% de sitios com = Smm
(OR 7,20;95% 1C 2,02 - 30,91). Conclusao: Observou-se tendéncia de associacao entre a periodontite materna e o nasci-
mento de criangas pré-termo, principalmente quando a doenga periodontal apresentou maior gravidade e extensao, e na
primeira gestacdo. Observou-se associagdo entre a periodontite materna e o nascimento de criangas pré-termo, apenas
entre mulheres na primeira gestacdo com mais de 20% dos sitios com perda de inser¢do = Smm.
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TABAGISMO MATERNO DURANTE A GESTAGAO E CEFALEIA CRONICA NA IDADE ESCOLAR

Carlos Eduardo Fabbri
Orientador: Prof. Dr. Marco Antonio Barbieri
Tese de Doutorado apresentada em 09/09/2009

Introducao: Diversos fatores como alimentos, alcool, tabagismo, obesidade e fatores sociais podem interagir com
a predisposicdo genética de alguns individuos resultando em cefaléia. . Alguns desses fatores sdo conhecidos na infancia,
porém nada se sabe sobre a associacdo da cefaléia cronica que se inicia na idade escolar com o tabagismo matemo.
Objetivo: Estudar a associaco da cefaléia cronica observada na idade escolar com o tabagismo matemo durante a gravidez
e outros fatores de risco, em duas coortes de escolares. Casuistica e Métodos: Estudo prospectivo de coorte de recém
nascidos de parto tinico de Ribeirdo Preto em 1994 e em Séao Luis 1997/98. Em 2004 filhos e méaes foram re- entrevistados.
Definiu-se os critérios para classificagcdo da cefaléia cronica (varidvel resposta), o tabagismo matemo (variavel indepen-
dente) e outras varidveis de confundimento. Calculou- se as suas respectivas prevaléncias. Por analise de regressdo de
Poisson definiu-se os fatores de risco a ela associados. Resultados: A prevaléncia da cefal€ia cronica entre os escolares
de ambos os sexos foi 28,4 % e 13,2% em Ribeirdo Preto e Sdo Luis. O principal fator de risco foi o tabagismo matemo
durante a gestagdo RR=1,47 (1,08-2,0) ¢ 2,38 (1,10-5,15), respectivamente. Os demais fatores foram: sexo feminino RR=1,39
(1,08-1,79), apertar os dentes RR=1,43 (1,10-1,9), pressdo i arterial alterada RR=1,39 (1,04-1,85), escore de dificuldade geral
alterado (SDQ) : Limitrofe IRR=1,44 (1,0-2,10), Anormal: RR=1,78 (1.32- 2.39) para Ribeirio Preto, e 0 mesmo escore para Sao
Luis: Limitrofe RR=1,84 (0.97-3,48), Anormal: RR=2,29 (1,36-3,85), e Escolaridade Materna 8-11 anos: RR=1.57(1.04-2,37), >
12 anos: RR=2,901 (1,23-6,870). Conclusdes: O tabagismo matemo durante a gestagdo foi fator de risco para cefaléia
cronica na idade escolar. Também foram fatores de risco em Ribeirdo Preto o sexo feminino, o apertar I os dentes, e a
alteracéo do escore SDQ, sendo este também um fator de risco em Sao Luis juntamente com a escolaridade materna 8-11
anos e = anos ao nascimento.

Saude Mental

REATIVIDADE A DOR, TEMPERAMENTO E COMPORTAMENTO NA TRAJETC')RIA DE DESENVOLVIMEN-
TO DE NEONATOS PRE-TERMO ATE A FASE PRE-ESCOLAR

Vivian Caroline Klein
Orientadora: Prof®. Dr®. Maria Beatriz Martins Linhares
Tese de Doutorado apresentada em 15/09/2009

O nascimento prematuro € um fator de risco para problemas de auto-regulagdo e comportamento em criangas. O
temperamento se relaciona a processos de auto-regulacio e desempenha papel relevante na trajetoria de desenvolvimen-
to. A presente Tese reune trés estudos sobre uma amostra total de 38 neonatos pré-termo que foram acompanhados
longitudinalmente. O Estudo 1 teve por objetivo verificar se a reatividade e recuperacdo a dor e estresse no periodo
neonatal seriam preditoras do temperamento em 38 criangas nascidas pré-termo, nas fases dos trés primeiros anos e pré-
escolar. A coleta de dados da reatividade e recuperagio foi realizada em uma sessao de observagio sistematica durante
procedimento doloroso de rotina. A atividade facial dos neonatos foi analisada de acordo com o Neonatal Facial Coding
System. Registrou-se a frequéncia cardiaca e os estados de vigilia e sono, de acordo com a Behavioral State Scale. As maes
foram entrevistadas para avaliar o temperamento da crianga por meio do Early Childhood Behavior Questionnaire
(ECBQ), nos trés primeiros anos, € do Children's Behavior Questionnaire (CBQ), na fase pré-escolar. Foram realizadas
analises de regressio para verificar se os indicadores de reatividade e recuperagio, assim como a idade gestacional, o risco
clinico neonatal e a quantidade de exposi¢ao a dor, seriam preditores do temperamento. Verificou-se que maior reatividade
a dor na fase neonatal foi preditora de dimensdes do temperamento com mais afeto negativo e impulsividade e menos
sociabilidade na fase dos trés primeiros anos. O Estudo 2 teve por objetivo verificar o efeito de varidveis neonatais e do
temperamento, avaliado na fase dos trés primeiros anos, na predi¢cio do temperamento e dos problemas de comportamento
posteriormente na fase pré-escolar, em 21 criangas nascidas pré-termo. O temperamento foi avaliado por meio do ECBQ e
do CBQ e os problemas de comportamento por meio do Child Behavior Checklist (CBCL). As andlises de regressdao
indicaram que menor peso ao nascimento foi preditor de temperamento com mais afeto negativo e de problemas de
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comportamento na fase pré-escolar. Houve continuidade homotipica do fator afeto negativo e da dimensdo controle
inibitério entre as duas fases avaliadas. O Estudo 3 teve por objetivo avaliar 32 criancas nascidas pré-termo quanto ao
temperamento e aos problemas de comportamento, na fase dos trés primeiros anos, em comparagio com criangas nascidas
a termo. O temperamento e os problemas de comportamento foram avaliados por meio do ECBQ e do CBCL. Foram
realizadas comparacdes entre grupos por meio do teste ¢ de Student. Em relacio ao temperamento, quando comparadas as
criancas a termo, as criancas nascidas pré-termo apresentaram temperamento com mais sensibilidade perceptual, prazer
com estimulos de alta intensidade e ativagd@o motora e menos aconchego ao cuidador. Em relagdo ao comportamento, estas
apresentaram mais problemas de atencdo em relagdo as criancas a termo. Os achados principais dos trés estudos em
conjunto demonstram que as varidveis neonatais tém influéncia tanto no temperamento quanto no comportamento de
criancas nascidas pré-termo. A reatividade biocomportamental & dor avaliada nos neonatos pré-termo consiste em um
precursor de processos de auto-regulaciao desenvolvimentais expressos no temperamento, o qual foi preditor de proble-
mas de atencdo na fase pré-escolar.

AGENTES COMUNITARIOS DE SAUDE: EXPECTATIVAS E CRENGCAS ACERCA DO USO DE ALCOOL

Emmanuelle Silva Tavares Sobreira
Orientador: Prof. Dr. Erikson Felipe Furtado
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 16/09/2009

O uso de dlcool € um grave problema de satde publica, sendo necessaria a implantagao de estratégias na atencdo
basica de satide que atuem na prevencao das consequéncias geradas por este problema. Este trabalho se propos verificar
se as expectativas e as crencgas em relacdo ao uso de dlcool entre agentes comunitdrios de saude estdo associadas a
prontiddo para aplicagio das Estratégias de Diagnéstico e Intervengdes Breves (EDIB). Para tal foi realizado um estudo do
tipo observacional, transversal sobre uma amostra de 149 agentes comunitarios de saide, provenientes das equipes de
atencdo bésica daregido de Ribeirao Preto, que participaram de treinamentos em EDIB do Programa de Acdes Integradas
para Prevengio e Atengio ao Uso de Alcool e Drogas na Comunidade (PAI-PAD) no periodo de 2003 a 2006. Os dados
foram coletados a partir de um Caderno de Questdes aplicados antes dos treinamentos em EDIB. Desse caderno foram
utilizados: IECPA para avaliar as expectativas e crengas pessoais a cerca do dlcool; Questiondrio para profissionais da
ateng¢do primdria sobre prdticas relacionadas ao uso de dlcool e drogas, desenvolvido pela OMS, para investigar
crengas, praticas e conceitos sobre a auto-eficicia na prevengao do uso de risco de dlcool. Este instrumento € composto
por trés partes e para o presente trabalho foram selecionadas algumas questdes da terceira parte. Para avaliar a prontidao
dos agentes comunitarios de satde para aplicar as EDIB foi utilizado o Questiondrio de prontiddo para mudanga (RTC).
Também foi utilizado um Questiondrio socio-demogrdfico para informagdes socio-demograficas e caracteristicas da equi-
pe. A partir das andlises foram obtidos os seguintes resultados: Os ACS apresentaram uma média no escore total do IECPA
de 88,7 (DP=40,9). Os 12,8% dos ACS que foram identificados com alta expectativa e consequente risco de ser ou vir a ser
dependente de dlcool obtiveram uma média no escore do IECPA de 177,1 DP =42,8). Ao responderem o Questiondrio para
profissionais da atengdo primdria sobre prdticas relacionadas ao uso de dlcool e drogas, a maioria dos ACS apresentou
crengas e atitudes positivas no que diz respeito a detec¢do e a intervencdo no uso abusivo de dlcool. Cerca de 74% dos
ACS estavam em pré-contemplac@o no que se refere a prontiddo para aplicagdo das EDIB. Foi encontrada correlacéo entre
o IECPA e 0 RTC (Correlagdo de Spearman, r = -0,178; p=0.03) sugerindo que as expectativas positivas com relacdo ao
alcool podem influenciar a prontiddo para aplicacio das EDIB, ou seja, a predisposi¢io para realizar prevencao e promogao
de satde. Além disso, foi verificado que hd uma tendéncia das expectativas diminuirem com o aumento da idade (Correla-
¢do de Spearman, r=- 0, 166; p=0,04), sendo encontrado escore no IECPA maior para os ACS com < 30 anos (Nonparametric
Chi-Square, value= 7,8; p=0,02). Deste modo, podemos concluir que, para que ocorra mudan¢a no comportamento do
individuo no que diz respeito a saide, é preciso que, tais mudangas estejam associadas a fatores como crengas, expecta-
tivas e valores que cada sujeito apresenta sobre os possiveis problemas de saide que possam ocorrer. Sugere que ocorre
uma reducdo da prontiddo para atitudes preventivas a medida que as expectativas positivas acerca do dlcool estdo
aumentadas, assim como quanto mais novo for o ACS maiores serdo essas expectativa e menor serd sua disposi¢do para
aplicacdo das EDIB.Também se pode inferir que é necessario cuidar da satide destes profissionais para que os mesmos
possam atuar de forma eficaz na promocao de saide e prevengao de doencas.
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SAUDE NA COMUNIDADE

O PROCESSO DE IN:I'ERAQAO SOCIAL NA INCLUSAO~ESCOLAR DE CRIANCAS COM
SINDROME DE DOWN EM EDUCACAO INFANTIL

Patricia Pafaro Gomes Anhéo
Orientador: Prof. Dr. Jair Licio Ferreira Santos
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/08/2009

A atualidade do tema inclus@o escolar na rede publica de ensino traz a tona uma série de discussdes pertinentes e
constituintes deste novo paradigma social, principalmente para as criangas com Sindrome de Down, as quais t€ém seu
processo de desenvolvimento cada vez mais estudado. Pesquisas tém demonstrado as consequéncias do processo de
inclusdo junto a esta populac@o. O objetivo geral desta Dissertagdo € verificar e analisar quali-quantitativamente como se
d4 o processo de interacdo social de criangas com Sindrome de Down e criancas com desenvolvimento tipico, na rede
regular de educag@o infantil do municipio de Ribeirdo Preto. Os participantes foram criangas com Sindrome de Down, na
faixa etaria de trés a seis anos, que ja frequentaram o setor de estimulacio precoce da Apae de Ribeirdo Preto, e criangas
com desenvolvimento tipico que frequentavam as mesmas salas dos pares com Sindrome de Down, também na faixa etaria
de trés a seis anos. As filmagens foram analisadas quali-quantitativamente, por meio de categorias que identificaram o
processo de interacdo social desta crianga junto aos seus pares, em ambiente escolar. Os resultados apontam que, de
maneira geral, ndo foram observadas diferencas significativamente relevantes entre os comportamentos apresentados
pelo grupo de estudo, composto por criangas com Sindrome de Down, e pelo grupo comparado, composto por criangas
com desenvolvimento tipico. Os comportamentos que apresentaram diferenga significativa foram: “Estabelece contato
inicial com outras pessoas” (p=0,017) e “Imita outras criancas” (p=0,030). O grupo de estudo apresentou maior frequéncia
do comportamento “Imita outras criancas” quando comparado ao grupo de criancas com desenvolvimento tipico. Ja o
grupo comparado apresentou maior frequéncia do comportamento “Estabelece contato inicial com outras pessoas” quan-
do comparado ao grupo de criangas com Sindrome de Down, demonstrando um déficit das habilidades sécias assertivas
e mostrando que as habilidades sociais passivas estdo mais presentes neste grupo de criangas. O estudo concluiu que nos
comportamentos observados e de acordo com a faixa etdria estudada, o grupo de criancas com Sindrome de Down
abordado, ndo apresentou caracteristicas de interagdo social muito diferentes das criancas com desenvolvimento tipico
estudadas. Reforcando a importancia do processo de inclusio escolar desta populag@o.

CONSUMO DE ADOCANTES E PRODUTOS DJETETICOS POR INDIVIDUOS COM Diabetes mellitus
TIPO 2, ATENDIDOS PELO SISTEMA UNICO DE SAUDE EM RIBEIRAO PRETO - SP

Paula Barbosa de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Laércio Joel Franco
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/08/2009

Devido as suas complicacgdes cronicas, o diabetes mellitus (DM) apresenta impacto considerdvel como problema
de satude publica pela morbidade, mortalidade e custos no seu tratamento. Para obter um bom controle metabdlico, a
educagdo alimentar € um dos pontos fundamentais no seu tratamento. O uso de adocantes e alimentos dietéticos é
importante para as pessoas com DM, apesar de serem dispensdveis na alimentacio. Este setor cresceu nos tltimos anos
e atualmente 35% dos lares brasileiros consomem algum tipo de produto light ou diet. Diante das dificuldades e do pouco
conhecimento dos individuos com DM sobre o uso destes produtos, verificou-se a necessidade de coletar informacdes
sobre o assunto para subsidiar programas educativos. Este estudo tem como objetivo analisar o consumo de adogantes e
produtos dietéticos por individuos com diabetes tipo 2 (DM2), atendidos pelo Sistema Unico de Satide em Ribeiro Preto-
SP. Os dados foram obtidos por meio de um questionario envolvendo variaveis s6ciodemogréficas, clinicas, relacionadas
a habitos alimentares e ao uso de produtos dietéticos e adogantes, aplicado em uma amostra de 120 pacientes, sendo 60 do
sexo feminino e 60 do sexo masculino, estratificados em adultos e idosos. Metade da amostra foi entrevistada no Centro
de Satide Escola da FMRP-USP (nivel secundario de atendimento) e a outra metade nos Nucleos de Satde da Familia (nivel
primério de atendimento), vinculados a FMRP-USP, apds concordancia em participar do estudo e assinatura do termo de
consentimento. As andlises foram realizadas com ajuda do software Epi-Info e consistem na descri¢do das varidveis de
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interesse, com realizacao de comparagao, entre sexos, faixa etaria e nivel de atendimento (primario e secundario). Aplicou-
se o teste exato de Fisher e fixou-se o valor de p em 0,05. A média de idade dos entrevistados foi de 63,1 (+ 10,5) anos e a
duragdo do diagnéstico médio de DM de 9,8 (+ 8,6) anos. Os resultados encontrados mostram que a maioria apresentou
sobrepeso ou obesidade. O uso de adogante € frequente na populacéo em estudo, com predominio do tipo liquido, e 0 uso
de produtos dietéticos € menor, porém significativo, com predominio dos refrigerantes. O diagndstico do DM foi determi-
nante para o uso de ambos e o critério de sele¢iio mais utilizado para os usuérios de adogante foi o sabor. E pequena a
porcentagem da populacdo estudada que sabe a diferencga entre produto diet e light, que tem o habito de ler o rétulo dos
alimentos e que se preocupa com a quantidade utilizada de adocante. Conclui-se que € uma necessidade a inclusdo de
informagdes sobre o uso adequado de adogantes e produtos dietéticos nas atividades assistenciais aos pacientes com
diabetes nos diversos niveis do Sistema Unico de Satde, levando em consideragio as caracteristicas educacionais da
populagdo assistida.

A DEFICIENC[A AUDITIVA NAS CIDADES ABRANGIDAS PELA DRS-6: CARACTERIZACAO DA
POPULACAO ATENDIDA NA DIVISAO DE SAUDE AUDITIVA DO HRAC- USP DE BAURU

Claudia Daniele Pelanda Zampronio
Orientador: Prof. Dr. Amaury Lelis Dal Fabbro
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/08/2009

A deficiéncia auditiva presente ao nascimento ou estabelecida na mais tenra idade interfere significativamente no
processo de desenvolvimento da crianga. Quando ocorre em uma pessoa adulta pode levar a um quadro de isolamento,
podendo torné-la dissociada da sua comunidade, limitando sua capacidade de atuar com independéncia e autonomia
perante a sociedade. Assim, qualquer distirbio no processo de audi¢cao normal, seja qual for sua causa, tipo ou severida-
de, constitui uma alteragio auditiva que pode e deve ser evitada, em beneficio da satide do individuo e da sociedade como
um todo.

Objetivo: Caracterizag@o da deficiéncia auditiva nos pacientes atendidos na Divisdo de Satide Auditiva (DSA), do
Hospital de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais (HRAC), Universidade de Sdo Paulo (USP), residentes nas 68 cidades
do estado de Sao Paulo abrangidas pelo Departamento Regional de Satide (DRS)-6, segundo algumas varidveis como: faixa
etaria, género, nivel socioecondmico, escolaridade, etiologia, grau e tipo da deficiéncia auditiva.

Métodos: Levantamento dos pacientes que iniciaram tratamento na DSA do HRAC/USP, no periodo 1998 a 2007,
residentes nas cidades abrangidas pelo DRS-6 e que tiveram diagnéstico audiolégico concluido em deficiéncia auditiva
em pelo menos uma orelha. Para melhor visualizagdo das caracteristicas da amostra estudada, os 692 sujeitos foram
separados em dois grupos, sendo um grupo da cidade de Bauru e outro das demais cidades da DRS-6.

Resultados: Nio houve predominio entre os géneros; a populagdo idosa representou um nimero significativo de
sujeitos quando comparada as demais faixas etdrias; a maioria dos sujeitos pertence a classe socioecondmica baixa.
Constatou-se que as principais etiologias encontradas em ambos os grupos foram: otite, otosclerose e presbiacusia.

Conclusdo: Conhecendo as caracteristicas de uma populagdo, outras pesquisas poderdo ser feitas e mudancas
realizadas para melhoria na qualidade do atendimento ao deficiente auditivo, principalmente quanto a precisao do diag-
néstico diferencial.
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