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BIOLOGIA CELULAR EMOLECULAR

PADRAO DE RESPOSTA IMUNE CELULAR E DOSAGEM DE IgE E PGE2 DURANTE A EVOLU-

CAO DA CANDIDIASE VAGINAL MURINA

Rosymar Coutinho de Lucas
Orientadora: Profa. Dra. Claudia Maria Leite Maffei
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 15/04/2008

Candidiase vulvovaginal € uma infeccio oportunis-
ta que acomete trés quartos das mulheres, pelo menos uma
vez durante sua vida reprodutiva. O agente etiolégico, em
85 a 90% dos casos sintomaticos, € a levedura Candida
albicans. O mecanismo de defesa utilizado pelo hospedei-
ro contra esse fungo envolve a atividade da resposta imu-
ne inata e adaptativa. Porém, o conhecimento exato sobre o
funcionamento do sistema imune local do trato genital fe-
minino ainda é obscuro. Foi proposto que a fisiopatogenia
dessa doenga envolva a produgdo de IgE, liberacdo de
histamina por mastdcitos e producido de PGE2, mas os ti-
pos celulares envolvidos na resposta imune nao estdo to-
talmente esclarecidos. A alta incidéncia de candidiase vul-
vovaginal e o aparecimento de quadros de recorréncia des-
sa patologia, mesmo apds tratamento com antifingicos, tém
estimulado a pesquisa de fatores que possam esclarecer a
patogenicidade desse fungo e o padrdo de resposta imu-
noldgica vaginal. Desta forma, os objetivos do nosso tra-
balho foram: avaliar, evolutivamente, em modelo murino de
candidiase, o padrao de resposta imunoldgica celular (mas-
tocitos, linfécitos T CD4 e CD8, e células dendriticas) e a
dosagem de IgE e PGE2 nesse tecido. Para isso, foi inocula-
da amostra de Candida albicans produtora de fosfolipase
e proteinase, indicando alto poder de viruléncia, na con-
centracdo de 1,5 x 10° células/mL, em camundongos fémeas
BALB/c tratadas com estradiol, trés dias antes da infecg@o.
Para o controle do experimento, foram utilizados grupos de
animais tratados ou néo tratados com estradiol, inoculados
com soro fisiolégico. Foi coletada a parede vaginal de 186
animais, nos tempos de 4hs, 8hs, 12hs, 24hs, 48hs, 120hs e
192hs. Esse material foi destinado a contagem de unidades
formadoras de colonia (UFC), a detec¢do de PGE2 e IgE por
ELISA e a realizag@o de cortes histoldgicos: parafinados
para coloracdo de hematoxilina-eosina, prata e azul de
toluidina e congelados para a realiza¢do de imunohistoqui-

mica visando a determinac@o das células envolvidas na res-
posta imune do tecido vaginal. Foi realizado ainda, o estu-
do do tecido infectado por microscopia eletronica de trans-
missdo e varredura.

Demonstrando a viabilidade do modelo experimen-
tal, a contagem de UFC foi positiva para todos os grupos,
em niveis crescentes com a evolugdo da infec¢do, e apds 24
horas, houve sempre o predominio do parasitismo sob a
forma de pseudohifas, com aumento de células infecciosas
na camada epitelial, sem invasdo de camadas mais profun-
das. Esses achados foram confirmados por microscopia ele-
tronica de varredura. Em qualquer tempo de infecgdo, os
anticorpos especificos utilizados ndo demonstraram a pre-
senga de células dendriticas e afluxo de linfécitos TCD4 e
TCDS para o tecido vaginal. Nos primeiros tempos de in-
feccdio foram observadas dosagens de IgE e PGE2 em ni-
veis semelhantes aos controles nao infectados. Em 12hs,
houve um pico de PGE2 que retornou ao nivel basal do
controle em 120hs, com nova exacerbagdo em 192hs, cor-
respondendo no histopatolégico a um aumento de levedu-
ras no tecido e presenga de inimeras pseudohifas. Para
IgE, foi observado sua elevagdo no tecido vaginal ap6s 48
horas de infec¢do, permanecendo esses niveis elevados
nos tempos posteriores, coincidente com a detec¢do de
mastdcitos degranulados na mucosa vaginal. Por conclu-
sdo, foi observado que a infeccdo experimental por C. albi-
cans é predominantemente decorrente do parasitismo em
forma de hifas e pseudohifas, envolvendo apenas a cama-
da queratinizada do epitélio escamoso estratificado da va-
gina, sem comprometimento das camadas submucosa ou
muscular, o que pode explicar o baixo impacto de células
dendriticas e linfécitos TCD4 e TCDS na defesa do hospe-
deiro, enquanto IgE e PGE2 participam da resposta a infec-
¢do vaginal experimental por Candida albicans, sendo que
o aumento desses mediadores coincide com o aumento da
carga flingica e com a presenca de mastdcitos degranulados
observada durante a evolucdo da infeccéo, sugerindo pro-
vavel componente atépico envolvido na fisiopatogenia da
candidiase vaginal.
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CARACTERIZACAO DA INTERACAO ENTRE CALMODULINA E PEPTIDEOS SINTETICOS E RECOM-
BINANTES CORRESPONDENTES AOS MOTIVOS IQ DO DOMINIO PESCOCO DA MIOSINA Va

Renata Rocha de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Roy Edward Larson
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 22/04/2008

Uma caracteristica marcante da estrutura molecular
da miosina Va é o dominio “pesco¢o”, composto de seis
repeti¢des do motivo IQ, identificado pela seqiiéncia con-
senso [QxxxRGxxxR (onde x representa qualquer aminoaci-
do), que constituem os sitios de ligagdo de calmodulina e
cadeias leves essenciais. A calmodulina, um dos principais
mediadores de cdlcio na regulacdo de eventos e reacdes
intracelulares, liga miosina Va na auséncia de célcio, entre-
tanto concentra¢des micromolares de célcio estimulam a
atividade ATPasica da miosina Va, aumentam sua afinidade
para F-actina e inibem a motilidade em ensaios in vitro.
Estes efeitos aparentemente ocorrem via a interacao de fons

célcio com as calmodulinas ja ligadas ao dominio pescoco.
Nessa dissertacio investigamos as propriedades estrutu-
rais relacionadas a ligagc@o de calmodulina com os motivos
1Q e sua regulacdo por Ca2+, utilizando peptideos sintéti-
cos correspondentes aos motivos IQ1, 1Q5 e IQ6 e uma
proteina recombinante correspondente aos motivos 1Q5 e
1Q6 em conjunto (His_IQ5-6). Também, subclonamos e ex-
pressamos a proteina recombinante correspondente ao
dominio pescoco inteiro (IQ1-6). A interag@o entre calmo-
dulina (que nao tem triptofano em sua estrutura) e os 1Qs
(que tém um triptofano cada um) foi determinada pela fluo-
rescéncia intrinseca do triptofano dos peptideos e das pro-
tefnas recombinantes, tanto na auséncia quanto na presen-
¢a de cdlcio. Assim, demonstramos um efeito de calcio so-
bre a conformag@o do complexo 1Q/CaM ja formado e sobre
sua formacao.

LOCALIZACAO SUBCELULAR E PADRAO DE EXPRESSAO DE NOVAS PROTEINAS DE Drosophila
melanogaster CONSERVADAS EVOLUTIVAMENTE: dATX2 E dA2bp1/Fox1

Deise Cristina Poleto
Orientadora: Profa. Dra. Maria Luisa Pag6-Larson
Tese de Doutorado apresentada em 07/05/2008

dATX2 € membro da familia da ataxina-2 (ATX2),
proteina cuja mutagao € associada com a ataxia espinocere-
belar do tipo 2 e uma forma hereditaria dominante de Pa-
rkinsonismo. dA2bp1/Fox1 é parte de uma nova familia de
proteinas ligantes de RNA, inicialmente identificada em
mamiferos por interagir com a ataxina 2 e que recentemente
tem sido associada com autismo. As fungdes de ambas as
familias de proteinas sdo ainda desconhecidas, embora es-
tudos de diferentes membros indiquem que estejam envol-
vidas com regulacio pés-transcricional. Estudos bioquimi-
cos sugerem que, semelhante a sua ortéloga em humanos,
a dATX?2 tem papel direto na regulagdo da tradugdo. Por
outro lado, informacdes sobre a A2bp1/Fox1 de Drosophi-
la, cujo gene € anotado como CG32062, inexistem na litera-
tura. Neste trabalho, através do uso de anticorpos policlo-
nais produzidos contra fragmentos dos polipeptidios de-
duzidos de cDNAs demonstramos a existéncia de duas iso-
formas de ataxina-2 expressas diferencialmente. A isoforma
menor (dATX2-PC) corresponde a isoforma maior (dATX2-
PB) truncada em 61 aminoéacidos no amino-terminal. dATX2-
PC ¢ expressa de modo regulado no desenvolvimento.
dATX?2-PB ¢ detectada somente em extratos de tecidos dis-
secados (ovario, corpo gorduroso, discos imaginais, cére-
bro, carcaga e glandula salivar), sendo mais abundante em
discos imaginais, cérebro e ovéario. dA2bp1/Fox-1 também
expressa diferentes isoformas proteicas na faixa de 84-88
kDa. Dentre os tecidos analisados, a isofoma maior se mos-
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trou mais abundante no cérebro, pouco abundante em cor-
po gorduroso e indetectdvel em carcaga, enquanto a iso-
forma de menor peso molecular é mais abundante em carca-
ca. Experimentos de imuno-localizagdo em células S2R+
mostraram que ambas as isoformas de dATX2 sdo detecta-
das predominantemente no citoplasma. Em condicdes fisi-
oldgicas de crescimento, a isoforma B apresenta-se con-
centrada em poucos focos arredondados de cerca de 0,5
pm de didmetro numa percentagem pequena de células,
enquanto a isoforma C parece se acumular em focos
perinucleares pontuados ou alongados na maioria das cé-
lulas analisadas. A localiza¢do de dATX2-PB em focos
citoplasmaticos aumenta significativamente em células sub-
metidas a choque térmico, sugerindo que essa isoforma
migre para corpos de estresse podendo participar da inibi-
cdo da sintese proteica em resposta ao estresse. dA2bpl/
Fox-1 também € de localizac@o citoplasmatica, mas diferen-
temente da dATX2 se localiza em iniimeros focos arredon-
dados de cerca de 2-3 um de didmetro em todas as células,
num padrdo semelhante ao descrito para proteinas localiza-
das em particulas citoplasmaticas de ribonucleoproteinas.
A inibicao da sintese proteica por cicloheximida, mas nao
por puromicina, interfere com o padrao de distribui¢do em
foco da dA2bp1/Fox-1 indicando que essa proteina se lo-
calize em P-bodies, complexos de mRNP envolvidos na de-
gradagdo e/ou estocagem de mRNAs. Embora dATX2 ndo
tenha sido detectada no imunoprecipitado de dA2bp1/Fox1,
sugerindo que elas ndo interajam fisicamente, no conjunto
os resultados obtidos indicam que membros dessas duas
familias de proteinas participem de processos de controle
da traducao em Drosophila melanogaster.



Medicina (Ribeirdao Preto) 2008; 41 (3): 355-428
http://www.fmrp.usp.br/revista

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

INDUCAO DE SINCICIOS POR ISOLADOS CLINICOS DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO
HUMANO: RELACOES COM TRANSCRICAO DO GENE F E PRODUCAO DE PROGENIE

Talita Bianca Gagliardi
Orientador: Prof. Dr. Eurico Arruda Neto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 16/05/2008

O virus sincicial respiratério humano (HRSV) é o
agente mais freqiiente de doenca respiratéria grave, inclusi-
ve bronquiolite, em criangas e uma importante causa de pneu-
monia no primeiro ano de vida. Ele € um virus de RNA de
polaridade negativa ndo segmentado, com nucleocapsideo
helicoidal e envelope lipoprotéico. Neste encontra-se inse-
rida a glicoproteina F, principal responsavel pela fusdo en-
tre o envelope viral e a membrana plasmatica da célula hos-
pedeira, permitindo a libera¢ao do nucleocapsideo no cito-
plasma, bem como a formagao de sincicios. O sincicio, célu-
la multinucleada resultante da fus@o de trés ou mais células
adjacentes, é o principal componente do efeito citopatico
de HRSV e tem sido considerado como um dos principais
modos de disseminag@o do virus no epitélio respiratério,
por evitar exposi¢do do virus ao fluido extracelular e anti-
corpos neutralizantes. O presente estudo avaliou a forma-
¢do de sincicios por isolados clinicos puros de HRSV, em
rela¢do a quantidade de mRNA do gene da proteina F. Foi
também estudado o efeito de coinfeccdes in vitro com pa-
rainfluenzavirus humano tipo 2 (HPIV-2), metapneumovirus
humano (HMPV), influenza virus humano tipo A (Flu-A) e
rinovirus humano sorotipo 39 (HRV-39). Para o isolamento
de HRSV foram utilizados aspirados nasofaringeos, coleta-

dos de criancas menores de 5 anos, atendidas de 2005 a
2007, com sintomas de infeccao respiratdria em dois hospi-
tais de Ribeirdo Preto. As amostras HRSV-positivas foram
inoculadas em cultura de células HEp-2 e os isolados passa-
dos serialmente até a visualizag@o do efeito citopatico, quan-
do foi feito o ensaio de formacao de sincicio na passagem
seguinte. Este ensaio consistiu em avaliar a quantidade de
sincicios por contagem visual com colorag¢do de Giemsa e
por FACS. O tamanho dos sincicios foi avaliado por visua-
lizacdo. O titulo viral foi avaliado pelo ensaio de formagdo
de placa de lise e 0 mRNA do gene da proteina F pela reacio
em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-TR). O estudo
foi realizado com 7 isolados clinicos positivos apenas para
HRSV. O ensaio de quantificagao de sincicios por FACS
mostrou ser mais sensivel que a contagem visual. Nao hou-
ve relacdo entre quantidade e tamanho de sincicios, nem
entre quantidade de sincicios por FACS e tamanho do
inéculo. Quantidades de mRNA do gene F por PCR-TR fo-
ram normalizadas pelo indculo e nenhuma relagéo 6bvia foi
notada entre estas e as quantidades ou os tamanhos dos
sincicios. A coinfecgdo in vitro de HRSV com HPIV-2, mas
nao com HMPV, mostrou aumentar a quantidade de sinci-
cios, enquanto coinfec¢des com HRV-39 e Flu-A mostraram
reduzir as quantidades de sincicios. Isolados clinicos puros
de HRSV mostram atividade transcricional de mRNA de F
diferentes entre si. Ndao foram notadas correlagdes entre
mRNA de F e tamanhos ou quantidades de sincicios.

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE GENE QUE CONFERE RESISTENCIA A TERBINAFINA

EM Leishmania major

Julio Flavio Meirelles Marchini
Orientador: Prof. Dr. Luiz Ricardo Orsini Tosi
Tese de Doutorado apresentada em 13/06/2008

A amplificac@o génica pode ser compreendida como
um mecanismo de regulacio de expressdo protéica em Leish-
mania. A exposicio a concentragdes nao letais de diferen-
tes drogas isoladamente, como o metotrexato, a primaquina,
cloroquina e antimdnio levam a amplificacdo de regides es-
pecificas como as localizadas no cromossomo 6 e no cro-
mossomo 23. Essas linhagens tornam-se resistentes a es-
tas drogas e eventualmente apresentam resisténcia cruza-
da a outras.

A terbinafina ¢ uma substincia sintética utilizada
como antifingico que age pela inibicdo da esqualeno
epoxidase impedindo a sintese de ergosterol, componente

da membrana celular de Leishmania. A exposi¢ao do para-
sita a terbinafina leva a amplificacdo da regido H. A frag-
mentacdo da regido H permitiu delimitar a resisténcia a 2,8
kb; fragmento T1. Por mutagénese insercional o gene de
resisténcia a terbinafina foi definido e nomeado HTBF.

A proteina codificada pelo HTBF possui uma extre-
midade N-terminal hidrofilica e C-terminal hidrofébica com
quatro alfa-hélices sendo, supostamente, uma proteina in-
tegral de membrana. Possui semelhanca com a proteina Yip
de Saccharomyces cerevisiae, que participa do transporte
vesicular do reticulo endoplasmatico para o complexo de
Golgi. O gene HTBF foi detectado em linhagem sensivel de
L. major e de outras espécies de Leishmania e seu transcri-
to em linhagens sensiveis e resistentes de L. major.

Levantou-se a hipdtese de se tratar de locus de re-
sisténcia a multiplas drogas ja que as regides amplificadas,
mesmo que induzidas por uma determinada droga, podem
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levar a resisténcia a outras. A co-transfeccao do gene de
resisténcia ao antimonial MRPA no transfectante portador
do HTBF levou a diminuicao em até cinco vezes da capaci-
dade de resisténcia ao antimonio. Apesar dos genes de
resisténcia amplificarem juntos na regido H, foi constatado
que possuem agdo contraria.
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Sendo que a terbinafina interfere na integridade da
membrana celular, levantou-se hipdtese na qual a resistén-
ciaenvolveria o mecanismo de reparo de membrana. A per-
da do fenétipo de resisténcia pela falta de calcio sugerindo
ainativag@o desse mecanismo é um fendmeno previsto cor-
roborando a hipétese.

BIOQUIMICA

INVESTIGACAO DA CONFORMACAO DE BOTHROPSTOXINA-I (PLA2-LYS 49) DO VENENO
DE BOTHROPS JARARACUSSU EM SOLUCAO E EM ASSOCIACAO COM MENBRANAS AR-

TIFICIAIS

Tatiana Lopes Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Richard John Ward
Tese de Doutorado apresentada em 21/05/2008

A hidrélise de fosfolipidios de membrana pela
fosfolipase A2 da classe-1T (PLA?) é dependente do cofator
Ca** que é parcialmente coordenado pelo residuo de ASp49
na regido do sitio ativo. Nos homdlogos de Lys49-PLA2, o
Asp49 é substituido por Lys e as Lys49- PLA?s ndao mos-
tram ligagdo de Ca* ou hidr6lise de fosfolipidios detectével.
As Lys49-PLA? mostram uma liberagdo rdpida Ca** -inde-
pendente de marcadores encapsulados em lipossomos e
demonstra potentes atividade bactericida e miotdxica.
Bothropstoxina-I (BthTx-I) é uma Lys49-PLA>homodimérica
presente no veneno da serpente Bothrops jararacussu.
Estudos precedentes de cristalografia de raio X e de espec-
troscopia de fluorescéncia mostraram que o homodimero
age como uma dobradi¢a molecular, permitindo a transicao
entre as conformagdes “aberta” e “fechada” de BthTx-I,
sugerindo previamente que transi¢des conformacionais si-
milares do dimero na presenca de membrana pode causar a
atividade de danificacdo de membrana Ca* -independente.
Com o objetivo de compreender as mudancas estruturais
de Lys49-PLAZs, o modelo de intera¢do do BthTx-I com
membranas foi estudado utilizando mutagénese de varre-
dura do triptofano (MVT) em conjunto com espectrosco-
pia de fluorescéncia intrinsica do triptofano (Trp). O tnico
residuo Trp77 da interface do dimero foi substituido previ-
amente por histidina (W77H) sem efeitos significativos na
estabilidade do homodimero ou na funcdo bioldgica. No
estudo atual, uma segunda etapa de mutagénese sitio-
dirigida utilizando W77H como molde produziu 9 mutantes
separados cada um com um residuo tinico de Trp localiza-
do na interface do dimero (nas posi¢des 7 e 10), na superfi-
cie dorsal (nas posicdes 46 e 104), na superficie ventral
(nas posigdes 31 e 67) e na regido da alca C-terminal (nas
posicdes 117, 119 e 125). Apds a expressdo em E. coli, eno-
velamento da proteina recombinante, e purificagdo por
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cromatografia de troca cationica, os mutantes foram carac-
terizados usando uma série de andlises bioquimicas e
biofisicas. A correlag@o entre a liberagdo do marcador
encapsulado com estudos de interacdio da proteina com
membranas de lipossomos demonstrou que uma eficiente
permeabilizacdo da membrana pode ocorrer por uma asso-
ciagdo transiente entre a proteina e a membrana. Todos os
mutantes mostraram uma atividade similar indicando que
as interacdes hidrofébicas possuem um papel secundario
no estudo de afinidade da proteina pela membrana. Por
outro lado, o aumento da proporcdo de carga negativa na
membrana aumentou a ligacao da proteina sugerindo que
interacdes eletrostaticas possuem um papel importante nos
estudos de interacd@o. As cinéticas de modificacao quimica
dos residuos de triptofano por bromosuccinamida foram
correlacionadas com as mudangas de emissdo intrinseca
do triptofano, confirmando que os residuos situados no
Sitio de Reconhecimento Interfacial (SRI) da proteina
interagem com a regido hidrofébica da bicamada da mem-
brana. Resultados adicionais indicam que os residuos da
regido C-terminal da proteina interagem com a superficie da
bicamada, em contraste com atual consenso sobre a fun-
¢ao desta regido no mecanismo de danificagdo da membra-
na. Os residuos de triptofano na regido da interface dimérica
podem participar da homotransferéncia de energia resso-
nante (HTER), e este efeito pode ser estudado através de
alteracdes na amsotropia de fluorescéncia intrinseca do
triptofano. Os mutantes K7W e L10W demonstram uma
anisotropia de fluorescéncia reduzida, consistente com o
efeito de homotransferéncia de energia. Uma vez que HTER
€ somente eficiente sob distancias curtas, estes dados su-
portam fortemente a sugestao que o homodimero de BthTx-
I adota uma conformacio fechada em solucdo. Estes dados
experimentais mostram uma correlagdo qualitativa com re-
sultados de simulagdes de dinamica molecular, que ofere-
cem a possibilidade de compreender as mudancas estrutu-
rais subjacentes da atividade de danificacdo da membrana
de Ca**-independente de BthTx-1.
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ESTUDO ESTRUTURA-ATIVIDADE DAS ACOES PRO-OXIDANTE E ANTIOXIDANTE DE

ISOCUMARINAS SOBRE AS MITOCONDRIAS

Anaisa Fernandes Calgaro-Helena
Orientador: Prof. Dr. Carlos Curti
Tese de Doutorado apresentada em 26/05/2008

Mitocondrias isoladas podem sofrer desacoplamen-
to, e na presenca de Ca** sob diferentes condi¢des, uma
Transi¢@o de permeabilidade mitocondrial (TPM) associa-
da a oxidagdo de grupos sulfidril de proteinas da membrana
e inchamento mitocondrial sensivel a inibicéo por ciclos-
porina A (CsA); a TPM pode causar morte celular por
necrose ou apoptose. Isocumarinas isoladas a partir da
Paepalanthus bromelioides (Eriocaulaceae) - pepalantina
[(9,10-dihidroxi-5,7-dimetoxi- 1 H-nafto (2,3c) pirano-1-ona)],
8.,8'-pepalantina dimero e vioxantina - foram estudadas nas
concentracdes de 1-50 umol/L em mitocdndrias isoladas de
figado de rato com relag@o a respiragdo mitocondrial, dissi-
pacdo do potencial de membrana, libera¢do de Ca**, TPM,
oxidagdo de grupos sulfidriil de proteinas, depleciao de ATP
e interacao/alteragdo na fluidez na membrana mitocondrial
utilizando a sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH). As
isocumarinas nao afetaram significativamente a respiragio
de estado 3 em mitocondrias energizadas com succinato;
entretanto, elas estimularam a respiragdo do estado 4, indi-
cando desacoplamento mitocondrial. A indugdo da TPM e
a oxidagdo de grupos sulfidril de proteinas foram avaliadas
em mitocOndrias energizadas com succinato expostas a
Ca?10 umol/L, e a inibi¢do desses processos foi avaliada
em organelas sob condi¢des energizadas e ndo energizadas
na presenca de t-butil hidroperoxido 300 mmol/L e Ca?*500
wmol/L. Apenas a pepalantina foi um efetivo indutor da
TPM e da oxidagao de grupos sulfidris das proteinas; este,

diferentemente do inchamento mitocondrial, foi indepen-
dente de Ca* e ndo sensivel a inibi¢éo por CsA. A pepalan-
tina liberou Ca?* a partir da mitocondria, o qual foi 50%
sensivel a inibicdo por CsA, demonstrando ser parcialmen-
te associado a TPM. As isocumarinas também depletaram
ATP mitocondrial, independente da presenga de Ca*, ten-
do a pepalantina sido a mais efetiva. A vioxantina foi um
efetivo inibidor da TPM e da oxidagdo de grupos sulfidril
de proteinas. Todas as isocumarinas se inseriram na por-
¢do hidrofébica da membrana mitocondrial; entretanto, so-
mente a pepalantina dimero e vioxantina diminuiram a sua
fluidez. Uma reag@o direta com os grupos sulfidril de prote-
inas da membrana mitocondrial, envolvendo a oxidagdo dos
mesmos, é proposta para a indu¢ido da TPM por pepalanti-
na, enquanto que a restri¢do da oxidagdo desses mesmos
grupos pela diminui¢io da fluidez de membrana, € proposta
para inibicao da TPM por vioxantina. Foi avaliada ainda a
capacidade antioxidante das isocumarinas nas concentra-
coes de 1-50 wmol/L tanto em mitocOndrias isoladas de fi-
gado de rato quanto em sistemas livres de mitocondrias. A
pepalantina e o seu dimero, mas nio a vioxantina, foram
efetivos na redugdio do radical estdvel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) e seqiiestro do anion superéxido em
sistemas nao mitocondriais, e protegeram a mitocdndria
contra o acimulo de H,O, induzido por tert-butil
hidroperoxido e peroxidagdo de lipideos da membrana mi-
tocondrial induzida por Fe?*citrato. Esses resultados indi-
cam a pepalantina, seguida do seu dimero, como potentes
agentes protetores, aparentemente pelo seqiiestro do anion
superéxido, contra condi¢des de estresse oxidativo impos-
tas sobre a mitocondria, a mais importante fonte e alvo
intracelular de espécies reativas de oxigénio.

CLONAGEM, EXPRESSAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR E FUNCIONAL DO INIBIDOR
ENDOGENO DO PROTEASSOMA PI31 DE SCHISTOSOMA MANSONI

Carla Botelho Machado
Orientador: Prof. Dr. Vanderlei Rodrigues
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/06/2008

A degradacio intracelular de proteinas mediada pelo
sistema de ubiquitina e proteassoma ¢ uma importante rota
na qual inimeras proteinas sdo marcadas para a destruigdo.
O principal componente deste sistema proteolitico é o
proteassoma 26S. A modelagem estrutural e funcional do
sistema proteolitico ubiquitina-proteassoma apresenta di-
versos moduladores, os quais sdo responsaveis por fun-

coes especificas. No presente estudo, foi feita a caracteriza-
¢do molecular e funcional do inibidor endégeno do
proteassoma PI31 do parasita Schistosoma mansoni duran-
te seu ciclo evolutivo. Assim, o gene que codifica para PI31
foi recuperado dos bancos de dados do parasita, clonado,
expresso em sistema heter6logo, e por fim a proteina recom-
binante foi purificada. A partir da proteina purificada, ca-
mundongos foram imunizados para a producdo de
anticorpos especificos anti-PI31. Nossos resultados demons-
traram que a expressdo gene que codifica para SmPI31 é
diferencialmente expresso. Em relagdo a proteina, observa-
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mos a presenga de SmPI31 em todas as fases estudadas, ou
seja, vermes adultos, cercaria e ovos. Experimentos prelimi-
nares de atividade proteolitica exdgena do proteasssoma
indicam que a proteina é funcional e diminui a atividade da
protease em cerca de 70%. Desta forma, considerando-se
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que PI31 exerce um papel inibitério do proteassoma em vari-
0s metazoarios, em S. mansoni os nossos resultados indi-
cam que esta proteina é funcional e pode contribuir de for-
ma efetiva na modulagdo da atividade proteolitica do
proteassoma durante o desenvolvimento do parasita.

CLINICA CIRURGICA

AVALIACAO CLINICA E MORFOLOGICA DO EFEITO DO TIOPENTAL E DA CLORPROMAZI-
NA NA ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL TEMPORARIA EM RATOS

Ricardo Torres Santana
Orientador: Prof. Dr. Benedicto Oscar Colli
Tese de Doutorado apresentada em 04/04/2008

Introducio: A isquemia humana € um evento impor-
tante na pratica clinica didria e nas cirurgias neuroldgicas,
porque se situa entre as enfermidades que mais comprome-
tem a espécie. Na atividade neurocirtirgica, o vasoespasmo
arterial cronico, apds hemorragia subaracnéidea, e as clam-
pagens arteriais justificam o estudo desse problema. Estu-
dos tém demonstrado o efeito neuroprotetor de barbittri-
cos em doses relacionadas com a supressio da atividade
eletrencefélica, que se acompanha de grave instabilidade
hemodinamica e parece desencorajar sua aplicacio na cli-
nica diaria. Por outro lado, nao foram encontrados estudos
da aplicagdo de clorpromazina em modelos de isquemia ce-
rebral focal, embora seu efeito neuroprotetor na medula de
coelhos e modelos in vitro tenham sido demonstrados. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tiopental em
doses anestésicas e da clorpromazina na isquemia focal
tempordaria por oclusio da artéria cerebral média esquerda
(OACM), em ratos.

Material e Métodos: Foram estudados 76 ratos ma-
chos Wistar, pesando 295+15g, divididos em 5 grupos. Qua-
tro grupos de quinze animais: G1- controle-isquemia ; G2 -
tiopental ; G3 - clorpromazina ; G4 -tiopental mais clorpro-
mazina, e o grupo 5 - sham, com dez animais. Seis animais
morreram antes da primeira avalia¢do clinica e foram repos-
tos. Os grupos 1 a4 foram submetidos a 90min de isquemia
por OACM com um fio intraluminal, seguida de reperfusio
por trinta dias. O grupo 5 foi submetido ao procedimento
cirdrgico sem OACM. Todos os animais foram avaliados
nos sétimo e trigésimo dias pds-isquemia com a utilizagio
de teste clinico e foram sacrificados em seguida. Os cére-
bros foram perfundidos e fixados. E sec¢des coronais de
10um de espessura iniciando-se na face anterior do corpo
caloso até a comissura posterior, coradas pela técnica luxol
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fast blue foram utilizadas para morfometria, realizada com
ajuda de sistema de analise de imagem KS400, Karl Zeiss, e
aplicacdo de metodologia desenvolvida para este estudo.

Resultados: Houve diferenga significativa entre os
grupos na avaliagdo clinica realizada 7 e 30 dias p6s-isque-
mia: os grupos 1 a 4 sdo equivalentes e tém valores signifi-
cativamente superiores aos do grupo 5, (respectivamente p
<0,0001 e p=0,02, 4 gl, Kruskal-Wallis, teste post hoc de
Dunn). Houve diferenga entre os grupos na evolugao clini-
ca observada pela diferenga entre a primeira e a segunda
avaliacdo clinica (grupos 1 a 4 equivalentes e com valores
significativamente inferiores aos do grupo 5, teste post hoc
de Dunn). Comparando os hemisférios cerebrais esquerdos
(HE), houve diferenca significativa entre os grupos (grupos
1 a 4 equivalentes e todos com valores significativamente
inferiores aos do grupo 5, p=0,01, 4 gl, Kruskal-Wallis, teste
post hoc de Dunn). Comparando os hemisférios cerebrais
direitos (HD), ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (p=0,32, 4 gl, Kruskal-Wallis). Comparando a razido
do HE sobre o HD, houve diferenca significativa entre os
grupos (grupos 1 a 4 sdo equivalentes e todos t&ém valores
significativamente inferiores aos do grupo 5, p <0,0001, 4 gl,
Kruskal-Wallis, teste post hoc de Dunn). Comparando os
resultados da homeostase durante o procedimento cirtirgi-
co pré-isquemia, nao houve diferenca significativa entre os
grupos: glicemia (p = 0,34, ANOVA), hematdcrito (p = 0,15,
ANOVA), hemoglobina (p = 0,29, ANOVA). Comparando
esses parametros pds-isquemia, o grupo 2 apresentou valo-
res de glicemia significativamente inferiores aos dos grupos
1e3 (p=0,05,ANOVA), e valores de hemoglobina significa-
tivamente superiores aos dos grupos 1 e 4 (p=0,04, ANOVA).
O grupo 5 tende a possuir valores de hematdcrito inferiores
aos do grupo 4 (p =0,06, ANOVA).

Conclusées: Nas condicdes do presente estudo, o
tiopental em dose anestésica e a clorpromazina, isolada-
mente ou associados, ndo apresentaram efeito de protecio
aisquemia cerebral focal transitéria em ratos.
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A INFLUENCIA DA REGULACAO MEDICA E DA INCORPORACAO DE NOVAS TECNOLOGIAS
E PRATICAS CLINICO-CIRURGICAS NO PROGNOSTICO DA PANCREATITE AGUDA BILIAR
TRATADA EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DE REFERENCIA EM URGENCIA

Francisco Ribeiro de Carvalho Neto
Orientador: Prof. Dr. José Sebastiao dos Santos
Tese de Doutorado apresentada em 24/04/2008

A identificag@o de determinantes que podem influ-
enciar o progndstico da pancreatite aguda biliar (PAB),
sobretudo na forma grave, continua sendo objeto de in-
vestigacdo. Nesse estudo avaliou-se a influéncia da regu-
lagdo médica e da incorporag@o de recursos de suporte a
vida, de diagndstico e de tratamento menos invasivos da
litiase biliar no progndstico da PAB tratada em Hospital
Universitario de referéncia em urgéncia. A coleta de dados
dos prontudrios dos pacientes com PAB tratados de janei-
ro 1995 a dezembro de 2004 foi direcionada para obtencdo
de dados demograficos, clinicos e laboratoriais para subsi-
diar a estratificag@o dos casos pelo Acute Physiology and
Chronic Healthy Evaluation (APACHE II). Também se re-
gistrou a abordagem da colestase, da litfase biliar e da ges-
tao do suporte a vida. A mortalidade foi avaliada nas fases
precoce (até 14 dias da admissio) e tardia (apés esse perio-
do). A andlise foi realizada em dois perfodos: 1995 a 1999 e
2000 a 2004, por situarem-se, temporalmente, antes e de-
pois da implantacdo da regulagdo médica, bem como da
ampliacdo dos recursos de suporte a vida e do emprego da
colangiografia por ressonancia nuclear magnética (CRNM)
e da colecistectomia por videolaparoscopia (CVL). Do total

de 727 casos com pancreatite aguda atendidos, 267 apre-
sentavam PAB. Houve reducdo dos encaminhamentos de
casos entre os periodos, de 441 para 286 (p < 0,001). O perfil
dos pacientes com PAB no primeiro periodo (n = 154) e no
segundo (n =113) foi semelhante quanto a idade, sexo, es-
core de APACHE I, incidéncia de colestase e mortalidade.
Por outro lado, a incidéncia de pacientes com maior risco
de 6bito (p=0,019) e hematdcerito < 44 (p<0,002) foi maior no
segundo periodo. O emprego de CRNM, da CVL e do aces-
so a terapia intensiva foi significantemente maior no se-
gundo periodo. A mortalidade global foi de 11,6%. A PAB
branda (APACHE II < 8), no primeiro periodo, representou
68,2% dos casos com mortalidade de 3,8%; no segundo
periodo foi de 67,3% dos casos com mortalidade de 3,9%. A
PAB grave (APACHE Il e 8), no primeiro periodo, represen-
tou 31,8% dos casos com mortalidade de 22,4%; no segun-
do periodo, representou 32,7% dos casos, com mortalidade
de 35,1%. Nao houve diferencga significativa quanto a mor-
talidade entre os periodos. A maioria dos 6bitos ocorreu
até os 14 dias de admissdo, 73,4% no primeiro periodo e
81,3% no segundo. A organizacdo do acesso ao hospital e
a incorporagdo de recursos tecnolégicos e praticas clinico-
cirdrgicas ndo modificaram o prognéstico da PAB, o que
pode indicar a necessidade de melhorar a sistematizagio
do emprego desses recursos e de adog¢do de novas tera-
péuticas para o componente inflamatério dessa doenca.

ATEROSCLEROSE CAROTIDEA: ASSOCIACAO COM FATORES DE RISCO E DOENCAS ARTE-
RIAIS SISTEMICAS: ESTUDO ULTRA-SONOGRAFICO

Procopio de Freitas
Orientador: Prof. Dr. Carlos Eli Piccinato
Tese de Doutorado apresentada em 25/04/2008

Introducao: A aterosclerose é uma doenca arterial
degenerativa, de etiologia multicausal , onde os fatores de
risco genéticos e adquiridos atuam em conjunto, determi-
nando sua ocorréncia em mais da metade da populagdo adul-
ta mundial, com manifestacdes clinicas em mais de 10% de
toda a humanidade. A lesdo aterosclerdtica pode acometer
importantes territdrios arteriais sendo responsavel por 75%
dos acidentes vasculares cerebrais (AVC), 95% das corona-
riopatias e 85% das claudicagdes intermitentes dos mem-
bros inferiores, e € mais freqiiente nos diabéticos.

Objetivo: Pesquisar a freqiiéncia de lesdes ateros-
clerdticas nas artérias cardtidas extracranianas e sua rela-
cdo com alguns fatores de risco, como: idade, sexo, hiper-

tensao arterial sist€émica, tabagismo, diabetes melito e obe-
sidade. Além destes fatores, pesquisou-se a associacido da
aterosclerose com claudicag@o intermitente, doenca arterial
oclusiva periférica (DAOP), indice de tornozelo braquial (ITB
<0,9), espessamento médio-intimal (EMI) de carétida co-
mum e acotovelamento carotideo.

Métodos: Foram avaliadas as artérias cardtidas
extracranianas, bilateralmente, de 367 individuos (132 ho-
mens e 235 mulheres) com idade média de 63 anos (35a91
anos) por anamnese, semiologia clinica e ultra-sonografia,
de amostra populacional do bairro Sumarezinho, Ribeirdo
Preto, Sao Paulo, Brasil. A possibilidade de associa¢@o en-
tre a doenga aterosclerdtica carotidea representada por pla-
cas ateromatosas inespecificas (PAI) com estenoses maior
que 10% e ateromatose discreta e difusa (ADD) com este-
nose menor que 10%, e os fatores de risco enunciados,
além das outras condicdes clinicas, foi analisada através do
“Odds-Ratio” com o indice de confianca de 95% e p < 0,05.
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Resultados: Dos 367 individuos estudados, 92 (25%)
foram considerados obesos por apresentarem indice massa
corporal maior que 30 kg/m2, 50 (13,6%) portadores de dia-
betes melito e 50 (13,6%) tabagistas. Com referéncia a mani-
festacdes de doencas vasculares associadas, 136 (37%) in-
dividuos eram hipertensos (pressdes sistdlicas e diastéli-
cas maiores que 140/90 mmHg), 111 (30,2%) apresentaram
EMLI, 35 (9,5%) portadores de coronariopatia isquémica, 28
(7,6%) com histéria pregressa de acidente vascular cerebral
(AVC), 35 (9,5%) com antecedentes de ataque isquémico
transitério (AIT), 13 (3,5%) apresentaram oclusdo de uma
das artérias do sistema carotideo no momento do exame e
em 58 (15,8%) verificaram-se acotovelamentos carotideos.
Em relagdo a doenga arterial oclusiva periférica (DAOP), 31
(8,4%) individuos apresentaram indice tornozelo braquial
(ITB) menor que 0,9 e 10 (2,7%) referiram quadro de claudi-
cacdo intermitente de um ou ambos os membros inferiores
para menos de 500 m em locais planos. A analise estatistica
mostrou associagdo com EMI e idade maior que 64 anos,
hipertensao arterial sist€émica, ITB < 0,9, acotovelamento e
oclusdo de alguma artéria do sistema carotideo. Com a ate-
rosclerose carotidea (ADD + PAI), houve associacio entre
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ADD com idade maior que 64 anos e obesidade. Em relagdo
a PAI, houve associacdo com idade acima de 64 anos, AVC
prévio, coronariopatia isquémica, oclusio de alguma artéria
do sistema carotideo e tabagismo. Para estenose com reper-
cussiao hemodinamica (= 60%), houve associacio com ida-
de acima de 64 anos, coronariopatia isquémica e oclusiao do
sistema carotideo. Com relag@o aos fatores de risco (varia-
veis secunddrias), o Odds-Ratio mostrou associagoes sig-
nificantes entre: acotovelamento e idade > 64 anos; sexo
feminino e AVC prévio; diabetes melito e idade > 64 anos,
AVC e obesidade; HAS e idade > 64 anos; diabetes melito ,
AVC prévio, obesidade e coronariopatia isquémica; obesi-
dade e idade > 64 anos; coronariopatia e idade > 64 anos;
ITB < 0,9 e idade > 64 anos, AIT e tabagismo; AVC prévio e
oclusdo de artéria do sistema carotideo.

Conclusao: A aterosclerose carotidea apresentou alta
freqtiéncia (52%) e associagdo com varios fatores de risco
(idade, obesidade, AVC, coronariopatia isquémica, oclusao
de alguma artéria do sistema carotideo e tabagismo). Diante
das informagdes obtidas sobre o comportamento da ateros-
clerose carotidea, sugere-se que novas pesquisas clinicas
sobre esta doenga devam ser estimuladas.

ALTERACOES MORFOMETRICAS, ESTEROMETRICAS E FISIOLOGICAS DO TRATO URINA-
RIO INFERIOR : COMPARACAO ENTRE RATOS ENVELHECIDOS E COM DIABETES INDUZI-

DO POR ALOXANO

Antonio Antunes Rodrigues Jinior
Orientador: Prof. Dr. Haylton Jorge Suaid
Tese de Doutorado apresentada em 29/05/2008

Introducgao: As alteragdes funcionais do trato urina-
rio inferior encontradas no envelhecimento e no diabetes
mellitus podem estar relacionadas a alteracdes estruturais.
Evidéncias apontam para a confirmagao dessa hipétese,
contudo nio existem trabalhos analisando o trato urindrio
inferior no diabetes apds periodos longos de observagio,
tampouco relatos de alteracdes estruturais uretrais secun-
dérias a esses processos patoldgicos.

Objetivos: Avaliar as conseqiiéncias funcionais so-
bre o trato urinario inferior das altera¢cdes morfométricas e
estereométricas secunddrias ao envelhecimento e ao diabe-
tes induzido por aloxano. Descrever alteragdes morfométri-
cas e esterométricas da composi¢do de camada muscular e
coldgeno na uretra e bexiga de ratos no diabetes e no enve-
lhecimento, correlacionando esses achados com as altera-
¢des cistométricas.

Material e Métodos: Ratos machos distribuidos em
trés grupos: A - 8 semanas de idade; B - 44 semanas de
idade; C - diabéticos induzidos por aloxane com 44 semanas
de idade. Nos trés foram realizados estudos histolégicos
com medida da espessura da camada muscular, quantifica-
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¢do da proporg¢ao de fibrose e coldgeno tipo I e III. Testes
funcionais cisto métricos antes e apds a desnervagio vesical
cirdrgica (DVC) foram realizados, com medida da capacida-
de cisto métrica maxima (CCM), intensidade maxima de con-
tracao vesical, freqii€ncia e tempo de contragio, capacida-
de cistométrica maxima ap6s DVC e pressdo maxima de fe-
chamento uretral. Estimativas das propriedades mecanicas
da parede vesical foram realizadas.

Resultados: Nao encontramos hipertrofia da cama-
da muscular na bexiga e encontramos na uretra de animais
diabéticos. Houve aumento da quantidade de fibrose tanto
no envelhecimento quanto no diabetes, porém com actimulo
maior de coldgeno tipo III nos animais diabéticos, tanto na
bexiga quanto na uretra. Além das alteracdes morfoldgicas,
encontramos aumento da CCM e complacéncia vesical as-
sociadas a diminuicdo da elasticidade da parede vesical nos
animais diabéticos.

Conclusao: As diferencas funcionais entre os gru-
pos correlacionaram-se com alteragdes morfométricas e es-
tereométricas. O aumento observado na capacidade cisto-
métrica maxima e complacéncia nos animais diabéticos foi
um mecanismo compensatdrio a perda de elasticidade da
parede vesical desses animais. Ocorreu aumento da deposi-
c¢do de coldgeno tipo Il na bexiga e uretra de animais diabé-
ticos.
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AVALIACAO DA MUSCULATURA RESPIRATORIA E DOS VOLUMES PULMONARES COMO
PREDITOR DE COMPLICACOES RESPIRATORIAS NO POS-OPERATORIO DE CIRURGIA

Viviany Mendes Borges
Orientador: Prof. Dr. Alfredo José Rodrigues
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 30/05/2008

A avaliacdo pré-operatdria € parte integrante do pre-
paro dos pacientes submetidos a cirurgia de revasculariza-
¢do do miocardio e troca valvar. Alguns autores constata-
ram que tem maior risco de desenvolver complicacdes respi-
ratdrias os pacientes que, por alguma razao, nao conseguem
elevar os valores de PImax. e PEmax., no pré-operatdrio de
cirurgia cardiaca com toracotomia.

Objetivos: Apreciar as condigdes da musculatura res-
piratéria e ventilagao pulmonar e verificar se os parametros
de manovacuométricos e ventilométricos tém valor prediti-
vo para complicagdes respiratérias.

Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo retros-

pectivo, com dados clinicos, incluindo a evolugdo pés-ope-
ratoria, resultados obtidos pela manovacuometria e ventilo-
metria pré-operatorias, realizadas a beira do leito de 226 pa-
cientes que foram submetidos a cirurgia cardiaca de revas-
cularizag@o ou valvares.

Resultados: A andlise de multiplas varidveis pela re-
gressdo logistica mostrou que a idade, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, a pressdo sistdlica arterial pulmonar >
50mmHg, fracdo de ejecdo FE < 0,40 e Pimax. e Pemax., am-
bas com valores < 70% do predito para a idade e sexo eram
preditores de complica¢des pulmonares no pds- operatorio.

Conclusao: pode-se concluir que valores de PImaéx.
e PEmax., ambas < 70% do previsto estdo associada a maior
incidéncia de complicagdes respiratorias no pds-operatd-
rio, podendo ser considerada um fator de risco. Assim, a
deteccdo dessa disfungdo pelo fisioterapeuta pode auxilid-
lo na estratificag@o do risco cirirgico de seus pacientes.

EFEITO DA OXIGENOTERAPIA HIPERBARICA NA CICATRIZACAO DE ANASTOMOSES
ISQUEMICAS. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Luciana Almeida Azevedo
Orientador: Prof. Dr. Omar Féres
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 02/06/2008

Introducio: As cirurgias do trato gastrintestinal sdo
um dos mais freqiientes procedimentos cirdrgicos nos dias
de hoje e a deiscéncia de anastomose ainda é complicagdo
muito temida pelos cirurgides. Vérios trabalhos foram pu-
blicados avaliando a cicatriza¢do de anastomoses intesti-
nais associadas a diversas situagdes, como: fatores fisi-
cos, técnicas cirdrgicas, produtos quimicos, doengas as-
sociadas, entre outras. Anastomoses submetidas a situa-
coes de isquemia apresentam diminuic¢ao dos niveis de hi-
droxiprolina (precursor do colageno) e perda de forga ténsil.
Atualmente, a oxigenoterapia hiperbdrica (OHB) esta sen-
do utilizada com sucesso em situagdes de isquemia e infec-
cdo. O presente estudo tem a finalidade de avaliar os efei-
tos da oxigenoterapia hiperbarica na cicatriza¢io de anas-
tomoses coldnicas isquémicas em ratos.

Material e Métodos: Foram estudados 40 ratos da
linhagem Wistar, separados em quatro grupos: controle
(grupo I), controle e OHB (grupo II), isquemia (grupo III) e
isquemia e OHB (grupo IV). Todos os animais foram sub-
metidos a secc@io e anastomose colonica; nos animais dos

grupos isquémicos, realizou-se esqueletizacdo da arcada
sanguinea proxima da anastomose. Em seguida, os animais
dos grupos OHB foram submetidos a sete sessdes didrias
de OHB. Todos os animais foram sacrificados no oitavo dia
pés-operatério e avaliados macroscopicamente quanto a,
presenca de aderéncias, deiscéncia e distensdo de célon, e
aregido anastomética foi retirada para dosagem de hidroxi-
prolina, avaliacdo histopatoldgica e para estudo imuno-his-
toquimico, com avaliagdo das metaloproteinases 1 e 9
(MMP1 e MMP9).

Resultados: Houve apenas dois 6bitos, um no gru-
po isquemia e outro no grupo isquemia e OHB. Nao foram
observadas fistulas e peritonite. Aderéncias foram encon-
tradas em maior nimero no grupo II, em comparagdo ao
grupo I (p=0,01). Houve deiscéncia apenas nos grupos III (1
caso) e IV (2 casos), todas bloqueadas. Notou-se também
um maior nimero de distensao intestinal em animais do gru-
po Il em relagdo ao grupo I (p <0,01); 0o mesmo ocorreu entre
os grupos Il e IV, com predominancia no grupo IV (p=0,99).
A avaliac@o histolégica mostrou que no grupo IV houve
uma diminuic¢ao do edema intersticial em comparag@o ao gru-
po III, mas sem diferenca estatistica (p=0,12); os demais
parametros histolégicos ndo apresentaram diferengas im-
portantes. A média das dosagens de hidroxiprolina foi maior
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no grupo II, em relacdo ao grupo I (p < 0,01); notou- se
também aumento das médias encontradas no grupo IV em
comparagio ao grupo III, mas sem diferencga estatistica
(p=0,49). Os estudos imuno- histoquimicos demonstraram:
porcentagem de areas marcadas pela metaloproteinase 1
maiores no grupo I'V, em relacio ao grupo III (p < 0,01); os
resultados sdo semelhantes em relacdo a metaloproteinase
9, também presente em maior intensidade no grupo IV, em
relagdo ao grupo III (p < 0,01).
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Discussao: Concluiu-se que a oxigenoterapia hiper-
barica atua na regido anastomdtica isquémica de maneira
benéfica, confirmado microscopicamente pela diminui¢io
do edema intersticial e bioquimicamente, pelo aumento da
concentracao de hidroxiprolina. A avaliacdo imuno-histo-
quimica também confirma esta hipdtese ao demonstrar um
aumento da concentragdo das metaloproteinases 1 € 9 nos
animais do grupo IV, significando maior atividade remode-
ladora da anastomose.

CLINICA MEDICA

PERFIL CLINICO-EPIDEMIOLOGICO DE 121 CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DOENCA
RENAL CRONICA: 22 ANOS DE EXPERIENCIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDA-
DE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Renato Augusto Zorzo
Orientador: Prof. Dr. José Abrao Cardeal da Costa
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/04/2008

A doenga renal cronica (DRC) atinge cada vez mais
uma parcela significativa da populac@o, e entre os pacien-
tes adultos as doengas metabdlicas sdo as principais cau-
sas, respondendo por aproximadamente 70% dos pacien-
tes em tratamento dialitico. Porém, ha poucas publicacdes
sobre levantamento epidemiolégico de DRC em criangas
disponiveis na literatura. O objetivo deste trabalho foi des-
crever o perfil clinico-epidemiolégico das criangas e ado-
lescentes com DRC atendidos pelo Servigo de Nefrologia
Pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi-
cina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(HCFMRP-USP), contemplando 22 anos de experiéncia. Para
tanto, foram revisados 121 prontudrios e coletadas 21 vari-
aveis de cada um deles. Do total, 58,7% eram do sexo mas-
culino, € 41,3% do sexo feminino. A média de idade de en-
trada foi 59,1 meses. Os pacientes menores que 5 anos so-
maram 62,5% do total. Os pacientes procedentes de Ribei-
rdo Preto ou de cidades com até 300km de distancia soma-
ram 63% dos casos. As causas basicas de DRC foram: uro-
patias (48,8%), glomerulopatias (20,7%), displasias renais
congénitas ou policisticas (7,4%), vasculopatias (6,6%),
tubulopatias (2,5%), outras causas (7,4%) e causa indeter-
minada (6,6%). Das glomerulopatias, os tipos histolégicos
encontrados foram a glomeruloesclerose segmentar e focal
(GESF) (25,0%), a proliferagdo mesangial difusa (PMD)
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(20,8%), a glomerulonefrite (GN) avancada (12,5%), a glo-
merulonefrite crescéntica (GNC) (8,3%) e a Sindrome de
Alport (8,3%), sendo que 4,2% dos casos foram considera-
dos indeterminados e 20,8% dos pacientes nao foram sub-
metidos a bidpsia. A grande maioria dos pacientes (59,8%)
tinha estatura abaixo do 5° percentil para idade e sexo no
momento do diagndstico. O tempo de seguimento clinico
variou de 2 a 263 meses, com média de 67,5 meses. A creati-
nina sérica no momento do diagnéstico variou de 0,5 a 12,1
mg/dL, com médiaigual a 3,0 mg/dL. A média de RFG calcu-
lado pela Férmula de Schwartz no momento do diagnéstico
foi 27,4 mL/min/1,73m2. A maioria dos casos (62,3%) che-
gou ao servico em DRC estagios 4, 5 ou em didlise. Hiper-
tensdo arterial (HA) foi detectada em 56,2% dos pacientes
em algum momento do curso clinico. Acidose metabdlica
foi detectada em 53,7% dos pacientes no momento do diag-
néstico. Do total de pacientes, 38,0% foram submetidos a
tratamento dialitico, sendo as modalidades peritoneais pre-
feridas em 80,4% dos casos. Transplante renal foi realizado
em 24,8% dos pacientes, sendo as proporcdes de doador
vivo relacionado (DVR) e doador cadaver (DC) semelhan-
tes. A proporc¢do de ébitos no periodo do estudo foi 22,3%.
Dos demais pacientes, 17,4% foram transferidos para se-
guimento pela Clinica Médica do HCFMRP-USP, e 38,8%
dos casos ainda estavam em seguimento pela Nefrologia
Pediatrica em dezembro de 2005. Concluimos que a popula-
¢do estudada mostrou caracteristicas clinicoepidemiol6-
gicas semelhantes as publica¢des nacionais e internacio-
nais consultadas.
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AVALIACAO DA EFICACIA DO VORICONAZOL, COMPARATIVAMENTE A OUTROS ANTIFUN-
GICOS, NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE EXPERIMENTAL DO RATO

Daniela Silva Granzoto
Orientador: Prof. Dr. Prof. Roberto Martinez
Disserta¢do de Mestrado apresentada em 25/04/2008

Neste estudo avaliou-se a eficacia do voriconazol
em comparagio ao cetoconazol, fluconazol, itraconazol e
sulfametoxazol-trimetoprim na infec¢do experimental de ra-
tos Wistar, fémeas, por Paracoccidioides brasiliensis. Os
parametros utilizados para quantificar a resposta as drogas
foram as contagens de unidades formadoras de colonias
(UFC) de Paracoccidioides brasiliensis no pulmao e baco
e a sobrevida dos animais. A terapia antifiingica iniciou-se
sete dias apds a infeccdo. As medicag¢oes foram administra-
das por gavagem durante 6 a 15 dias, conforme o experi-
mento, nas seguintes doses didrias em mg/kg de peso:
voriconazol-5, 7, 10 e 20; cetoconazol-10, 12 e 15; fluconazol-
6; itraconazol-4; sulfametoxazol-trimetoprim-100, 120 e
150(de sulfametoxazol). Na avaliacdo da eficacia das dro-
gas feita por contagem de UFC, os animais tratados com
voriconazol-7mg/kg/dia apresentaram uma reducdo signifi-
cativa da infec¢@o esplénica comparado ao grupo controle

(médias de 36,9x103 e 68,8x10%/6rgao). A dose diaria de 10mg/
kg diminuiu a infec¢do fingica no pulmao (médias de
20,1x106 € 96,5x106) e no bago (médias de 9,1x10% 108,9x103)
em relacdo aos ratos no tratados. Contudo, itraconazol e
fluconazol mostraram maior eficacia na redugio da carga
fiingica no pulmao e no bago do que voriconazol. Em dois
estudos, voriconazol (10mg/kg de peso/dia) prolongou dis-
cretamente a sobrevivéncia dos animais tratados com a dro-
ga. Em relacdo ao grupo controle, o periodo de mortalidade
de 50% dos animais tratados com 6 doses de voriconazol,
cetoconazol, fluconazol, itraconazol e sulfametoxazol-
trimetoprim foi respectivamente, de 16,22, 22, 39, 28 e 26
dias. Com 12 doses administradas, os valores correspon-
dentes a 50% de mortalidade foram, respectivamente, 16,
17, 14, 36, 25 e 32 dias apés inoculagio. Voriconazol mos-
trou um efeito dose-dependente, pois observou-se uma
menor eficacia nao significativa nas dose recomendadas
para uso clinico (5 e 7mg/kg/dia) em relacdo as dosagens
maiores de (10 e 20mg/kg/dia). O tratamento com voriconazol
proporcionou uma redugio da carga fiingica tecidual e uma
maior sobrevida dos ratos, podendo representar uma nova
op¢ao terapéutica na paracoccidioidomicose humana.

AVALIACAO DO CONTROLE DE INFECCAO CRUZADA EM SERVICOS ODONTOLOGICOS DE

SERTAOZINHO, SP

Wanessa Teixeira Bellissimo Rodrigues
Orientadora: Profa. Dra. Alcyone Artioli Machado
Tese de Doutorado apresentada em 29/04/2008

Garantir a seguranca do cliente é hoje uma preocu-
pacdo constante em todos os segmentos da assisténcia a
satide. Pela grande quantidade de microorganismos pre-
sentes na cavidade oral, pela extensa contaminagao do ar,
superficies adjacentes ao cliente em atendimento e equipa-
mentos que ocorre durante o atendimento odontolégico, o
risco de transmissao de doengas infecto-contagiosas como
a aids, as hepatites B e C pode ser elevado nesse cendrio,
caso medidas preventivas ndo sejam estritamente adota-
das. Diante disso, o presente estudo avaliou entre os cirur-
gides-dentistas da rede privada e puiblica de Sertdozinho
(SP), o nivel de conhecimento e as praticas de controle de
infec¢do cruzada adotadas durante seu exercicio profissio-
nal, por meio de entrevista individual. Esses dados foram
digitados em um banco de dados do programa Epi-Info
(CDC, versao 6.04d) e variaveis selecionadas foram subme-
tidas ao teste 2 ou exato de Fisher bicaudal, para compara-
¢do entre os setores privado e publico (andlise transver-
sal). Participaram do estudo 135 cirurgides-dentistas, pre-

dominando o sexo feminino (63,0%) e adultos jovens (mé-
dia de idade = 34,5 anos). Entre os profissionais que rece-
beram informagdes sobre controle de infeccdo cruzada na
graduagdo, 50,4% as julgaram insuficientes. Apenas 26,7%
relataram trabalhar constantemente com auxiliar. Realiza-
vam higienizac¢do das mios, antes e apds os atendimentos,
86,7% dos participantes, sendo que aqueles com vinculo
privado usavam sabonete liquido e toalhas descartiveis
com maior freqiiéncia (p<0,001). A maioria dos profissio-
nais avaliados (97,8%) usava luvas regularmente nos aten-
dimentos clinicos, mas 8,2% deles relataram reutilizar o
mesmo par de luvas em diferentes atendimentos. Grande
parte dos cirurgides-dentistas (80,0%) empregava exclusi-
vamente a estufa para a esterilizac@o de artigos termorre-
sistentes, mas os parametros adequados de tempo de ex-
posic@o e temperatura eram atingidos por apenas 32,1%
dos profissionais ptblicos e 70,0% dos privados (p<0,001).
A desinfec¢do de artigos termossensiveis era feita com subs-
tancias adequadas por 60,0% dos profissionais de ambos
os setores (p=0,908). De maneira geral, os dados apontam a
existéncia de um hiato extenso entre as recomendacdes
sobre controle de infeccao firmadas na literatura e a pratica
exercida pelos cirurgides-dentistas na localidade estuda-
da, sendo pior a situacdo encontrada nos servigos publi-
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cos, em relagdo aos privados. Através dos dados apresen-
tados, pode se inferir que as causas desse problema sdo a
falta de condigdes estruturais e funcionais adequadas ao
exercicio da profissdo, a falta de conhecimentos especifi-
cos por parte dos cirurgides-dentistas, assim como sua fal-
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ta de envolvimento com a questdo. Para modificar essa si-
tuacdo, e garantir a preservagdo da satude dos clientes sob
atendimento odontoldgico, este problema deve ser ampla-
mente debatido e divulgado no ambito das associacdes de
classe, faculdades de odontologia e gestores publicos.

AVALIACAO PROSPECTIVA DOS PADROES DE SENSIBILIDADE DE AMOSTRAS DE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLADAS DE SECRECOES RESPIRATORIAS DE PACIENTES

COM FIBROSE CISTICA

Flvia Patricia Gongalves Mazzo
Orientador: Prof. Dr. José Fernando de Castro Figueiredo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 05/05/2008

A principal causa de morbidade e mortalidade dos
pacientes portadores de fibrose cistica (FC) € a ocorréncia
de infec¢des pulmonares cronicas, frequentemente causa-
das por Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Sabe-
se que o uso cronico de antimicrobianos aumenta a sobre-
vida dos pacientes mas pode, ao longo do tempo, induzir a
selecdo de bactérias resistentes aos medicamentos. O ob-
jetivo do presente trabalho foi determinar, prospectivamen-
te, os padrdes de sensibilidade de amostras de P. aerugi-
nosa, isoladas de secre¢des respiratérias de pacientes por-
tadores de Fibrose Cistica, atendidos no Hospital das Cli-
nicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (HCRP)
da Universidade de Sao Paulo (USP), no periodo de abril de
2004 a abril de 2005, procurando associar este dado com a
utilizag¢@o de antimicrobianos e com algumas variaveis cli-
nicas dos pacientes.

Casuistica e métodos: Foram avaliadas 129 amos-
tras de P. aeruginosa (62 mucéides; 67 nao mucoides), pro-
venientes de 34 pacientes portadores de FC, isoladas e
identificadas segundo recomendagdes do CLSI. A avalia-
¢do da sensibilidade destas amostras a amicacina, gentami-
cina, cefepima, ceftazidima, ciprofloxacina e imipenem foi
feita por meio do sistema automatizado Microscan-Walkway,
por método de difusdo em placas (Kirby-Bauer) e por meio
de teste de microdiluicdo em placas. No caso de divergéncia
entre os resultados destes testes, adotou-se, como referén-
cia, o resultado do método de Kirby-Bauer. Para a determi-

nag¢do da concentracdo inibitéria minima (CIM) utilizou-se,
como screening do ponto de corte da CIM, o dobro da mai-
or concentracio proposta pelo CLSI para a cepa padrio de
P. aeruginosa (ATCC 27853), em caldo Muller Hinton.

Resultados e Conclusées: O porcentual de resis-
téncia aos antimicrobianos, no conjunto das amostras es-
tudadas, foi de 47,3% para gentamicina, 39,5% para amica-
cina, 20,9% para cefepime, 15,7% para ciprofloxacina, 11,6%
para ceftazidima e 7,8 % para imipenem. Quando as amos-
tras foram analisadas em conjunto, constatou-se aumento
daresisténcia das amostras ao longo do tempo para amica-
cina, gentamicina, ceftazidima e ciprofloxacina, Quando ana-
lisadas individualmente, por paciente, verificou-se aumen-
to da resisténcia ao longo do tempo para amicacina e gen-
tamicina, sendo esse aumento bem evidente para cepas
mucoides, e menos pronunciado para as cepas ndo mucoi-
des. Houve também um aumento significativo da resistén-
cia para imipenem nas cepas mucdides e para ceftazidima,
embora pouco pronunciado, tanto nas cepas mucdides
como ndao mucdides. Nao encontramos associacao entre
resisténcia aos antimicrobianos e tipo de cepa bacteriana,
sexo do paciente, tempo de diagnéstico de FC, presenga de
agudizagdes da doenga pulmonar e uso prévio de drogas
especificas. Houve alto grau de discordancia dos resulta-
dos do método de microdilui¢do em placas quando compa-
rados com os resultados obtidos por meio do sistema auto-
matizado MicroScan-Walkway e pelo método de Kirby-
Bauer, especialmente para amicacina, imipenem e gentami-
cina, dessa maneira, € recomendavel a utilizacdo do método
de Kirby-Bauer para a determinacéo final da sensibilidade
de amostras de P. aeruginosa isoladas de secrecdo respira-
téria de pacientes com FC.

INIBICAO DA REPLICACAO DO VIRUS DENGUE TIPO 2 POR RNA DE INTERFERENCIA EM

CELULAS HUMANAS
Alessandra Cristina Gomes Ruiz
Orientador: Prof. Dr. Benedito Ant6nio Lopes da Fonseca

Tese de Doutorado apresentada em 07/05/2008

A dengue ¢ atualmente considerada a mais impor-
tante arbovirose que afeta 0 homem em termos de morbida-
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de e mortalidade. Estima-se a ocorréncia de 100 milhdes de
casos de dengue ao ano em todo o planeta. A necessidade
de um tratamento seguro e eficaz tem sido prioridade global,
no entanto, nenhuma vacina efetiva para a dengue esta dis-
ponivel. Nesse estudo, a possibilidade de atenuar a infec-
cdo pelo dengue usando pequenos fragmentos interferen-
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tes (siRNA) em células HepG2 e U937 foram avaliados. RNA
de interferéncia (RNAi) é um fendmeno especifico de
silenciamento génico pds-transcricional desencadeado pela
producdo de moléculas endégenas ou exdgenas de RNA
dupla fita (ds)RNA. As seqiiéncias alvo para o silenciamento
génico (5'UTR, 3' UTR e prM) do genoma dos virus dengue,
foram alinhadas com os 4 sorotipos do virus e seqiiéncias
homologas selecionadas para a construgdo dos "hairpins”
de RNA dupla (shRNA) posteriormente inseridos no vetor
pSilencer®. Os DNAs plasmidiais contendo os "hairpins"
foram, ento, seqiienciados, purificados e utilizados para a
transfeccdo estavel em células HepG2 e transiente em célu-
las monociticas U937. O desafio com DENV-2 com MOI 0,1 e
5, nos clones celulares expressando constitutivamente os
"hairpins" em relac@o aos controles, através da andlise por
PCR em Tempo Real, mostraram-se capazes de atenuar a
infec¢do causada pelo virus. Entretanto, os "hairpins" 5' UTR
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e prM se mostram mais efetivos no silenciamento que o 3'
UTR. Paralelamente, a deteccdo de antigenos virais por
imunofluorescéncia indireta nestes clones, expressando os
"hairpins" em relagd@o aos controles, mostrou uma redugao
do niimero de células infectadas. Através da deteccdo da
fita de RNA intermedidrio por PCR, foi possivel observar
uma diminui¢do da replicagdo viral nessas células a partir do
3° dia de infeccio com DENV-2 corroborando os demais
resultados. Em células U937, o fendmeno de silenciamento
génico também foi observado, mas apenas 48hs pds-infec-
¢do, indicando posteriormente a perda do fenétipo previa-
mente conferido a célula, pela presenca do vetor expressan-
do os shRNAs. Para excluirmos a possibilidade de um efeito
ndo especifico, na reducdo da producdo viral, a expressao
relativa de genes estimulados por interferon, entre os clones
celulares infectados e o mock, mostraram que 0S nossos
shRNAs ndo induzem o sistema imune.

DIABETES MELLITUS E DOENCAS ASSOCIADAS EM NIPO-BRASILEIROS DE MOMBUCA,

GUATAPARA-SP

Regina Célia Garcia de Andrade
Orientador: Prof. Dr. Milton César Foss
Tese de Doutorado apresentada em 09/05/2008

E plenamente conhecida a relacio da prevaléncia de
doengas cronicas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e
doengas cardiovasculares, com diferentes etnias e sua dis-
tribuicio geografica segundo o estilo de vida. Populacdes
de origem japonesa, que originalmente apresentavam baixa
morbidade por diabetes, apds mudancas socioculturais sig-
nificativas, motivadas pela migracdo ao ocidente, passaram
a apresentar, em um curto periodo de tempo, maior risco
para desenvolver estas doengas. A comunidade nipo-brasi-
leira de Mombuca, do Municipio de Guatapara-SP estabele-
ceu-se no Brasil nos anos 60, mantendo muitos de seus
costumes tradicionais. O objetivo do estudo € estimar as
prevaléncias de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e tolerancia
diminuida a glicose (TDG) na comunidade de Mombuca,
Guatapara-SP, relacionando-as com alguns fatores de risco
cardiovascular (FRCV). Trata-se de estudo transversal, rea-
lizado em 2005, com nipo-brasileiros com idade =20 anos e
de ambos os sexos. Questionarios socioculturais/satde
padronizados; realizadas medidas de pressdo arterial, peso,

altura e circunferéncia abdominal. Coleta de sangue venoso
para dosagem glicémica e lipidica. Dados expressos como
médias (desvio padrdo), intervalos de confianga ou porcen-
tagens. Varidveis continuas comparadas mediante teste t de
Student ou ANOVA e as categéricas pelo teste qui’ ou exato
de Fisher. O nivel de significancia previamente estabelecido
foi de 5%. Dos 131 participantes (67% da populacio), a mai-
oria (58,8%) ¢ do sexo feminino; idade média de 55 anos
(15,9). As prevaléncias de DM2 (13,7%) e de TDG (14,5%)
foram maiores entre as mulheres (15,6 VS. 20,8%) do que
entre homens (11,1 vs. 5,6%), respectivamente. Na distribui-
¢do por faixas etdrias encontram-se coeficientes que variam
de 14,3% na populacio < 30 anos até 48,5% nos > 70 anos.
Em relacdo aos FRCV, 76,3% apresentaram dislipidemia, 52,7%
obesidade abdominal (OA), 48,1 % hipertensdo arterial (HA),
42,3% obesidade geral e 27,1 % sindrome metabdlica (SM -
critério NCEP). Houve associa¢@o significativa de HA (Ra-
730 de Prevaléncias=RP=2,10e IC 95%: 1,46 - 2,99) e SM
(RP=4,10e IC 95%: 2,39 - 7,05) com DM2 em relacdo aos
normoglicémicos. As prevaléncias de DM2, TDG e FRCV,
superiores aos valores encontrados em Ribeirdo Preto-SP
(1996-97) sdo dados que permitem uma maior reflexao sobre
o estilo de vida e outros fatores desencadeantes.

CARACTERIZACAO DE NODULOS MAMARIOS POR TECNICAS QUANTITATIVAS DE RES-

SONANCIA MAGNETICA

Ruth Helena de Morais Bonini
Orientador: Prof. Dr. Valdair Francisco Muglia
Tese de Doutorado apresentada em 09/05/2008

A Ressonancia Magnética (RM) é um método im-
portante na investigacao do cancer mamdario. Embora reco-
nhecida como método de escolha para o rastreio das paci-
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entes de alto risco e para outras indicagdes, o papel da RM
na caracterizag¢do de lesdes mamadrias permanece contro-
verso. Recentemente, alguns autores tém defendido o uso
de critérios morfolégicos e pés-contraste dindmico para
este propoésito. Técnicas quantitativas de RM ndo tém sido
usadas extensamente na mama. Relaxometria T2 e Transfe-
réncia de Magnetizacdo (TM) sdo técnicas quantitativas
muito utilizadas para investiga¢do de doencas neuroldgi-
cas. Nas doengas mamarias, o uso da TM tem sido limitado
amelhorar a visualizagdo de areas de realce patolégico em
imagens pds-contraste e a relaxometria T2 foi empregada
para avaliar tecidos mamarios e lesdes, usando, na maioria
das vezes, seqiiéncias duplo-eco.

O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade e a
utilidade da relaxometria T2 e da TM na diferenciacdo de
lesdes nodulares benignas de malignas. Cingiienta e quatro
lesodes de cinqiienta pacientes, classificadas como Bi-RADS
4 ou 5 foram prospectivamente avaliadas usando andlise
morfocinética , relaxometria T2 e Razdo de Transferéncia de
Magnetizagdo (MTR), isoladamente ou em associacio.

Medicina (Ribeirdo Preto) 2008; 41 (3): 355-428
http://www.fmrp.usp.br/revista

Os pacientes foram divididos em dois grupos, um
de lesdes benignas e outro de malignas. Um escore foi uti-
lizado na andlise morfocinética para caracterizar as lesoes.
O valor de T2 e a MTR dos musculos peitorais, tecido
fibroglandular, gordura e lesdes mamarias foi calculado.

A analise morfocinética isolada teve sensibilidade
de 100% e especificidade de 78,9%. Nenhuma diferenca es-
tatisticamente significativa foi encontrada entre lesdes be-
nignas e malignas para o valor de T2. Uma diferenga esta-
tisticamente significativa foi encontrada para os valores de
MTR das lesdes benignas e malignas. Quando se associou
o parametro MTR ao escore morfocinético, usando o valor
de 19,1, como discriminador de lesdes benignas e malignas,
a especificidade aumentou para 89,5%

Nossos resultados sugerem que a TM pode ser uti-
lizada na avaliacdo de lesdes mamarias, podendo ser usada
para melhorar a especificidade da analise padrao, morfoci-
nética. Estudos adicionais sdo necessdrios para melhor
defini¢do da aplicabilidade desta técnica.

EXPRESSAO DO RECEPTOR DE GLICOCORTICOIDES E DA PROTEINA PRAME EM DOENCAS
LINFOPROLIFERATIVAS COM FENOTIPO NK (Natural Killer)

André Fiorin Marinato
Orientador: Prof. Dr. Roberto Passetto Falcdo
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 14/05/2008

Os linfécitos natural killer (NK) e T/NK sao célu-
las originadas na medula dssea que t€m uma origem em
comum, mas diferentes processos de maturacao, resultan-
do em linfécitos NK verdadeiros ou linfécitos T citotéxicos
que expressam marcadores tipicos da linhagem NK. Estas
células podem originar neoplasias, cuja raridade dificulta
seu melhor conhecimento e boas estratégias de tratamen-
to. O receptor de glicocorticdides humano (RGh) possui
varias isoformas, das quais destacam-se a 4, mediador pri-
maério da a¢do dos corticéides, e a B, seu modulador negati-
vo. A relag@o entre estas isoformas parece indicar a sensi-
bilidade das células a acdo dos corticdides, sendo mais
sensivel quanto maior a relacdo K/}, mas esta informagéo
nunca havia sido explorada nas doencas NK e T/NK. A
proteina PRAME (preferentially expressed antigen in me-
lanoma), um antigeno associado a tumores, ja foi reconhe-
cida em vdrias neoplasias hematoldgicas e tumores s6li-
dos, com implicagdes diagndsticas e progndsticas, mas
nunca foi estudada nas neoplasias NK e T/NK. Além disso,
a PRAME representa um possivel alvo terapéutico. Nesta
investigacdo foram estudadas a expressdo das isoformas
do RGh em células leucémicas de seis casos de doencas
NK, 13 de doengas T/NK e em linfécitos NK e T/NK de 16
controles. A expressao protéica da PRAME foi investigada
em seis casos de doencas NK, 12 de doencas T/NK e 10
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controles. A citometria de fluxo foi o método de elei¢do para
esta investigagdo. Os linfécitos NK e T/NK normais, assim
como as células NK e T/NK leucémicas, expressam as
isoformas ¥ e 3 do RGh. No grupo das doencas NK, a
expressdo de RGhk nas células leucémicas foi semelhante
a dos linfécitos NK normais (p=0,44, Mann Whitney), po-
rém a expressdo de RGhp foi significativamente menor nas
células doentes (p=0,03), revelando uma relagéo k/f maior
nos linfécitos doentes (p=0,01). Entre as doengas T/NK, a
expressao de RGhk nas células leuc€micas foi maior do que
nos linfécitos T/NK normais (p=0,027) e a expressdo de
RGh foi menor nas células leucémicas (p=0,0001), ocasio-
nando uma relagio 4/P significativamente maior nas célu-
las doentes (p=0,0001). A proteina PRAME n@o se mostrou
expressa na superficie dos linfécitos NK ou T/NK normais
ou leucémicos. Entretanto, houve expressao intracelular em
mais de 87% das células NK e T/NK normais e em mais de
54% das neoplésicas. O estudo das isoformas K e 3 do RGh
em linf6citos NK e T/NK normais e leucémicos € inédito, e
sua andlise quantitativa indica uma provavel maior suscep-
tibilidade das células NK e T/NK neoplasicas a a¢do dos
corticdides, em relac@o aos linfocitos NK e T/NK normais.
Os resultados da PRAME, pela primeira vez analisada em
linfécitos NK e T/NK normais e leucémicos, demonstram
que este antigeno ndo € expresso na membrana celular nes-
tas neoplasias, ao contrario do observado em outras doen-
cas oncohematoldgicas. No entanto, encontramos expres-
sdo intracelular desta proteina tanto nos linf6citos normais
quanto nos doentes analisados, o que ndo contribui para
novas estratégias diagndsticas ou terapéuticas.
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ESTUDO DA ISOFORMA NEURONAL DA SINTASE DE OXIDO NiTRICO PRESENTE NO SISTE-
MA NERVOSO SIMPATICO PERIFERICO EM RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS
(SHR) ANTES E APOS DESENVOLVEREM HIPERTENSAO ARTERIAL

Andréia Fernanda Carvalho Leone Aguiar
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Barbosa Coelho
Tese de Doutorado apresentada em 14/05/2008

Neste trabalho, nosso objetivo foi investigar a fun-
cdo e a expressdo da isoforma neuronal da enzima sintase
de 6xido nitrico (nNOS) em ratas Wistar normotensas (N) e
espontaneamente hipertensas (SHR) em diferentes fases
de desenvolvimento. Estudos a resposta vasoconstritora
induzida pela estimulagdo elétrica de nervos simpaticos
periarteriais (EEP) em leito arterial mesentérico (LAM) iso-
lado e perfundido (Krebs, 4ml/min) de ratas N com 30 e 180
dias e SHR de mesma idade. Também foi investigado a in-
fluéncia da hipertensao arterial sobre a modulag@o nitrérgica
da resposta simpdtica usando um inibidor seletivo para
nNOS, S-metil-tiocitrulina (SMTC) (20uM), além de western
blot e histoquimica (NADPH-diaforase) do ganglio simpa-
tico mesentérico superior. A pressdo arterial nos animais de
30 dias foi maior no grupo SHR quando comparada ao gru-
poN(132,0£ 1,0 vs 115,9 £2,3, SHR; P=0,01) assim como
aos 180d (183,0+ 1,3 vs 126,7 + 3,1;SHR; P=0,001). Em am-
bos os animais a pressdo arterial se elevou com o envelhe-
cimento (126,7+3,1vs 115,9+2,3, N; P=0,01); (183,0+1,3
vs 132,0+ 1,0, SHR; P=0,001). A pressao basal de perfusao
dos LAM isolados de N 30d e SHR 30d ndo apresentaram
diferencas (15,5 0,4 vs 13,4 £ 1,0). Entretanto houve um
aumento nos animais SHR 180d quando comparados aos N
180d (26,9 £ 0,9 vs 15,7 £ 0,4). Aresposta simpética a EEP
mostrou que em SHR 30d houve um aumento da resposta
vasoconstritora maxima a EEP, quando comparado com N
30d (183,1[153,3-212,9] vs (78,2 [70,2-86,2] EMAX = EPM,
P=0,001). O mesmo foi observado no grupo SHR 180d em
relacdo ao grupo N 180d (171,1 [165,1-177,2] vs (106,1 [91,1-
125,51 EMAX £ EPM, P=0,003). Em animais SHR 180d hou-
ve um aumento da sensibilidade a EEP em relagdo ao SHR

30d (14,3 [13,8-14,9] vs (18,7 [15,4-22,0], FE,  [IC95%],
P=0,05). Em contraste, nos animais N 180d foi observado
um aumento do efeito maximo em relagdo ao N 30d (106,1
[91,1-125,5] (78,2 [70,2-86,2] EMAX + EPM, P=0,002). A
perfusdo de SMTC nao modificou a resposta a EEP em pre-
paragdes de animais N 30d. Porém, a SMTC produziu um
aumento da sensibilidade a EEP em preparacdes SHR 30d
quando comparadas com SHR 30d na auséncia do inibidor
(15,3 [13,1-17,5] vs 18,7 [15,4-22,0], FE_ [IC95%], P=0,04). O
mesmo foi observado em preparagdes N 180d (14,8 [12,8-
16,7] vs 18,8 [14,4-22,1], FE,  [IC95%], P=0,03), ndo houve
alteracdes entre as preparagdes de animais SHR 180d na
presenca ou na auséncia de SMTC. A histoquimica do gan-
glio mesentérico superior mostrou diminui¢do significativa
de neurdnios NADPH-diaforase positivos SHR quando
comparadas com N 30 e 180d (0,6 £ 0,2 vs 2,8 £ 0,4, P=0,001),
(0,7£0,46 vs 2,4 + 0,4 P=0.007). O Western blot mostrou
uma reducdo significativa na expressdo proteica da nNOS
em ganglio mesentérico superior dos animais SHR 180d
quando comparados com animais N 180d (0,1 £ 0,009 vs 0,3
+0,01, P=0,005). Resumindo, os resultados desse trabalho
mostram um menor nimero de neurénios NADPH-diafora-
se positivos no ganglio mesentérico superior de ratas SHR,
presentes desde a fase de pré-hipertensdo e mantidos du-
rante a fase de hipertensao estabelecida, sugerindo uma rela-
cdo causal entre a redugio dos neuronios NADPH-diafora-
se positivos e o surgimento da hipertensdo arterial nesse
modelo. A andlise dos dados funcionais e da expressao pro-
téica da nNOS mostram que nas fases de pré-hipertensao ha
uma resposta adrenérgica exacerbada, modulada pelo NO,
sugerindo um papel contra-regulador do 6xido nitrico sobre
a atividade adrenérgica. Nossos dados também mostram que
esse mecanismo inicial se esgota com o tempo, uma vez que
na fase de hipertensdo estabelecida a atividade da enzima,
assim como sua expressao encontram-se reduzidas.

ALTERACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA INDUZIDA PELA EXPANSAO in vitro DE

CELULAS PRECURSORAS HEMATOPOETICAS

Dalila Luciola Zanette
Orientadora: Profa. Dra. Angela Kaysel Cruz
Tese de Doutorado apresentada em 15/05/2008

O ntimero total de células precursoras € o principal
fator limitante para o uso do sangue de corddao umbilical
(SCU) como fonte de c€lulas precursoras hematopoéticas

(CPHs). A expansdo in vitro destas células seria uma alter-
nativa promissora. No entanto, quando usadas em trans-
plantes, as células expandidas geralmente ndo apresentam
vantagens em relacdo as células frescas. Este estudo foi
feito para acumular conhecimentos acerca dos mecanismos
moleculares ativos nas CPHs cultivadas, com intengdo de
sugerir melhorias nos protocolos de expansdo existentes.
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As amostras de células CD34* de SCU foram cultivadas com
citocinas, na auséncia de soro e estroma. No momento da
purificacdo (t0) e depois de 3 dias de cultivo (t3), as células
foi verificada por citometria de fluxo a porcentagem de célu-
las em apoptose, a de células com fenétipos primitivos
(CD34%/CD38neg e CD34*/CD90") e duplamente positivas
para CD34* e CXCR4*. O potencial clonogénico e de dife-
renciacio foi avaliado em ensaios de metilcelulose. Com o
RNA das amostras foram feitos pools para gerar dois perfis
de expressao génica independentes, das células em t0 e em
t3, usando microarrays de oligonucleotideos. As amostras
foram utilizadas individualmente para avaliar a expressao
dos genes IL9R, SMADG, BIRCS, CDC25C, WNT5B, WIF1,
GSK3B,AKT1, Bmi-1, HOXB4 e CCND1 por PCR quantitati-
va em tempo real (QPCR). Foi encontrado um aumento mé-
dio de 2,8 vezes no niimero de total de células e pelo menos
80% das células expressavam o CD34 apds o cultivo. O ni-
mero absoluto de células CD34+/CD38neg e CD34+/CD90+
aumentou 2 e 6 vezes, respectivamente. Havia uma maior
porcentagem de células vidveis em t3 comparado com t0
(média de 75% e 63%, respectivamente). A porcentagem de
células CD34+/CXCR4+ foi significativamente menor em t3.
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O ndmero absoluto e relativo de colonias, demonstrado pe-
los ensaios clonogénicos, nio se alterou, indicando que a
capacidade de diferenciac@o foi mantida pelas células culti-
vadas. Genes envolvidos com o ciclo celular e com a mitose
estavam regulados positivamente em t3, como o CDC25C. A
expressdo dos genes reguladores intrinsecos de CPHs,
HOXB4 e Bmi-1, estava significativamente diminuida em t3.
Também foram confirmadas a menor expressao de CXCR4,
que tem conhecida func@o de favorecer o homing; de GSK3B,
que participa da via Wnt; e de WIF1, inibidor desta mesma
via. Observamos a regulagdo positiva de genes como o IL9-
R, associado com proliferacao através da via JAK/STAT,;
SMADG6, um regulador negativo da via TGF- 1; WNT5B, um
ligante da via de sinalizagdo Wnt, e BIRCS5, um inibidor da
apoptose. Desta maneira, o uso deste protocolo de curto
prazo expandiu o nimero de células CD34+, aumentou o
nimero absoluto de células com fenétipo associado as CPHs,
sem afetar a viabilidade e o potencial clonogénico destas
células. A avaliagdo funcional das altera¢des da expressao
génica que acompanharam o cultivo devera ajudar a melho-
rar os protocolos de expansao de CPHs mantendo as carac-
teristicas celulares desejadas.

EXPOSICAO A ALERGENOS DE CAMUNDONGO E RATO EM DOMICILIOS DE CRIANCAS COM

ASMA E/OU CHIADO EM RIBEIRAO PRETO

Alessandra Santos Zampolo
Orientadora: Profa. Dra. Luisa Karla Paula Arruda
Dissertagcdo de Mestrado apresentada em 20/05/2008

Estudos recentes t€m identificado a importancia de
alérgenos de camundongo e rato como causa de sensibiliza-
¢a0 entre criangas com asma vivendo em grandes cidades
nos Estados Unidos, e demonstraram que a combinagao de
sensibilizacdo a camundongo e exposicao domiciliar a ni-
veis elevados de alérgeno de camundongo foi associada a
maior morbidade por asma entre criancas pertencentes a
familias de baixa renda, predominantemente de raga negra.
Em trabalhadores de laboratdrio, alérgenos de camundongo
e rato sdo causa freqiiente de sensibilizagio e desenvolvi-
mento de sintomas alérgicos. Os principais alérgenos de
camundongo e rato, Mus m 1 e Rat n 1, respectivamente,
pertencem a familia das calicinas ou lipocalinas, que inclui
alérgenos potentes de barata, cachorro e vaca. No presente
estudo, utilizamos ensaio imunoenzimatico (ELISA) para de-
terminar os niveis de alérgenos de camundongo e rato em
amostras de poeira de domicilios de criangas vivendo em
Ribeirdo Preto, que apresentaram crise aguda de chiado.
Dos 113 domicilios analisados, 39 (34,5%) apresentaram
niveis detectaveis de alérgeno de camundongo Musm 1, e
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14 (10,6%) foram positivo para alérgeno de rato Ratn 1.
Andlise de amostras de poeira de cama, quarto, sala de TV
e cozinha de cada domicilio ndo mostrou diferenca signifi-
cante entre a freqiiéncia de deteccdo de alérgeno de ca-
mundongo nos diferentes locais da casa. Os niveis de alér-
genos de camundongo variaram de 0,04 a 3,7 uyg Musm 1/
g de poeira. Seis das amostras positivas para Mus m 1 (2,2%)
continham valor acima de 1,6 ug de Mus m 1/ g de poeira,
nivel considerado elevado e associado a sensibilizacdo. Os
niveis de Ratn 1 variaram de 0,04 a 0,3 pug/ g de poeira, e
nenhuma das amostras apresentou valores acima de 1,6 pug
Ratn 1/gde poeira. Alérgeno de barata Bla g 1 foi detecta-
do em 77% dos domicilios. Nao houve correlagdo entre os
niveis de Mus m 1 e Bla g 1 nos diferentes locais, e nido
ocorreu diferenca dos niveis de Mus m 1 de acordo com a
presenca ou ndo de Bla g 1. Nossos resultados indicam que
alérgenos de camundongo e rato foram encontrados em
domicilios de criangas com crise aguda de chiado vivendo
em Ribeirdo Preto, e que niveis elevados foram detectados
em uma proporcio de domicilios. Estudos subseqiientes
deverdo ser realizados para avaliar a sensibilizacao a esses
alérgenos em nosso meio e para estabelecer o papel de
alérgenos de camundongo e rato como fator de risco para
chiado e asma.
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EFEITO DO PARTHENOLIDE NA PATOGENESE DA GLOMERULONEFRITE MESANGIAL AGUDA
INDUZIDA PELO VENENO DA COBRA HABU (TRIMERESURUS FLAVOVIRIDIS)

Alexandra Fabbris Verceze
Orientador: Prof. Dr. Marcio Dantas
Disserta¢do de Mestrado apresentada em 21/05/2008

O fator de transcricao nuclear factor-kappa B (NF-
kappa B) participa da patogénese das glomerulopatias.
Neste estudo avaliamos os efeitos da administragdo de
parthenolide (PIN), um inibidor do NF-kappa B, na
glomerulonefrite mesangial aguda (GMA) induzida pelo
veneno da cobra habu (HSV). Material e Métodos: Camun-
dongos unineftectomizados foram tratados por via i. v. ou
com HSV para indu¢@o de GMA ou com veiculo durante 2
dias alternados. PTN diluido em dimetil-sulféxido (DMSO)
ou apenas DMSO foi administrado por viai.p., diariamente
até o dia do sacrificio (7° ou 14° dia). Os camundongos dos
grupos controle C-DMSO e C-PIN e com glomerulonefrite
G-DMSO e G-PIN foram avaliados para creatinina sérica,
area e n° de células do tufo capilar glomerular/(TCG). Por
imunohistoquimica foram avaliadas a expressdo glomerular
e intersticial de 4-smooth muscle actin (.-SMA), o n° de

células PCNA (proliferating cell nuclear antigen) positivas/
TCG e o n° de macréfagos/TCG. Resultados: Todos os ca-
mundongos que receberam HSV desenvolveram quadro
histopatolégico de glomerulonefrite proliferativa mesangial
focal, independentemente do tratamento com PIN, mas esta
glomerulonefrite ndo resultou em albuminuria e tampouco
em alteragc@o da creatinina. Em comparag@o com seu res-
pectivo controle C-DMSO, os camundongos do grupo G-
DMSO apresentaram aumento estatisticamente significan-
te da drea do TCG no 7° e no 14°, da expressao intersticial
no 7° dia e, apenas no 14° dia, maior expressao glomerular
de 4&-SMA e do n° de macréfagos/TCG. Entretanto, o grupo
G-DMSO ndo apresentou \ diferencga estatisticamente sig-
nificante quando comparado com o grupo G-PTN em ne-
nhum dos dois momentos do estudo. Em conclusdo, o tra-
tamento com parthenolide aparentemente diminuiu a ativi-
dade de alguns mecanismos envolvidos com a patogénese
da GMA induzida pelo HSV em camundongos. Entretanto,
estes efeitos parecem ter ocorrido em intensidade inferior a
esperada, talvez pela caracteristica focal deste modelo ex-
perimental de GMA.

FATORES DE RISCO DE DIFICULDADE DE DEGLUTICAO EM PACIENTES COM ACIDENTE

VASCULAR ENCEFALICO

Anna Flavia Ferraz Barros Baroni
Orientador: Prof. Dr. Roberto Oliveira Dantas
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 26/05/2008

A disfagia comumente estd associada as desordens
neuroldgicas graves, entre elas, o Acidente Vascular
Encefélico (AVE). Os objetivos desse estudo foram: avaliar
a degluticao em pacientes com AVE; avaliar a prevaléncia
de dificuldade de degluti¢ao nesses pacientes; analisar fa-
tores que possam estar associados as alteragdes de
degluticao como: idade, sexo, tinico ou multiplos AVE, tipo
de AVE, tempo e localizacdo da lesdo, expressao oral, com-
preensio oral, alteracdes motora e/ou de sensibilidade, al-
teracdo respiratodria, presenca de complicagdes como febre
e pneumonia, e capacidade funcional; e relacionar a pre-
senga de dificuldade de degluticio com a realizacio de
fonoterapia e a mortalidade apds trés meses do AVE. Foram
selecionados 212 pacientes com diagnéstico médico de AVE,
confirmado por meio de exame neuroldgico e exames de
imagem. A avaliagio funcional da degluti¢do foi realizada a

beira do leito por uma fonoaudiéloga e os pacientes foram
divididos em dois grupos: Grupo I: pacientes sem alteracdo
de degluticdo e Grupo II: pacientes com alteragdo de
degluticdo. Apds trés meses do AVE, foi verificada, subjeti-
vamente, a melhora das alteracdes de fala e degluticao, a
presenca de 6bito e a realizacdo de fonoterapia. Verificou-
se que 63% dos pacientes com AVE apresentaram alteragao
de degluticdo. As varidveis sexo e localizag@o da lesdo nao
estavam associadas a presenga ou nio de dificuldade de
degluticdo. Os pacientes com maior chance de terem essa
alteracdo foram aqueles que tinham: prévios episédios de
AVE, AVE no hemisfério esquerdo, alteracdes motoras e/ou
de sensibilidade, altera¢des na compreensao oral, expres-
sdo oral e nivel de consciéncia, necessidade de auxilio de
oxigénio, complicacdes como febre e pneumonia; e indices
baixos nas escalas de Rankim e Barthel. Esses pacientes
apresentaram maior tempo de internag@o e maior mortalida-
de. Assim, a degluti¢do deve ser avaliada em todos os paci-
entes com AVE, sendo necessario para evitar complicagoes,
diminuir o tempo de internagdo e melhorar a qualidade de
vida.
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EFEITOS DA PRATICA DO CANTO SOBRE PARAMETROS FUNCIONAIS RESPIRATORIOS, SIN-
TOMAS E QUALIDADE DE VIDA DE PACIENTES PORTADORES DE DOENCA PULMONAR

OBSTRUTIVA CRONICA

Amanda Gimenes Bonilha
Orientador: Prof. Dr. José Antonio Baddini Martinez
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 27/05/2008

A doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) estd
associada com alta morbidade e graves prejuizos da quali-
dade de vida, principalmente devido ao desenvolvimento
de dispnéia e limitacdo para a realizac@o de atividades fisi-
cas. O canto faz parte da condi¢do humana desde tempos
remotos. A respiracao no canto cursa com inspiracdes rapi-
das e curtas; expiragdes lentas e prolongadas contra a glote
semicerrada; uso do padrio respiratdrio costo-abdominal;
grandes exigéncias da musculatura respiratdria e requer
amplo controle respiratério. Tais caracteristicas da respira-
¢do no canto guardam o potencial de beneficiar pacientes
com DPOC por possivel melhora do controle e do padriao
respiratdrio, treinamento da musculatura respiratdria, redu-
c¢do da dispnéia e melhora da qualidade de vida. Os objeti-
vos deste estudo foram investigar em pacientes com DPOC
estaveis os efeitos imediatos do ato de cantar sobre para-
metros funcionais respiratorios, cardiovasculares e intensi-
dade da dispnéia, no inicio da pratica do canto e ao final de
seis meses de treinamento. Além disso, também foram in-
vestigados os efeitos tardios sobre pardmetros funcionais
respiratorios, intensidade da dispnéia, grau de ansiedade e
depressao, e medidas de qualidade de vida relacionada a
saude, apds seis meses de pratica. Para tanto, 30 pacientes
foram divididos em dois grupos: Grupo Canto (GC; 12 ho-
mens; idade: 69,8 + 7,4 anos; VEF1: 48,8 +20,8 %) e Grupo
Atividades Manuais (GAM; 12 homens; idade: 73,6 + 7,5
anos; VEF1: 53,4 +20,1%). Ambos os grupos participaram
de 24 aulas semanais de canto ou de atividades manuais,

sendo o ultimo o grupo controle. Os resultados foram ex-
pressos como valores absolutos das variacdes das medidas
finais em relag@o as iniciais. A avalia¢do dos efeitos imedia-
tos foi realizada apds trés aulas e repetida ao término de 24
sessoes, e foi composta por medidas realizadas antes, du-
rante e ap0s o ato de cantar. Na avaliacdo apds trés aulas, o
GC mostrou, logo ap6s o ato de cantar, variagdes significan-
temente maiores de capacidade inspiratéria (GC: 0,09 + 0,21
XGAM:-0,09+0,20L),FR (GC: 3,1 +3,5 X GAM: 1,1 +2,1
ipm), Sa02 (GC: 1,5+2,1 X GAM: -0,2 + 1,1 %) e dispnéia
(GC:1,3+1,6 XGAM: 0+ 1) e menores do volume de reserva
expiratdrio (GC: -0,07 £0,17 X GAM: 0,10+ 0,13 L). Compor-
tamento semelhante foi observado apds 24 aulas (VRE= GC:
-0,01 0,11 X GAM: 0,09 +0,14L; CI=GC: 0,14 +0,25 X
GAM:-0,08 0,18 L; FR=GC: 2+ 1 X GAM: 0,07+ 1,71 ipm;
Dispnéia= GC: 0,47 + 0,74 X GAM: -0,33 + 0,62). Na avalia-
¢do dos efeitos tardios foram obtidas, antes e ap6s a inter-
vengdo: espirometria, gasometria arterial, medidas de pres-
sOes respiratdrias, medida de dispnéia pelo indice de dispnéia
basal, escala de ansiedade e depressdo, e avaliacdes de
qualidade de vida pelos questiondrios de Saint George e SF-
36. Ao final do treinamento o GC mostrou ganhos signifi-
cantemente maiores de pressao expiratéria maxima (GC: 3 +
17,2 X GAM: -11,3 £20,2 cmH,O) e do componente fisico do
questionario SF-36 (GC: 3,96 £ 6,00 X GAM: -2,06 +7,11).
Houve também ganhos de qualidade de vida de grau seme-
lhante em ambos os grupos pela andlise do questiondrio de
Saint George (GC: -5,92 +£5,75 X GAM: -5,00 = 7,75). Os
resultados obtidos indicam que a praitica do canto leva a
reducdes transitdrias do grau de hiperinsuflacao pulmonar.
Além disso, também pode reduzir o ritmo de deteriorag¢do da
pressdo expiratéria maxima e melhorar aspectos ligados a
qualidade de vida dos pacientes com DPOC.

ESTUDO DA DEGLUTICAO EM PACIENTES COM MIOPATIA MITOCONDRIAL DO TIPO OFTAL-
MOPLEGLIA EXTERNA CRONICA PROGRESSIVA : AVALIACAO CLINICA, MANO METRICA E

VIDEOFLUOROSCOPICA

Danielle Ramos Domenis
Orientador: Prof. Dr. Roberto Oliveira Dantas
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/05/2008

As miopatias mitocondriais formam um grupo de

desordens clinicamente heterogéneas que podem afetar
multiplos sistemas além do musculo esquelético. A oftal-
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moplegia externa cronica progressiva (CPEO) € um tipo de
miopatia mitocondrial que tem como caracteristicas altera-
¢des nos movimentos oculares, ptose, podendo ter acome-
timento da musculatura facial, além de atrofia muscular de
membros. A fatigabilidade precoce pode ser a queixa princi-
pal e claramente desproporcional ao grau de fraqueza e
atrofia muscular detectada. A disfagia na doenga ¢ uma
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manifestagdo descrita por muitos autores, porém pouco
estudada ou caracterizada. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a degluti¢do de pacientes com miopatia
mitocondrial do tipo CPEO através de avaliagdo clinica,
manométrica e videofluoroscépica. Para tanto, foram sele-
cionados 14 pacientes com diagndstico de miopatia mito-
condrial do tipo CPEO, em acompanhamento no Ambulaté-
rio de Doengas Neuromusculares do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universi-
dade de Sao Paulo, independente de apresentarem queixas
ou ndo quanto a alimentacdo. A idade variou de 15 a 62
anos, com idade média de 35,3 anos sendo 5 (35,7%) do
género masculino e 9 (64,3%) do feminino. O grupo contro-
le foi formado por 16 individuos saudaveis (sem doengas
neuroldégicas ou queixas quanto a alimentag¢do) com idade
variando de 21 a 44 anos, idade média de 27,5 anos, sendo
6 (37,5%) do género masculino e 10 (62,5%) do feminino.
Na avaliac@o clinica, além da anamnese, foi realizada avali-
acdo estrutural e funcional da degluti¢do. Para isso foram
utilizadas as consisténcias pastosa, liquida e sélida, em
volume livre, confornle habito do paciente. Na avaliacdo
manométrica, as medidas foram feitas durante a degluticdo
liquida, para avaliar as pressdes intraluminares no corpo
do esofago. Foram realizadas 10 degluti¢des com intervalo
de 30 segundos entre elas e apds cinco minutos de repou-
so mais 10 degluti¢des com intervalo de 10 segundos entre
elas. Foram consideradas as medidas da pressao intralumi-
nal, sua durag@o, drea sob a curva e tempos parciais e totais
de deslocamento da onda. Na avaliacéo videofluoroscépica
utilizaram-se as dietas pastosa, liquida e s6lida, sendo as
duas primeiras em volume controlado de Sml. Para todas as
consisténcias foram realizadas trés ofertas, sendo que para
o pastoso e s6lido esse processo foi repetido. Além da
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dindmica da degluticdo na fase orofaringea foram analisa-
dos os tempos de fase oral (TFO), depuragao faringea (DF),
transito faringeo (TF), transito pela transicao faringoesofa-
gica (TTFE) e tempo de movimentagdo hiéidea (TMH). Em
anamnese observamos que 9 (64,3%) pacientes tinham quei-
xas quanto a alimentacdo mas apenas 7 (50%) apresenta-
ram alteragdes na avaliacdo clinica, sendo essas alteracdes
principalmente para as consisténcias pastosa (57,1%) e
s6lida (100%). As principais alteracdes foram fase oral pro-
longada, mastigacdo inadequada, degluticdes multiplas e
fadiga. Na avaliacdo manométrica foi observado reducio
da motilidade esofdgica sendo essa principalmente no
esofago proximal, com amplitude, duracio e area sob a cur-
va reduzidas. Quando comparado o desempenho do esdfago
nos diferentes intervalos de degluti¢do, ndo houve relagio
com a presenca da doenga, pois a diferenga foi significante
tanto para os pacientes como para os controles. Na video-
fluoroscopia da degluti¢@o, assim como na avaliacao clini-
ca, as principais alteragdes encontradas foram para as con-
sisténcias pastosa e sélida, sendo elas tanto em fase oral
como faringea. Apesar disso nao foi encontrado nenhum
episodio de aspiragdo laringotraqueal. Quanto aos tempos
de degluticdo, apenas o TFO foi significantemente maior
nos pacientes, sendo menor nos outros parametros como
TF e TTFE. Ao compararmos as primeiras com as tltimas
degluticdes para as consisténcias pastosa e solida, verifi-
camos que os pacientes apresentaram um aumento dos tem-
pos de DF, TF, TTFE e TMH para a consisténcia sélida,
sendo significante apenas para TF. O estudo permitiu con-
cluir que pacientes com miopatia mitocondrial do tipo CPEO
apresentam dificuldades de degluti¢dao, com alteracdes
orofaringeas e esofdgicas, sendo maiores para as consis-
téncias pastosa e sélida.

PREVALENCIA DA CONSTIPACAO INTESTINAL CRONICA E SUA RELACAO COM QUALIDA-
DE DE VIDA EM PACIENTES IDOSOS ATENDIDOS EM AMBULATORIO DE HOSPITAL PUBLI-

CO DE NIVEL TERCIARIO

Patricia Teixeira Meirelles Villela
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Brandt de Oliveira
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 27/05/2008

O estudo, de carater descritivo transversal, teve
como objetivos verificar a prevaléncia de constipacio in-
testinal cronica entre os pacientes do ambulatério de geri-
atria geral do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto e a
influéncia da constipacgdo intestinal sobre a qualidade de
vida desses pacientes. Foram entrevistados 620 pacientes,
de ambos os géneros, com idade igual ou superior a 60
anos. Os dados foram coletados entre setembro de 2006 a
maio de 2007. As entrevistas foram realizadas pela pesqui-

sadora, com questiondrio préprio para: identificacio da pre-
senga, ou ndo, de constipacdo intestinal conforme os crité-
rios Roma 11, e para a obten¢do das seguintes varidveis:
género, idade, uso de laxante e duracdo de constipacio.
Um instrumento medir qualidade de vida relacionada a sau-
de (SF-136) foi aplicado nos dltimos 120 pacientes entre-
vistados, apresentassem ou ndo i constipagao intestinal, o
SF-36 se divide em oito dominios: Capacidade Funcional,
Aspecto Fisico, Dor, Estado Geral de Saude, Vitalidade,
Aspecto Social, Aspecto Emocional, Saide Mental. Foram
excluidos pacientes com: déficit cognitivo grave, conforme
avaliagdo médica, deficiéncia fisica, pacientes acamados,
pacientes que, por algum motivo, apds aceitarem participar
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da pesquisa, apresentaram sinais de desconforto fisico, I
ansiedade intensa ou outra reagdo emocional no inicio ou
durante a aplicacio do questionario. Resultados e Conclu-
sdo: Dos 620 pacientes entrevistados, 306 (49,3%) apre-
sentavam constipacdo intestinal cronica, cuja prevaléncia
foi significativamente maior (p=0,004) entre as mulheres (203
das 428, 47,4 %) do que entre os homens (54 dos 192 ho-
mens, 28,1 %). O estudo mostrou também a associagio es-
tatisticamente significativa entre gé€nero feminino e uso de
laxante (p < 0,001). O género masculino tem risco 40,4%
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menor do que o género feminino de desenvolver constipa-
cdo intestinal cronica (p=0,003) e o risco de ter constipacio
aumenta 2,3% a cada ano em ambos os géneros ( p=0,042).
qualidade de vida dos pacientes constipados foi significa-
tivamente menor do que a qualidade de vida dos pacientes
nao constipados, conforme todos os dominios do instru-
mento (SF-36). A menor média dos escores dos dominios
foi a vitalidade. O estudo obteve resultados satisfatorios
de consisténcia Interna segundo Alfa de Crombach acima
de 0,8 em todos os dominios do instrumento.

RELACAO ENTRE HOMOCISTEINA E PARAMETROS DO ESTADO NUTRICIONAL EM PACIEN-

TES MANTIDOS EM DIALISE

Carla Cristina Silva de Almeida
Orientadora: Profa. Dra. Paula Garcia Chiarello
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 04/06/2008

O acumulo de Homocisteina (Hcy) € reconhecido
como fator de risco para doengas cardiovasculares (DCV)
e, em pacientes em didlise, esta associagdo pode estar in-
vertida, demonstrando que uma redug¢do, ao invés de um
aumento na concentrag@o de Hcy, pode ser preditor de re-
sultados clinicos ruins e de DCV, fendmeno este referido
como epidemiologia reversa. Dessa forma, o presente estu-
do objetiva que o esclarecimento das relacdes entre
homocisteina, parametros indicadores do estado nutricional
(bioquimicos, antropométricos e dietéticos), estado infla-
matoério e fatores de risco tradicionais para doengas cardio-
vasculares em pacientes tratados com didlise, na presenga
ou ndo da sindrome subnutricdo-inflamacao, possam es-
clarecer o significado da hiperhomocisteinemia nestes gru-
pos. A hiperhomocisteinemia foi constatada em grande par-
te dos pacientes em ambos os grupos (88,2% em HD e 81 %
em PD), com prevaléncia total de 85,7%, sendo 60% na for-
ma leve e 25,7% na forma moderada, embora os pacientes
nao tenham apresentado deficiéncias de dcido félico e vita-
mina B ,. Por meio da pontuagido aumentada da Avaliagio
Subjetiva Global (AGS) e importante prevaléncia de

hipoalbuminemia (69%), constatou-se a presenca de
subnutri¢do acompanhada de inflamagao, conforme foi ob-
servado pelo aumento das citocinas inflamatérias (100%
apresentavam Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-o) aci-
ma dos valores de referéncia, 43% apresentavam Interleu-
cina-6 (IL-6) aumentada e 47% apresentavam Proteina-C
reativa (PCR) aumentada. A Hcy se correlacionou positiva-
mente com albumina e creatinina e negativamente com
Colesterol Total (CT), Lipoproteina de Alta Densidade
(HDLc), Prega Cutanea do Triceps (PCT), % de gordura
corporal, dcido félico e vitamina B ,. Os principais determi-
nantes da hiperhomocisteinemia nesses pacientes foram o
préprio método de didlise, a Circunferéncia Muscular do
Braco (CMB), creatinina, creatina-kinase (Ck), HDLc e
acido folico. Entretanto, o melhor modelo que explicaria o
aumento da concentracdo plasmética de Hecy nesses paci-
entes foi determinado pela didlise, creatinina, Ck, dcido félico
e CT. Conclui-se, portanto, que os pacientes estudados
apresentavam a Sindrome Subnutri¢do-Inflamagao, a qual
poderia contribuir para o aumento da concentracao plas-
matica de Hcy, sendo que alguns dos principais marcado-
res nutricionais que poderiam determinar essa hiper-
homocisteinemia corroboram os achados de alguns auto-
res quanto a presenga do fendmeno da Epidemiologia
Reversa nesses grupos.

EFEITO DO EXERCICIO FISICO NA MOBILIZACAO DAS CELULAS-TRONCO CIRCULANTES:
ESTUDO COMPARATIVO ENTRE INDIVIDUOS NORMAIS E PORTADORES DE INSUFICIENCIA

CARDIACA

Camila Quaglio Bertini
Orientadora: Profa. Dra. Belinda Pinto Simd&es
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 26/06/2008

Introducao: Ainda que o principio da regeneracao
miocdardica pela terapia celular ja tenha alcancado o pata-
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mar da aplicacdo clinica em humanos, muito ainda resta
para ser compreendido sobre os mecanismos fisioldgicos
envolvidos na cinética das células envolvidas na repara-
c¢do tissular e os mecanismos farmacolégicos e fisioldgicos
de mobilizagao/circulacdo e alojamento nos tecidos que ne-
cessitam de reparo. O exercicio fisico € conhecidamente um
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estimulo fisiolégico mobilizador de células-tronco hemato-
poéticas e possivelmente facilitador do processo de rege-
neragdo dos tecidos lesados. Em sua maioria, porém, os
trabalhos que avaliam o papel do exercicio fisico incluem
pacientes portadores de cardiopatia tanto isquémica quan-
to ndo isquémica. Neste sentido foi selecionado um grupo
de pacientes bastante restrito cuja causa de insuficiéncia
cardiaca era de origem hipertensiva e/ou diabética excluin-
do-se casos de isquemia miocardica. Para tal foi avaliado o
papel do exercicio fisico, na forma de um teste ergométrico
sintoma-limitado, como estimulo para mobilizagado de trés
células envolvidas no processo de dano/reparo tissular:
célula-tronco hematopoética, célula progenitora endotelial
e célula endotelial circulante.

Resultados: O exercicio fisico foi capaz de mobilizar
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os trés tipos celulares para o sangue periférico de individu-
os adultos saudaveis e nos individuos diabéticos/hiper-
tensos sem cardiopatia (p<0,05). Nos individuos portado-
res de miocardiopatia de origem diabética e hipertensiva
apenas as células endoteliais circulantes aumentaram com
o esforgo fisico (p<0,05), ndo havendo aumento das outras
duas células.

Conclusao: o exercicio fisico em pacientes porta-
dores de diabetes mellitus e hipertensao é capaz de mobili-
zar células progenitoras (hematopoéticas e endoteliais), o
que ndo ocorre no grupo com comprometimento cardiaco
estabelecido. O aumento das CECs em cardiopatas refle-
te a ocorréncia de lesdo tissular, neste grupo nao secunda-
ria a isquemia miocardica, mas secunddria a disfungao en-
dotelial.

FARMACOLOGIA

PAPEL DA QUIMIOCINA MIP-1o0. E DO RECEPTOR CCR2 EM LESOES PERIAPICAIS

OSTEOLITICAS EXPERIMENTAIS

Thiago Pompermaier Garlet
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queiroz Cunha
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 09/04/2008

Lesoes periapicais sdo alteracdes 6sseas dos maxi-
lares, decorrentes de processos infecciosos da polpa
dentaria. Com a progressiao do processo para o peridpice
ocorre a liberacdo de mediadores e a migracao de células
inflamatérias, desencadeando uma resposta inflamatéria e
destruicdo tecidual, com a reabsor¢@o dos tecidos minera-
lizados de suporte, comprometendo a sustentagdo do ele-
mento dental. Sabe-se que diferentes citocinas e quimioci-
nas participam do processo de osteoclastogénese e reab-
sor¢do dssea em diferentes doengas, mas o papel destes
mediadores na patogénese das lesdes periapicais ndo esta
bem definido. O objetivo deste trabalho foi estudar o papel
da quimiocina MIP-10 e do receptor CCR2 em um modelo

de lesdo periapical em camundongos, utilizando animais
geneticamente deficientes para CCR2, o receptor de MCP-
1, e de MIP-10. A lesdo periapical foi induzida por meio de
exposi¢ao pulpar cirdrgica com o auxilio de uma broca Y4 e
inoculacdo de bactérias patogénicas. Os animais foram sa-
crificados nos tempos de O, 3, 7, 14 e 21 dias. Os animais
MIP-1a KO apresentaram lesdes semelhantes as dos ani-
mais selvagens, enquanto os animais CCR2 KO apresenta-
ram lesOes de maior extensdo. Da mesma forma, os animais
MIP-1a. KO apresentaram uma cinética de expressio de
citocinas e quimiocinas similar aos animais selvagens, en-
quanto os animais CCR2 KO apresentaram uma maior ex-
pressdo de fatores relacionados a diferenciag@o e atividade
de osteoclastos, e de migragdo de neutréfilos. Os resulta-
dos sugerem que nenhuma das quimiocinas estudadas é
indispensavel na osteoclastogénese, e que o receptor CCR2,
€ importante na protecao do hospedeiro frente a destruicao
Ossea periapical.

ENVOLVIMENTO DO SULFETO DE HIDROGENIO, OXIDO NITRICO, MONOXIDO DE CARBO-
NO E DA BILIVERDINA NA MIGRACAO DE NEUTROFILOS

Daniela Dal Secco
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queir6z Cunha
Tese de Doutorado apresentada em 28/04/2008

No presente estudo investigamos o papel do sulfeto
de hidrogénio (H,S) no rolamento, adesdo e migragdo dos
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neutréfilos durante a resposta imune inata ou adaptativa.
Observamos que o H,S aumenta a migra¢do neutrofilica para
as cavidades peritoneal ou articular induzida por LPS (re-
posta inata) ou mBSA (reposta adaptativa). Este efeito do
H,S associa-se com uma potencializagéo do rolamento e
adesdo leucocitaria no endotélio venular, devido ao aumen-
to da expressdo das moléculas de adesdo P-selectina e
ICAM-1 nas células endoteliais, e também da quimiotaxia
dos neutréfilos. Confirmando que o aumento das moléculas
de adesdo esta envolvido com o efeito do H,S, observamos
que este mediador ndo potencializa a adesdo e migracio
dos neutrdfilos induzidas por LPS em camundongos defici-
entes em I[CAM-1 (ICAM-l‘/ “) ouem seu ligante 3 -integrina
(B,-integrina-/-). Observamos também que o H,S ndo altera
a produc¢do dos mediadores quimiotaxicos para neutréfilos
(TNF-x,KCeLTB,) induzida por LPS ou mBSA, sugerindo
que o efeito do H,S sobre a migragio de neutréfilos ndo
envolve, além da expressdo das moléculas de adesdo e a
quimiotaxia, a sintese e/ou libera¢do de mediadores qui-
miotdxicos. Em relagdo aos efeitos do H,S sobre a quimiota-
xia, demonstramos que ele aumenta a quimiotaxia de neu-
tréfilos induzida por CXCLS8 (IL-8) ou CXCL2 (MIP-2). Este
efeito deve-se possivelmente a prevengdo da internaliza-
¢do do receptor quimiotaxico destas quimiocinas, o CXCR2.
Além disso, verificamos que ha aumento da atividade da
enzima formadora de H,S,a cistationina—y-liase (CSE), em
neutrdfilos. Todos os efeitos produzidos pelo H,S sobre os
parametros acima citados parecem decorrer da abertura de
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canais de potdssio sensiveis ao ATP (K+,.,). Essa suges-
tao baseia-se no fato de que a glibenclamida, inibidor des-
ses canais, previne os efeitos induzidos pelo H,S; enquan-
to que o diazoxide, um abridor dos mesmos, apresenta efei-
tos semelhantes aos do H,S. Por outro lado, demonstramos
que os efeitos do H,S néo decorrem da ativagéo da enzima
guanilato ciclase soltivel (GCs), visto que o inibidor dessa
enzima (ODQ) ndo previne os efeitos do H,S, ao contrério,
os efeitos do ODQ somam-se aos do H,S. No presente es-
tudo investigamos, ainda, os mecanismos pelos quais o
6xido nitrico (NO), e os produtos da heme oxigenase-1 (HO-
1), monéxido de carbono (CO) ou biliverdina inibem a mi-
gracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal induzida
por LPS. Observamos que estes mediadores inibem o re-
crutamento neutrofilico por reduzirem a expressao de [CAM-
1, e conseqiientemente, a adesdo leucocitaria. Além disto,
os efeitos do NO e CO, diferentemente daqueles do H,S,
sdo decorrentes da ativagdo da GCs, visto que na presenca
de ODQ, os efeitos destes mediadores foram inibidos. Ade-
mais, os efeitos antiinflamatérios do NO sdo mediados in-
diretamente através da ativagdo da HO-1, visto que a inibi-
cdo da atividade dessa enzima previne os efeitos do NO.
Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho
sugerem que o H,S, NO, CO e a biliverdina sdo importantes
mediadores envolvidos no controle da migragao neutrofilica,
atribuindo-lhes o status de importantes alvos para desen-
volvimentos de novas farmacoterapias dirigidas ao manejo
de diversas doengas de origem inflamatoria.

ESTUDO DA RESPOSTA FEBRIL ONDUZIDA POR PERITONITE CAUSADA PELA i.p. DE

Escherichia coli

Denis de Melo Soares
Orientadora: Profa. Dra. Gléria Emilia Petto de Souza
Tese de Doutorado apresentada em 09/05/2008

Tem sido sugerido que modelo de febre por toxinas
(Ex. SEB e LPS) ndo é fisiologicamente relevante, pois du-
rante uma infeccdio nio ha uma grande quantidade de toxi-
na liberada de uma s6 vez, como as quantidades injetadas
nestes experimentos. A injecdo de E. coli subcutaneamente
em ratos promove o aparecimento de resposta febril ante-
riormente ao aumento da concentragao plasmatica de IL-1 e
TNF-o. mediadores considerados importantes para a res-
posta febril induzida pelo LPS. A inje¢do de uma sé vez, de
grande quantidade das toxinas induz uma gama de media-
dores que ndo necessariamente estdo envolvidos na res-
posta febril, possivelmente mascarando os mediadores re-
almente importantes. Poucos estudos envolvendo respos-
ta febril sdo realizados com a utilizac@o de bactérias vivas
sendo necessario um melhor entendimento desse modelo,

376

uma vez que, mimetiza melhor a infec¢do. Desse modo o
presente estudo objetivou a padroniza¢do do modelo de
inducdo de resposta febril por infec¢do causada por E.coli
comparando os mediadores envolvidos neste modelo com
os conhecidamente importantes para a febre induzida pelo
LPS. Também investigamos o efeito do tratamento com di-
ferentes antipiréticos sobre a febre e sobrevi da dos ratos
infectados na busca do entendimento sobre a importancia
da resposta febril para a defesa do hospedeiro. Ratos con-
troles (SAL) e os que receberam a dose de 10° UFC nio
desenvolveram resposta febril. Ja os ratos que receberam
10%e 108 UFC apresentaram resposta febril. A dose de 2,5 x
103 UFC promoveu uma resposta febril consideravel com
uma baixa mortalidade (20%). Esta foi a dose escolhida para
avaliar o efeito dos antipiréticos na resposta febril por se
tratar de um estimulo nao-severo, uma vez que os estimu-
los com 5 x 10%e 10° UFC apesar de causar febres robustas,
resultaram em choque séptico e na morte rapida de todos
os animais. O aumento da temperatura corporal induzido



Medicina (Ribeirdao Preto) 2008; 41 (3): 355-428
http://www.fmrp.usp.br/revista

pela E. coli foi acompanhado por uma diminui¢ao da tem-
peratura da cauda dos animais, caracteristico de febre, mas
nao de hipertermia. Foi realizada contagem de bactérias no
lavado peritoneal e sangue no pico (3 h) de febre induzida
pela injecdo de E. coli com as respectivos valores de Log
UFC ml: Sangue = 2,5+0,2; Lavado Peritoneal = 6,5+0,19.
Os pré-tratamentos com dipirona (240 mg/kg) e paracetamol
(300 mg/kg) promoveram melhora na sobrevida dos ani-
mais, ao passo que tanto o diclofenaco como o celecoxibe
causaram uma piora na sobrevida dos animais. A indometa-
cina promoveu uma consideravel redu¢@o da febre na dose
de 8 mg/kg, mas nao na dose de 2 mg/kg. As duas doses de
indometacina promoveram piora na sobrevida. A dexameta-
sona, ndo alterou a febre nem a sobrevida causada pela E.
coli. O ibuprofeno nao alterou a febre, mas 3 doses causa-
ram priora na sobrevida dos animais. A injecdo i.p. de 2,5 x
103 UFC E. coli induziu um aumento na concentragio de
PGE2 no CSF dos ratos 0,5; 3; 12; 24 e 48 horas apds esta
administrag@o. O pico de aumento coincidiu com o pico de
temperatura (3h). Observaram-se também quantidades sig-
nificantes de TNF—a, IL-1P e IL-6, 3 h apds a infecgdo no
soro dos animais que receberam 2,5 x 108 UFC/cavidade
foram detectados. Nos exudatos peritoneais foram detecta-
dos TNF—a, IL-1 B e IL-6 no periodo de 0,5 ¢ 3 h apds a
infec¢do. Ndo houve deteccdo das citocinas no CSF dos
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ratos que receberam esta dose. Por outro lado, no soro e
exudato animais que receberam 10° UFC/cavidade houve
deteccdo de 2 vezes mais de IL-1f e IL-6 do que o encontra-
do nos que receberam 2,5 x 108 UFC. Encontrou-se o dobro
da concentraciio de TNF—a no soro, mas no exudato, ape-
sar de ser maior que a encontrada na dose menor, foi menor
que o ocorrido para o periodo de 0,5 na dose menor de-
monstrando ocorrer um rapido aumento desta citocina no
local da injecdo. No CSF dos animais que receberam a dose
de 10°UFC/cavidade ocorreu a detecgio de TNF—o, IL1B e
IL-6. O pré-tratamento com o antagonista de receptores de
IL-1, o IL-1ra, ndo alterou a febre causada pela E coli. O
pré-tratamento com o receptor solivel de TNF (sTNFr), ndo
alterou a febre causada por 108 UFC/cavidade de E coli.
Nenhum dos antagonistas dos receptores de endotelina
(ET, BQ 123 ou ETB BQ 788) ou de bradicinina (B, HOE-140
ou B1 DALBK) alteram a febre induzida tanto pela E. coli. O
tratamento com o anticorpo anti IL-6 inibiu a febre induzi da
pela E. coli. Com base nos achados acima demonstrados é
possivel concluir que o modelo de febre induzida pela bac-
téria viva reproduz bem um quadro infeccioso, os mediado-
res diferem daqueles envolvidos na febre do LPS. Além
disso, nossos dados reforcam a necessidade de estudos
aprofundados sobre os antipiréticos devido ao uso
indiscriminado durante quadros infecciosos.

O PAPEL DO COMPLEMENTO C5A NA HIPERNOCICEPCAO MECANICA INFLAMATORIA: O
POTENCIAL DO USO DE ANTAGONISTAS DO RECEPTOR CSA PARA O CONTROLE DA DOR

INFLAMATORIA

Elizabeth Ting
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Henrique Ferreira
Tese de Doutorado apresentada em 15/05/2008

O fator C5a é um produto liberado na ativacdo do
sistema complemento, exibe um amplo espectro de ativida-
des inflamatdrias, particularmente quimioatra¢do de neu-
tréfilos. No presente estudo, o papel do C5a na génese da
hipernocicepg¢ao inflamatéria foi investigada em ratos e em
camundongos utilizando o antagonista especifico do re-
ceptor C5a, PMX53 (AcF-[OP (D-Cha) WRY]). A hipernoci-
cep¢do mecanica foi avaliada através do teste de Randall-
Selitto modificado em ratos e o teste de Von Frey eletronico
modificado em camundongos. As citocinas foram medidas
pelo método de ELISA e a migrag@o de neutréfilos foi deter-
minada indiretamente pela atividade de mieloperoxidase
(MPO). O pré- tratamento local dos ratos com PMX53 (60-
180 pg/pata) inibiu a hipernocicepg¢ado induzida por zimosan,
carragenina, lipopolissacarideo (LPS) e antigeno (OVA).
Estes efeitos estdo associados ao bloqueio do receptor C5a.
O PMX53 foi capaz também de inibir a hipernocicepcao

induzida pelo soro ativado por zimosan (ZAS) e o préprio
C5a, mas ndo quando os mediadores hipernociceptivos eram
prostaglandina E, e dopamina que exercem agdes diretas
sobre o receptor da membrana na fibra aferente primaria
(nociceptor). Paralelamente aos mecanismos hipernocicep-
tivos envolvendo C5a, PMX53 ndo alterou a liberacdo de
citocinas induzida por estimulos inflamatérios. No entanto,
PMX353 inibiu a hipernocicep¢ao induzida por citocinas. O
PMX53 também inibiu o recrutamento de neutréfilos indu-
zido por zimosan, mas néo por carragenina ou LPS, indican-
do uma participacao de neutréfilos no efeito hipernocicep-
tivo induzido por C5a. Além disso, a hipernocicepcao
induzida por C5a foi diminuida em ratos com deplecio de
neutréfilos. Em camundongos, o PMX53 foi capaz de redu-
zir a hipernocicepgdo articular induzida por zimosan ou TNF-
. Estes resultados sugerem que C5a é um importante me-
diador hipernociceptivo inflamatério que participa de um
mecanismo independente da liberag@o de citocinas hiper-
nociceptivas, porém dependentes da presenga de neutrdfi-
los. Com isso, a inibicdo de C5a parece ter um potencial
para constituir uma nova terapia para o controle da dor
inflamatoria.
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ENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE NEUROTRANSMISSAO SEROTONERGICO DO NUCLEO
DORSAL DA RAFE E DA SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSAL NA MEDIACAO
DE COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS ASSOCIADOS AOS TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

GENERALIZADA E DO PANICO

Roger Luis Henschel Pobbe
Orientador: Prof. Dr. Hélio Zangrossi Junior
Tese de Doutorado apresentada em 02/06/2008

O nicleo dorsal da rafe (NDR), juntamente com o
ntcleo mediano da rafe (NMR), representa a principal fonte
de neurdnios serotonérgicos que se projetam ao encéfalo
anterior por vias ascendentes. Evidéncias experimentais
apontam para o envolvimento de duas vias distintas que
partem deste nicleo, a prosencefalica, inervando a amigda-
la e o cortex frontal, e a periventricular, que envia projecdes
para a substincia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD), na
mediacao de respostas defensivas que t€m sido relaciona-
das a ansiedade (ex. esquiva inibitdria) e ao medo (ex. fuga).
Em termos de fisiopatologia, tais comportamentos t€m sido
associados, respectivamente, aos transtornos de ansieda-
de generalizada e do panico.

Na primeira etapa deste trabalho, investigamos o
envolvimento de uma area encefalica que tem sido relacio-
nada ao controle da atividade de neurdnios serotonérgicos
localizados no NDR, a habénula lateral (HbL), na mediacao
dos comportamentos defensivos de esquiva inibitdria e de
fuga de ratos expostos ao labirinto em T elevado (LTE).
Para tal, ratos Wistar foram submetidos a lesao eletrolitica
da HbL ou a implantag@o de canulas nessa mesma estrutu-
ra, visando a estimulag@o quimica por meio da infuséo local
do aminoécido excitatdrio dcido cainico. Nossos dados mos-
traram que a lesdo eletrolitica da HbL prejudicou a esquiva
inibitdria e facilitou a resposta de fuga dos animais no LTE.
J4 a estimulagdo quimica dos neurénios da HbL produziu
efeito oposto, ou seja, facilitou a esquiva inibitdria e preju-
dicou a resposta de fuga.

Subseqiientemente, verificamos o efeito do bloqueio
dos receptores serotonérgicos dos tipos 5-HT, e 5-HT,,
da SCPD e dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
do NDR, previamente a estimula¢do quimica dos neurdnios
da HbL. Os dados obtidos revelaram que a infusdo prévia
de WAY-100635 (antagonista de receptores do tipo 5-HT )
na SCPD reverteu o efeito da administragdo intra-HbL de
acido cainico sobre a resposta de fuga. Ja a injegdo prévia
de quetanserina (antagonista preferencial de receptores do
tipo 5-HT, ) nesta drea encefélica foi capaz de bloquear os
efeitos da estimula¢ao quimica da HbL sobre as duas res-
postas de defesa avaliadas no LTE. Em relagdo ao NDR, a
administracdo prévia de AP-7 (antagonista de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA) neste nicleo bloqueou o
efeito da estimulagdo quimica da HbL sobre a resposta de
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esquiva inibitdria.

Na segunda etapa do presente estudo, procuramos
estender as andlises sobre o envolvimento do NDR e da
SCPD na mediacao de respostas comportamentais defensi-
vas, a0 empregarmos outra espécie animal, o camundongo.
Para tal, foram utilizados dois modelos experimentais que
permitem o estudo de varios comportamentos defensivos
eliciados nesta espécie de roedores, em duas situacdes dis-
tintas. A bateria de testes de defesa envolve o confronto
direto do camundongo com um rato anestesiado guiado
pelo experimentador, o qual inicialmente se aproxima, em
seguida persegue e finalmente entra em contato com o ca-
mundongo. J4 o teste de exposicdo ao rato foi desenvolvi-
do para possibilitar uma situagdo de ameaca menos inten-
sa, na qual uma grade impede o contato do rato com o
camundongo. Em tal situagcdo, o camundongo pode procu-
rar ou evitar o estimulo aversivo e assim regular sua propria
exposi¢do a ameaca.

Para realizacio desta etapa, camundongos foram
submetidos a cirurgia para implantag@o de canulas no NDR
ou na SCPD visando a inje¢do intra-NDR de WAY-100635 e
intra-SCPD de 8-OH-DPAT (agonista de receptores do tipo
5-HT,,) ou de DOI (agonista de receptores dos tipos 5-
HT,, ,c)- Os dados obtidos na bateria de testes de defesa
com a infusdo de WAY-100635 no NDR mostraram que tal
procedimento facilitou a expressdo de comportamentos que
tém sido associados tanto a ansiedade generalizada (ex.
avaliagdo de risco) quanto ao panico (ex. fuga).

Por sua vez, a anélise dos resultados obtidos na
bateria de testes de defesa com a inje¢do de 8-OH-DPAT e
de DOI na SCPD revelou que ambas as drogas prejudicaram
a expressao da resposta de fuga neste modelo. Por outro
lado, os efeitos gerados sobre comportamentos defensivos
relacionados a ansiedade generalizada medidos na bateria
de testes de defesa foram mais pronunciados com a admi-
nistracdo de 8-OH-DPAT na SCPD. No teste de exposi¢cido
ao rato, somente a infusio de §-OH-DPAT na SCPD promo-
veu efeitos comportamentais significativos. Tal procedimen-
to prejudicou as respostas de esquiva e de avaliacdo de risco
emitidas pelos camundongos nesta situacdo experimental.

Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo
indicam que o sistema serotonérgico do NDR e da SCPD de
duas espécies de roedores, ratos e camundongos, exerce
importante funcio na mediacao de comportamentos defen-
sivos que tém sido associados aos transtornos de ansieda-
de generalizada (ex. esquiva e avalia¢do de risco) e do pani-
co (ex. fuga).
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EFEITOS DA ISOPRENALINA E DA FORSCOLINA SOBRE A MOBILIZACAO DE CA*2 E PRO-
DUCAO DE OXIDO NITRICO EM CELULAS ENDOTELIAIS DE AORTA DE RATOS

Mario dos Anjos Neto Filho
Orientadora: Profa. Dra. Lusiane Maria Bendhack
Tese de Doutorado apresentada em 06/06/2008

A enzima adenilato-ciclase pode ser ativada via re-
ceptores b-adrenérgicos acoplados a proteina G_ por ago-
nistas como a isoprenalina ou pela ativagao direta com fors-
colina, resultando na produ¢do de AMPc, que ativa a PKA,
capaz de modular a concentragdo citoplasmadtica de Ca+2
([Ca*2]c). A hipétese do estudo foi de que a isoprenalina
(via receptores b-adrenérgicos) e a forscolina (diretamen-
te) poderiam ativar o aumento da [Cat+2]c pela mobilizagio
dos estoques de Ca+2 do reticulo endoplasmatico, via re-
ceptores de IP, e de rianodina, e/ou pelo influxo de Cat2,
favorecendo a formacdo do complexo Cat+2-calmodulina,
ativando a eNOS que produz NO em células endoteliais de
aorta de ratos. Demonstramos que a isoprenalina e a fors-
colina mobilizaram Ca+2 do reticulo endoplasmadtico, uma
vez que a incubagio das células (meio zero-Ca+2) com a
associagdo de 2-APB e tetracaina diminuiu a [Ca+2]c abai-
xo do basal. O 2-APB inibiu mais significativamente o efei-
to da isoprenalina sobre a [Ca*2]c do que o efeito da fors-
colina. Por outro lado, a tetracaina teve maior efeito inibito-
rio sobre a forscolina em aumentar a [Ca+2]c do que a iso-
prenalina. Em meio contendo Cat2 (1,6 mmol/L), a incuba-
c¢do das células com verapamil diminuiu o efeito da isopre-
nalina e da forscolina sobre a [Cat2]c. O efeito da isoprena-
lina sobre a [Cat2]c foi mais inibido do que o da forscolina

quando as células foram incubadas com KT5720. A isopre-
nalina e a forscolina aumentaram a produgéo de NO, que foi
parcialmente inibida pelo L-NNA. Entretanto, a incubagio
das células com KT5720 nao modificou a produgido de NO
ativada pela isoprenalina ou forscolina. A produgdo de NO
foi semelhante em meio contendo Ca*2 (1,6 mmol/L) ou em
meio zero-Ca+2. A incubagio das células com verapamil
nao modificou a producdo de NO ativada pela isoprenalina
ou forscolina. Entretanto, a associagao de 2-ABP e tetracaina
inibiu a produ¢@o de NO ativada com isoprenalina e forsco-
lina. A incubacio das células apenas com o 2-APB dimi-
nuiu mais significativamente a produgio de NO ativada pela
forscolina do que a ativada pela isoprenalina. J4 a incuba-
cdo das células apenas com tetracaina teve maior efeito
inibitdrio sobre a producio de NO ativada pela isoprenali-
na do que a ativada pela forscolina. A inibi¢do da calmodu-
lina com o W7 praticamente aboliu a producio de NO ativa-
da pela isoprenalina e pela forscolina. O conjunto dos nos-
sos resultados permite sugerir que em células endoteliais
da aorta de ratos, a isoprenalina e forscolina aumentam a
[Ca+2]c via ativagdo da PKA pela liberagio de Cat2 do
reticulo endoplasmatico através de receptores de IP, e de
rianodina e pelo influxo extracelular de Cat+2. A produgio
de NO ¢ dependente de Ca+2 e da formacdo do complexo
Ca+2-calmodulina, mas independente da PKA. Os fons Ca+2
relacionados a produgdo de NO sdo primariamente libera-
dos do reticulo endoplasmatico, via receptores de IP, e de
rianodina. Palavras-chave: endotélio, 6xido nitrico, AMPc,
calcio, isoprenalina e forscolina.

INTERACAO ENTRE AS VIAS DE FORMACAO DE OXIDO NITRICO E PROSTANOIDES NA
HIPOREATIVIDADE VASCULAR A CONSTRITORES ASSOCIADA AO TERMINO DA GESTACAO

EM RATAS

Maria Regina Martinez
Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina de Oliveira Salgado
Tese de Doutorado apresentada em 16/06/2008

O término da gestacdo em ratas estd associado a
uma diminuida reatividade a agentes vasoconstritores que
pode ser mediada por alteracdes na producio ou liberagao
de 6xido nitrico (NO) e/ou prostandides. Este trabalho es-
tuda a contribuicao do NO e/ou prostandides, além de uma
possivel interacdo entre os produtos dependentes da ativi-
dade NOS e COX, na diminuida resposta a constritores em
anéis de aorta de ratas ao término da gestagcdo. Curvas con-
centracdo-efeito a fenilefrina (FE) ou cloreto de potassio
(KCI) foram construidas em anéis de aorta toracica de ratas

ndo gravidas (NG, na fase estro do ciclo estral) e gravidas
(G, 19-20 dias de gestacao). Os experimentos foram realiza-
dos em vasos com o endotélio preservado ou removido, na
auséncia ou presenca de inibidor de NOS, N€-nitro-L-
arginina (L-NNA, 100 uM), sequestrador de NO, hemoglo-
bina (Hb, 10 uM), de inibidor da COX, diclofenaco de sédio
(DF, 10 uM), e de inibidor da sintase- de TXA,, ozagret
{OZ, uM). As respostas contrateis a FE e ao KCI foram
diminuidas em anéis de aorta de G. Apds remog¢ao da cama-
da endotelial e na presenca de L-NNA ou Hb as respostas
foram aumentadas e as diferencas entre os grupos diminu-
iram. DF sozinho nio afetou a resposta em anéis de G e NG.
A adicio de L-NNA ou Hb ap6s a incubag¢do com DF au-
mentou a reatividade de NG e G, mas nao aboliu as diferen-
cas entre os grupos. De modo similar ao DF, OZ néo alterou
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areatividade a FE e ao KCI, mas afetou o efeito do L-NNA.
Surpreendentemente, a adicdo de L-NNA antes de OZ foi
capaz de abolir as diferencas entre G e NG. Estes resultados
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sugerem que a inibi¢do do NO na aorta de ratas gravidas
favorece a formacao de tromboxano A,; contudo, a forma-
¢do de tromboxano A, depende da sintese prévia de NO.

INVESTIGACAO DOS MECANISMOS MOLECULARES ASSOCIADOS A INDUCAO DA HIPER-
NOCICEPCAO PERSISTENTE PELA ADMINISTRACAO INTRAPLANTAR DE PGE,

Mani Indiana Funez
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Henrique Ferreira
Tese de Doutorado apresentada em 17/06/2008

O objetivo do presente estudo foi investigar os me-
canismos responsaveis pela persisténcia da hipernocicep-
¢do mecanica induzida pelo principal mediador inibido por
drogas antiinflamatérias ndo-esteroidais (AINEs), PGE,
(prostaglandina E,). Observamos que a antinocicepgéo di-
aria induzida por dipirona ou oligodeoxinucleotideos
(ODNs) para canais de sédio Na_ 1.8 ndo € suficiente para
prevenir a instalagdo do quadro persistente. Numa segun-
da etapa de nossos experimentos investigamos se a ativa-
¢do da via de sinalizagdo da PGE, poderia conter elementos
importantes para o processo de cronificagdo. Como ferra-
menta foram utilizadas drogas inibidoras das duas princi-
pais quinases ativadas pela PGE,, PKA e PKC- epsilon, além
de uma droga inibidora de adenilil ciclase. Neste caso foi
observada prevencao total do quadro de hipernocicepcao

persistente para todos os tratamentos propostos. Tanto
PKA quanto PKC- epsilon parecem ser igualmente impor-
tantes visto que sua inibi¢do isolada ou concomitante pre-
veniu o quadro persistente. Da mesma forma, a ativagio
diaria de PKA ou PKC- epsilon, utilizando agonistas sele-
tivos, € capaz de induzir um quadro de hipernocicepcio
persistente similar ao induzido pela PGE,. Também inves-
tigamos a participacao do fator de transcrigao relacionado
a via de sinalizacio AMPc-PKA, o CREB, e do fator de
transcricdo kappa B (NF-kappa B). Observamos que CREB
parece ser importante para a expressiao do fenétipo de hi-
pernocicepg¢ao persistente, enquanto que NF-kappa B pa-
rece ndo ser importante para a instalacdo do quadro. O con-
junto de nossos resultados sugere fortemente que analgesia
sem inibi¢ao do processo inflamatério pode ser um trata-
mento ndo eficaz quando a prevengdo de mudancas no
nociceptor que levam a cronificacdo é desejada. Adicional-
mente, PKA e PKC- epsilon parecem ter um papel chave na
sensibiliza¢do aguda do nociceptor bem como na sensibi-
lizacdo cronica.

FISIOLOGIA

CARACTERIZACAO DAS NEUROTRANSMISSOES GABAérgica E GLUTAMATERGICA EM UM
NUCLEO ENVOLVIDO NO PROCESSAMENTO AUDITIVO EM PASSAROS CANOROS

André Luiz Andreotti Dagostin
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Mauricio Xavier Ledo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 08/04/2008

O canto em pdssaros canoros € usado para a demar-
cacdo territorial e para o acasalamento. Assim, para que um
individuo seja bem sucedido em seu contexto social, é ne-
cessdrio que aprenda a cantar e reconhecer o canto de sua
espécie de maneira adequada. A habilidade de aprender o
canto nao ¢é caracteristica geral dos pdssaros, mas sim, de
um grupo especifico: os passaros canoros (subordem
oscine). O circuito telencefalico responsdvel pelo reconhe-
cimento do canto € presente tanto em machos quanto em
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fémeas, sendo o nidopalio caudomedial (NCM) um nicleo
proeminentemente relacionado a esse reconhecimento e a
memoria auditiva. O NCM responde especificamente ao
canto da espécie induzindo a expressdo do gene de expres-
sdo imediata (IEG) zenk, um fator de transcri¢do responsa-
vel pela expressdo de diversos genes alvo. Porém, os meca-
nismos neurais e sindpticos no NCM e como eles respon-
dem ao estimulo canoro sdo pouco conhecidos. O objetivo
deste trabalho € a investiga¢@o das caracteristicas da neu-
rotransmissdo dos neurdnios do NCM em fatias frescas.
Para isso, mandarins (Taeniopyia guttatta) adultos machos
e fémeas foram estimulados com canto especifico da espé-
cie ou mantidos em isolamento. O registro da atividade
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sindptica foi feito utilizando-se a técnica de patch-clamp
em modo voltage clamp para registros de correntes pds-
sindpticas espontaneas (SPSCs). Em nossos registros, ob-
servamos que as correntes que compdem a neurotransmis-
sdo no NCM sio geradas pelos neurotransmissores GABA
(sIPSCs) e glutamato (sEPSCs), sendo os sIPSCs muito
mais abundantes que os SEPSCs. Os registros de correntes
em miniatura (na presenca de TTX) mostraram que as
SEPSCs correspondem a mEPSCs, diferentemente dos
sIPSCs, que sdo bastante sensiveis a TTX. A estimulagdo
pelo canto aumentou a excitabilidade da rede glutamatérgi-
ca evidenciada pelo aparecimento de bursts de correntes
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glutamatérgicas apds a desinibicao por bicuculina. Em ma-
chos estimulados, essas correntes apareceram mesmo sem
a inibicao da transmissdo GABAérgica e provavelmente
sdo a causa do aumento da freqiiéncia dos SISPCs no NCM
desses passaros. Experimentos em fémeas isoladas de ma-
chos por 7 a 30 dias sugerem que a conectividade da rede
glutamatérgica no NCM dependa de um continuo estimulo
canoro. Concluimos que o estimulo canoro desencadeia
um aumento da excitabilidade dos neurdnios glutamatérgi-
cos no NCM que poderia representar uma forma de plasti-
cidade induzida pelo canto relevante para o reconhecimen-
to vocal do passaro.

EFEITOS DO ESTRADIOL NA EXPRESSAO HIPOTALAMICA DOS MEDIADORES ENVOLVIDOS
NO CONTROLE DA HOMEOSTASE ENERGETICA

Lilian Eslaine Costa Mendes
Orientadora: Profa. Dra. Lucila Leico Kagohara Elias
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/04/2008

A ingestdo alimentar é controlada por fatores neu-
rais, enddcrinos, adipocitarios e intestinais. O sistema ner-
voso central, mais especificamente o hipotdlamo, juntamente
com os sinais periféricos indicadores do estado nutricional
interagem no controle da homeostase energética. Diferen-
tes neuropeptideos e receptores expressos no hipotdlamo
apresentam efeitos especificos na ingestdo alimentar por
meio de suas agdes anorexigenas ou orexigenas e no balan-
co energético. O estradiol também participa na regulacio
da homeostase energética, como evidenciado pelo aumen-
to da ingestdo alimentar e do ganho de peso corporal apds
ovariectomia. Desta forma, o objetivo do presente estudo
foi avaliar os efeitos da ovariectomia, com e sem reposi¢cao
de estradiol, na ingestao alimentar e na expressiao génica
de mediadores hipotalamicos envolvidos no controle da
homeostase energética. Para tanto, ratas Wistar foram sub-
metidas a ovariectomia bilateral (OVX) e divididas em dois
grupos: animais que receberam inje¢do subcutinea de
cipionato de estradiol (10 pg/Kg peso corporal, grupo
OVX+E); e animais sem reposi¢do que receberam apenas
veiculo (6leo de milho, grupo OVX), por oito dias consecu-
tivos. A ingestdo alimentar e o peso corporal foram avalia-
dos durante este periodo, e no oitavo dia, a dieta foi retira-
da as 16h e um subgrupo de ratas OVX e OVX+E foi deca-
pitado as 17h (periodo pré-alimentacdo). Outro subgrupo
de ratas OVX e OVX+E, teve a dieta reapresentada as 18h,
e decapitado as 22h (periodo pds-alimentacdo). Amostras
de sangue do tronco e o cérebro foram coletados sob con-
di¢cdes livres de RNase. O plasma foi utilizado para dosa-
gem de leptina por radioimunoensaio e o cérebro para quan-
tificagdo, por PCR em tempo real, da expressdao de RNAm
de neuropeptideo Y (NPY), proteina relacionada ao agouti
(AgRP), pré-opiomelanocortina (POMC), transcrito regu-

lado por cocaina e anfetamina (CART), fator liberador de
corticotrofina (CRF), pré-hormdnio concentrador de
melanina (pr6-MCH), orexina A, receptor de forma longa de
leptina (ObRb) e receptor 4 da melanocortina (MC4-R) em
ntcleos especificos do hipotdlamo: niicleo arqueado (ARC),
nucleo paraventricular (PVN) e area hipotalamica lateral
(LHA). Em um outro protocolo experimental realizou-se a
injecdo intracerebroventricular (ventriculo lateral, icv) de
leptina (10 pg/5uL) ou salina estéril em ratas OVX e OVX+E,
uma hora antes do inicio da fase escura (17h) para determi-
nacdo da ingestao alimentar e do peso corporal. Observa-
mos que a reposi¢do de estradiol em ratas ovariectomizadas
induziu: menor ingestao alimentar e menor ganho de peso
corporal, maiores concentra¢des plasmaticas de leptina no
estado pré-alimentar, bem como em resposta a alimentacao;
reducdo da expressdo de RNAm de NPY, AgRP e CART no
ARC; e de orexina A na LHA; aumento da expressdo de
RNAm de ObRb, MC4-R, CART e, principalmente, de CRF
no PVN e de ObRb e CART na LHA. No protocolo de inje-
cdoicv de leptina, a resposta anorexigénica foi semelhante
entre os grupos OVX e OVX+E, porém, a perda de peso foi
maior no grupo OVX+E, indicando efeito maior da leptina
no gasto energético com a reposi¢do estrogénica. O con-
junto desses dados sugere que o efeito hipofagico do
estradiol estd associado a redugdo da expressdo génica de
neuropeptideos orexigénicos como NPY, AgRP e orexina A
e aumento da expressao génica de MC4-R, ObRb e do CRF,
receptores e neuropeptideo com efeitos anorexigénicos, no
hipotdlamo. Além disso, a expressdo maior de CRF poderia
contribuir para o aumento do efeito da leptina no gasto
energético na presenga do estradiol. Sendo assim, os efei-
tos do estradiol na homeostase energética sao observados
tanto na ingestdo alimentar como no gasto energético. Es-
ses efeitos sdo mediados por fatores periféricos, como a
liberagdo de leptina pelo tecido adiposo; e por fatores cen-
trais, como expressao diferenciada de neuropeptideos hi-
potalamicos.
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EFEITOS DA DIETA HIPERCALORICA E DO SISTEMA NERVOSO SIMPATICO NA GERACAO
DE GLICEROL-3-FOSFATO NOS TECIDOS ADIPOSOS BRANCO E MARROM DE RATOS

Valéria Ernetania Chaves
Orientadora: Profa. Dra. Isis do Carmo Kettelhut
Tese de Doutorado apresentada em 05/05/2008

O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito
da dieta hipercaldrica (do tipo cafeteria) na geragio de
glicerol-3-fosfato (G3P) pelos tecidos adiposos branco
(TAB) e marrom (TAM) antes e apds a desnervagdo simpa-
tica cirdrgica unilateral. As trés vias metabdlicas de gera-
¢do de G3P foram investigadas: a) via glicolitica, estimada
pela captacdo de glicose in vivo, b) via gliceroneogénica,
avaliada pela incorporacio de 1-14C-piruvato em glicerol-
triacilglicerol (TAG) e pela atividade da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK); e c) processo de fosforilagao di-
reta do glicerol, avaliado pela incorporacio de glicerol-U-
14C em glicerol-TAG e pela atividade da gliceroquinase
(GK). Como controle dos ratos alimentados com a dieta
cafeteria foram utilizados ratos alimentados com dieta ba-
lanceada comercial. Os dois grupos foram submetidos a
desnervacao cirurgica unilateral do tecido adiposo marrom
(TAM) e apenas o grupo cafeteria foi submetido a desner-
vacao do tecido adiposo branco (TAB) retroperitoneal. Os
tecidos contralaterais intactos foram utilizados como con-
trole. A administrac@o da dieta cafeteria durante trés sema-
nas induziu um aumento acentuado nos niveis plasmaticos
de insulina e triacilglicerol (TAG), no contetido de dcido
graxo total da carcaca, no peso de diferentes depésitos de
TAB (epididimal, retroperitoneal, inguinal e mesentérico) e
na capacidade termogénica do TAM, avaliada pela veloci-
dade de renovacao de noradrenalina, pela ligacio de GDP e
pelo contetdo de UCP-1, sem, no entanto, alterar o ganho
de peso corporal dos animais quando comparado aos con-

troles. Os resultados obtidos na avaliacio das vias de ge-
racdo de G3P mostram que, apds trés semanas, os ratos
alimentados com a dieta cafeteria apresentam uma maior
velocidade de captagdo de glicose no TAM e no TAB (epi-
didimal e retroperitoneal). Esses animais também apresen-
tam um aumento na atividade da GK e na velocidade de
incorporag¢do de glicerol-U-14C em glicerol-TAG in vitro
em ambos os tecidos. Em contraste aos efeitos na utiliza-
c¢do de glicose, na atividade da GK e na sintese de glicerol-
TAG de glicerol, a dieta cafeteria induziu uma reducio
acetuada na atividade da PEPCK e na velocidade de incor-
poracdo de 1-14C-piruvato em glicerol-TAG em ambos TAM
e TAB (epididimal e retroperitoneal). A desnerva¢do do TAM
e TAB retroperitoneal promoveu uma reducao significativa
(50%) na atividade da GK, mas ndo afetou a captag@o de
glicose e a gliceroneogénese, avaliada pela atividade da
enzima chave e pelo fluxo da via. Nossos resultados de-
monstram que a gliceroneogénese pode ser inibida para
ajustar o suprimento de G3P em situagdes em que a produ-
¢do deste metabdlito por outras vias (glicolitica e glicero-
quinase) encontra-se aumentada. Este achado suporta a
hipétese que a atividade das vias geradoras de G3P sdo
reguladas para manter o suprimento adequado de G3P ne-
cessario para a esterificagdo e armazenamento de TAG. Os
resultados obtidos com a desnervacdo do tecido adiposo,
especialmente do TAM (um tecido ricamente inervado), per-
mitem-nos sugerir a existéncia de uma regulacao reciproca-
mente coordenada entre as vias glicolitica e gliceroneogé-
nica, independente do processo de fosforilacio direta do
glicerol pela gliceroquinase, garantindo o fornecimento de
G3P necessario para a esterificacdo dos dcidos graxos e
armazenamento do TAG.

PAPEL DOS NUCLEOS DA RAFE NA QUIMIOSSENSIBILIDADE AO CO,/pH

Mirela Barros Dias
Orientador: Prof. Dr. Luiz Guilherme de Siqueira Branco
Tese de Doutorado apresentada em 07/05/2008

Estudo N° 1: Participac@o do niicleo magno da rafe
na resposta ventilatéria e termorregulatdria a hipercapnia

Sabe-se que a serotonina (5-HT) participa das res-
postas fisioldgicas a hipercapnia e evidéncias indicam que
os neurdnios serotoninérgicos da rafe bulbar sdo quimios-
sensiveis. No nucleo magno da rafe (RMg), 15-20% dos
neurdnios sao serotoninérgicos. No presente estudo, foi
estudado: 1) o envolvimento do RMg nas respostas
ventilatria e termorregulatdria a hipercapnia (7% CO,); 2)
o papel dos neur6nios serotoninérgicos do RMg nestas
respostas; 3) a participagdo dos receptores serotoninérgi-
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cos 5-HT1A, 5-HT2 e 5-HT7, no RMg, na modulagdo da
ventilagdo (VE) e da termorregulagdo em resposta ao CO,.
Para tal, ratos Wistar receberam microinje¢des de: 1) 4cido
iboténico, para causar lesdo ndo-especifica do RMg, ou
seja, lesdo de qualquer neur6nio que possua receptores
para aminodcidos excitatérios; 2) anti-SERT-SAP para cau-
sar lesdo especifica dos neurdnios serotoninérgicos do
RMg; 3) WAY-100635 (antagonista do receptor 5-HT1A),
Ketanserina (antagonista do receptor 5-HT2), ou SB269970
(antagonista do receptor 5-HT7) para causar bloqueio dos
receptores serotoninérgicos do RMg. A hipercapnia cau-
sou hiperventilagdo e hipotermia em todos os grupos. Le-
soes do RMg (tanto ndo-especificas quanto especificas)
resultaram em diminui¢ao da resposta ventilatéria ao CO,,
sendo que as lesdes especificas causaram também uma ate-
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nuacdo da ventilagao em condi¢des de normocapnia. A res-
posta hipotérmica a hipercapnia nao foi modificada por le-
sdo especifica ou nao-especifica dos neurdnios serotoni-
nérgicos. A microinje¢do de SB269970 ou ketanserina intra-
RMg nio alterou a hiperventilag¢do induzida por hipercap-
nia, porém o tratamento com WAY-100635 causou atenua-
¢do da resposta ventilatoria ao CO,. A resposta térmica ao
CO, ndo foi modificada pela microinje¢do dos antagonistas
dos receptores serotoninérgicos 5-HT1A, 5-HT2 ou 5-HT7.
Nossos resultados sugerem que o RMg participa da res-
posta ventilatéria a hipercapnia, mas ndo possui papel na
resposta termorregulatéria ao CO,. Ainda, os neurdnios
serotoninérgicos do RMg, além de participarem da respos-
ta ventilatdria ao CO,, tém papel tonico no controle da ven-
tilagdo. Os resultados mostram também que a serotonina,
atuando nos receptors 5-HT1A do RMg, causa aumento da
ventilagdo durante a exposigdo ao CO,.

Estudo N° 2: Interagdo entre o Nicleo Obscuro da
Rafe e Nucleo Retrotrapezdide na resposta ventilatéria a
acidificacdo local

Estudo prévio mostrou que a inibi¢ao simultanea do
nucleo retrotrapezéide (RTN) e do niicleo obscuro da rafe
(RODb) diminui em 51% a resposta ventilatdria a hipercap-
nia, sendo este efeito maior do que a inibi¢do do RTN (-
24%) ou ROb (0%) separadamente, o que sugere que o ROb
modula a quimiorrecepcao por meio da interagdo com o RTN.
A interacido do ROb com o RTN na resposta ventilatéria ao
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CO2 foi investigada por meio da microdidlise de liquido
cérebro-espinhal equilibrado com 25% de CO,, simultanea-
mente em 2 sondas posicionadas em direcdo ao RTN e ao
RODb, ou adjacentes a esses nicleos, em ratos. A ventilagio
foi mensurada por meio de pletismografia corporal a tempe-
ratura ambiente de 30°C, correspondente a zona termoneutra
do animal. Os animais foram divididos em 4 grupos (N=5):
1) ambos os probes posicionados no RTN e ROb (“RTN-
ROb”); 2) um dos probes posicionado no RTN e o outro
probe posicionado perifericamente ao ROb (“RTN — peri-
ROb”); 3) um dos probes posicionado no ROb, o outro
adjacente a0 RTN (“ROb — peri-RTN”); 4) ambos os probes
posicionados perifericamente as areas de interesse (“peri-
RTN —peri-ROb”). A acidificagdo local do “RTN-ROb” au-
mentou significativamente a .VE em até 22%, comparado
com a .VE basal, sendo este aumento devido tanto ao au-
mento da f quanto do VT. A acidificagdo do grupo “RTN -
peri-ROb” aumentou a .VE em até 15%, comparado com a
.VE basal, enquanto que no grupo “ROb — peri-RTN”, a
acidificag@o local ndo modificou a . VE em relagdo aos seus
valores basais. A acidificagdo de regides periféricas ao RTN
e RODb reduziu em 11% a resposta ventilatéria ao CO2, em
comparacio com a .VE basal. Os resultados deste estudo
mostram que a simultanea acidificagdo do RTN e ROb po-
tencializou os efeitos da acidificag¢@o local do RTN, indi-
cando que o ROb possui um papel modulador no que diz
respeito a quimiorrecepgao central exercida pelo RTN.

HETEROGENEIDADE GENETICA DA SINDROME DE RESISTENCIA AO ACTH

Cristhianna Viesti Advincula Collares
Orientadora: Profa. Dra. Lucila Leico Kagohara Elias
Tese de Doutorado apresentada em 08/05/2008

A sindrome de resisténcia ao ACTH inclui a defici-
éncia de glicocorticéide familial (DGF) e a sindrome do tri-
plo A. Estas doencas sao raras, ambas apresentam heranga
autossOmica recessiva e caracterizam-se pela presenca de
insuficiéncia adrenal primaria. ADGF é uma doenga geneti-
camente heterogénea caracterizada pela auséncia de res-
posta da adrenal ao ACTH sem deficiéncia de mineralocor-
ticdide. Mutacdes no gene do receptor do ACTH (MC2R)
sdo causas de DGF. Recentemente, a proteina acesséria ao
receptor 2 da melanocortina (MRAP) foi descrita como um
co-fator essencial para a expressdio do MC2R. Mutagdes
no gene MRAP foram associadas a DGF. A sindrome do
triplo A € caracterizada pela triade insuficiéncia adrenal,
acalasia e alacrima. O gene AAAS, que codifica uma protei-
na de 547 aminoacidos denominada ALADIN, foi identifi-
cado como base molecular da sindrome do triplo A. No
presente estudo realizamos a analise molecular dos genes
MC2R, MRAP e AAAS em cinco familias brasileiras, nao
relacionadas, com sindrome de resisténcia ao ACTH. Os

probandos das familias 1, 2, 4 e 5 apresentavam insuficién-
cia adrenal primdria precoce, enquanto o probando da fami-
lia 3 apresentava acaldsia e aldcrima, além da insuficiéncia
adrenal primdria. O sequenciamento da regido codificadora
do gene MC2R revelou, na paciente 1, uma mutagdo
missense em homozigose, que resulta na substituicdo de
glicina por valina no c6don 116 (p.Gly116Val), ndo descrita
previamente. Seus pais bem como seu irmao saudavel apre-
sentaram a mesma mutag@o em heterozigose. O estudo fun-
cional em células Y6 transfectadas com o DNA do receptor
MC2R normal ou a variante G116V mostrou uma diminui¢do
na geracdo de AMPc pelo receptor mutado, quando com-
parado com o receptor normal. O sequenciamento do gene
MRAP mostrou, na paciente 2, uma mutagao missense em
homozigose (p.Metllle) no c6don de inicia¢@o desse gene
(exon 3). A andlise molecular do gene AAAS da paciente 3
revelou, uma mutagdo inédita, caracterizada por delecao
2.782_783delTG no exon 1, a qual introduz um cédon de
parada prematuro na posi¢ao 19. Nas outras duas pacien-
tes ndo encontramos nenhum alterag@o nos genes analisa-
dos. A andlise molecular da regido promotora do MC2R
mostrou nas pacientes 1, 2,4 e 5 a alteracdo em homozigose
CG para GC nos nucleotideos -790/-791; A para G no
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nucleotideo -694 e A para C no nucleotideo -759. Estas alte-
racdes também foram encontradas em individuos contro-
les. Estes resultados demonstram que mutagdes nos genes
MC2R e MRAP estao associadas com a DGF e que a deleg@o
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encontrada no gene AAAS esta associada com a sindrome
do triplo A. A mutagdo p.Gly116Val do gene MC2R, induz
perda da sinalizacdo deste receptor, levando a resisténcia
a0 ACTH.

PAPEL DOS HORMONIOS NEURO-HIPOFISARIOS NA SINTESE DE OXIDO NiTRICO POR

MACROFAGOS PERITONIAIS

Angelita Maria Stabile
Orientadora: Profa. Dra. Evelin Capellari Carnio
Tese de Doutorado apresentada em 13/05/2008

A vasopressina (AVP) e a ocitocina (OT) s@o hor-
mdnios peptidicos sintetizados nos nucleos supradptico e
paraventricular do hipotdlamo e estocados na neuro—
hipdfise. Estes hormonios possuem acdes bem definidas
na regulacdo da homeostase e das funcdes reprodutivas.
Entretanto, a AVP e a OT e seus receptores tém sido encon-
trados em tecidos relacionados com o sistema imunolégico
como o timo e os macréfagos. O objetivo deste trabalho foi
determinar se a AVP e a OT afetam a sintese de 6xido nitrico
(NO) in vivo e em cultura de macréfagos peritoniais estimu-
ladas com lipopolissacarideo (LPS) por meio da mensuracio
da produg@o de nitrito, um metabélito do NO. A administra-

¢do de LPS aumentou a concentrag@o plasmatica de AVP,
OT e nitrito. O tratamento prévio com o antagonista do
receptor V1 in vivo diminuiu a concentrag@o plasmatica de
nitrito e atenuou a hipotensao induzida pelo LPS. Por outro
lado, o tratamento com antagonista do receptor de OT nao
demonstrou efeito. A incubacdo de cultura de macréfago
com LPS causou um aumento significativo na concentra-
¢do de nitrito no meio de cultura. A AVP aumentou a produ-
¢do de nitrito pelos macréfagos ativados com LPS, mas ndo
nos macréfagos ndo ativados. A OT, por outro lado, nio
afetou a producdo de nitrito pelos macréfagos. O antago-
nista do subtipo V1a do receptor de AVP inibiu o efeito da
AVP, enquanto os antagonistas dos receptores de V1be V2
nao demonstraram efeito. Portanto, este estudo sugere que
os macréfagos podem ser células alvo da AVP, e este hor-
monio neuro-hipofisario age sinergicamente com o LPS in-
duzindo a produgdo de NO por macréfagos.

CANAIS ATIVADOS POR ATP EXTRACELULAR EM CELULAS DE LEYDIG DE CAMUNDONGOS

Ligia Subitoni Antonio
Orientador: Prof. Dr. Wamberto Antonio Varanda
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 16/05/2008

Nos ultimos anos, o ATP tem sido alvo de estudo
em vdrios aspectos ligados a sinaliza¢@o intercelular. H4
evidéncias de que ele possa atuar tanto exercendo a fun-
¢do de mediador de eventos rdpidos, como na neurotrans-
missdo, como também em processos celulares de longo pra-
zo, envolvendo mecanismos ligados a proteina G. A acdo
do ATP na membrana celular se da por meio de receptores
purinérgicos do tipo P2X (canais i6nicos ativados por
ligantes) e P2Y (receptores acoplados a proteina G). Até o
momento, ja foram identificados e clonados sete subtipos
de receptores P2X (P2X1 - P2X7). O influxo de calcio (Ca2+)
por esses canais justifica em parte o aumento da concen-
tragdo de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) observado em algu-
mas situagoes fisioldgicas, o que evidencia que esta é uma
importante via envolvida nas respostas mediadas por re-
ceptores P2X in vivo. O tratamento de células de Leydig de
ratos e camundongos, com ATP, causa aumento na [Ca2+]i
e na secre¢do de testosterona, reforcando a hipdtese de
que a sinalizag@o via Ca2+ pode contribuir para o controle
da secrecdo de testosterona nessas células. Os receptores
purinérgicos descritos em células de Leydig de camundon-
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gos apresentam perfil farmacolégico e eletrofisioldgico ca-
racteristico do subtipo P2X2. Além disso, existem evidénci-
as de que o influxo de Ca2+ (gerado pela abertura do recep-
tor P2X) ativa canais para K+ de alta condutancia (BKCa) e
que estes podem influenciar o decurso temporal da
dessensibilizacio dos receptores P2X nessas células. Des-
sa forma, o presente estudo objetivou identificar os subti-
pos de receptores purinérgicos P2X em células de Leydig
de camundongos adultos, analisando propriedades mole-
culares e eletrofisioldgicas dessas células, e observar se ha
interagdo entre estes e a atividade de canais para K+
ativados por Ca2+ de alta condutincia (BKCa). Experimen-
tos de “Western Blot” e Imunofluorescéncia mostraram a
presenca de receptores purinérgicos dos subtipos P2X2,
P2X4, P2X6 e P2X7 nas células de Leydig. Registros
eletrofisiolégicos, utilizando a técnica de “patch clamp”
sugerem a presenca de receptores heteroméricos, possi-
velmente P2X2/4/6, que exibem perfil farmacolégico domi-
nante para a subunidade P2X?2 e indicam que hé interagdo
entre os canais BKCa e o influxo de Ca2+ decorrente da
ativacdo de receptores P2X. O aumento de atividade dos
canais BKCa ap6s o influxo de Ca2+ por abertura de canais
P2X ¢ dose-dependente e reversivel. Os resultados de cap-
tacdo de corantes fluorescentes mostram que os recepto-
res P2X7 ndo sdo funcionais nessas células.
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EFEITO DO ANTAGONISTA DO RECEPTOR CRH-R1 SOBRE A SECRECAO DE GONADOTRO-
FINAS, PROLACTINA, CORTICOSTERONA E PROGESTERONA EM RATAS SUBMETIDAS A

ESTRESSE

Guillermo Andrey Ariza Traslaviia
Orientador: Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/05/2008

O estresse agudo altera a atividade do eixo hipotala-
mo-hipotdlamo-gonadal (HPG) em varios niveis. O horménio
liberador de corticotrofina (CRH) € a principal substancia
hipotalamica reguladora do eixo hipotdlamo-hipéfise-
adrenal (HPA) e exerce suas agdes via ativagado de recepto-
res CRH-R1 e CRH-R2. O CRH-R1 tem expressdo maior no
sistema nervoso central e estd mais envolvido em disturbi-
os relacionados a hiperatividade do eixo HPA. Antalarmin é
um antagonista seletivo nao peptidico dos receptores CRH-
R1. No presente foi avaliado se o efeito de estresse agudo
em associacdo a acgdo estrogénica sobre a secrecdo de
hormonio luteinizante (LH), hormonio foliculo estimulante
(FSH), prolactina (PRL), corticosterona (B) e progesterona
(P) tem mediacdo de CRH através de receptores CRH-R1.

Ratas fémeas castradas submetidas a terapia substitutiva
com estrégeno (10ug s.c. por 3 dias) receberam antalarmin
(doses de 0,1 ou 0,5mg/kg por via endovenosa ou 1ig/0,5ul
por via intracerebroventricular) ou veiculo antes de serem
submetidas a estresse de conten¢do por 40 minutos. Reali-
zou-se coleta seriada de amostras de sangue através de
canula jugular antes (as 10h) e depois do estresse para
avaliar efeitos imediatos (até 14h) e os efeitos na tarde apds
estresse (até 18h). O estresse induziu aumento significati-
vo (P<0,001) da secrecao de LH, B e P, que foi atenuado por
antalarmin (P<0,001). As concentracdes de PRL e FSH ndo
foram alteradas imediatamente apds o estresse, mas, houve
atraso do pico de secre¢do da PRL LH e FSH. Somente os
efeitos do estresse sobre a PRL foram revertidos por
antalarmin (P<0,001). Os resultados indicam que as altera-
¢des induzidas por nosso modelo de estresse no eixo HPA,
no eixo HPG, e no sistema de controle de secrecdo de PRL,
podem ser mediadas em parte por acdes do CRH através de
receptores CRH-R1.

EFEITO DA EXPOSICAO NEONATAL AO LIPOPOLISSACARIDEO SOBRE A HIPOTENSAO, SIN-
TESE DE OXIDO NITRICO E VASOPRESSINA PLASMATICA DURANTE O CHOQUE

ENDOTOXEMICO EXPERIMENTAL

Dalize Maria Squebola
Orientadora: Profa. Dra. Evelin Capellari Carnio
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 28/05/2008

Sepse e sua complicacdo mais comum o choque sép-
tico € um fendmeno geralmente induzido pela acdo de
endotoxinas. A presenca de microorganismos patogénicos
e de suas toxinas na circulagdo sanguinea provoca uma
producdo excessiva de mediadores, como citocinas e o 6xi-
do nitrico (NO). Estudos recentes t€ém verificado que a ad-
ministragdo unica de lipopolissacarideo (LPS), um compo-
nente da membrana externa de bactérias gram-negativas
durante o periodo neonatal, levam a ativacdo do sistema
enddcrino, principalmente do eixo hipotalamo-hipdfise. Este
estimulo com LPS, durante o periodo neonatal, leva a uma
espécie de mudanga “programada” nas concentracdes de
fatores pré-inflamatorios quando esses animais entram no-
vamente em contato com produtos bacterianos. O presente
estudo teve como objetivo avaliar se a exposi¢do neonatal
ao LPS leva a alteracdes nas concentragdes plasmaticas de
AVP durante o choque endotoxémico experimental.Ratos

Wistar foram expostos ao LPS (100 pg/kg) com 14 dias de
vida (periodo neonatal) e ap6s 60 a 75 dias de vida sofreram
uma outra administracdo de LPS (10 mg/kg). A administra-
c¢do intraperitoneal de LPS provocou uma queda significa-
tiva da pressado arterial, aumento da freqiiéncia cardiaca,
aumento das concentragdes de nitrato plasmatico e dimi-
nui¢do da temperatura corporal nas primeiras duas horas
apods a administracio de LPS, seguido de um aumento des-
ta, a partir da terceira hora apds a administra¢do de LPS.
Nos animais endotoxémicos observamos um aumento da
concentracao plasmatica de AVP na segunda hora apés a
administragdo de LPS. Apés esse periodo as concentra-
coes de AVP diminuem, retornando a valores basais na sex-
ta hora apds a administracdo de LPS. A exposi¢do neonatal
ao LPS atenuou a hipotensio e a febre induzida pelo LPS.
Ao mesmo tempo elevou as concentra¢des plasmaéticas de
AVP e atenuou a sintese exacerbada de NO.

Esses resultados sugerem que a exposi¢ao ao LPS
no periodo neonatal pode alterar o desenvolvimento de
sistemas neurais modulando a liberagdo de AVP e sintese
de NO, que conseqiientemente atenuou a hipotensdo e a
febre induzida pelo choque endotoxémico.
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ANALISE DOS SISTEMAS NITRERGICO E DOPAMINERGICO NA LINHAGEM DE CAMUNDON-

GOS WEAVER

Roberta Cavalcanti Kwiatroski
Orientadora: Profa. Dra. Elaine Aparecida Del Bel
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/05/2008

Introducao e Objetivo: A literatura documenta evi-
déncias de inter-relagdo entre os sistemas nitrérgico e
dopaminérgico no circuito mesoestriatal. Entretanto, inves-
tigacdes de interagdes entre estes neurotransmissores neste
circuito sdo escassas. O fen6tipo Weaver em camundon-
gos € uma desordem recessiva autossdmica neuroldgica,
caracterizada por ataxia severa, hiperatividade, e tremores
que se manifestam dentro de duas semanas apds o0 nasci-
mento. A mutagdo Weaver foi identificada no gene Girk2,
que codifica um canal-K* retificador de entrada ligado a
proteina G (GIRK2). Esta mutac@o € critica para a seletividade
i6nica do canal, induzindo alteragdes na excitabilidade da
membrana. Animais desta linhagem apresentam degenera-
cdo progressiva de neurdnios dopaminérgicos, similar ao
sinal patolégico da doenga de Parkinson em humanos. O
objetivo do presente estudo foi analisar a presenca das
enzimas sintase do 6xido nitrico e tirosina hidroxilase na
linhagem de camundongos Weaver homozigotos (Girk2Wv)
em diferentes fases do desenvolvimento, em algumas regi-
des dos sistemas mesoestriatal e mesolimbicocortical.

Material e Métodos: Foram utilizados camundon-
gos selvagens e mutantes Girk2Wv com 10 dias, 1 més e 2
meses de idade (n = 5/grupo). Os camundongos foram
anestesiados com pentobarbital sédico (60mg/kg, i.p.) e
sacrificados por meio de perfusio intracardiaca. Em segui-
da os encéfalos foram retirados e incluidos em parafina.
Cortes encefalicos coronais com 5 ‘mii’m de espessura fo-
ram realizados e submetidos a imunohistoquimica para as
enzimas sintase do 6xido nitrico neuronal (nNOS) e tiro
sina hidroxilase (TH). A analise estatistica foi realizada usan-
do teste t e Two Way ANOVA seguida do teste de compara-

¢do multipla de Duncan (p < 0.05).

Resultados: A andlise da imunorreatividade para TH
demonstrou uma degeneracdo de células dopaminérgica
mesencefalicas de cardter progressivo e que afeta princi-
palmente a via mesoestriatal. A neurodegeneracéo também
afetou as células da area tegmental ventral, porém, de for-
ma menos intensa. Com rela¢do a imunohistoquimica para a
nNOS, nossos resultados demonstraram que a densidade
de células nNOS positivas diminui, ao longo do tempo, para
cada nucleo tanto em animais selvagens quanto mutantes.
Porém, a substancia negra compacta constitui uma exce-
¢do, pois foi observado um aumento significativo na densi-
dade de células nNOS positivas nos camundongos Girk2Wv
com um e dois meses de idade. A andlise da densidade de
células nNOS+ nos camundongos selvagens e weaver com
10 dias mostrou valores similares em todas as regides ana-
lisadas. Adicionalmente, nos animais com um més de idade,
o nicleo subtalamico apresentou redugdo na densidade de
células nNOS-IR em relacdo aos animais selvagens. O
mutante Girk2Wvcom 2 meses de idade, apresentaram uma
reducdo significativa na densidade de células nNOS-IR no
nicleo acumbens, em adi¢do a observada no ntucleo
subtalamico. Nenhuma diferenca foi observada no cortex,
estriado, amigdala basolateral e area tegmental ventral.
Conclusdo: Nosso estudo (1) confirmou a degeneracao de
células dopaminérgicas mesencefalicas de camundongos
weaver, principalmente na substancia negra compacta (via
mesoestriatal); (2) demonstrou um aumento na densidade
de células nNOS positivas nessa regido, concomitante a
degeneracdo dopaminérgica; (3) mostrou ainda uma redu-
cdo destas mesmas células nos nicleos acumbens e
subtalamico. As modificacdes observadas podem ser re-
sultantes de adaptacdes plasticas compensando a perda
da inervagdo dopaminérgica, evidenciando um possivel
papel do NO neste processo.

EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRACEREBROVENTRICULAR DE LEPTINA SOBRE A VENTI-
LACAO PULMONAR DE CAMUNDONGOS OBESOS

Mirian Bassi
Orientador: Prof. Dr. Mogens Lesner Glass
Tese de Doutorado apresentada em 30/06/2008

Composta de 167 aminoécidos, a leptina € uma pro-
tefna produzida por células de gordura, os adipdcitos. Apre-
senta diversas fungdes, como o aumento da atividade do
nervo simpdtico, inducao de angiogénese e controle do
peso corporal. Além disso, diversos estudos tém associa-
do a leptina com os mecanismos de controle respiratdrio.
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Animais obesos apresentam depressdo ventilatéria quan-
do submetidos a ambientes hipercaricos (elevacdo de C’O
IND. 2”). Esse déficit de resposta foi associado a auséncia
daleptina. Com o intuito de melhor elucidar onde e como a
leptina atua em relacao ao controle ventilatdrio, o presente
estudo teve como principal objetivo avaliar as respostas
ventilatorias de animais obesos em diversas condi¢des
gasosas e verificar o efeito da administracido central de
leptina sobre a ventilagdo, volume corrente e freqiiéncia
respiratoria. Os possiveis locais de agdo dessa proteina
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também foram avaliados através da marcacio de recepto-
res OB-R para leptina no tronco encefalico. Nas diversas
condi¢des avaliadas, a ventilagdo em ml.”’Kg POT. 1’.’min
POT. 1’ de camundongos normais e obesos foram significa-
tivamente diferente (P < 0,05). Sendo respectivamente, ma-
gros e obesos: 2.019 mais ou menos 230 e 864 mais ou me-
nos 75 (normdxia); de 2.789 mais ou menos 466 e 1.070 mais
ou menos 169 (hipéxia de 8%); de 1.860 mais ou menos 203
e 833 mais ou menos 43 (hiperéxia de 40%) e de 3.694 mais
oumenos 331 e 1.303 mais ou menos 56 (hipercarbia 7%). A
gasometria também apresentou diferenca (P < 0,05), APC’O
IND. 2’ foi de 28.4 mais ou menos 2.57 em camundongos
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normais e 44.6 mais ou menos 6.6 nos ob/ob, o pH de 7.43
mais ou menos 0.02 e 7.21 mais ou menos 0,07. O tratamento
com microinje¢des didrias de leptina (i.c.v.) aumentou a res-
posta ventilatéria dos animais obesos significativamente.
Porém esta resposta sé foi evidenciada ap6s o terceiro dia
de administracdo central. Receptores de leptina (Ob-R) fo-
ram identificados no nucleo do trato solitario, 16cus
coerulius e nicleo da rafe, regides associadas ao controle
da ventilacdo. Com esses resultados verificamos a partici-
pacdo de leptina na modulag@o das respostas ventilatérias
de camundongos obesos (ob/ob) em condigdes
hipercarbicas.

GENETICA

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL EM ENDOMETRIOSE

Juliana Meola
Orientadora: Profa.Dra. Lucia Regina Martelli
Tese de Doutorado apresentada em 01/04/2008

A endometriose é uma doenca ginecolégica benig-
na, de etiologia complexa e multifatorial, caracterizada pela
presenca de estroma e tecido glandular tipo endométrio
fora da cavidade uterina. Afeta de 10 a 15% da populacdo
feminina, que apresentam sintomatologia variada, incluin-
do dor pélvica e infertilidade. Para elucidar mecanismos
potenciais que estejam envolvidos com a fisiopatologia
complexa desta doenga, analisamos o perfil de expressao
génico diferencial pela metodologia de hibridag@o subtrati-
va em tecido eutdpico e ectdpico (lesdes peritoniais e en-
dometrioma ovariano) de 17 mulheres com endometriose,
no inicio da fase proliferativa do ciclo menstrual. Foram

identificados 291 genes desregulados nas lesdes endome-
tridticas, considerados como genes candidatos. Para a va-
lidag¢do dos dados, utilizamos a metodologia de PCR em
tempo real para os genes CTGF e SPARC, indicados como
superexpressos; € MYC, MMP3, IGFBPI1 e PAEP como
menos expressos nas lesdes. Diferencas significativas de
expressdo nas lesdes peritoniais foram obtidas para os
genes SPARC, MYC, IGFBP1, PAEP e nos endometriomas
ovarianos para os genes MMP3 e PAEP. Sugerimos que a
desregulagdo dos genes SPARC, MYC, MMP3, IGFBPI e
PAEP seja responsavel pela perda da homeostase celular
nas lesdes endometridticas, contribuindo para a implanta-
¢d0 e sobrevivéncia do tecido ectépico no ambiente extra-
uterino. Este trabalho disponibilizou ao banco de dados da
literatura, 291 genes com expressdo génica diferencial em
lesdes endometridtricas peritoniais e ovarianas como can-
didatos a investigacdes futuras.

EXPRESSAO DOS GENES TSPX E SRY EM EMBRIOES BOVINOS PRE-IMPLANTACAO

Paula Lume Takeuchi
Orientadora: Profa.Dra. Ester Silveira Ramos
Tese de Doutorado apresentada em 02/04/2008

TSPX e SRY sdo genes especificos dos cromosso-
mos X e Y, respectivamente, que estdo envolvidos nos pro-
cessos de transcri¢do, regulacdo do ciclo celular e podem
estar relacionados a diferenca na velocidade de desenvol-

vimento entre embrides machos e fémeas de mamiferos no
periodo pré-implantacional.

Objetivos: Verificar a expressao dos genes TSPX e
SRY em embrides bovinos pré-implantacao produzidos por
fertilizac@o in vitro e comparar a expressao de TSPX entre
embrides masculinos e femininos por PCR em tempo real.

Material e Métodos: Como amostra controle foi uti-
lizado tecido testicular bovino. Foram analisado pools de
20 embrides produzidos por fertilizacao in vitro para cada
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fase do desenvolvimento embriondrio pré-implantacgao (1-
2;2-4;4-8; 8-16; 16-32 células, mérula e blastocisto) para a
analise qualitativa de expressdo dos genes 7SPX e SRY por
RT-PCR.A seqiiéncia obtida apds a amplifica¢do para o gene
TSPX foi seqiienciada para confirmag@o da origem do seg-
mento estudado. Para a andlise quantitativa por PCR em
tempo real foram obtidos seis embrides individualizados
submetidos a extragdo concomitante de DNA (para a
sexagem utilizando o gene TSPY) e RNA. O gene da b-
actina serviu como controle.

Resultados: Foram encontrados transcritos dos
genes TSPX e SRY no tecido testicular e em todas as fases
analisadas do desenvolvimento embrionario bovino, exceto
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no estagio de 1-2 células. Com o DNA extraido foi possivel
realizar a sexagem dos embrides antes da andlise quantita-
tiva, a qual revelou a presenca de transcritos de 7SPX ape-
nas nos blastocistos femininos e no tecido testicular.

Conclusao: A expressdo dos genes estudados mos-
trou-se muito precoce, sendo verificada em todos os esta-
gios, exceto no de 1-2 células. Foi detectado um padrio de
expressao diferencial de 7SPX entre machos e fémeas no
estagio de blastocisto que, associado a expressdo de SRY
nos embrides masculinos, poderia contribuir para a dife-
renga na velocidade de desenvolvimento entre os embri-
oes machos e fémeas relatada por varios autores nesse
periodo do desenvolvimento embriondrio.

CONEXAO in silico ENTRE PLANTAS MEDICINAIS E ANIMAIS VENENOSOS

Renato David Puga
Orientadora: Profa.Dra. Silvana Giuliatti
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 15/04/2008

Na grande diversidade de plantas encontrada em
todo o mundo, encontram-se as plantas medicinais com
propriedades antivenenos. O estudo da relacio dessas plan-
tas com venenos de animais contribui muito para o desen-
volvimento de novos medicamentos. A quantidade de da-
dos a ser armazenada e a relagdo dessas informagdes € um
processo que deve ser administrado por um sistema com-
putacional. O desenvolvimento de sistemas de computa-
dores tem se destacado nos tltimos anos na Bioinformati-
ca e sdo muito tteis para organizar diferentes tipos de da-
dos e, juntamente, com o uso de gerenciadores de conteu-
do, eles contribuem, significantemente, no processo de de-
senvolvimento de softwares. O presente projeto teve como
objetivo o desenvolvimento de um sistema computacional
para Web, o qual relaciona dados de plantas medicinais com
propriedades antivenenos e de animais venenosos, permi-
tindo a integracdo dos mesmos, através de diferentes
aplicativos de busca. O sistema foi denominado de Venom

e esta disponivel no site http://gbi.fmrp.usp.br/venom/. Fo-
ram criadas categorias para a classificacdo dos dados de
plantas e de animais. Essa categorizagao das informacdes é
muito importante, pois possibilita o relacionamento das
mesmas nas buscas por categorias. Os dados, tanto de plan-
tas quanto de animais, foram extraidos de artigos cientifi-
cos e de bases de dados publicos. Familia, espécie, com-
posto isolado e nome popular sdo algumas das informa-
coes referentes as plantas. Quanto aos animais veneno-
s0s, 0 sistema oferece informagdes tais como, espécie, se-
qiiéncia de aminoacidos no formato FASTA, entre outras.
Até o momento, encontram-se categorizados e disponiveis
no sistema 97 dados de plantas medicinais com proprieda-
des antiveneno, distribuidos em 42 familias e 4.623 dados
de animais venenosos, distribuidos em 392 espécies entre
10 diferentes organismos. Novas informagdes podem ser
depositadas por colaboradores cadastrados no sistema. Tais
depésitos entram em uma fila de espera e, se 0os campos
requisitados estiverem preenchidos e os dados categoriza-
dos corretamente, o conteudo € liberado de acordo com as
regras de permissdo estabelecidas pelo sistema de segu-
ranga. A interface do Venom € simples, contribuindo, assim,
para um acesso rapido e funcional.

ESTUDO POPULACIONAL DOS POLIMORFISMOS 500 C>G E 540 C>T DA REGIAO 3' NAO
TRADUZIDA DO GENE CDKN2A E DE SUAS POSSIVEIS INTERACOES COM microRNAS

Jair Huber
Orientadora: Profa.Dra. Ester Silveira Ramos
Tese de Doutorado apresentada em 22/04/2008

O melanoma ¢ um tumor maligno originario dos

melandcitos, células presentes na pele que produzem
melanina protegendo contra a radiagdo solar. Sua prevalén-
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cia vem crescendo em todo mundo sendo que o Brasil pos-
sui um maior nimero de casos na regido sul. O fator de risco
mais significativo para o melanoma ¢ a histéria familiar, a
qual e’ positiva em cerca de 10% dos casos. O gene CDKN2A
foi o primeiro a estar associado com o risco para o tumor e é
considerado atualmente como o principal gene de susceti-
bilidade a doenca. Encontra-se mapeado na regido 9p21 e
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apresenta uma caracteristica especial que consiste na produgdo de dois transcritos que codificam as proteinas pl6INK4A

e pl4ARF, ambas envolvidas na regulacao do ciclo celular
exercendo um papel de supressores tumorais. Muta¢des no
gene CDKN2A em linhagens germinativas tém sido detecta-
das em familias portadoras de melanoma numa freqiiéncia
variada e a probabilidade de que uma familia seja portadora
de mutacdo no gene estd diretamente relacionada com o
nimero de parentes afetados pela doenca. Entretanto, a
pesquisa de mutacdes nas regides codificadoras desse gene
revela uma baixa prevaléncia de alteracdes na seqiiéncia de
nucleotideos em algumas familias com melanoma. Em virtu-
de desse fato, existem pesquisas de outras altera¢des fora
dessas regides do CDKN2A que possam levar a diminui¢do
da expressdo do gene e a perda do controle do ciclo celular.
Alguns estudos, incluindo estudo prévio do nosso labora-
tdrio, mostraram uma alta prevaléncia dos polimorfismos 500
C>Ge 540 C>T daregido 3' ndo traduzida do gene CDKN2A
em familias com melanoma sinalizando uma possivel associ-
acdo destes com o tumor. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar as freqtiéncias desses polimorfismos em 270 indivi-
duos voluntdrios sauddveis sem histéria prévia pessoal ou
familiar de melanoma (controle) e compara-las com a fre-

gtiéncia dos polimorfismos em uma populagdo com critérios
clinicos de melanoma familial (calculada em estudo prévio).
As técnicas utilizadas foram a Reacao em Cadeia da Polimeras
(PCR) e genotipagem para os polimorfismos de comprimen-
to de fragmentos de restricao (RFLP). Utilizando-se de ferra-
mentas de bioinformatica, foram pesquisados também pos-
siveis microRNAs que possam agir em sitios regulatérios
na regido 3' ndo traduzida do gene. Os resultados demons-
traram freqiiéncias estatisticamente semelhantes dos dois
polimorfismos entre as duas populacdes nao podendo, atra-
vés desses dados, ser associada a presenca dos polimorfis-
mos com o risco aumentado para o melanoma. Foram encon-
trados dois microRNas (hsa-mir-10b e hsa-mir-328) que apre-
sentam uma seqiiéncia de nucleotideos parcialmente com-
plementar a regido 3'-UTR envolvendo o polimorfismo 540
C>T, indicando possivel interacdo destes nessa regido do
gene. A predi¢@o de possiveis microRNAs (hsa-miR-10b e/
ou hsa-miR-328) pareando na regido junto ao polimorfismo
540 C>T aponta para outros caminhos e vias de regulacdo
da expressao génica do CDKN2A que devem ser investiga-
dos e validados biologicamente.

EXPRESSAO GENICA ENVOLVIDA NOS MECANISMOS DE RESISTENCIA A ACRIFLAVINA,
GRISEOFULVINA E TERBINAFINA EM FUNGOS FILAMENTOSOS

Fernando Segato
Orientadora: Profa.Dra. Nilce Maria Martinez Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 09/05/2008

Agentes citotoxicos que interferem em diversas fun-
¢oes celulares sdo comumente utilizados no controle de in-
feccdes, mas o seu mecanismo de acdo € ainda mal compre-
endido. As dermatofitoses sdo doengas infecciosas causa-
das por fungos patogénicos como Trichophyton rubrum,
que representa o fungo mais prevalente em lesdes de pele e
unhas de humanos. No entanto, pouca informagao sobre a
biologia deste fungo estd disponivel. No presente estudo,
investigamos as mudancas no perfil de expressao génica de
T. rubrum e Aspergillus nidulans ap6s exposi¢do a
acriflavina, griseofulvina e terbinafina, que representam di-
ferentes classes de antifingicos. O objetivo deste estudo
foi contribuir para avancar na compreensdo dos mecanis-
mos de acdo desses agentes e para identificar genes de T.
rubrum que poderiam estar envolvidos na resposta ao es-
tresse geral. Utilizando as técnicas de Hibrida¢ao Subtrati-
va Supressiva (SSH) e Diferencial Display (DDRT-PCR) n6s
isolamos transcritos diferencialmente expressos durante a
exposi¢do de T. rubrum aos referidos agentes citotoxicos.
Dentre os genes responsivos aos agentes citotoxicos men-

cionados, que tiveram sua expressao validada por Northern
Blot, estdo os transcritos similares a genes que codificam as
seguintes proteinas: NIMA interactive protein (TINA) e
uma DNA mismatch repair, envolvidas na divisdo celular;
Cooper resistance-associated P-type ATPase, responsi-
vel pela homeostase celular do cobre; Carboxilic ester
hydrolase, relacionada a defesa celular; uma DEAD
helicase, envolvida na transcri¢do e um transposon, pro-
vavelmente envolvido na resposta ao estresse a drogas em
T. rubrum. Além disso, a expressao de genes que codificam
para prolina oxidase, riboflavina quinase, citocromo ¢
oxidase e um transportador MFS, similar a uma proteina
transportadora de ferro, foi induzida pela acriflavinaem T.
rubrum. O agrupamento funcional destas enzimas sugere
seu envolvimento no transporte de elétrons na mitocdndria
e no transporte de ferro. Além disso, muitos genes com
expressao elevada na presenca de agentes citotoxicos mos-
traram similaridade com genes que codificam proteinas de
resisténcia a multiplas drogas e tiveram sua expressao dife-
rencial confirmada. Estes resultados mostram que a ag¢ao
de genes de diferentes vias celulares € necessaria para as-
segurar uma resposta eficaz de T. rubrum aos antifingicos,
revelando potenciais alvos celulares para o desenvolvi-
mento de novas classes de agentes antiflingicos.
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ESTUDO DA EXPRESSAO DOS GENES DE CLASSE I DAS HISTONAS DESACETILASES
(HDACs 1,2, 3 E 8) EM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA DE CRIANCAS E ADOLESCENTES

Daniel Antunes Moreno
Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga Tone
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 15/05/2008

A Leucemia Linféide Aguda (LLA) é uma doenga
heterogénea em relagdo a biologia e ao progndstico. Além
de alteracdes genéticas, anormalidades epigenéticas, es-
tdo estreitamente relacionadas ao processo de carcinogé-
nese e entre 0s mecanismos epigenéticos, a acetilacéo das
histonas € um componente essencial para a regulagdo da
estrutura da cromatina e atividade transcricional. Esse pro-
cesso é mediado pelas histonas acetiltransferases (HATS).
Por outro lado, a desacetilagdo, por meio das histonas
desacetilases (HDACsS), estd relacionada a condensacdo
da cromatina e repressdo transcricional. A expressdo anor-
mal das HDACs tem sido associada ao processo de leuce-
mogénese, revelando ser uma drea promissora na caracteri-
zacdo de grupos de risco e tratamento do cancer. Os objeti-
vos deste trabalho foram avaliar a expressao dos genes da
classe I de HDACs (HDAC 1, 2, 3 e 8), correlacionar os
resultados com as caracteristicas clinicas e de prognéstico
(idade, género, grupo de risco, contagem inicial de blastos,
imunofendtipo, resposta ao tratamento, doenga residual
minima nos dias 14 e 18 e a sobrevida livre de eventos) em

46 amostras consecutivas de medula 0ssea de criancas e
adolescentes portadores de LLA; comparar e correlacionar
a expressao dos genes estudados entre as amostras de pa-
cientes portadores LLA e 10 amostras de medula 6ssea sem
doenga hematoldgica. A andlise da expressdo génica foi
realizada através da técnica de PCR em Tempo Real pelo
método TagMan®. Foi observado um aumento da expres-
sdo do gene HDACI1 nas amostras dos pacientes bons
respondedores ao tratamento. O gene HDAC?2 foi mais ex-
presso no grupo de pacientes do gé€nero masculino
(p=0,038). Esse gene também mostrou uma expressao au-
mentada nos pacientes de alto risco (p=0,060) e com sobre-
vida menor (p=0,065), entretanto os valores encontrados
nao foram estatisticamente significativos. Além disso, foi
observada uma expressido aumentada dos genes HDAC2
(p=0,007), HDAC3 (p=0,014) e HDACS (p=0,002) em amos-
tras de pacientes com LLA quando comparadas as amos-
tras de medula 6ssea sem doenca hematolégica. Houve
correlacdo entre a expressao de todos os genes de classe [
das HDACSs, exceto entre HDAC1 e HDACS. Os resultados
obtidos nesse trabalho sugerem que as HDACs de classe I,
podem representar importantes alvos para futuros estudos
em LLA, no entanto sdao necessarios de testes funcionais
para confirmar estes resultados.

CARACTERIZACAO GENETICA DE UMA POPULACAO DO GADO CRIOULO PE-DURO DO
PIAUL ATRAVES DE MARCADORES MICROSSATELITES

Ana Paula Ferreira de Oliveira
Orientadora: Profa. Dra. Eucleia Primo Betioli Contel
Tese de Doutorado apresentada em 16/05/2008

A raga crioula Pé-duro do Piaui (Bos taurus) € extre-
mamente bem adaptada as condi¢cdes ambientais desfavo-
raveis da zona semi-arida do Nordeste Brasileiro e estd em
risco de extin¢@o. Neste trabalho foi caracterizada geneti-
camente, por microssatélites, uma amostra (n=126) origina-
ria da Fazenda Experimental Octavio Domingues, da
Embrapa Meio-Norte, no municipio de Sao Jodo do Piaui. A
variabilidade genética foi estimada através de freqiiéncias
génicas, diversidade génica, heterozigose esperada e ob-
servada, riqueza alélica, valor do Pic (conteido de informa-
¢do de polimorfismo), coeficiente de endogamia e verifica-
¢a0 do equilibrio de Hardy-Weinberg. Os locos analisados

390

foram SPS115, BM1824, BM2113, BMS4049, TGLA122,
ETH225, ETHI0, INRA23, UWCA46 e BMS348, identifi-
cando-se um total de 101 alelos. A diversidade génica mé-
dia foi de 75,6%, com valores extremos verificados nos locos
TGLA122 (91,3%) e BMS4049 (45,4%). O valor médio da
heterozigose esperada foi 75,5%, observada 60,0%, e Pic
72,3%. O coeficiente de endogamia Fis foi estatisticamente
significativo (Fis=0,206; P<0,01). Foram observados tam-
bém desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg em nove dos
dez locos analisados. A partir dos dados obtidos foi possi-
vel observar que ainda existe diversidade genética nesta
populagdo, porém os desvios do equilibrio, o valor signifi-
cativo do Fis, e a heterozigose observada menor em todos
os locos em relagdo a esperada, demonstraram a ocorréncia
de cruzamentos endogdmicos resultando em alto nivel de
homozigose nesta populagao.
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CARACTERIZACAO CITOGENETICA MOLECULAR DE CROMOSSOMOS MARCADORES

EXTRANUMERARIOS

Ana Carolina Laus
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Martelli
Tese de Doutorado apresentada em 21/05/2008

Rearranjos cromossdmicos envolvendo a presenga
de cromossomos marcadores extranumerdario sao achados
citogenéticos freqiientes em pacientes que apresentam de-
ficiéncia mental, alteracdes de crescimento, dismorfias e/
ou malformacgdes. A presenca desse material € responsavel
por trissomia ou tetrassomia parcial de determinadas regi-
Oes cromossOmicas, causando quadros clinicos distintos e
inespecificos. A variabilidade fenotipica estd relacionada
principalmente com os diferentes graus de mosaicismo, 0s
genes presentes na regido adicional, o cromossomo de ori-
gem, entre outros fatores. Sendo assim, a caracterizagcdo
desse material cromossdmico € de importancia fundamen-
tal para a determinac¢do do progndstico e do aconselha-
mento genético dos pacientes e suas familias. O presente
estudo teve como objetivo a andlise de cromossomos mar-
cadores extranumerarios por meio de técnicas de citogené-
tica convencional e molecular. Foram selecionados onze
pacientes que s@o acompanhados pelo o Servico de Gené-
tica Médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Me-
dicina de Ribeirdo Preto — USP, todos com diagndstico
citogenético convencional por bandeamentos GTG de cro-
mossomo marcador extranumerdario. Para determinagdo da
origem e caracteriza¢do dos cromossomos marcadores fo-
ram aplicadas as técnicas de Caridtipo Espectral (SKY) e de
Hibridacao in ituFluorescente (FISH). Em dez pacientes foi
possivel determinar a origem e composi¢do dos marcado-
res. Dois pacientes apresentam cromossomos marcadores

identificados como duplicac¢des invertidas do cromosso-
mo 15, com cariétipos definidos, respectivamente, como
47,XY,+idic(15)(pter—ql5::q15—pter) e 47,XX,+idic(15)
(pterq21::q21—pl1.2), um paciente possui cromossomo
marcador derivativo do cromossomo 15, com caridtipo
47,XX,+der(15)(pterq21) e dois pacientes, sendo uma me-
nina e seu pai, possuem cromossomos marcadores deriva-
tivos do cromossomo 15 com caridtipos, respectivamente,
48,XX,+2der(15)(pterq12) e 48,XY,+2der(15)(pterq12). Dois
pacientes possuem cromossomos marcadores derivativos
do cromossomo 9, com cariétipos definidos, respectiva-
mente, como 47,XX,+der(9)(pterq21) e 47,XX,+der(9)
(pterq32) e um paciente apresenta cromossomo derivativo
do cromossomo 4 [47, XX ,+der(4)(p16g21)[9]/48,XX ,+der(4)
(p16g21),+mar[91]]. Um paciente possui um cromossomo
marcador translocado derivativo do cromossomo 22
[47,XY,+der(22)t(11;22)(q25:q11.2)] e outro paciente, um
cromossomo translocado derivativo do cromossomo 15
[47,XY,+der(15)t(15;16)(q13;q13)], ambos herdados de maes
portadoras de translocagdes aparente balanceadas. Em um
caso, ndo foi possivel a caracterizagdo dos cromossomos
marcadores por meio das técnicas aplicadas. H4 uma gran-
de variagdo fenotipica associada a presenga de cromosso-
mos marcadores e muitas vezes o progndstico e o aconse-
lhamento genético sao dificeis de determinar. As técnicas
de citogenética molecular sdo ferramentas importantes para
a caracteriza¢c@o dos cromossomos marcadores, tanto du-
rante o pré-natal, como para uma familia que ja possui um
membro afetado, auxiliando no mapeamento génico de cada
regido envolvida para futura correlagio caridtipo-gendtipo-
fendtipo.

PROCESSOS CELULARES NO DESENVOLVIMENTO DO OLHO COMPOSTO DE Apis mellifera

David Santos Marco Antonio
Orientador: Prof.Dr. Klaus Hartmann Hartfelder
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 30/05/2008

Os processos que regem o desenvolvimento dos
olhos compostos em insetos t€ém sido amplamente estuda-
dos em Drosophila melanogaster onde estes se originam a
partir de discos imaginais. Pouco se sabe, porém, sobre o
desenvolvimento do 16bulo 6ptico e da retina em outros
insetos que, na sua grande maioria, ndo possuem discos
imaginais de olhos separados do sistema nervoso central.
Neste sentido, a andlise comparada do desenvolvimento
dos olhos de Apis mellifera pode contribuir ndo somente
para aspectos evo-devo entre as grandes familias dos inse-
tos holometédbolos, quanto pode elucidar questdes de plas-
ticidade de desenvolvimento pois os olhos compostos apre-
sentam fortes caracteristicas sexo e casta-especificas. Com

0 objetivo primdrio de elucidar os padrdes de divisao e dife-
renciacdo celular durante o desenvolvimento do olho em A.
mellifera realizamos anélises histoldgicas e de imunomarca-
c¢do durante o desenvolvimento pds-embriondrio, juntamen-
te com andlise de expressdo do gene roughest em tempo
real. Para imunomarcagio utilizamos o anticorpo anti-fosfo-
histona H3 fosforilada que marca células em fase M do ciclo
celular. Foram analisadas larvas operdrias entre o terceiro
instar larval (L3) até pupas de olho branco, rosa e marrom,
com foco sobre o quinto instar larval que fica subdividida
em fase de alimentacao e crescimento (L5F), fases de tecela-
gem de casulo (L5S) e prepupa (PP). O desenvolvimento do
16bulo 6ptico em Apis mellifera ocorre por dobramento
neuroepitelial, a partir de um centro de diferenciagio, se-
quencialmente gerando as camadas neurais do 16bulo 6ptico
(16bula, medula e lamina). A ldmina (tltima a surgir) apresen-
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tou-se com desenvolvimento mais lento e em duas fases
antes da metamorfose: a primeira fase é o seu surgimento no
comego do quinto instar larval acompanhando o primeiro
pico de expressdo de roughest e a segunda fase ocorre du-
rante a tecelagem de casulo com o desenvolvimento do cértex
acompanhando o segundo pico de expressdo de roughest.
Ainda durante o segundo pico de expressao de roughest 0s
rabddmeros da retina comecam a ficar visiveis, assim como
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os feixes axonais. Estes porém estardo completamente for-
mados somente apds a metamorfose. O desenvolvimento
completo da lamina, 16bula e medula e da retina ocorre so-
mente apds a metamorfose. Durante a fase pupal as estrutu-
ras do 16bulo 6ptico estdo prontas, porém na retina obser-
va-se ainda gradual pigmentag@o, encurtamento dos feixes
axonais e alongamento dos rabddmeros até atingirem o seu
comprimento final logo antes da emergéncia.

MARCADORES GENETICOS DE ANCESTRALIDADE EM COMUNIDADES FUNDADAS POR

ACORIANOS NA ILHA DE SANTA CATARINA

Yara Costa Muniz Netto
Orientador: Prof.Dr. Aguinaldo Luiz Simdes
Tese de Doutorado apresentada em 30/05/2008

As comunidades da Costa da Lagoa (CL) e Sao Joao
do Rio Vermelho (RV) estao localizadas na Ilha de Santa
Catarina, Sul do Brasil, e foram colonizadas na segunda
metade do século XVIII por imigrantes vindos do Arquipé-
lago de Acores. Estudos demograficos e genéticos mostra-
ram também a presenca de componentes africanos e amerin-
dios. CL € considerada isolada devido a sua localizacdo ge-
ografica e RV estd em fase de quebra de isolado pelo aumen-
to de migrac¢do, principalmente nos dltimos 20 anos. Os ob-
jetivos deste estudo foram verificar a hipétese dos diferen-
tes graus de isolamento nas duas comunidades, estimar as
proporcdes de mistura étnica, assim como estabelecer com-
paracdes entre elas e com portugueses, especialmente ago-
rianos. As freqiiéncias de oito AIMs (FY, RB, LPL, AT3,
Sb19.3, APO, PV92 e CYP1AL) e dos STRs do haplétipo
estendido do cromossomo Y foram entdo estimadas nas co-
munidades de CL (n=120), RV (n=163) e na amostra urbana
HM (n=50) a partir de PCR e PCR-RFLP. A informacao obtida
a partir das mesmas foi comparada com resultados de estu-

dos histdricos, demogréficos e genéticos prévios realiza-
dos nestas comunidades. As andlises estatisticas emprega-
ram programas jd descritos (GENEPOP, DISPAN, GDA,
ARLEQUIN, STRUCTURE, MVSPe ADMIX 2 e 3). Com
relacdo ao cromossomo Y, concluimos que as duas comuni-
dades ainda apresentam semelhangas considerando as ana-
lises de diferenciagdo génica. Isto pode ser devido a origem
comum e recente e a proximidade geogréfica, o que torna
possivel um fluxo de homens entre as duas comunidades.
Entretanto, o acréscimo no nimero de marcadores ligados
ao cromossomo Y permitiu a diferenciagio entre estas duas
comunidades, como mostram os valores de FST e de dife-
renciacdo haplotipica. As estimativas de mistura indicam
preponderancia do componente europeu. Entretanto, dada
aindisponibilidade da literatura, faz-se ainda necessaria uma
escolha mais adequada das freqiiéncias parentais no caso
dos Y-STRs. Admitindo que os AIMs sejam marcadores mais
eficientes em estimativas de mistura étnica, dado seus altos
diferenciais de freqiiéncia alélica entre populagdes parentais,
as contribui¢des de populacdes nio européias (principal-
mente africanas) observadas mantém a hipétese de cruza-
mentos preferenciais entre homens portugueses e mulheres
amerindias e/ou africanas na formagdo das comunidades.

GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

POLIMORFISMO IGF-2/Apal EM GESTANTES PORTADORAS DO VIRUS DA IMUNODEFICIEN-
CIA HUMANA TIPO 1 USUARIAS DE ANTIRETROVIRAIS

Alessandra Cristina Marcolin
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Duarte
Tese de Doutorado apresentada em 01/04/2008

Introducio: Estudos avaliando os efeitos dos antir-
retrovirais (ARV) em pacientes portadoras do HIV-1 tém
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demonstrado a ocorréncia de hiperglicemia e intolerancia a
glicose secunddrias a resisténcia insulinica ou até quadros
semelhantes ao Diabetes mellitus tipo 1. Por outro lado,
algumas publica¢des mencionam o efeito dos distirbios da
expressao dos fatores de crescimento semelhantes a insu-
lina (IGF) na func@o da célula 3 pancredtica em humanos.
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Polimorfismos do IGF-2/Apal tém sido associados a obesi-
dade e a distirbios do metabolismo da glicose.

Objetivos: Estudar o polimorfismo IGF-2/Apal em
gestantes portadoras do HIV-1 usuérias de ARV que de-
senvolveram hiperglicemia ao longo do periodo gestacio-
nal e identificar os subgrupos de pacientes que estdo sob
maior risco de desenvolverem esse distirbio.

Métodos: Estudo de coorte histérica com controle
externo envolvendo 87 gestantes normais, 43 gestantes por-
tadoras do HIV-1 usudrias de ARV que apresentaram acrés-
cimo dos valores da Area sob a Curva das glicemias ao
longo da gravidez e 43 pacientes diabéticas gestacionais,
soronegativas para o HIV-1. A reacdo em cadeia da polime-
rase foi utilizada para amplificacdo da seqiiéncia do IGF-2,
a partir do DNA gendmico extraido do sangue periférico.
Para avaliacdo do polimorfismo IGF-2/Apal foi utilizada a
técnica do polimorfismo de comprimento do fragmento de
restri¢ao. Para andlise estatistica foram utilizados o teste de
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Kolmogorov-Smirnov, o teste ANOVA e o teste do Qui-
quadrado.

Resultados: Nao foram observadas diferencas sig-
nificativas entre as freqiiéncias genotipicas obtidas nos trés
grupos analisados. Considerando a terapéutica ARV utiliza-
da, ndo ha diferencas na distribuicdo dos genétipos entre o
grupo de usudrias de Zidovudina e o da terapia triplice. Nao
foram detectadas diferencas entre as freqiiéncias gé€nicas
das populacdes examinadas neste estudo. Pacientes nao
brancas tém maior probabilidade de apresentarem o gendtipo
GG quando comparadas as gestantes brancas.

Conclusoes: Os resultados obtidos contribuem para
o melhor entendimento das alteragdes do metabolismo
glicidico em gestantes submetidas a terapia ARV, desone-
rando o polimorfismo /GF-2/Apal como tnico responsavel
por essas alteracdes. Esses dados sinalizam positivamente
que outras varidveis devem ser estudadas para a elucidagio
dessas anormalidades.

AVALIACAO DO FUSO MEIOTICO E DISTRIBUICAO CROMOSSOMICA DE OOCITOS MATU-
RADOS in vitro DE PORTADORAS DA SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICO SUBMETIDAS

A ESTIMULACAO OVARIANA: ESTUDO PILOTO

Rodolpho Cruz Vieira
Orientadora: Profa. Dra. Paula Andrea de A. Salles Navarro
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 17/04/2008

Objetivos: Avaliar o fuso meidtico e a distribui¢do
cromossOmica de odcitos maturados in vitro obtidos de
ciclos estimulados de mulheres inférteis com Sindrome dos
Ovarios Policisticos (SOP) e fator masculino e/ou tubario
de infertilidade.

Meétodos: Cinco pacientes inférteis com SOP e 8 pa-
cientes com fator tubério e/ou masculino de infertilidade,
submetidas a ciclos estimulados para captagdo oocitdria
para injecao intracitoplasmatica de espermatozéide, foram
selecionadas prospectiva e consecutivamente e divididas
em grupos de estudo e controle, respectivamente. Odcitos
em estagio de vesicula germinativa (VG) e em metafase I
(MI) foram submetidos a maturagao in vitro (MIV), respec-
tivamente, por 19 horas + 1 hora (VG) e 4 horas =+ 30 minutos
(MI), conforme curva de M1V previamente realizada no pre-
sente servigo. Odcitos em metédfase I (MII) apés MIV fo-
ram fixados, submetidos a imunocolora¢do e microscopia

de fluorescéncia para avaliagdo morfolégica do fuso e da
distribui¢do cromossOmica.

Resultados: Respectivamente 6 dos 10 odcitos (60%)
em MII analisados do grupo de estudo e 4 dos 12 odci-
t0s(33.3%) MII analisados do grupo controle apresenta-
ram anomalias meidticas, caracterizadas por anomalias do
fuso e/ou distribui¢do cromossdmica oocitarias. Observou-
se auséncia de diferenca significativa entre as proporg¢des
de anomalias meidticas entre os dois grupos analisados.

Conclusdes: Os dados preliminares do presente es-
tudo, apesar de nio demonstrarem aumento significativo
na incidéncia de anomalias meidticas nas portadoras de
SOP, sugerem uma tendéncia a maior ocorréncia de anoma-
lias meidticas nos odcitos deste grupo de pacientes, quan-
do comparados aos de portadoras de fator masculino e/ou
tubdrio de infertilidade, o que devera ser melhor avaliado
em estudos com maiores casuisticas. Estes achados tém
potencial clinico para apontar uma possivel explicacdo para
as controversas menores taxas de fertilizagao observadas
em pacientes com SOP submetidas as Técnicas de Repro-
dugdo Assistida.

AVALIACAO DAS ALTERACOES POSTURAIS E DOS MUSCULOS PELVICOS EM MULHERES

PORTADORAS DE DOR PELVICA CRONICA

Mary Lourdes Lima de Souza Montenegro
Orientador: Prof. Dr. Omero Benedicto Poli Neto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 24/04/2008

Introducao: Dor pélvica cronica é uma dor recorren-
te ou continua na regido inferior do abdome ou pelve, ex-
cluindo gravidez e malignidade, suficientemente severa para
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interferir nas atividades habituais e que necessita de trata-
mento clinico e/ ou cirtrgico. Excluindo ainda dismenorréia
e dispareunia como causas isoladas da dor. Sua etiologia
nao é clara, geralmente resulta de uma complexa interagio
entre os sistemas gastrointestinal, urinario, neurolégico,
ginecolégico e musculo- esquelético influenciada ainda por
fatores psicolégicos e sécio- culturais. Alguns estudos de-
monstram uma associagdo entre alteragdes musculares e
DPC, porém apesar do crescente interesse, S0 poucos 0s
estudos que caracterizam estas altera¢cdes em mulheres por-
tadoras de DPC.

Objetivo: Caracterizar o acometimento postural e dos
musculos pélvicos em mulheres portadoras de DPC.

Metodologia: Foi realizado um estudo do tipo trans-
versal incluindo 108 mulheres portadoras de DPC (grupo
DPC) e 48 mulheres voluntérias saudaveis (grupo controle)
com idade média entre 31 e 35 anos, atendidas consecutiva-
mente no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-
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USP). Foram ent@o realizadas avaliagao postural, da muscu-
latura abdominal e pélvica. Para andlise dos dados, foram
utilizadas analises univariadas e descritivas, utilizando tes-
te t student ou Mann-Whitney e teste do Qui-quadrado ou
teste exato de Fisher para anélise de dados categéricos con-
forme mais apropriado. Considerou-se significante p<0,05.

Resultados: Alteragdes posturais foram observadas
mais freqiientemente no grupo DPC que no grupo controle,
principalmente nos seguimentos cabega (P<0.01), coluna
cervical (P=0.01), escapulas (P<0.01), e tridngulo de Tales
(P<0.01). A freqiiéncia de espasmo em musculos pélvicos
foi de 58.3%. Mulheres com DPC e espasmo em musculos
pélvicos, tiveram uma maior freqiiéncia de dispareunia mo-
derada e severa, que aquelas com DPC e sem espasmo em
musculos pélvicos (P<0.01).

Conclusao: Uma grande propor¢ao de mulheres com
DPC apresentaram significativas alteracdes posturais e es-
pasmo em musculos pélvicos, associados a dispareunia e
altos indices sugestivos de depressao.

ANENCEFALIA: ANALISE CRITICA NOS AMBITOS MEDICO E LEGAL

Flavia Correa Meziara
Orientador: Prof. Dr. Sergio Pereira da Cunha
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/04/2008

A questdo do aborto por de fetos malformados no
Brasil é problematica, face a auséncia de legislagdao que
permita a interrupgdo da gestacgdo. Tais tipos de aborto sdo
considerados ilegais, ja que o Cédigo Penal vigente prevé
somente duas possibilidades de interrrupcao: risco de vida

para a méae e em decorréncia de estupro. A presente pesqui-
sa objetivou analisar os casos de fetos malformados cujas
maes foram atendidas no HCRP/USP e propor na Justica os
pedidos de interrupcio destas gestagdes quando assim de-
sejassem. Conclui-se que ainda ha falta de informagao por
parte dos médicos em relag@o a possibilidade de indicacdo
deste tipo de gestagdo, ainda que o quadro tenha melhora-
do e que quanto mais os magistrados conhecem e t€m aces-
so ao que a medicina pode lhes oferecer, maior a probabili-
dade de deferimento destes Alvaras.

PRODUCAO DE VEGF E HIF-1K EM PACIENTES COM CARCINOMA DE MAMA LOCALMEN-
TE AVANCADO SUBMETIDAS A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

Alexandre Pavan Garieri
Orientador: Prof. Dr. Heitor Ricardo Cosiski Marana
Disserta¢do de Mestrado apresentada em 09/05/2008

Objetivo: Determinar o valor progndstico e prediti-
vo do VEGF (vascular endothelial growth factor) e do HIF-
1k (Hypoxia-inducible factor-1) em relac¢do a sobrevida li-
vre de doenca (SLD) e sobrevida global (SG) em pacientes
com carcinoma de mama localmente avancado (CMLA) tra-
tadas primariamente pela quimioterapia neoadjuvante.

Materiais e Metodos: VEGF ¢ HIF foram quantifica-
dos consecutivamente em plasma de 36 pacientes com
CMLA pelo método de ELISA (enzyme labeling
immunoassay absorbant) parao VEGF, . e o HIF-14. O tra-
tamento neoadjuvante foi realizado em todas as pacientes
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com docetaxel e epirrubicina. O tempo médio de seguimen-
to foi de 56 meses.

Resultados: Uma anédlise univariada demonstrou
que o HIF-1x estd significantemente relacionado a SLD
(P=.0238)e a SG (P=.0121) com as pacientes HER-2 posi-
tivas. Nao houve diferenca significante para a SLD ou SG
no que diz respeito aos receptores de hormdnio, compro-
metimento axilar ou grau tumoral. Os valores de VEGF fo-
ram maiores no grupo de pacientes RE+ do que no grupo
RE negativo (P =.01). Inversamente os valores de HIF-1x
foram menores no grupo RE+ comparados ao grupo RE - (P
=.02). Pacientes com recorréncia 6ssea apresentaram uma
tendéncia a apresentarem valores de VEGF menores (me-
dia, 175.7 pg/ml) do que aquelas com recorréncia visceral
(441 pg/ml). Uma andlise multivariada demonstrou o com-
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prometimento axilar (P =.0004), receptores de estrégeno (ER)
(P <.0001), e tamanho do tumor (P =.0085) como fatores
independentes de SLD. O HIF-1x foi tido como um fator
independente preditivo de SG (P =.0180). Nao houve dife-
renca estatisticamente significante entre os valores
plasmaticos de HIF-1x ou VEGF nos periodos pré e pds
quimioterapia.
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Conclusdes: Os resultados sugerem que o nivel
plasmatico do HIF-1x € preditivo de SLD e SG nas pacien-
tes com CMLA apresentando uma sobreposi¢do as pacien-
tes HER-2 positivas. As dosagens de VEGF podem ser
preditivas de resposta e progndstico no tratamento neoad-
juvante, mas sdo necessarios novos estudos prospectivos
comparados ao HIF-1x para conclusdes mais consistentes.

INTERVENCAO PSICOLOGICA EM GESTANTES CUJOS FETOS APRESENTAM MALFORMA-

CAO CONGENITA

Renata Panico Gorayeb
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Duarte
Tese de Doutorado apresentada em 14/05/2008

No periodo gestacional as mudancas psico-afetivas
sdo usuais em todas as mulheres. Naquelas gestantes com
fetos malformados, observa-se que as alteracdes compor-
tamentais sdo mais freqiientes, potencializando indices mais
elevados de ansiedade, depressdo e depressdo pds-parto,
dificultando os processos de elaboracdo afetiva do luto da
crianca desejada. Este estudo teve como objetivo avaliar e
descrever os potenciais beneficios da intervengao psicolo-
gica a uma populagdo de gestantes cujos fetos apresenta-
vam malformacao. Foram avaliadas 96 gestantes divididas
em quatro grupos, atendidas em hospital universitario, que
presta atendimento obstétrico de nivel tercidrio. Os grupos
de gestantes que receberam intervencdo psicolégica fo-
ram: 1) de mées com fetos malformados, composto por 16
gestantes; 2) de gestantes com fetos considerados nor-
mais, formado por 15 maes; e o 3) de gestantes cujos fetos
evoluiram para 6bito, com 15 maes. O quarto grupo foi com-
posto por 19 mies cujas criancas também apresentavam
malformacdo, mas que nio tiveram acompanhamento
psicoterapico durante a gravidez. Todas as maes foram ava-
liadas para critérios de ansiedade, depressdo, depressao
pés-parto e enfrentamento (Escala Hospitalar de Ansieda-
de e Depressao, Escala de Avaliacdo de Depressao Pos-
Parto, Escala de Modo de Enfrentamento de Problemas)

bem como submetidas a entrevista qualitativa sobre temas
relacionados a malformacdo fetal. Foram analisadas tam-
bém as formas de enfrentamentos relatados pelas pacien-
tes durante a gravidez e para aquelas que deram continui-
dade ao trabalho, nos primeiros seis meses de vida da cri-
anca. Os resultados obtidos demonstraram que as maes
submetidas a intervengdo psicoldgica no pré-natal apre-
sentaram comportamentos de ansiedade e depressdo sig-
nificativamente inferiores as maes que iniciaram seu aten-
dimento no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medici-
na de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo somen-
te para os cuidados pds-natais. Observou-se também que
as maes de criancas malformadas que foram submetidas a
acompanhamento psicoldgico no pré-natal tiveram seus in-
dices de ansiedade, depressdo e depressdo pds-parto re-
duzidos a valores compativeis aos das maes de criangas
sem malformacio, demonstrando que estas maes se encon-
traram em melhores condi¢des de elaboracao psicoldgica
da situac@o. Estes resultados confirmam dados da literatu-
ra sobre a importincia da prepara¢do materna prévia ao
parto de criangas malformadas como redutor dos indices
de alteracdes de humor, que poderiam prejudicar o vinculo
adequado mée-crianca e reforgcam a importancia de um acon-
selhamento profissional especializado em psicologia, que
em interface com os profissionais das equipes obstétrica e
cirdrgicas infantis, pode favorecer a elaboragio cognitiva e
afetiva materna e o pleno desenvolvimento da relagdo mae-
malformagio-crianga.

PERDAS DE OPORTUNIDADES NA PREVENCAO DO CANCER DE COLO UTERINO DURANTE
O PRE-NATAL EM MUNICIPIO DO RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

Carla Vitola Gongalves
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Duarte
Tese de Doutorado apresentada em 04/06/2008

Um ter¢o dos casos de carcinoma cervical ocorre no
periodo reprodutivo. Sendo que, cerca de 3% dos diagnés-
ticos sdo realizados durante a gravidez. Evidéncias atuais
indicam que as gestantes apresentam maior chance de te-
rem diagnosticadas lesdes iniciais. Pois a gravidez € uma

excelente oportunidade para o rastreio desta neoplasia, ja
que faz parte da rotina pré-natal o exame ginecoldgico. No
entanto, na pratica esta oportunidade parece ndo estar sendo
aproveitada na sua totalidade. Com este estudo objetivou-
se avaliar o conhecimento das puérperas sobre a preven-
¢do do carcinoma cervical, descrever caracteristicas asso-
ciadas a ndo realizacio do citopatoldgico nos ultimos trés
anos e comparar a cobertura da citologia no inicio e no final
do pré-natal. Trata-se de uma avaliacdo transversal realiza-
da na cidade de Rio Grande-RS, entre maio e junho de 2007.
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A amostra foi calculada pelo programa Epi-Info 6.04,
totalizando 224 puérperas. Durante a internag@o hospitalar
foi aplicado as puérperas um questionario estruturado e
pré-codificado. Os dados foram digitados no Epi-Info 6.04,
sendo a analise bruta realizada no software SPSS e a multi-
variada pela Regressdo de Poisson no programa Stata. Das
230 puérperas entrevistadas 96,5% referiram conhecer o
exame preventivo do cincer do colo uterino. Apesar disso,
a prevaléncia de citopatolégico nos dltimos 36 meses era
de 32,6% no inicio da gestagdo, chegando a 55,2% no
puerpério. Mostrando a associag@o positiva do pré-natal
na cobertura do citopatolégico (p>0,001). Mesmo assim, 74
puérperas (32,2%) permaneceram sem nunca terem coleta-
do o citopatolégico e 29 (12,6%) continuaram com a citologia
desatualizada. Na andlise bruta, o grupo de puérperas com
idade igual ou inferior a 19 anos, ndo brancas, de escolari-
dade igual ou inferior a oito anos, com renda familiar per
capita inferior a um salario minimo, inicio da vida sexual
aos 15 anos ou menos, com inicio do pré-natal no 2° e 3°
trimestres, que realizaram cinco consultas ou menos e que
fizeram o acompanhamento no SUS, apresentaram diferen-
cas estatisticas significantes para uma menor cobertura do
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exame citopatolégico ao final do pré-natal. Apés a analise
ajustada, o grupo que consultou no Hospital Universitario
da Fundacio Universidade Federal do Rio Grande - FURG
(IC,s,: 0,18 -0,82) e as puérperas com idade entre 25 a 29
anos (IC,,,: 0,29 - 0,90), mostraram-se significativamente
associadas a melhora da cobertura do citopatolégico nos
altimos trés anos. Portanto, evidenciou-se neste estudo
que apesar do pré-natal ter melhorado a cobertura do exa-
me citopatolégico. O servico local de satide mostra-se pou-
co efetivo pois cobriu menos mulheres do que o preconiza-
do, e desigual porque o acesso ao exame variou conforme
algumas caracteristicas das usudrias. Além disso, os crité-
rios epidemiolégicos de risco para o carcinoma cervical ndo
foram priorizados pela assisténcia médica. Os resultados
revelam a necessidade de aumentar a cobertura do citopa-
tolégico e melhorar a qualidade da atencao pré-natal ofere-
cida em Rio Grande. Motivando e capacitando os profissi-
onais de saide quanto a importancia dos procedimentos
da rotina pré-natal, pois apenas as gestantes que consulta-
ram no Hospital Universitario da FURG tiveram a cobertura
do citopatolégico préxima do preconizado pela Organiza-
¢do Mundial da saude.

IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

MONTAGEM DE ¢DNAS QUE REPRESENTAM REGIOES SOBREPOSTAS DE TODO O GENOMA
DE UM VIRUS BRASILEIRO DE DENGUE TIPO 3 E ANALISES DA DIVERSIDADE DA PROTEI-

NA DO ENVELOPE (E)

Alberto Anastacio Amarilla Oritz
Orientador: Prof. Dr. Victor Hugo Aquino Quintana
Disserta¢do Mestrado apresentada em 14/04/2008

A dengue é uma doenca infecciosa causada pelo
virus da dengue (género Flavivirus, familia Flaviviridae),
e transmitida pela picada de mosquitos do género Aedes,
principalmente Aedes aegypti. Esta doenga € um importan-
te problema de satde ptiblica em todo o mundo; segundo a
Organizagdo Mundial de Satdde, cerca de 50 a 100 milhdes
de pessoas sdo infectadas anualmente em mais de 100 pai-
ses de todos os continentes. A dengue apresenta-se em
trés formas clinicas principais; doenga febril indiferenciada,
febre classica do dengue (FD) e dengue hemorragica com
ou sem choque (DHF/DSS). Recentemente, viu-se um dra-
matico aumento do nimero de casos de DHF/DSS nas
Américas, e este aumento coincidiu com a introducao do
virus dengue tipo 3 (DENV-3), gendtipo II1I. Neste trabalho,
trés fragmentos sobrepostos que representam todo o ge-
noma viral foram construidos a partir de um isolado brasi-
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leiro (D3BR/RP1/2003) de DENV-3. Os trés fragmentos en-
contram-se inseridos em vetores plasmidiais, sendo que
dois fragmentos representam a metade 5’ do genoma viral e
o terceiro a metade 3’. Estes fragmentos serdo utilizados
futuramente para construgio de um clone infeccioso, o qual
servird como ferramenta para estudar os processos relacio-
nados a patogénese, replicacdo, mecanismos de escape do
sistema imune, e até para a producio de vacinas. A diversi-
dade genética dos DENV-3 isolados em todo mundo foi
estudada analisado o gene da proteina E. A analise filoge-
nética mostrou que o D3BR/RP1/2003 pertence ao gendtipo
III. Por outra lado, esta andlise mostrou a existéncia de agru-
pamentos genéticos distintos dentro de trés dos quatro
gendtipos conhecidos de DENV-3. Assim, observamos que
o gendtipo I possui duas linhagens e duas sub-linhagens;
o gendtipo II estd constituido por duas linhagens e 4 sub-
linhagens; e o gendtipo III compreende duas linhagens e
duas sub-linhagens. Estes dados poderdo fornecer infor-
macoes para melhor entendimento da evolugdo destes vi-
rus e até para a selecdo de um candidato a vacina.
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CARACTERIZACAO DA INFECCAO EXPERIMENTAL DE CAMUNDONGOS COMISOLADOS DE
LEISHMANIA BRAZILIENSIS RESISTENTES E SUSCETIVEIS AO ANTIMONIO E AO OXIDO

NITRICO

Diego Luis Costa
Orientador: Prof. Dr. Jodo Santana da Silva
Disserta¢do Mestrado apresentada em 24/04/2008

A leishmaniose constitui um espectro de doencgas
causadas por protozodrios do género Leishmania, dentre
as quais, no Brasil, a mais comum € a leishmaniose tegu-
mentar americana (LTA). A resposta imune de padrao Thl
confere protecdo contra a infecg¢do, enquanto respostas
Th2 levam a suscetibilidade. Células T reguladoras podem
suprimir a atividade de células efetoras Th1 ou Th2, favore-
cendo ou ndo, respectivamente, a sobrevivéncia do parasi-
ta. No municipio de Corte de Pedra - Bahia, foram isoladas,
de pacientes com LTA, refratarios ou ndo ao tratamento
com antimonio, amostras de L. braziliensis, resistentes
(LTCP 393 - R) ou suscetiveis (LTCP 15171- S) a morte por
6xido nitrico, respectivamente. Neste contexto, o objetivo
do trabalho foi caracterizar, em modelo murino, os parime-
tros imunolégicos da infecgdo com ambos os isolados.
Assim como em humanos, a infec¢do de camundongos
BALB/c com o isolado resistente resultou no desenvolvi-
mento de lesdes maiores. Elas também foram mais duradou-
ras, com maior infiltrado inflamatério, composto principal-
mente de células TCD4*, neutréfilos e macréfagos, e maior
quantidade de parasitas. Entretanto, nos linfonodos, nio
houve tal diferenca; porém, o nimero de patdgenos foi
maior nos pontos mais tardios em ambas as infecgdes. Cé-

lulas IFN-y* IL-10%, segundo a literatura exercem atividades
supressoras, permitindo a sobrevivéncia e replicagdo para-
sitdria, e estas foram encontradas nestes érgaos em maior
propor¢ao justamente nestes pontos, corroborando com o
resultado anterior. Nao houve diferenca expressiva na pro-
dugdo e expressdo de RNAm para citocinas como IFN-y e
TNF-o, entre os grupos, mas a expressdo e producdo da
citocina IL-4 estiveram maiores nas células das lesdes e
nos linfonodos respectivamente, de animais infectados com
LTCP 393 - R. Nas orelhas nao houve diferenca na expres-
sdo de RNAm para IL-10 nem TGF-f3, porém, nos linfonodos
de animais infectados com LTCP 15171 - S, encontramos
maior propor¢ao de células TCD4* FoxP3*IL-10*. Tomados
em conjunto, estes dados sugerem que a produgdo da
citocina IL-4 em animais infectados com o isolado resisten-
te pode estar sendo responsavel pelo deficiente controle
da infeccdo. Além disso, a associacdo encontrada sugere
que a menor produgdo de IL-10 por células CD4* FoxP3*1L-
10* pode estar induzindo menor regulagdo de respostas Th2
nestes animais, enquanto no grupo infectado com o isola-
do suscetivel, a maior produgdo de IL-10 por estas células
pode estar inibindo a montagem deste tipo de resposta.
Finalmente, o entendimento das respostas imunoldgicas
induzidas nas infeccdes por parasitas resistentes ou sus-
cetiveis a0 NO e a drogas como o antimonio poderia possi-
bilitar o desenvolvimento de novas terapias para o contro-
le, em pacientes, da leishmaniose refrataria aos tratamentos
convencionais.

PAPEL DE CCR2 NA INFECCAO ORAL POR Toxoplasma gondii

Luciana Benevides
Orientadora: Profa. Dra. Neide Maria da Silva
Dissertagdo Mestrado apresentada em 25/04/2008

Toxoplasma gondii é um protozodrio intracelular
obrigatério. Estima-se que 1/3 da populacdo do mundo es-
teja infectada por esse patégeno. A infeccdo oral por esse
parasito induz uma rea¢do inflamatéria exacerbada que se
nao controlada pode levar a morte do animal. Além disso,
quimiocinas produzidas por células epiteliais intestinais
infectadas estdio envolvidas na migracao e ativagdo de cé-
lulas inflamatdérias. Entretanto, como a via de infec¢@o na-
tural € a oral, nosso objetivo foi verificar o papel de CCR2
na infec¢@o oral por 7. gondii. Dessa forma, animais C57BL/
6 e CCR2 - foram infectados por via oral com 5 cistos da
cepa ME-49 de T. gondii e a sobrevivéncia e pardmetros
imunolégicos foram avaliados. Os dados obtidos nesse

estudo demonstram um aumento da migracdo de células
CCR2 * no intestino delgado, bem como de células CCL2*
em ambas as linhagens dos animais apés a infec¢do. Con-
tudo, os animais CCR2 - apresentam uma profunda susce-
tibilidade a infec¢@o pelo parasito, com 100% de mortalida-
de até o 280 dia apds a infecc@io. Os 6rgaos periféricos dos
animais CCR2 7~ apresentam um aumento do parasitismo
tecidual e uma reacdo inflamatéria suave, que no intestino
delgado, sdo associados com uma pequena migragdo de
células T CD4 *e MAC-1*. Em contraste, ha um aumento na
migracao de células TCD8* que sdo relacionados com o
controle da resposta imune inflamatdria nesse 6rgdo. En-
tretanto, no inicio da fase cronica, camundongos CCR2 -
apresentam um aumento do parasitismo tecidual no SNC
com uma diminuicdo de células T CD4 * e MAC-1* e um
aumento de células T CD8 * quando comparados com o0s
animais C57BL/6. Foi observado também, que na auséncia
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do receptor, a expressdao de iNOS € ausente no intestino
delgado na fase aguda e no SNC no inicio da fase cronica
de infeccao. Além disso, na auséncia de CCR2 a produgdo
de NO por células de bago é quase ausente. Em conjunto,
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os resultados sugerem que CCR2 ¢ essencial para ativar
mediadores microbicidas principalmente no SNC para o con-
trole da proliferacdo do parasito, favorecendo a resisténcia
do hospedeiro.

O PAPEL DAS CELULAS T REGULADORAS NO DESENVOLVIMENTO DA IMUNOSSUPRESSAO

DURANTE A SEPSE GRAVE EXPERIMENTAL

Daniele Carvalho Bernardo Nascimento
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queir6z Cunha
Disserta¢do de Mestrado apresentada em 30/04/2008

A sepse é uma resposta inflamatdria sistémica de-
corrente de uma infeccio. Na evolucdo do processo sépti-
co é comum a ocorréncia de uma significativa disfun¢ao
cardiovascular e extensa lesdo tecidual. Observa-se tam-
bém uma significativa disfuncao imune que contribui para
o agravamento do processo séptico e instalacdo de um qua-
dro de imunossupressdo. De fato, estudos recentes de-
monstraram que tanto em pacientes, como em modelos ex-
perimentais de sepse grave, ocorre um quadro de imunos-
supressao, caracterizado por aumento da freqiiéncia de cé-
lulas T reguladoras. Assim, nosso objetivo foi investigar a
possivel contribuicio das células T reguladoras no desen-
volvimento da imunossupressao durante a sepse grave ex-
perimental em modelo murino. Os camundongos C57BL/6
submetidos a sepse grave, pelo modelo de ligadura e perfu-
racdo do ceco (CLP), e tratados com antibidtico durante
trés dias, apresentaram aproximadamente 50 % de sobrevi-
véncia. Esses animais sobreviventes do processo séptico
sdo altamente susceptiveis (mortalidade de 100 %) a infec-
¢do secundaria induzida por Legionella pneumophila, 15
dias apds a indugdo da CLP. A cinética da freqiiéncia de

células T reguladoras (CD4*CD25" e Foxp3* ou CD103* ou
CTLA-4% ou GITR*) foi avaliada em tecidos distintos (lava-
do peritoneal, linfonodo drenante, timo e bago) e em dife-
rentes intervalos de tempo apds a indug@o de sepse grave.
Observou-se um aumento na expressao da maioria dos mar-
cadores de células T reguladoras em todos os tecidos ana-
lisados, no primeiro dia apds a CLP. Posteriormente, a fre-
qliéncia de células T reguladoras reduziu significativamen-
te, com excecao do timo que apresentou aumentoem 7 e 15
dias apds a CLP e do baco que apresentou aumento nova-
mente em 15 dias apés a CLP. No décimo quinto dia, obser-
vamos também uma diminuicao na capacidade proliferativa
das células T CD4+*CD25- do bago estimuladas com anticor-
po anti-CD3. Nesse periodo, o comprometimento nas célu-
las T CD4* nao foi revertido in vitro utilizando anticorpos
anti-CTLA-4 ou anti-GITR, que inibem a atividade das cé-
lulas T reguladoras, sugere-se que esse comprometimento
ocorra numa fase inicial do processo séptico. Desta forma,
a inibi¢do da atividade supressora das células T regulado-
ras pelo pré- e pds-tratamento de camundongos sépticos
com anticorpo anti-GITR promoveu um aumento da resis-
téncia (~ 80 % de sobrevivéncia) destes animais a infec¢ao
ndo letal. Em conjunto os dados demonstram a contribui-
¢ao das células T reguladoras no desenvolvimento da imu-
nossupressdo durante a sepse grave.

ESTUDO DE CO-INFECCOES POR HELMINTOS E Mycobacterium tuberculosis. IMPLICACOES

NO USO DA VACINA TERAPEUTICA DNA-hsp65

Fabiani Gai Frantz
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli
Tese de Doutorado apresentada em 13/05/2008

O ndmero crescente de casos de tuberculose, o apa-
recimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis resis-
tentes a multiplas drogas (MDR), e as extremamente resis-
tentes (XDR), fizeram ressurgir um novo desafio para a co-
munidade cientifica no que se refere a novas medidas
profilaticas e terapéuticas para o seu controle. A vacina de
DNA que codifica a proteina de choque térmico hsp65 de
Mycobacterium leprae tem se mostrado eficiente na profi-
laxia e terapia contra a tuberculose experimental. Sabendo-
se que em regides endé€micas de tuberculose, a co-infecg¢do
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por helmintos € bastante comum, o entendimento da modu-
lagdo da resposta imune na co-infeccdo é de fundamental
importancia no estudo de intervencdes terapéuticas contra
a tuberculose. A vacina DNA-hsp65 induz um padrdo T ;1
de resposta imune e pré-inflamatéria, com estimulacio da
producio de citocinas como o IL-12, IFN—y e TNF—a.. Por
outro lado, a infecgdo por helmintos induz um padrio T2
de resposta imune, com produgdo de IL-4 e IL-5. No entan-
to, ndo se conhece qual o impacto da co-existéncia desses
padrdes opostos de resposta imune na eficicia do trata-
mento com DNA-hsp65. Sendo assim, o objetivo deste tra-
balho foi estudar trés aspectos fundamentais no entendi-
mento da interag¢@o entre os parasitas e o hospedeiro na co-
infeccdo. Inicialmente, avaliamos a resposta imune em ani-
mais co-infectados, com tuberculose e helmintiases. A se-
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gunda abordagem foi avaliar se a co-infec¢@o altera o efeito
terapéutico da vacina DNA-hsp65 contra a tuberculose.
Por fim, avaliamos o efeito direto da vacina DNA-hsp65 na
formac@o de granulomas do tipo 2, que sdo induzidos pela
administrag¢@o de ovos de S. mansoni. Os animais dos dife-
rentes grupos foram avaliados quanto a capacidade de eli-
minagdo da bactéria, a produgao de citocinas e a histologia
pulmonar. Em conjunto, nossos dados sugerem que a in-
feccdo por Toxocara canis ndo aumentou a susceptibilida-
de ainfeccdo por M. tuberculosis, enquanto o Schistossoma
mansoni influenciou fortemente o crescimento da bactéria,
induzindo aumento na recuperacgio de unidades formado-
ras de colonia que foi mediada pela pressdo T2, ndo prote-
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tora, induzida pelo helminto. Pela primeira vez, demonstra-
mos que o efeito terapéutico da vacina DN A-hsp65 nao foi
influenciado pela presenga da resposta T ;2 induzida por T.
canis ou S. mansoni, sendo que a vacina reverteu a respos-
ta imune pré-estabelecida para um perfil protetor. Estes da-
dos confirmam a eficadcia do DNA-hsp65 e reforcam a pos-
sibilidade de sua utilizag#o clinica. Por fim, também de for-
ma inédita, foi demonstrado o efeito protetor do DNA-hsp65
em infecgdes helminticas, visto que a imunizacgio induziu
preservacdo do parénquima pulmonar e diminui¢éo no ta-
manho dos granulomas do tipo 2. Com isso, sugerimos a
importancia da regulagdo da resposta imune influenciada
pela imunizag@o com antigenos ndo correlacionados.

IMUNOGENICIDADE DE LINHAGENS VACINAIS DE Salmonella enterica EXPRESSANDO A PRO-

TEINA VapA DE Rhodococcus equi

Aline Ferreira de Oliveira Pereira
Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina R. Antunes Barreira
Tese de Doutorado apresentada em 16/05/2008

A infecc¢do de potros jovens e de humanos imuno-
comprometidos por Rhodococcus equi resulta em grave
pneumonia. A antibioticoterapia nem sempre ¢ eficaz, uma
vez que hd amostras de R. equi resistentes aos antibidticos
convencionais (rifampicina / eritromicina).

Além disso, o tratamento € longo, tem alto custo e
diversos efeitos colaterais. Ja foram desenvolvidos vérios
estudos com a finalidade de se obter vacinas efetivas con-
tra a rodococose; entretanto, as estratégias de imunizagao
ensaiadas ndo induziram efeito protetor consideravel.

Uma vez que a proteina VapA, principal fator de vi-
ruléncia de R. equi, € dotada de alta imunogenicidade e
linhagens atenuadas de S. enterica Typhimurium sdo boas
carreadoras de proteinas heter6logas para células do siste-
ma linféide, nosso laboratério, com a colaboragdo do Dr.
Marcelo Brocchi (Instituto de Biologia, UNICAMP), utili-
zou uma linhagem atenuada de S. enterica Typhimurium
%3987 para expressar a proteina VapA. A administracdo dessa
linhagem em camundongos resultou em protecao contra a
infecgdo por R. equi, manifesta por maior taxa de sobrevi-
véncia, maior clearance bacteriano e menor resposta infla-
matdria, em relacdo aos grupo inoculado somente com PBS
ou com S. enterica Typhimurium x3987 carreando apenas o
plasmidio pYA3137 (Oliveira et al., 2007). Demonstrou-se
assim que o procedimento de imunizagao oral com a linha-
gem atenuada de S. enterica Typhimurium expressando
VapA confere prote¢io frente a rodococose experimental, o
que fundamenta a busca de se avaliar o padrao de resposta
imune especifica para R. equi desencadeado pelo processo
de vacinagdo.

Camundongos vacinados produziram altos titulos
de IgA de mucosa e de anticorpos séricos especificos, pre-

dominantemente do isotipo IgG2a. Suas células peritone-
ais, ao serem estimuladas in vitro com APTX (material rico
em proteina VapA), produziram altos niveis de 6xido nitri-
co, IL-12, TNF—o e IL-1f. Além disso, suas células espléni-
cas secretaram maiores concentracdes de IL-12, IFN—y,
TNF—-o e IL-10. Em contrapartida, ndo se detectou IL-4 no
sobrenadante dessas células. A maior producao de citoci-
nas relacionadas ao padrdo Thl de resposta associou-se a
uma maior expressao do fator de transcricdo T-bet pelos
camundongos vacinados, em comparacao aos animais dos
outros dois grupos.

Frente ao desafio com R. equi virulento, os animais
imunizados produziram niveis maiores de IL-12, IFN-y, IL-
10 e de 6xido nitrico em todos os 6rgdos analisados (pul-
mio, bago e figado), embora menores concentragdes de
TNF-o e de IL-4 tenham sido verificadas.

A andlise das subpopulacdes celulares que partici-
pam na prote¢do de camundongos imunizados contra a in-
feccdo por R. equi revelou a ocorréncia de nimeros signifi-
cativamente maiores de linfécitos T CD4*, T CD8*, linfdci-
tos B e células T CD4*CD25*. Além disso, esses animais
apresentaram maior expressdo de TGF-f3 e Foxp3, quando
comparados aos animais dos dois grupos controles.

O estimulo com APTX de células esplénicas de ani-
mais vacinados resultou em significante linfoproliferagio.

Esse conjunto de resultados indica que a imuniza-
¢do com S. enterica Typhimurium expressando VapA gera
imunidade especifica humoral, celular e de mucosa. A res-
posta é predominantemente de padrdo Thl e capaz de con-
ferir protec@o contra a rodococose experimental. O aumen-
to de células T CD4*CD25", associado a maior expressao de
Foxp3 e de TGF-B, e a producdo aumentada de IL-10 e dimi-
nuida de TNF-a., detectados in vivo, podem ser cruciais
para a atenuacdo da reacio inflamatdria verificada nos 6r-
gaos de camundongos imunizados frente ao desafio com
R. equi.
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RNA MENSAGEIRO CODIFICADOR DA PROTEINA hsp65 DE Mycobacterium leprae COMO UMA
NOVA ESTRATEGIA VACINAL NO COMBATE DA TUBERCULOSE EXPERIMENTAL

Julio César Cetrulo Lorenzi
Orientadora: Profa. Dra. Arlete A. Martins Coelho-Castelo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/05/2008

O uso do RNA mensageiro como estratégia para a
estimulagdo do sistema imune tem sido utilizado atualmen-
te, principalmente em estratégias para a terapia do cancer.
Esse trabalho demonstra que a utilizacdo de um RNA men-
sageiro, codificando para a proteina hsp65 de Mycobacte-
rium leprae, como estratégia vacinal para o controle da
tuberculose experimental tem grande potencial. Nossos
dados mostraram que a vacinacdo de camundongos com
uma Unica dose de 10ug desse RNAm nu, por via intranasal
foi capaz de induzir uma resposta imune protetora contra o
subseqiiente desafio com cepa virulenta de M. tuberculosis.
Tal efeito nao foi observado quando o mesmo foi dado via
intramuscular ou encapsulado em lipossomas pela via
intranasal. Embora a vacinagdo com RNAmhsp65-ORF nu
reduziu a carga bacilar nos animais vacinados, ndo levou a
um aumento dos niveis de anticorpos IgG1,IgG2A, IgM e
IgA anti-hsp65. Além disso, a andlise de células de memdria
do fenétipo T CD44hi/CD62low, ndo mostrou diferenga en-
tre os grupos analisados. Por outro lado, quando se anali-

sou o perfil de expressio dos fatores de transcricdo T-bet e
Gata-3 ficou demonstrado que o grupo que recebeu
RNAmhsp65-ORF nu, embora ndo tenha induzido altos ni-
veis de T-BET apresentou niveis menores de GATA-3 em
relagdo aos grupos controles. Esses dados sugerem que a
vacinacdo com o RNAm nu, pela via intranasal, foi capaz de
sustentar uma resposta imune por trinta dias, tempo do
desafio, com um padrio mais do tipo misto e/ou tendendo
ao Thl, o que pode estar relacionado com a protecdo ob-
servada. Para verificar quais as sub-populacdes de células
apresentadoras de antigeno presentes no pulmdo eram ca-
pazes de capturar o RNAm injetado por via intranasal fo-
ram realizados experimentos de citometria de fluxo e mi-
croscopia de fluorescéncia. Esses experimentos demons-
traram que 30 minutos e até 8 horas apds o inoculo, essas
células foram capazes de capturar o RNAm injetado. Apds
8 horas foi possivel verificar que a molécula de RNAmhsp65-
OREF estava presente no citosol celular. Pode-se concluir
entdo que a vacinacdo com RNAm por via intranasal foi
eficiente nesse tipo de estratégia e abre perspectivas para
uso em outras patologias bem como para o entendimento
dos mecanismos envolvidos na indugdo da protecdo ob-
servada.

PARTICIPACAO DAS ENZIMAS 5-LIPOXIGENASE (5-LO) E HEME OXIGENASE (HO-1) NA RES-
POSTA INFLAMATORIA INDUZIDA CONTRA Trypanosoma cruzi

Wander Rogério Pavanelli
Orientador: Prof. Dr. Jodo Santana da Silva
Tese de Doutorado apresentada em 13/06/2008

Durante a fase aguda da infec¢do com Trypanosoma
cruzi, uma forte resposta inflamatéria é freqiientemente
observada no miocérdio, a qual esta relacionada com alte-
racdes cronicas e conseqiiente fibrose. Diversos fatores
regulam a intensidade da resposta inflamatdria, entre eles
citocinas e quimiocinas, produzidos pelos leucdcitos e car-
diomidcitos. Atualmente alguns estudos tém-se concen-
trado em avaliar a participag@o de outros mediadores infla-
matdrios, responsaveis pela iniciacdo, manuten¢ao ou mes-
mo regulaciio da inflamacao. De um lado da resposta infla-
matdria, a enzima 5-lipoxigenase (5-LO) atua no metabolis-
mo do 4cido araquiddnico, dando origem aos leucotrienos
que agem na fase de iniciacdo e manutencao da resposta
inflamatéria. Por outro lado, a enzima heme-oxigenase-1
(HO-1), envolvida na degradacdo do grupo heme, possui
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funcdes antiinflamatdrias e antioxidantes, dessa forma re-
gulando a inflamacéo. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi verificar ambos os fatores (pré e antiinflamatérios) da
resposta imune gerada contra o 7. cruzi, utilizando dois
modelos experimentais distintos. O primeiro modelo verifi-
card a participagdo da enzima 5-lipoxigenase (5-LO) e seus
metabdlicos pré-inflamatérios (leucotrienos) na infecgio
induzida por T. cruzi, utilizando animais geneticamente de-
ficientes (5-LO'/ 7). O segundo modelo avaliara a influencia
da enzima heme oxigenase (HO-1) na resposta imune de-
sencadeada contra 7. cruzi, utilizando um inibidor (ZnPPIX)
e um indutor (hemin) desta enzima. Em ambos os modelos,
ap0s a infeccdo com T. cruzi, varios parametros foram ava-
liados. A principio, no primeiro modelo experimental (5-LO),
foi possivel observar que a infeccdo com T. cruzi induz
produgdo de leucotrienos B, (LTB,), um metabdlico oriun-
do da atividade da enzima 5-LO, demonstrando que esta
enzima participa da resposta inflamatéria desencadeada
contra o parasito. Em seguida, foi possivel verificar que
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camundongos geneticamente deficientes (5—LO'/ ), embo-
ra possuindo maior parasitemia, foram mais resistentes a
infec¢@o que animais selvagens (129-WT). Quanto ao as-
pecto inflamatério, foi possivel verificar que camundongos
5-LO7- apresentaram menor inflamacéo, com reduzida quan-
tidade de células CD4*, CD8* e IFN—y+ quando comparado
com camundongos WT. Contudo foi observado nesses
animais aumento na percentagem de células CD4*CD25*
(Tregs) expressando os respectivos marcadores fenotipi-
cos. Em seguida avaliamos a producdo de citocinas e ob-
servamos que camundongos 5-LO/- possufam niveis re-
duzidos de citocinas como IFN—y e TNF—q. Isto esta corre-
lacionada com producdo reduzida de 6xido nitrico e au-
mento (aos 15 dias de infec¢ao) na presenca de antigenos
de T. cruzi encontrados nesses animais. Ja para o segundo
modelo experimental (HO-1), foi possivel verificar que ca-
mundongos BALB/c tratados com ZnPPIX (inibidor), em-
bora apresentando menor parasitemia, foram mais suscep-
tiveis a infec¢do com 7. cruzi, quando comparado a camun-
dongos tratados como hemin (indutor) ou mesmo nao tra-
tados (controle). Estes resultados demonstram que a HO-1
esté efetivamente envolvida nos mecanismos que regulam
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amiocardite em animais infectados com 7. cruzi. Adicional-
mente, a andlise histopatoldgica mostrou aumento da res-
posta inflamatdria no corag@o e figado destes camundon-
gos. Isto estd diretamente correlacionado com aumento na
presenca de células CD4*, CD8*, e IFN—y+ no coracdo e
predominancia de citocinas associadas ao padrdo Thl
(IFN—y e TNF-1) nos animais tratados com ZnPPIX. Este
aumento provavelmente esta relacionado com diminuicao
na percentagem de células CD4*CD25* (Tregs) encontra-
das nestes animais. Entretanto, animais tratados com hemin
apresentaram niveis elevados de citocinas (IL-4) do padrao
Th2 e citocinas (IL-10 e TGF—f) imunomoduladoras. Tam-
bém foi possivel observar aumento na percentagem de cé-
lulas CD4+*CD25* (Tregs) expressando os respectivos mar-
cadores fenotipicos (Foxp3, GITR e CTLA-4). Estes resul-
tados claramente demonstram que a rea¢@o inflamatdria de-
sencadeada contra T. cruzi pode ser regulada pela HO-1.
Portanto, sugerimos que durante a infec¢do experimental
com T. cruzi, diversos fatores da resposta inflamatdria po-
dem determinar a intensidade da inflamacéo, podendo le-
var ao controle da replicagdo do patégeno e/ou morte do
hospedeiro.

AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DA FOSFOLIPASE C COMO FATOR DE VIRULENCIA DE

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Camila Matias Peres
Orientadora: Profa. Dra Lucia Helena Faccioli
Tese de Doutorado apresentada em 27/06/2008

Os mecanismos que conferem resisténcia de M. fu-
berculosis a destruicdo pelo hospedeiro, além da sua capa-
cidade em permanecer e/ou multiplicar-se no interior das
células fagocitdrias sao ainda pouco compreendidos. A iden-
tificacdo de antigenos espécie-especificos de M. tubercu-
losis € um passo essencial para elucidar os mecanismos
exclusivos através dos quais este microorganismo € pato-
génico para o homem. A presenca de genes de fosfolipase C
no genoma de M. tuberculosis, e ndo em outras micobacté-
rias, sugere um papel desta enzima na patogenia desta in-
feccdo. Neste trabalho, demonstramos que as PLCs de
Mycobacterium tuberculosis sao fatores de viruléncia des-
ta bactéria e promovem a patogenicidade através da indugao,
na fase cOnica da tuberculose, de uma resposta inflamatéria
exacerbada e injuria tecidual. Este dltimo ocorre possivel-

mente em resposta a ativagdo constante de macréfagos, de-
monstrada pelos niveis elevados de IFN—y e NO, os quais
podem estar envolvidos na destruicdo do parénquima pul-
monar, necrose, € morte dos animais. Além disso, as PLCs
possibilitaram o aumento, in vivo, do crescimento de bacilos
nos pulmdes e bago, mesmo na presenca de uma forte res-
posta celular T,1. Além disso, experimentos in vitro de-
monstraram que a PLC induz a internalizacdo de Mtb por
macréfagos alveolares, porém inibe a atividade microbicida
destas células, por mecanismo dependente de prostaglan-
dinas. Desta forma, poder-se-ia sugerir que PLCs de Mtb
induzem a patogenia na tuberculose através da 1) estimula-
c¢do exacerbada da inflamag@o e da resposta imune celular e
2) produgdo de prostaglandinas, particularmente PGE,. Es-
tas estariam envolvidas na destrui¢do tecidual com deposi-
¢do de fibrina e colageno nos pulmdes, impossibilitando as
trocas gasosas e na supressao das atividades antimicrobia-
nas dos macréfagos alveolares, que em conjunto, permitem
a permanéncia dos bacilos nos pulmdes e outros 6rgaos.
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NEUROLOGIA

DETECCAO DE DISFAGIA NA FASE AGUDA DO ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO.
PROPOSICAO DE CONDUTA BASEADA NA CARACTERIZACAO DOS FATORES DE RISCO

Paula de Carvalho Macedo Issa Okubo
Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui
Tese de Doutorado apresentada em 03/04/2008

A disfagia orofaringea ¢ uma manifestacio comum
apresentada na fase aguda do acidente vascular cerebral
(AVC). A aspiragdo decorrente das dificuldades de degluti-
¢d0 € um sintoma que deve ser considerado devido a fre-
gliente presenca de pneumonias aspirativas que podem in-
fluenciar na recuperacio do paciente trazendo complica-
¢Oes ao seu quadro clinico em geral e até mesmo risco de
morte. A caracterizagdo clinica precoce das alteracdes de
degluticdo pode auxiliar na defini¢@o de condutas e evitar a
administracdo de dieta por via oral oferecendo riscos ao
paciente. O presente estudo teve por objetivo, propor a via
mais segura de alimentacdo na fase aguda do acidente vas-
cular cerebral isquémico (AVCI) com o intuito de minimizar
complicagdes, utilizando a escala de AVC proposta pelo
“National Institutes of Health”, o NIHSS e considerando
alguns fatores de risco para disfagia na clinica apresentada
por estes pacientes, com a formulacdo de um algoritmo.
Para tanto, foram avaliados 50 pacientes internados na
Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas da Facul-
dade de Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de
Sdo Paulo com diagnéstico de AVCI confirmado, clinica-
mente, por um médico neurologista, dentro de, no maximo,
48 horas entre o inicio dos sintomas e a avaliacio. Os paci-
entes foram avaliados desde que se enquadrassem nos cri-
térios propostos, sendo 25 do género feminino e 25 do mas-
culino, com idade média de 64,90 anos (variacdo de 26 a91
anos). Uma anamnese foi realizada antes da participacdo
do paciente no estudo, para que fosse assegurada a ausén-
cia de historia de dificuldades de degluti¢do anteriores ao
quadro atual. A avaliacdo clinica fonoaudioldgica foi reali-
zada a beira do leito através de um protocolo constituido
por dados de identificagdo do paciente, data do inicio dos
sintomas, data de entrada no hospital, escore da escala de
coma de Glasgow (ECG) e do NIHSS obtidos na avaliagdo
neuroldgica inicial e no dia da avaliacdo, fatores de risco
para AVC, achados clinicos obtidos na avaliacdo neurol6-
gica do paciente, resultado do exame de imagem (tomogra-
fia computadorizada ou ressonancia magnética). A segun-
da parte foi destinada a escala do NIHSS e, por fim, a tercei-
ra parte constou da avaliagdo da degluticdo, sendo subdi-
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vidida em estrutural e funcional. Para a avaliacdo funcional
da degluticdo foram utilizadas as consisténcias alimentares
pastosa, liquida e sélida (quando possivel, dependendo
das condicdes apresentadas pelo paciente). O volume da
oferta também dependeu das possibilidades apresentadas:
aqueles pacientes que nao ofereciam condicdes clinicas
para a realizag¢@o da avaliacdo, como os que se encontra-
vam com intubag¢ao orotraqueal, estado de sonoléncia pro-
funda ou em estado de coma, esta foi contra-indicada. Ap6s
a avaliag@o clinica, com a obtencao dos dados estruturais e
funcionais, concluiu-se se a avaliag@o clinica da degluti¢ao
apresentava-se normal ou alterada. A partir de entdo, era
concluido sobre a possibilidade de introducao de dieta por
via oral. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste exato
de Fisher, verificando a associacio entre as varidveis. Para
avaliar se o escore do NIHSS caracterizaria um indicador de
fator de risco para a disfagia, foi construida a curva ROC
visando obter caracteristicas quanto a sensibilidade e es-
pecificidade da escala para este propdsito. Os resultados
demonstraram que a disfagia ¢ uma manifestacéo freqiiente
na fase aguda do AVCI, presente em 32% dos pacientes
analisados. A avalia¢do clinica da degluticao € um método
confidvel de detec¢do das dificuldades de degluti¢do. En-
tretanto, os fatores preditivos de risco para a fun¢do de-
vem ser ponderados, devendo ser considerada a gravidade
do quadro, o nivel de consciéncia e a presenca de comorbi-
dades pré-existentes. A hipertensao arterial sist€émica (HAS)
demonstrou ser o principal fator de risco para o AVC apre-
sentada por 72% dos pacientes, seguida do tabagismo
(36%), etilismo (20%) e diabete melito (20%). Género e he-
misfério cerebral acometido ndo tiveram associacao esta-
tisticamente significante com a presenca de disfagia. Ida-
de, NIHSS, ECG, altera¢des de fala e linguagem e topografia
da les@o sdo fatores preditivos de disfagia apresentando
diferencas estatisticamente significantes. Pacientes com
lesdes em territorio carotideo apresentaram maior preva-
léncia quanto a presenca de disfagia (58,88%). O NIHSS
apresenta alta sensibilidade (88%) e especificidade (85%)
para detec¢do de disfagia considerando 12 como valor de
corte para sua existéncia. A formulacido de um algoritmo
para deteccao de disfagia na fase aguda do AVCI podera
auxiliar na definicdo de condutas quanto a melhor via de
administracao da dieta enquanto se aguarda uma avaliacdo
fonoaudioldgica especializada.
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CONTRIBUICAO DA TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA POR EMISSAO DE FOTON UNICO
(SPECT) NA AVALIACAO PRE-CIRURGICA DE PACIENTES PEDIATRICOS COM EPILEPSIA DO

LOBO FRONTAL

Emerson Henklain Ferruzzi
Orientador: Prof. Dr. Américo Ceiki Sakamoto
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 08/04/2008

Objetivo: Descrever as caracteristicas clinicas, re-
sultados das avaliagdes pré-cirtrgicas e da abordagem ci-
rirgica de pacientes pediatricos com epilepsia do lobo fron-
tal (ELF) farmacologicamente resistentes. Analisar a contri-
bui¢do dos SPECTs critico e intercritico na avaliacdo pré-
cirirgica dos pacientes pediatricos com ELF.

Métodos: Foram analisados retrospectivamente 34
pacientes monitorizados no periodo de abril de 1994 a marco
de 2006 no Centro de Cirurgia de Epilepsia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (CIREP-HCFMRP-USP), sendo
analisada histéria clinica, exame neuroldgico, monitoriza¢ao
por video-eletroencefalograma (VEEG), exames de neuroi-
magem estrutural e funcional. Os estudos de neuroimagem
incluiram tomografia de cranio (TC), ressonancia magnética
(RM) e Single photon emission computed tomography
(SPECT) critico e intercritico. Quando necessario estes exa-
mes foram acrescidos de avaliagdes psiquidtricas.

Resultados: Foi observado que fatores como sexo,
idade da primeira crise, idade da cirurgia, dominincia ma-
nual, presencga de crise febril, nimero de crises antes da
cirurgia e presenca de generalizacio das crises ndo apre-
sentaram significancia estatistica para bom resultado cirtr-

gico, mas a presenca de anormalidade ao exame fisico foi
associada a um pior resultado cirtirgico (p=0,04). Foi obser-
vado que o EEG critico lateralizou a zona epileptogénica
(ZE) em 50 % dos casos. ARM localizou as lesdes epilepto-
génicas em todos os pacientes do estudo, exceto no paci-
ente com RM normal. O SPECT critico pré-cirtrgico foi rea-
lizado em 29 pacientes, e considerado localizatério em 48,3
% dos pacientes, lateralizatério em 13,7 % dos pacientes,
totalizando 62 % de lateralizagdo da ZE, e o SPECT
intercritico pré-cirurgico foi realizado em 16 pacientes, sen-
do localizatorio em 31,2 % e lateralizatorio em 37,5 %, auxi-
liando assim a lateralizacio da ZE em 68,7%. Quatro pacien-
tes apresentaram complicagdes pds-cirtrgicas, sendo que
dois pacientes evoluiram para 6bito. O uso de uma detalha-
da avaliacdo clinica associada a exames de neuroimagem
estrutural e funcional levaram a 71 % dos pacientes a se
tornarem livres de crises.

Conclusdo: O tratamento cirtrgico foi efetivo no
controle das crises dos pacientes pedidtricos portadores
de ELF farmacologicamente refratarios. O uso do SPECT
critico e intercritico contribuiu para a localizagdo da ZE,
sendo de maior sensibilidade em lesdes do tipo malformacao
do desenvolvimento cortical (MDC). Técnicas de neuroi-
magem estrutural aliadas a exames de neuroimagem funcio-
nal aumentam a precisio da localiza¢do da ZE. Sdo neces-
sarios mais estudos sobre o uso do SPECT em epilepsia do
lobo frontal, especialmente em pacientes pediatricos.

ESTUDO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS E RELEVANCIA DAS COMORBIDADES PSIQUI-
ATRICAS PRE-CIRURGICAS NO PROGNOSTICO NEUROLOGICO E PSIQUIATRICO DE PACI-
ENTES COM EPILEPSIA DE LOBO TEMPORAL CIRURGICAMENTE TRATADOS

Ricardo Guarnieri
Orientador: Prof. Dr. Américo Ceiki Sakamoto
Tese de Doutorado apresentada em 08/04/2008

Transtornos psiquidtricos pré-cirirgicos podem es-
tar associados a presenca de resultados pds-cirirgicos
insatisfatdrios, do ponto de vista neurolégico e psiquidtri-
co, na cirurgia de epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM).
Os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar se as caracteris-
ticas clinicas e demograficas pré-cirtirgicas, incluindo-se os
transtornos psiquidtricos, poderiam ser fatores de risco para
resultados pos-cirdrgicos neurolégicos insatisfatérios, no
longo prazo da cirurgia de ELTM associada a esclerose do
hipocampo (ELTM-EH). 2) avaliar se as mesmas varidveis

pré-cirurgicas, além do status neuroldgico pds-cirtrgico, po-
deriam ser fatores de risco para a ocorréncia de transtornos
psiquidtricos apds o primeiro ano da cirurgia de ELTM. Para
a andlise dos fatores de risco para o resultado neurolégico
insatisfatério, 186 pacientes com ELTM-EH operados entre
os anos de 1995 a 2004, com 16 anos ou mais de idade, foram
acompanhados por um periodo médio de 6 anos. As varia-
veis pré-cirdrgicas foram comparadas com o resultado neu-
rolégico pds-cirirgico, com base no sistema de classifica-
cdo de Engel. Para a andlise dos fatores de risco para a
presencga de transtornos psiquidtricos apds o primeiro ano
da cirurgia de ELTM, foram selecionados 138 dos 186 paci-
entes da amostra inicial. O motivo da sele¢@o foi o segui-
mento psiquidtrico regular no primeiro ano pds-cirdrgico. A
andlise estatistica utilizou-se do método de curva de sobre-

403



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

vida de Kaplan-Meier e do modelo de regressao logistica
binaria multivariada. Os resultados da primeira andlise fo-
ram: 77 (41,4%) dos 186 pacientes tiveram pelo menos um
transtorno psiquidtrico no periodo pré-cirirgico. Trinta e
seis pacientes tiveram depressdo; 11 transtorno disférico
interictal; 14 psicose interictal; 6 psicose pds-ictal; e 10 trans-
tornos de ansiedade. Vinte e trés pacientes tiveram diag-
néstico de transtorno de personalidade (eixo II). Os resulta-
dos neurolégicos foram: E1: 143 (76,9%) pacientes (subca-
tegorias: E1A: 61; E1B: 38; E1C: 39; E1D: 5 pacientes); E2:
15; E3: 26; E4: 2 pacientes. Nenhuma associacao estatistica-
mente significante foi encontrada entre as varidveis pré-
cirdrgicas para a presenga de crises epilépticas pos-cirtrgi-
cas (E2 ou maior). Quando a subcategoria E1A (“livre de
crises desde a cirurgia”) foi comparada com as subcategori-
as E1B ou maior, somente as varidveis pré-cirrgicas trans-
tornos de ansiedade (aHR = 2,48, IC 95% = 1,25-4,93,p =
0,009) e transtornos de personalidade (aHR = 2,02, IC 95% =
1,27-3,22, p=0,003) mantiveram significancia estatistica para
a condi¢do E1B ou maior. Em relagio aos resultados da se-
gunda andlise, dos 138 pacientes da amostra, 59 (42,8%)
tiveram ao menos um transtorno psiquitrico apds o primei-
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ro ano da cirurgia. Destes 59 pacientes, 45 (76%) tiveram
diagnéstico de transtornos psiquidtricos pré-cirirgicos. A
andlise estatistica confirmou que a presenca de transtornos
psiquidtricos pré-cirirgicos estava positivamente correlaci-
onada com a presenga de transtornos psiquidtricos pds-
cirdrgicos (OR = 9,48, IC 95% =4,32-20,80, p <0,0001). Além
disso, entre os pacientes com diagndsticos psiquidtricos
nos dois periodos, o transtorno psiquidtrico pds-cirdrgico
apresentava, geralmente, caracteristicas semelhantes ao res-
pectivo transtorno psiquidtrico pré-cirdrgico. Em conclu-
sdo, transtornos pré-cirurgicos de ansiedade e de persona-
lidade estiveram positivamente correlacionados com a pre-
senga de auras no periodo pds-cirtirgico de longo prazo. A
presenca de transtornos psiquidtricos pré-cirirgicos foram
os principais fatores associados com a presenga de trans-
tornos psiquidtricos apds o primeiro ano de cirurgia de
ELTM. Estes resultados apontam para a importancia das
avaliacdes psiquidtricas nos servicos de cirurgia de epilep-
sia, tanto no periodo pré-cirirgico, com o devido aconse-
Ihamento e informacio aos pacientes com epilepsia e trans-
tornos psiquidtricos, quanto no acompanhamento mais in-
tensivo desses pacientes no periodo pds-cirdrgico.

CARACTERIZACAO DO CIRCUITO ANTICONVULSIVO ENDOGENO ESTRIADO - SUBSTANCIA
NEGRA RETICULADA - COLICULO SUPERIOR NA EXPRESSAO DE CRISES EPILEPTICAS EM

ANIMAIS DA CEPA Wistar Audiogenic Rat (WAR)

Franco Rossetti
Orientador: Prof. Dr. Norberto Garcia Cairasco
Tese de Doutorado apresentada em 22/04/2008

A cepa Wistar Audiogenic Rat (WAR) € caracteriza-
da pela ocorréncia de crises audiogé€nicas através da expo-
sicdo aguda ao som de alta intensidade (110 dB) e, entre os
circuitos cerebrais envolvidos, acredita-se que o circuito
estriado-substancia negra reticulada-coliculo superior (EST-
SNPr-CS) pertenca a um sistema anticonvulsivante endo-
geno, composto por neurébnios GABAérgicos, que € capaz
de produzir efeitos anticonvulsivos. No entanto, sua a¢ao
em crises audiogénicas ainda € muito controversa.

Objetivo: O objetivo principal deste trabalho foi es-
tudar o funcionamento do circuito EST-SNPr-CS nos WARs
através de injecdes de drogas, estudos comportamentais,
EEGrificos e anatdmicos.

Materiais e Métodos: 1) 24 WARs machos forma-
ram 4 grupos e foram injetados sistemicamente com 4 do-
ses de fenobarbital. Através do Indice de Gravidade de cri-
ses mesencefalicas categorizado (ISc) analisamos os efei-
tos anticonvulsivos e através dos scores de ataxia e sedagao
analisamos os efeitos colaterais das 4 doses. Logo apés, 10
fémeas WARs foram injetadas sistemicamente com a dose
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6tima de fenobarbital encontrada nos machos e as mesmas
andlises foram feitas. Um grupo de 6 machos WARs foi
implantado estereotaxicamente com eletrodos monopolares
nos EST, na SNPr e no CS e foi injetado sistemicamente
com a dose 6tima de fenobarbital. Foram feitas analises
morfoldgicas e espectrais (transformada de wavelets) nos
EEGs, antes, durante e ap6s as crises audiogénicas; 2) Fo-
ram implantados estereotaxicamente eletrodos no EST e no
CS, um quimetrodo da SNPr direita e 1 canula de inje¢do na
SNPr esquerda de 14 machos WARs. Dois grupos de 7
animais foram formados sendo um grupo com injegoes
intranigricas bilaterais de muscimol e o outro grupo com
inje¢Oes intranigricas bilaterais de fenobarbital. O efeito
anticonvulsivo foi avaliado pelo ISc e o EEG dos periodos
basais e adaptac@o foi analisado espectralmente. 3) 15 ma-
chos WARSs foram estereotaxicamente implantados com ele-
trodos no EST e na SNPr e 6 animais deste grupo foram
implantados com quimetrodo na parte anterior do CS (CSa)
e nove na parte posterior do CS (CSp). Em todos os animais
foram microinjetados bicuculina e muscimol e a andlise do
efeito anticonvulsivo foi feito através do ISc. Foi realizada
andlise neuroetoldgica dos periodos basal, 1 minuto pré,
durante e 1 minuto apds a crise audiogénica nos dois gru-
pos, e um novo grupo (n = 7) sem cirurgia foi usado como
controle do grupo basal. Os EEGs dos periodos basal, adap-
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tagdo e crises audiogénicas foram analisados morfologica-
mente e espectralmente. 4) A neuroanatomia do circuito
SNPR-CS foi estudada com a injecdo de FluoroGold no
CSade WARs (n=4) e de Wistar (n=4) e no CSp de WARs
(n=4) e de Wistar (n=5).

Os neurdnios marcados SNPr foram analisados, parte
anterior e parte posterior, co-localizados com imunofluo-
rescéncia para receptores GABA .

Resultados: Capitulo 1 - a injecdo sistémica de 15
mg/kg de fenobarbital provoca diminui¢do da oscila¢ao da
SNPre do CS, coincidente com efeito anticonvulsivo dose-
dependente em WARs, sem efeitos colaterais. Capitulo 2 -
injegoes de drogas GABAérgicas (muscimol e fenobarbital)
na SNPr ndo provocam sua inibi¢do, induzem movimentos
exploratérios estereotipados e ndo bloqueiam as crises
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audiogénicas. Capitulo 3 - o CS em WARs se apresenta em
duas porcdes funcionalmente distintas, CSa e CSp, com
diferentes respostas comportamentais ¢ EEGraficas a inje-
cdo de BIC e MUS sendo que apenas o CSp participa das
crises audiogénicas como um nucleo pré-convulsivo. Ca-
pitulo 4 - nos WARs, a SNPr posterior apresenta maior
quantidade de neurdnios que enviam projecdes ao nicleo
pré-convulsivo CSp do que a SNPr anterior.

Conclusdo: A SNPr nos WARs poderia funcionar
como um nucleo anticonvulsivo se conseguisse inibir sufi-
cientemente o CSp para que este ndo fosse ativado durante
o estimulo sonoro, mas mudancas anatdmicas nas proje-
¢cdes dos neurdnios entre a parte anterior e posterior da
SNPr podem trazer aos WARSs uma deficiéncia do circuito
SNPr-CSp, que permite a instalaciio da crise audiogénica.

CONTRIBUICAO DA SCALA COOPERATIVA INTERNACIONAL DE AVALIACAO DA ATAXIA
(ICARS) E ESCALA DE AVALIACAO PARA ATAXTA DE FRIEDREICH (FARS) PARA A DIFEREN-
CIACAO DA ATAXIA DE FRIEDREICH (AF) DAS OUTRAS ATAXIAS DE INICIO PRECOCE

Fernanda de Oliveira Yamane
Orientador: Prof. Dr. Wilson Marques Junior
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 28/04/2008

A ataxia de Friedreich (AF) é uma afec¢@o neurode-
generativa progressiva, de heranga autossdmica recessiva,
cujas caracteristicas clinicas, na forma classica da doenca
estabelecida, sdo muito caracteristica, mas cujo diagndstico
nas fases iniciais ou nas formas nio cldssicas pode ser difi-
cil. As escalas de avaliacdo sdo primariamente usadas para a
quantificacdo e monitora¢do das doengas. No entanto, por
avaliarem de forma sistematizada as diversas manifestacdes
possiveis, poderiam ser utilizadas para a identificagdo de
particularidades uteis para a distingdo das diversas doen-
cas pertencentes a um mesmo grupo. No caso especifico da
AF, a utilizagd@o das escalas disponiveis poderia possibilitar
a diferenciacao dessa das demais ACAR, o que repercutiria,
nao s6 no diagndstico clinico, mas também no screening
genético a ser requisitado. Os objetivos deste estudo foram
caracterizar a AF através da Escala de Avaliacdo da Ataxia
Cooperativa Internacional (ICARS) e da Escala de Avalia-
cdo para Ataxia de Friedreich (FARS) e verificar se essa ca-
racterizacdo ajudaria na diferencia¢@o dessa ataxia das de-
mais ACAR. Inicialmente, fizemos a validac@o lingiiistica da
aparéncia e do conteido das duas escalas e analisamos a
concordancia na sua utilizagao, o que foi plenamente satis-
fatério. A seguir, comparamos os resultados da avaliagdo de
10 pacientes com AF, 16 pacientes com ataxia nio Friedreich
(ANF) e 15 individuos normais. Observamos que as duas
escalas permitem diferenciar os pacientes com AF e ANF
dos individuos normais e que também € possivel distinguir
AF de ANF, através da analise dos testes: [CARS 1.1 - Ca-

pacidade de andar, ICARS 1.2 - Velocidade da marcha, I[CARS
1.3 - Capacidade de ficar em pé, com os olhos abertos,
ICARS 1.4 - Distancia dos pés na posicao natural, sem su-
porte e com os olhos abertos, [CARS 1.5 - Balango do corpo
com os pés juntos e os olhos abertos, ICARS 1.6 - Balanco
do corpo com os pés juntos e os olhos fechados, ICARS
II.10 - Teste dedo-nariz: decomposicio, ICARS 11 = teste
dedo-nariz: tremor de inten¢do do dedo, Avaliag@o do esta-
gio funcional da marcha - FARS I, FARS I1.2 - Degluticao,
FARS I1.5 -Higiene pessoal, FARS I1.7 - Avaliacdo da mar-
cha, FARS I1.8 - Quantificar aposi¢do sentada, FARS 1.9 -
Func¢do da bexiga, FARS III.1A - Atrofia, fasciculacao,
mioclonia e fraqueza facial, FARS III. 2A - Atrofia,
fasciculag¢@o, mioclonia e fraqueza de lingua, FARS TI1.3A -
Tosse, FARS III.4A - Fala voluntaria, FARS III.2B - Teste
nariz-dedo, FARS II1.3B - Dismetria, FARS II1.4B - Movi-
mentos rapidos e alternados das maos, FARS II1.5B - Bater
os dedos, FARS III.1C - Deslizar o calcanhar ao longo da
perna, FARS III.2C - Bater o calcanhar na tibia, FARS I1I. 1D
- Atrofia dos musculos, FARS II1.2D - Fraqueza muscular,
FARS II1.3D - Sensibilidade vibratéria, FARS II1.4D -Sensi-
bilidade cinestésica, FARS III.5D- Reflexos tendinosos pro-
fundos, FARS III.1E - Postura sentada, FARS II1.2E - Postu-
ra com os pés separados, FARS II1.3E - Postura - pés jun-
tos, FARS III.6E - Marcha pé-ante-pé, FARS III.7E - Mar-
cha. Concluindo, neste estudo fizemos a validagdo das es-
calas ICARS e FARS e demonstramos que a utilizacio das
mesmas permitiu a identificacao de testes que possibilitam
distinguir a AF das demais ACAR, o que tem implicagdes
clinicas importantes. A confirmagao desses dados pela and-
lise isolada desses testes em pacientes ainda sem diagnds-
tico molecular estabelecido contribuiria para testar a vera-
cidade e a aplicabilidade clinica dos nossos resultados.
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ANORMALIDADES SEMQL()GICAS FOCAIS ASSOCIADAS AO ESPECTRO DAS EPILEPSIAS
GENERALIZADAS IDIOPATICAS: UM ESTUDO ANALITICO

Rodrigo Fernandes Cury
Orientadora: Profa. Dra. Regina Maria Franca fernandes
Tese de Doutorado apresentada em 29/04/2008

As epilepsias generalizadas idiopaticas (EGls) re-
presentam um quinto das epilepsias humanas; sdo condi-
coes de expressdo idade-dependente, geneticamente de-
terminadas e provavelmente vitalicias. Ao eletrencefalogra-
ma (EEG), caracterizam-se pela presenga ubiqua de descar-
gas paroxisticas espontaneas bissincronas do tipo ponta-
onda e/ou poliponta-onda. De acordo com a semiologia
ictal, elas se apresentam como crises dos tipos das ausén-
cias tipicas, miocldnicas, tonico-clonico generalizadas ou
como uma combinacdo entre estas. Anormalidades semio-
l6gicas ictais focais tém sido descritas nestes pacientes,
particularmente em portadores de epilepsia miocldnica ju-
venil; a literatura médica pertinente, no entanto, nao tem
abordado o tema de maneira sistematica, de forma que o
significado clinico destas altera¢des permanece incerto. A
fim de investigar a questdo, conduzimos um estudo obser-
vacional, retrospectivo, em que selecionamos 128 portado-
res de EGIs com base em seus EEGs e posteriormente os
dividimos em dois grandes grupos: epilépticos com EGls
tipicas (n = 84) e com EGIs atipicas (n = 44), de acordo
somente com a auséncia ou presenga de anormalidades semi-

olégicas focais, respectivamente. A andlise estatistica re-
velou que as seguintes caracteristicas estiveram significa-
tivamente associadas ao grupo atipico: um antecedente de
insulto precipitante inicial, paroxismos focais independen-
tes aos EEGs, anormalidades estruturais a imagem por res-
sonancia magnética, histéria de crises tdnico-clonicas ge-
neralizadas, altera¢des a tomografia computadorizada de
cranio, um regime de politerapia medicamentosa e uso me-
nos freqiiente de valproato; uma tendéncia a um maior tem-
po de epilepsia ativa também foi notada. Regressdo logistica
bindria também demonstrou que as primeiras trés varidveis
predizem a caracteristica estudada de forma independente.
A andlise de subgrupos, representados por portadores de
EGIs do tipo auséncia, com e sem anormalidades semiol6gi-
cas focais, confirmou, em linhas gerais, os achados anteri-
ores. Posteriormente, tomando-se somente os pacientes
com EGls tipicas, observamos que a presenca de paroxis-
mos focais independentes aos EEGs estd correlacionada a
um maior tempo de epilepsia ativa, e que anormalidades
estruturais estio ligadas a um antecedente de crises febris
e possivelmente a um pior prognéstico clinico. Nossos da-
dos demonstram que a interac¢@o entre outros fatores de
suscetibilidade herdados e injurias ambientais comumente
modificam o fendtipo destas epilepsias geneticamente de-
terminadas, com implicacdes imediatas para o seu manejo
diagnéstico, terapéutico e progndstico.

AVALIACAO DE QUATRO DIFERENTES TECNICAS PARA A DETECCAO DA DUPLICACAO E DA

DELECAO 17 p11.2-p12

Alana Franco Verola
Orientador: Prof. Dr. Wilson Marques Junior
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 12/05/2008

A doenga de Charcot-Marie-Tooth (CMT) € a mais
freqliente das neuropatias periféricas hereditdrias, sendo
que a duplicacdo daregido 17p11.2-p12, onde estd contido
o gene da proteina da mielina periférica 22 (PMP22), a mais
freqliente mutacdo (CMT1A), respondendo por 50% de
todas as formas de CMT e aproximadamente 70% das for-
mas desmielinizantes autossdmicas dominantes, em todas
as regides do mundo até agora estudadas, incluindo o Bra-
sil. A deteccdo desta duplicacdo gendmica pode ser feita
por vérios métodos, quantitativos ou qualitativos, empre-
gando as mais diversas técnicas moleculares, tais como
“southern blot”, eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE), detec¢@o de um novo fragmento juncional por PCR
semiquantitativo, hibridiza¢do em “‘situ” fluorescente (FISH),
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andlise qualitativa e quantitativa de microssatélites, andli-
se quantitativa por PCR (STSs), amplifica¢do por sondas
“multiplex” por ligacdo dependente (MLPA), transcriptase
reversa - PCR (RT-PCR) e cromatografia liquida desnaturante
de alta-eficiéncia (DHPLC). A maioria deles apresentando
aspectos positivos e negativos. Neste trabalho, avaliamos
a sensibilidade e especificidade de 4 diferentes técnicas
para diagndstico molecular: andlise de marcadores micros-
satélites amplificados por PCR fluorescente, anélise de novo
fragmento juncional por PCR, anélise quantitativa de STS
amplificado por PCR e DHPLC. O DHPLC foi o método mais
sensivel e mais especifico para o diagndstico molecular da
duplicacdo e dele¢do 17p11.2-p12, mas depende de equipa-
mento caro e técnicos treinados. O diagndstico por micros-
satélites foi o segundo método mais sensivel e mais especi-
fico. A avaliacio quantitativa de STS amplificados por PCR
apresentou baixa sensibilidade e baixa especificidade, en-
quanto a andlise por detec¢ao de novo fragmento juncional
teve baixa sensibilidade, mas alta especificidade, tratando-
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se de um método barato e que ndo exige equipamentos
caros. Propomos que em paises economicamente menos
favorecidos, centros de referencia locais utilizem a analise
de novos fragmentos juncionais. Se o teste for negativo,
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entdo a andlise devera ser feita pela técnica mais sensivel e
especifica, em centros mais especializados. Dentre os mé-
todos testados neste trabalho, seriam o DHPLC e a andlise
por microssatélite.

DOENCA DE CHARCOT-MARIE-TOOTH, ESTRATEGIA DE INVESTIGACAO DIAGNOSTICA E
ANALISE MUTACIONAL DOS GENES PMP22, MPZ E Cx32

Silmara Paula Gouvéa de Lima
Orientador: Prof. Dr. Wilson Marques Junior
Tese de Doutorado apresentada em 12/05/2008

A doenga de Charcot- Marie-Tooth tipo 1 (CMT1), a
mais comum neuropatia hereditdria em humanos € caracte-
rizada por heterogeneidade clinica e genética. A causa mais
comum em CMT1 € a duplicacido do cromossomo 17p11.2,
no gene PMP22 (proteina mielinica periférica 22), cujo efei-
to da dosagem € a causa da doenga. Em adi¢@o a duplica-
¢do 17p, mutagdes de ponto e pequenas delecdes e inser-
¢cdes em alguns genes, principalmente PMP22, MPZ (pro-
teina zero da mielina) e Cx32 (conexina 32) estdo relaciona-
dos a doenga. No presente estudo, selecionamos 50 casos
indice de pacientes brasileiros com CMT1 ndo duplicados.

Entre os 50 pacientes estudados 4 apresentaram mutacao
no gene da Cx32, 2 no gene MPZ, 1 no gene PMP22, tam-
bém encontramos dois polimorfismos, 1 no gene PMP22 e 1
no gene MPZ. A freqiiéncia total de mutacdes de ponto
para estes genes foi de 14%. N6s encontramos a mutagiao
Ser72Leu, no gene PMP22, confirmando esta posi¢cdo como
um ‘“hot spot” para mutacdes de ponto no gene PMP22.
Surpreendentemente, nds encontramos uma familia onde a
mutacdo Ser72Leu segregou com a duplicacdo 17p. Contra-
ria a todas as publicag¢des prévias, a CMT composta do
presente estudo estd associada a um fenétipo muito bran-
do. Assim, propomos que a CMT composta deve ser pes-
quisada na presenga de alguma variabilidade clinica signi-
ficativa, tanto mais severa quanto mais branda. Em conclu-
sdo, n6s encontramos a causa molecular em 14% dos paci-
entes desta pesquisa, incluindo 2 novas mutacoes.

SF:GMENTACAQ DE TECIDOS CEREBRAIS USANDO ENTROPIA Q EM IMAGENS DE RESSO-
NANCIA MAGNETICA DE PACIENTES COM ESCLEROSE MULTIPLA

Paula Rejane Beserra Diniz
Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos dos Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 20/05/2008

A perda volumétrica cerebral ou atrofia € um impor-
tante indice de destrui¢do tecidual e pode ser usada para
apoio ao diagndstico e para quantificar a progressio de
diversas doengas com componente degenerativo, como a
esclerose multipla (EM), por exemplo. Nesta doenca ocorre
perda tecidual regional, com reflexo no volume cerebral to-
tal. Assim, a presenca e a progressao da atrofia podem ser
usadas como um indexador da progressdo da doenga. A
quantificagdo do volume cerebral € um procedimento relati-
vamente simples, porém, quando feito manualmente é extre-
mamente trabalhoso, consome grande tempo de trabalho e
estd sujeito a uma variacdo muito grande inter e intra-obser-
vador. Portanto, para a solucio destes problemas ha neces-
sidade de um processo automatizado de segmentacdo do
volume encefélico. Porém, o algoritmo computacional a ser
utilizado deve ser preciso o suficiente para detectar peque-
nas diferencas e robusto para permitir medidas reprodutiveis
a serem utilizadas em acompanhamentos evolutivos. Neste
trabalho foi desenvolvido um algoritmo computacional ba-

seado em Imagens de Ressonancia Magnética para medir
atrofia cerebral em controles saudaveis e em pacientes com
EM, sendo que para a classificac¢ao dos tecidos foi utilizada
ateoria da entropia generalizada de Tsallis. Foram utilizadas
para andlise exames de ressondncia magnética de 43 pacien-
tes e 10 controles sauddveis pareados quanto ao sexo e
idade para validacao do algoritmo. Os valores encontrados
para o indice entrépico q foram: para o liquido cerebrorra-
quidiano 0,2; para a substancia branca 0,1 e para a substan-
cia cinzenta 1,5. Nos resultados da extrag@o do tecido nio
cerebral, foi possivel constatar, visualmente, uma boa seg-
mentacao, fato este que foi confirmado através dos valores
de volume intracraniano total. Estes valores mostraram-se
com variacgdes insignificantes (p=0,05) ao longo do tempo.
Para a classificacdo dos tecidos encontramos erros de fal-
sos negativos e de falsos positivos, respectivamente, para
o liquido cerebrorraquidiano de 15% e 11%, para a substan-
cia branca 8% e 14%, e substancia cinzenta de 8% e 12%.
Com a utilizacdo deste algoritmo foi possivel detectar um
perda anual para os pacientes de 0,98% o que esta de acor-
do com a literatura. Desta forma, podemos concluir que a
entropia de Tsallis acrescenta vantagens ao processo de
segmentacdo de classes de tecido, o que ndo havia sido
demonstrado anteriormente.
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COMPLEXO ESCLEROSE TUBEROSA - ESTUDO CLINICO-EVOLUTIVO DOS CASOS ATENDI-
DOS NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO -

USP, NO PERIODO DE 1975 A 2004

Andrea Rizzuto de Oliveira Weinmann
Orientador: Prof. Dr. Américo Ceiki Sakamoto
Disserta¢do de Mestrado apresentada em 02/06/2008

Complexo Esclerose Tuberosa (CET) é uma doenga
neurocutanea, multissistémica e hereditaria, autossomica
dominante com expressividade varidvel e penetrancia com-
pleta, com incidéncia de 1:10.000 habitantes, associada a
mutagdo dos genes TSC1 e TSC2, respectivamente locali-
zados nos cromossomos 9q34 e 16p13.3. Pode acometer
pele, sistema nervoso central, rins, coragdo, olhos, vasos
sanguineos, pulmdes, 0ssos e trato gastrointestinal. As
anormalidades cerebrais primdrias sio os tiberes corticais
e nédulos subependimdrios que sdo considerados como
resultantes de anormalidades de proliferacdo, migracao e
organizacao cortical. As crises epilépticas comegam frequen-
temente na infancia, sendo graves e farmaco-resistentes
em grande nimero de casos. Retardo mental ocorre em cer-
ca de 50% dos casos. O diagndstico de CET € baseado na
identificaciio de hamartomas em mais de um 6rgdo. No pre-
sente estudo foram analisados retrospectivamente 68 ca-
sos com CET avaliados no periodo 1975 a 2004, sendo con-
siderados: idade, sexo, presenca de epilepsia, presenca de
histéria familiar de epilepsia e /ou esclerose tuberosa, ida-
de de inicio das crises epilépticas, resposta ao tratamento
medicamentoso da epilepsia, exame fisico geral e neurol6-
gico, comprometimento cognitivo, eletroencefalograma
(EEG), achados de neuroimagem e tratamento cirtirgico da
epilepsia. Observou-se distribuicio simétrica em relacao
a0 sexo e a faixa etaria variou entre 14 dias a 44 anos; 31
pacientes tinham histéria familiar de epilepsia ou esclerose

tuberosa; 63 pacientes tinham manifestacdes cutineas; 63
pacientes apresentavam epilepsia associada, sendo que em
69,4% deles as crises iniciaram com menos de um ano de
idade; crises parciais motoras e espasmos infantis consti-
tuiram os tipos de crise predominantes na infincia; em rela-
¢do a evolugdo da epilepsia, 32 pacientes foram farmacolo-
gicamente intratdveis; quanto ao estado cognitivo, 47 pa-
cientes tinham algum grau de retardo mental; 46 pacientes
apresentavam tomografia computadorizada de cranio alte-
rada e dentre as anormalidades tomogréficas, 60,4% cor-
respondiam a nédulos subependimadrios; os 50 pacientes
que realizaram ressonancia magnética de encéfalo (RNM)
(n=50) apresentavam exames com anormalidades, 48 deles
apresentavam tuberes corticais e subcorticais, 43 deles n6-
dulos subependimdrios, 7 com astrocitoma de células gi-
gantes, 5 com displasia cortical, 4 com hamartomas; em re-
lagdo ao EEG 46 pacientes tinham anormalidades eletroen-
cefalogréficas, dentre estes 33 tinham alteracdes compati-
veis com epilepsia focal, 7 com alteracdes com multiplos, 7
com anormalidades difusas, 7 com hipsarritmia e 2 apresen-
tavam padrdo evolutivo de Sindrome de West; 45 pacien-
tes realizaram ultra-sonografia abdominal, sendo observa-
das alteragdes em 20 deles; 37 pacientes j4 haviam realiza-
do ecocardiograma e destes 16 apresentavam alguma anor-
malidade; 9 pacientes foram submetidos a cirurgia para tra-
tamento de epilepsia. Em nossa casuistica a freqiiéncia de
tiberes encontrados na RNM foi maior do que a de muitos
estudos revisados (mediana de 14). Os tuberes corticais
frontais ocorreram de forma mais freqiiente em relagio as
outras regioes. Nao houve correlagio significativa entre
niimero e localizag¢do dos tiberes com retardo mental e com
epilepsia intratdvel.

PURIFICACAO PARCIAL DA PROTEINA p83, UMA PROTEINA APARENTEMENTE NOVA, SISTE-
MA NERVOSO-ESPECIFICA E DESENVOLVIMENTO-REGULADA

Thais Caroline Dallabona Dombroski
Orientador: Prof. Dr. Antonio Roberto Martins
Tese de Doutorado apresentada em 02/06/2008

KM* € uma lectina ligante de D(*)-manose, que foi
purificada de semente de jaqueira (Artocarpus integrifolia).
Estudos realizados em nosso laboratério usando anticor-
pos policlonais especificos anti-KM*, purificados por afini-
dade usando coluna de Sepharose-KM*, mostraram que o
cerebelo e cérebro de rato em desenvolvimento exibem imu-
norreatividade KM* simile marcando eventos do desenvol-
vimento. A proteina responsavel por essa imunorreativida-
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de foi parcialmente caracterizada a partir de cerebelo de rato
em desenvolvimento, usando anticorpos anti-KM* como
sonda. Esta proteina € soldvel, ndo exibe propriedades de
lectina convencional, possui massa molecular aparente 83
kDa e foi por conseguinte denominada p83. A proteina p83
foi detectada através de Western blot em homogeneizados
de cerebelo e cérebro de rato, mas ndo em homogeneizados
de pulmaio, rim, coragio, bago, figado e sangue. P83 também
foi detectada no cértex cerebral e cerebelo humanos por
Western blot. Mostrou-se que p83 estd aparentemente as-
sociada a laminina, tau, tubulina e calmodulina, proteinas
que estdo envolvidas em processos de desenvolvimento



Medicina (Ribeirdao Preto) 2008; 41 (3): 355-428
http://www.fmrp.usp.br/revista

neural normal e patolégico, e também a heat-shock protein
90b (HSP90b) (Viapiano et al., 2001), uma importante
chaperona molecular. Estas associa¢cdes macromoleculares
de p83, se por um lado indicam sua importancia bioldgica,
por outro dificultam sua purifica¢@o. O objetivo deste traba-
lho foi purificar a proteina p83 para obter amostras sequen-
cidveis e estudar a expressdo de p83 em cerebelo de rato em
desenvolvimento, por imunohistoquimica, utilizando o anti-
corpo anti-KM™. O protocolo de purifica¢ao de p83 foi esta-
belecido e consistiu em homogeneizacado hipotonica de 150g
de cérebro ou cerebelo de rato, precipitacio fracionada com
sulfato de amonio, cromatografia de troca anidnica em colu-
na de DEAE-Sepharose, cromatografia hidrofébica em colu-
nas de Phenyl-Sepharose e Butyl-Sepharose e, alternativa-
mente, cromatografia em coluna de Hidroxiapatita e/ ou Gel-
filtragdo em coluna de Sephacryl S300, para refinamento. A
seguir a amostra purificada foi separada por SDS-PAGE
preparativo e a banda correspondente a p83 imunoreativa
foi excisada do gel e enviada para sequenciamento. Uma
amostra purificada e sequenciada na Rockefeller University
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resultou na similar to p53 associated parkin-like
cytoplasmic protein. A andlise bioinformatica desta protei-
na mostrou a presenca de dominios conservados em sua
estrutura, como APC10, CPH e IBR. Paralelamente, em nos-
so laboratério um gene foi clonado a partir de uma bibliote-
ca de expressdo de cerebelo de rato, utilizando anti-KM*
como sonda. O fragmento de cDNA sequenciado foi identi-
ficado como drebrina. Com imunohistoquimica, a expressao
de p83 imunoreativa foi observada durante o desenvolvi-
mento cerebelar do rato em células granulares da camada
pré-migratéria e em células em processo de migragdo. Foi
observado também em processos celulares direcionados a
superficie pial, em células de Purkinje e em tratos de fibras
na substancia branca. No rato e humano adulto e idoso, p83
imunoreativa é principalmente detectada no corpo celular e
varicosidades das colaterais recorrentes das células de
Purkinje, nas células granulares e fibras na substancia bran-
ca. Estes resultados indicam que p83 é uma proteina apa-
rentemente nova e sua expressdo ¢ regulada durante o de-
senvolvimento do rato.

OFTALMOLOGIA, OTORRINOLARINGOLOGIA
E CIRURGIA DE CABECA EPESCOCO

AVALIACAO DE INDICES DA MECANICA OCULAR DE COELHOS APOS INJECAO INTRA-

ORBITARIA DE CARBOXIMETILCELULOSE

Maria Lucia Habib Simao
Orientador: Prof. Dr. Harley E. A. Bicas
Tese de Doutorado apresentada em 18/04/2008

Objetivo: Avaliar se a carboximetilcelulose a 6,0% é
capaz de atuar como modificadora do sistema oculomotor
de coelhos por meio de forgas de agdo viscoeldstica. Em
caso positivo, determinar a durabilidade de seu efeito.

Métodos: Foram utilizados 29 coelhos da raca Nova
Zelandia, divididos em dois grupos experimentais: um gru-
po tratado com injecd@o orbitdria de carboximetilcelulose
(CMC) 6,0% e um grupo controle que foi submetido a inje-
c¢do peribulbar de 3,0mL de soro fisiolégico (SF) 0,9%. O
grupo tratado com CMC foi subdividido em dois grupos de
acordo com a forma de inje¢do da CMC (peribulbar ou
subtenoniana). No grupo submetido a inje¢do peribulbar
de CMC, variou-se o volume total injetado, obtendo-se,
assim, quatro subgrupos (1,0, 1,5, 2,0 e 3,0mL). J4 no grupo
subtenoniano, o volume total de CMC injetado variou en-

tre 2,0 e 3,0mL. Um aparelho foi desenvolvido para permitir
a medida da forca necessaria para promover deslocamen-
tos tangenciais de aducio. Além da medida da forca, avali-
acdo clinica dos sinais oftalmolégicos externos e medida
da press@o intra-ocular também foram realizadas. Os ani-
mais foram sacrificados com 60 dias de pos-operatorio para
andlise histoldgica.

Resultados: A forga média encontrada 60 dias apds
ainje¢do da CMC 6,0% foi menor no grupo 1,0 e maior nos
grupos 1,5, 2,0 e 3,0 quando comparada a forca antes da
injecdo. A andlise histolégica revelou processo inflamaté-
rio do tipo histiocitario com formacao de fibrose nos gru-
pos em que houve aumento da forga e a presenca da CMC
nos tecidos perioculares.

Conclusoes: A carboximetilcelulose 6,0% atuou
como modificadora do sistema oculomotor de coelhos, po-
dendo facilitar ou dificultar movimentos. Nao foi possivel
concluir se o aumento da forga ocorreu devido apenas ao
processo inflamatério ou a soma de inflamagdo com um
possivel atrito viscoso provocado pela CMC.
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EXPRESSAO DOS ANTIGENOS “CANCER/TESTIS” MAGEA4 (CT 1.4) E MAGEC1 (CT 7.1) EM
CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL

José Raphael de Moura Campos Montoro
Orientador: Prof. Dr. Rui Celso Martins Mamede
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/04/2008

Com base na diversidade de resultados clinicos e de
comportamento tumoral, os pesquisadores procuram anti-
genos tumorais que possam servir como fatores prognosti-
cos e preditivos, ou como imunoterapico, em pacientes com
carcinomas espinocelulares (CEC) de cavidade oral.

Objetivo: O presente estudo visa identificar a ex-
pressdo imuno-histoquimica dos antigenos CT MAGEA4 e
MAGECI nesses tumores, analisar a correlagdo da expres-
sdo com varidveis relacionadas ao paciente e ao tumor e
comparar as curvas de sobrevida global naqueles que ex-
pressam e que nao expressam estes antigenos.

Materiais e Métodos: Obteve-se dos blocos de pa-
rafina cortes seriados representativos do tumor que foram

marcados com os anticorpos 57B (MAGE A-4) e CT 7-33
(MAGE C1) para analise da imunomarcacao.

Resultados: A expressdo do antigeno CT MAGEA4
foi de 56,5% e do MAGECT foi de 47,8%. Nao houve relagdo
significante entre a expressdo génica e as variaveis estuda-
das, tdo pouco houve diferenca entre as curvas de sobrevida.

Discussao: Sabe-se que a influéncia da expressio
dos antigenos CT depende do verdadeiro papel deles na
carcinogénese, papel esse que ainda nao esta definido. A
auséncia de significancia estatistica entre a expressao dos
antigenos CT com as varidveis estudadas e com a sobrevi-
da, provavelmente, é devida ao tamanho da amostra.

Conclusoes: O MAGEA4 foi expresso em 56.5% e o
MAGECI1 em 47,8%. Pelo menos um dos antigenos CT foi
expresso em 78,3% dos casos e a sua expressdo ndo teve
relacdo com as variaveis estudadas, nem com as curvas de
sobrevida.

HAPLOTIPOS HLA DE CLASSE I E EVOLUCAO DO GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABERTO

Fabio Zenha
Orientadora: Profa. Dra. Maria de Lourdes V. Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 06/05/2008

Hipétese: Individuos com Glaucoma Primario de
Angulo Aberto (GPAA) com haplotipos HLA de classe I
(HLA - A9-B12;-A2-B40; e -A1-B8) associados a essa do-
enga poderiam ter progressao mais rapida do que pacientes
que nao apresentassem esses haplotipos.

Método: Avaliacio anatomica e funcional de 25 pa-
cientes (seis dos quais com um dos haplotipos associados
a glaucoma), seguidos no Ambulatério de Glaucoma do Hos-
pital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto da Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP), por
dez anos, depois da tipificacdo de seus antigenos HLA,
para comparacio com as condi¢des anteriores.

Resultados: Houve aumento maior da relagio Esca-
vacao/Disco em pacientes com haplotipos HLA associa-
dos com predisposi¢ido para GPAA, no entanto nao foram
encontradas diferengas significantes entre esses € outros
pacientes com glaucoma na progressdo do dano funcional
e nem na perda de fibras nervosas da retina.

Conclusao: Os resultados indicam a associacdo de
haplotipos HLA de classe I com progressdo mais rapida de
alteracdes anatdmicas da cabega do nervo 6ptico em paci-
entes com glaucoma.

ANALISE POLARIMETRICA DA REGIAO PERIPAPILAR EM PORTADORES DE GLAUCOMA

Mariane Ballester Mellem Kairala
Orientadora: Profa. Dra. Maria de Lourdes V. Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 07/05/2008

Objetivo: Investigar a regido peripapilar no glauco-
ma por meio de um novo método de andlise polarimétrica,
avaliando sua eficacia em melhorar a detec¢ao e o acompa-
nhamento de alteragdes nessa regido.

Método: Setenta e um olhos de pacientes com glau-
coma crdnico de angulo aberto, ou suspeitos de glaucoma,
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foram selecionados e testados no Ambulatério de Glauco-
ma do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. A aquisicio
dos dados polarimétricos foi realizada com a utilizacio de
um Polarimetro de Varredura a LASER, disponivel comerci-
almente, 0 GDx-N (Carl Zeiss Meditec, SanDiego, CA, USA).
Utilizando uma iluminacéo infravermelha em 20 diferentes
angulos de incidéncia, uma série de dados foi digitalizada e
removida do equipamento para ser analisada em programa
desenvolvido especificamente para criar novas imagens,
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de acordo com as diferentes caracteristicas polarimétricas
do olho. Retinografias coloridas obtidas com retinégrafo
digital (Opto Global Pty Ltd., Australia) foram utilizadas
para classificar a atrofia e a hiperpigmentagio peripapilares.
De acordo com a retinografia, as amostras de
hiperpigmentacio e de atrofia e seus respectivos controles
foram selecionados e quantificados nas novas imagens
polarimétricas calculadas. Os valores de brilho dentro e
fora das regides de interesse foram utilizados para calcular
o contraste em cada uma das imagens polarimétricas.
Resultados: As diferencas de brilho entre as amos-
tras de hiperpigmentacg@o e atrofia e seus respectivos con-
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troles foram estatisticamente significantes (P<0.0001) para
todas as imagens calculadas. A andlise estatistica demons-
trou a existéncia de relac@o entre o grau de hiperpigmentagéo
e as imagens polarimétricas, mas apenas para a Imagem
Despolarizada e a Ratio Despolarized (P<0.0001). A anélise
demonstrou também uma correlacdo moderada entre o grau
de atrofia e as Imagens Despolarizadas (P<0.0001). O con-
traste das Imagens Confocais ndo foi significativo para
hiperpigmentacio ou para atrofia.

Conclusao: A andlise polarimétrica é capaz de au-
mentar o contraste e facilitar a detec¢do precoce de altera-
¢oes peripapilares como hiperpigmentacio e atrofia.

ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA CERATITE FUNGICA

Marlon Moraes Ibrahim
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Melani Rocha
Tese de Doutorado apresentada em 07/05/2008

Objetivos: Este estudo foi conduzido no intuito de
determinar os fatores de risco, avaliar aspectos epidemio-
16gicos e clinicos, avaliar a habilidade dos oftalmologistas
em predizer o diagnéstico clinico e identificar os principais
achados que influenciaram no diagnéstico das ceratites
microbianas.

Métodos: Estudo retrospectivo baseado na revisao
de prontuarios médicos de dois grupos de pacientes. Uma
ficha padrao foi preenchida para cada paciente onde eram
documentados aspectos clinicos e epidemioldgicos e in-
formagdes pertinentes aos fatores de risco. O estudo A é
composto por pacientes com diagndstico clinico de ceratite
microbiana atendidos no HC-FCM-UNICAMP no periodo
de 2003 a 2006. O estudo B é composto por pacientes com
diagnéstico de ceratite fingica, com resultado confirmado
por andlise microbiolégica atendidos entre 2000 e 2004 no
HC-FCM-UNICAMP e no HC-FMRP-USP. Para o estudo B
também foram avaliadas as abordagens terapéuticas.

Resultados: Estudo A: Um total de 119 pacientes
com o diagndstico clinico de ceratite microbiana foi revis-
to, dos quais 66 (55,46%)foram considerados de etiologia
bacteriana, 52 (43,69%),fingicae 1 (0,84%), Acantameba.
As principais bactérias e fungos isolados foram S.
epidermides13/56 (23,21) %deFusarium sp. 11/17 (64,70%).

Pacientes com etiologia bacteriana eram mais velhos em
relacdo aos de etiologia fingica (p = 0, 016). A ceratite
fingica foi mais prevalente entre a populagio rural (p0,018)
e trabalhadores que exercem suas atividades ao ar livre (p=
0,0004).Trauma corneano prévio (p< 0,0001) em especial por
material organico (p = 0,002) foi o principal fator de risco
para ceratite fiingica. Setenta e oito casos (61,10%) tiveram
o diagnéstico previsto corretamente. O diagnéstico foi pre-
visto de maneira correta em 81,57% dos casos de ceratite
bacteriana e 48,08 % da fingica. Estudo B: De 66 pacientes,
53 eram homens e 13 mulheres, comidade médiade 40,7 + 16
anos, quando da inicio do seguimento. Cinqtienta por cen-
to dos pacientes eram trabalhadores rurais. Trauma ocular
ocorreu em 27 olhos (40%). O principal agente etiolégico
foi Fusariumspem 67% dos casos. O tratamento clinico re-
solveu 39% dos casos num periodo médio de 24,5 + 12 dias.
Dos submetidos a cirurgia, 38 % sofreram ceratoplastia pe-
netrante (CTP) e 15% evisceracao. A acuidade visual (AV)
naentradaera<0,1 em 74,5% e afinal AV era< 0,1 em 63%
dos casos.

Conclusao: Trabalhadores rurais e pessoas que so-
freram traumas estao mais sujeitas a infeccao fingica. Pre-
senga de problemas oculares prévios e doencas sist€émicas
aumentam a susceptibilidade a infec¢@o bacteriana. O exa-
me ndo pode ser a tinica referéncia na adog@o do tratamen-
to medicamentoso, porém auxilia na escolha inicial. Estes
achados servem de base como informagdo e auxiliardo na
decisdo de tratamento empirico na regido estudada.

DESORDEM TEMPOROMANDIBULAR: ESTUDO RETROSPECTIVO DE 1000 CASOS E AS BA-
SES PARA O DIAGNOSTICO INCLUINDO AS CONDICOES MIOFUNCIONAIS OROFACIAIS

Claudia Licia Pimenta Ferreira
Orientadora: Profa. Dra. Claudia Maria de Felicio
Dissertag¢@o de Mestrado apresentada em 09/05/2008

A Desordem Temporomandibular (DTM) € uma con-
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dicdo de grande prevaléncia na populacio em geral e pode
representar um problema de satide contemporaneo. Muitas
vezes a DTM estd associada a alteracdes das condicdes
miofuncionais orofaciais. Contudo, no Brasil, poucos estu-
dos envolveram amostras amplas, tampouco ha relatos na
literatura de pesquisas que tenham analisado o grau de
distirbio miofuncional orofacial (DMO). Com base nisso, a
pesquisa teve como objetivo identificar e analisar as carac-
teristicas de mil pacientes brasileiros com DTM e verificar a
freqiiéncia e o grau de DMO em 24% desta amostra. Foi
realizado um levantamento dos dados de 1000 prontuarios
de pacientes com diagnéstico de DTM, atendidos em um
servico publico universitario, entre os anos de 1989 e 2005,
e da amostra total foram considerados os dados de 240
sujeitos, que também foram submetidos a avaliagdo clinica
fonoaudioldgica (avaliagdo miofuncional orofacial), para a
associacdo destes com os dados contidos nos protocolos
de avaliagdo odontolégica destes sujeitos. De acordo com
os resultados, prevaleceu o niimero de pacientes do géne-
ro feminino, sendo que a média de idade e de duracdo da
DTM foi semelhante entre os grupos feminino e masculino.
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Também foi maior o nimero de pacientes da faixa etaria
adulto-jovem (idades entre 19 e 40 anos) e foi constatada
correlagdo significante da idade dos sujeitos com o niimero
de queixas e o numero de sintomas de DTM. O tempo mé-
dio de acometimento dos sujeitos pela DTM foi longo, e
houve correlacdo significante da duragdo da DTM com o
nimero de queixas espontineas e com o nimero sintomas.
Na presente amostra, as queixas e os sintomas mais fre-
qlientes estavam relacionados a presenga da dor, sendo
observada, ainda, associag¢do entre os seguintes sintomas
de DTM: dor nos musculos da face e cefaléia, fadiga nos
musculos da face e dor na(s) ATM; ruido na(s) ATM e dor
na(s) ATM. A grande maioria dos pacientes apresentou al-
gum grau de DMO, sendo significante o grau maior ou igual
a 5 em comparagao aos graus inferiores. Nao houve corre-
lagdo significante entre o grau de DMO e o nimero de sin-
tomas de DTM. Os achados do presente estudo permitiram
concluir que embora, 0s sujeitos possam expressar espon-
taneamente as suas queixas, eles nem sempre relatam o con-
junto de sinais e sintomas que os acomete, ou os distirbi-
os associados.

CIRURGIA MONOCULAR PARA ESOTROPIAS DE GRANDE ANGULO: UM NOVO PARADIGMA

Edmilson Gigante
Orientador: Prof. Dr. Harley E. A. Bicas
Dissertac@o de Mestrado apresentada em 09/05/2008

Historicamente, as primeiras cirurgias utilizadas na
correcdo das esotropias, as miotomias e as tenotomias, eram
feitas, simplesmente, seccionando-se o musculo reto medial
ou o seu tendao, o que causava, com o tempo, uma exotro-
pia secundaria, esteticamente pior do que o desvio anterior.
Jameson, em 1922, propds uma solug@o para esse problema,
fazendo recuos do reto medial com sutura na esclera, de, no
maximo, 5 mm, o que se tornou uma regra para os demais
cirurgides. Apesar de alguns autores ja terem praticado re-
cuos maiores, os cirurgides continuam obedecendo ao limi-
te de 5 mm, o que os obriga a praticarem, sempre, a cirurgia
binocular para as esotropias de grande angulo. O objetivo
deste trabalho € mostrar a viabilidade da cirurgia monocular
para esses casos, praticando-se recuos e ressecgdes acima
dos valores usuais. Foram, entdo, operados, por meio da
cirurgia monocular e com anestesia geral, 46 pacientes com
esotropias de grande angulo (50A ou mais), relativamente,
comitantes, de ambos os sexos, de todas as faixas etarias e
com acuidade visual variavel, em cada um dos olhos. Os
métodos utilizados para refratometria, medida da acuidade
visual e do angulo de desvio, foram os, tradicionalmente,
utilizados em estrabologia. Além da avaliacdo p6s-cirirgica
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em PPO, foi feita uma avaliacdo da motilidade do olho opera-
do nas lateroversdes (duccdes e versdes). Os resultados
foram avaliados com relag@o ao angulo de desvio em PPO,
as incomitancias em PPO, as ducg¢des do olho operado e as
medidas do angulo de desvio nas lateroversdes, nos perio-
dos de tempo de uma semana, seis meses, dois anos e qua-
tro a sete anos. Com relag¢@o ao angulo de desvio em PPO,
os resultados foram semelhantes aos relatados pela literatu-
ra e mantiveram-se iguais, estatisticamente, no decorrer do
tempo. As incomitancias em PPO diminuiram da primeira se-
mana para o sexto més, mantendo-se estdveis nos outros
periodos. Com relagdo as ducgdes do olho operado e as
medidas do angulo de desvio nas lateroversdes, encontrou-
se alguma limitacdo na motilidade do olho operado, em
aducio, mas nada que pudesse comprometer a fungao ocu-
lar ou a estética desses pacientes, sendo, que, essas peque-
nas limitagdes, mantiveram-se estaveis no decorrer do tem-
po. Ainda foram comparados os resultados de adultos com
os de criangas, os de ambliopes com os de nao ambliopes e
os de angulos “menores” com os de angulos “maiores”,
nao sendo encontradas diferengas, estatisticamente, signi-
ficativas entre eles. Assim sendo, entende-se ser possivel
afirmar que a cirurgia monocular de recuo-ressec¢do, pode
ser considerada uma opg¢ao viavel para a correcao cirdrgica
das esotropias de grande angulo, tanto para adultos como
para criangas, bem como para ambliopes e ndo ambliopes.



Medicina (Ribeirdao Preto) 2008; 41 (3): 355-428
http://www.fmrp.usp.br/revista

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

ANALISE DO EFEITO DA TERAPIA MIOFUNCIONAL OROFACIAL EM CASOS DE DTM POR

MEIO DE PROTOCOLOS CLINICOS

Maelissa Melchior de Oliveira
Orientadora: Profa. Dra. Claudia Maria de Felicio
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 09/05/2008

A terapia miofuncional orofacial tem sido utilizada para
o tratamento das desordens temporomandibulares (DTMs),
porém faltam evidéncias cientificas sobre sua eficécia.

Objetivo: Analisar os efeitos da terapia miofuncional
orofacial em um grupo de sujeitos com DTM e compari-los,
com base em 4 diferentes protocolos clinicos, aos resulta-
dos obtidos para um grupo tratado com placa oclusal (GP),
para um grupo controle constituidos por sujeitos assinto-
méticos (GC) e outro grupo controle constituido por sujei-
tos sintomadticos,mas que nao receberam tratamento duran-
te o periodo de estudo.

Método: Oito sujeitos sem DTM (GC) e 30 sujeitos
com desordens intra-articulares fizeram parte do estudo.
Destes, 10 foram tratados com terapia miofuncional orofacial
e 10 com placa oclusal. Os dez sujeitos restantes constitui-
ram o grupo controle com DTM (CDTM), o qual nio rece-
beu tratamento durante o periodo do estudo. Todos os su-
jeitos foram submetidos a um exame clinico detalhado para a
determinacgdo dos Indices de Disfuncao Clinica (Di) e
Anamnésico (Ai) de Helkimo, do auto-julgamento de seve-
ridade dos sinais e sintomas de DTM, da avalia¢do miofun-
cional orofacial e para a classifica¢do da desordem segundo

o Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular
Disorders (RDC/TMD). Os dados foram analisados estatis-
ticamente para as comparagdes entre e intra-grupos.

Resultados: Apods o tratamento, o grupo T apresen-
tou redu¢do da sensibilidade dolorosa a palpacdo e da fre-
gliéncia e severidade dos sinais e sintomas, aumento na
amplitude dos movimentos excursivos da mandibula e me-
lhora dos escores da avaliacio miofuncional orofacial
(AMIOFE). Em comparag@o aos outros grupos, na fase de
diagnéstico (FD) o grupo T foi similar ao P e ao CDTM e
diferenciou-se significantemente do grupo C. Na fase final
(FF) ambos os grupos tratados apresentaram melhoras sig-
nificantes. O grupo T diferenciou-se do CDTM na sensibili-
dade dolorosa dos miusculos elevadores da mandibula e
das articula¢des temporomandibulares (ATMs), na freqiién-
cia e severidade dos sinais e sintomas, no aspecto/postura
das estruturas orofaciais e na performance miofuncional
orofacial. O grupo T deixou de apresentar diferencas signi-
ficantes com relagdo ao grupo C em diversos itens, e perma-
neceu diferente deste em 27% dos itens. Na fase final, os
grupos T e P apresentaram diferencas, com alguns resulta-
dos mais favordveis para o grupo T.

Conclusao: A terapia miofuncional orofacial aplica-
da a pacientes com DTM articular favoreceu a remissao dos
sinais e sintomas de DTM e o equilibrio funcional do siste-
ma estomatognatico.

RELACAO ENTRE A DEFORMIDADE DO ARCABOUCO OSSEO ORBITARIO E ALTERACAO

OCULOMOTORA NAS FRATURAS ORBITARIAS

Gustavo Cavalcanti Dutra Eichenberger
Orientador: Prof. Dr. Harley E. A. Bicas
Tese de Doutorado apresentada em 16/05/2008

Foram analisados o equilibrio oculomotor e o grau
de deformidade orbitdria de 24 pacientes (19 pacientes do
sexo masculino) com fraturas do ter¢o médio da face com
acometimento orbitdrio unilateral. As idades variaram de 18
a 52 anos. Os critérios de inclusdo foram: fraturas envolven-
do o arcabougo 6sseo orbitério, diagnosticadas clinicamen-
te e/ou por exames de imagem (tomografia computadoriza-
da), unilateralidade, acuidade visual preservada, com ou sem
queixas de visdo dupla e capacidade cognitiva mantida para
a realizacdo do teste tela de Hess. O tempo desde o trauma
até a avaliacdo do paciente variou de 15 a 300 dias. Todos os
pacientes foram submetidos a avaliacao oftalmolégica e in-
cluidos em um protocolo com: nome completo, idade, sexo,
queixa principal, acuidade visual, lado fraturado, tempo do
trauma em dias, causa do trauma (veiculo automotor, aci-
dente de trabalho, esporte, violéncia, acidente doméstico e

outros), tipo de fratura seguindo a classificagdo de Jackson.
Todos os pacientes foram submetidos a exame de imagem
orbitaria por tomografia computadorizada com cortes conti-
guos finos coronais de 2mm e 3mm. Para cada uma das 48
Orbitas da amostra (24 fraturadas e 24 normais), as dreas
orbitarias foram medidas nos cortes coronais utilizando-se
um software de processamento de imagens em formato
DICOM que permite vdrios tipos de medidas das imagens.
As medidas foram realizadas no sentido antero-posterior a
partir do rebordo lateral até o dpice orbitario. Os resultados
mostraram pelo menos cinco tipos de deformidades
orbitdrias: expansdo global, aumento predominantemente
anterior, expansdo postderior, expansdo anterior com dimi-
nui¢do posterior e diminui¢do global. As alteracdes oculo-
motoras foram quantificadas por meio de estabelecimento
de um indice expresso pela reacdo entre as areas da tela de
Hess (olho normal/olho afetado). Os indices variaram de 1
(normalidade) a 10 (grande alteracdo oculomotora). Os pio-
res indices foram predominantemente verificados nos paci-
entes com alteracdo morfolégica do tipo expansao global.
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ESTUDO COMPARATIVO DA FARMACOCINETICA VITREA E TOXICIDADE RETINIANA ENTRE
O ACETONIDO DE TRIANCINOLONA COM E SEM PRESERVATIVO, EM OLHOS DE COELHOS

Rafael Cardoso Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Jorge
Tese de Doutorado apresentada em 20/05/2008

O objetivo deste estudo foi avaliar a farmacocinética
vitrea e a toxicidade retiniana dos dois tipos de triancinolo-
na, com e sem preservativo dlcool benzilico, em olhos de
coelhos. Foram utilizados sessenta coelhos albinos machos,
divididos em dois grupos: Grupo I, composto por 25 coe-
lhos, que receberam 4mg (0,1mL) intravitreo de trinancino-
lona com preservativo dlcool benzilico (TACP), no olho di-
reito e Grupo I, formado por 25 coelhos, os quais receberam
também no olho direito, 4mg (0,1mL) de triancinolona livre
de preservativo (TASP). Foram sacrificados cinco coelhos
de cada grupo nos dias 3, 7, 14, 21 e 28 apds a inje¢do intra-
vitrea, sendo a dosagem da triancinolona realizada por
cromatografia liquida (CLAE). Todos os animais foram ava-
liados por meio de exame ocular externo e oftalmoscopia
binocular indireta. A pressdo ocular foi aferida antes e ime-
diatamente apds as injecdes em todos os coelhos, e nos
dias 14 e 28 ap06s as aplicagdes. Para o estudo da toxicidade,
10 coelhos foram utilizados, sendo escolhidos, aleatoria-

mente, cinco de cada grupo. Vinte e quatro horas antes da
injecdo e no vigésimo sétimo dia ap6s, os cinco coelhos do
grupo I e os cinco do grupo II foram submetidos ao eletror-
retinograma. No vigésimo oitavo dia, esses dez animais fo-
ram sacrificados e tiveram os olhos direitos processados
para analise histopatolégica.

A concentracdo intravitrea de triancinolona obser-
vada nos olhos dos animais do grupo I apresentou médias
de 1713.34pg/mL, 1250.62pg/mL, 770.52pg/mL, 436.44pg/mL,
€203.3ug/mL, nos dias 3,7, 14, 21 e 28, respectivamente. No
grupo II, a média da concentrac@o intravitrea de triancinolo-
na observada nos mesmos dias foi 1362.50ug/mL, 655.66ug/
mL, 507.06pg/mL, 289.82ug/mL e 119.54ug/mL, respectiva-
mente.

Os resultados obtidos indicam que a injecao intravi-
trea de triancinolona com preservativo alcool benzilico e a
triancinolona livre de preservativo apresentaram maior dife-
rencga de concentracdo vitrea da droga nos olhos de coelhos
do grupo I no sétimo dia do estudo (valor-p<0,03). Nos demais
dias, ndo se constatou diferencga estatisticamente significa-
tiva entre os grupos. Os estudos, histolégico e eletrorreti-
nografico, nao evidenciaram toxicidade do tecido retiniano.

GENES CODIFICANTES DE PEPTIDEOS ESPECIFICOS EM DOENCAS BENIGNAS E MALIGNAS
DA TIREOIDE: ANALISE POR IMUNO-HISTOQUIMICA

Daniel Hardy Melo
Orientador: Prof. Dr. Rui Celso Martins Mamede
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/05/2008

Introducao: Alguns tumores da tiredide apresentam
caracteristicas histoldgicas que dificultam a interpretacio
histopatoldgica e os critérios diagndsticos usados freqiien-
temente, sdo sutis e subjetivos. Assim, andlises imuno-
histoquimica e de biologia molecular t€m sido utilizadas na
tentativa de esclarecer o diagndstico, mas ainda nio alcan-
caram um nivel de confianca para serem introduzidas na
rotina dos laboratérios de Patologia. Por isso, impde-se a
necessidade de encontrar marcadores mais objetivos para,
melhor que a morfologia cldssica, caracterizar essas lesoes.
Dentre esse marcadores, a familia MAGE, um grupo de pep-
tideos antigénicos de tumores apresentados por moléculas
HLA classe I e reconhecidos por linfécitos T citotéxicos,
expressa-se em canceres de varios tipos histolégicos. En-
tretanto, o seu papel nas doengas da tiredide € pouco inves-
tigado. A presente pesquisa tem a intencdo de estudar se a
expressdo das proteinas MAGE-A4 e MAGE-C1 podem co-
laborar: (1) no diagndstico diferencial das doencas folicula-
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res benignas e malignas da glandula tire6ide; (2) nas carac-
teristicas histolégicas do tumor e (3) nas curvas de sobrevi-
da global.

Materiais e Métodos: Trata-se de estudo retrospec-
tivo, caso-controle, com 70 casos operados no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto- da
Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP), no periodo de
1991 a 2005, distribuidos em quatro grupos: 20 bécios
adenomatosos, 10 adenomas foliculares, 16 carcinomas foli-
culares e 24 carcinomas papiliferos. Os critérios de inclusio
foram: dados clinicos e macroscépicos disponiveis, repre-
sentacdo adequada da lesdo, processamento histolégico
apropriado e disponibilidade de blocos de parafina em boas
condigdes. As andlises dos dados clinicos, anatomopatold-
gicos e a imuno-histoquimica dos biomarcadores MAGE-
A4 e MAGE-C1 foram realizadas.

Resultados: No grupo de pacientes com doengas
benignas, a proporg¢do entre mulheres e homens foi de 9:1; a
média de idade foi de 42,9 anos, com desvio padrao de 9,88
anos e mediana de 43 anos. Na avaliacao clinica, podemos
observar que o tamanho dos nédulos em fungdo do maior
diametro obteve média de 3,0 + 1,53 cm (1 a 8cm). Vinte e um
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casos tinham tumores localizados no lobo D e nove casos
no lobo E da glandula tireéide. Ao considerar a casuistica
para as doencas malignas, a distribuicdo, segundo o géne-
ro, revelou que 85% dos pacientes eram do sexo feminino,
com propor¢ao entre mulheres e homens de 8,5:1,5. A média
de idade foi de 48,45 anos, com desvio padrio de 17,0 anos
e mediana de 48 anos. Na avaliacdo clinica, o tamanho dos
nédulos em funcgao do maior didmetro obteve média de 3,63
+1,73cm (0,6 a 8 cm). No grupo com carcinoma folicular, a
localizagdo do tumor foi predominantemente no lobo direi-
to em relac@o ao lobo esquerdo (1,5:1). Entre os casos de
carcinoma papilifero, a localizacio do tumor foi, em 25 ca-
so0s, no lobo esquerdo e em 15, no lobo direito. A invasdo
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angiolinfatica foi observada em 37,5% dos pacientes com
carcinomas foliculares e em 50% dos pacientes com carci-
noma papilifero. Nao foi observada imunomarcacgiao dos
antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1, de qualquer grau de in-
tensidade, em nenhuma das amostras.

Discussao: A degeneragdo maligna de tecidos é um
processo multifatorial, no qual estdo envolvidos elemen-
tos genéticos e ambientais em proporgdes varidveis, nos
diversos tipos de tumores e de individuos. Esse fato, acre-
ditamos, explica a auséncia de expressdo dos genes aqui
estudados.

Conclusao: Nao houve expressdo dos antidotos
analisados.

ANALISE E QUANTIFICACAO DAS FIBRAS COLAGENAS E ELASTICAS NO CONJUNTIVO

DAS PREGAS VENTRICULARES

André Silva Lucas
Orientador: Prof. Dr. Rui Celso Martins Mamede
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/05/2008

Introducio: Como estrutura complexa que €, o estu-
do da composic¢ao anatdmica e histolégica da laringe torna-
se fundamental a assimilagao das funcdes por ela exercidas.
Diferentemente das pregas vocais, em que o conjuntivo da
lamina prépria estratificada em camadas tem sido exaustiva-
mente pesquisado, nas pregas ventriculares a distribuigcdo e
quantificacéio dessas fibras no conjuntivo ainda permane-
cem desconhecidas.

Objetivos: Analisar a prega ventricular e quantificara
distribui¢@o das fibras coldgenas e eldsticas, relacionado-
as com as da prega vocal.

Materiais e Métodos: Este estudo foi realizado em 126
cortes provenientes do terco de 14 hemi-laringes masculi-
nas retiradas de caddveres e coradas para a descricao histo-
16gica e, posterior, quantificagdo e andlise das fibras eldsticas
e colagenas, utilizando software manipulador de imagens.

Resultados: O epitélio que recobre a laringe € o
colunar pseudoestratificado ciliado, exceto na prega vocal e
na borda livre da prega ventricular, onde se faz presente o
epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado. A distri-
bui¢do do coldgeno nas pregas ventriculares ndo observa

padrdes de estratificacdo tendo sido encontrados 29,82%
das fibras na camada superficial, 25,81% na intermedidria e
44,38% na profunda, com prevaléncia do coldgeno tipo I
(69,59%). A presenga de fibras eldsticas é escassa, repre-
sentando apenas 1,12% das estruturas da drea, e com pa-
drdo de distribuicio similar ao das fibras coldgenas, com
aumento da densidade préximo as glandulas.

Discussao: As recentes fungdes atribuidas as pre-
gas ventriculares, e seu potencial na reabilitacio fonatéria
tém despertado a atencdo da comunidade cientifica para a
importancia do conhecimento aprofundado dessa estrutu-
ra. Acreditamos que o fato da prega possuir epitélio seme-
lhante a da prega vocal pode interferir diretamente nos re-
sultados da fonagdo exercida por elas. A lamina prépria das
pregas ventriculares ndo apresenta a especializacdo obser-
vada nas pregas vocais, porém estudos futuros devem con-
firmar o potencial de desenvolvimento e especializagdo des-
sas pregas quando submetidas a novas funcdes.

Conclusao: A prega ventricular € composta de 1ami-
na prépria ndo estratificada, recoberta em sua borda livre
por epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado e apre-
senta maior quantidade de fibras coldgenas em relacio a
prega vocal, principalmente nas proximidades das glandu-
las sero-mucosas. As fibras eldsticas sdo escassas e tam-
bém obedecem a esse padrao.

EXPRESSAO DA PROTEINA LIGADORA DE CALCIO S100A7 EM CARCINOMA ESPINOCELU-
LAR DE LARINGE E SUA CORRELACAO COM A CLINICA: ANALISE POR IMUNO-

HISTOQUIMICA
Rogério Costa Tiveron
Orientador: Prof. Dr. Rui Celso Martins Mamede
Tese de Doutorado apresentada em 28/05/2008

O Cancer de Laringe, com 8.000 casos por ano, cor-

responde a 2% dos do Brasil e € o segundo mais freqiiente
do sistema respiratdrio, perdendo apenas para o de pul-
mao. O Carcinoma Espinocelular de Laringe (CECL), res-
ponsavel por 94% dos casos, se caracteriza por ser hetero-
géneo, com evolucdes indefinidas. Nos dltimos anos, o
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estudo das alteragdes celulares e moleculares tem buscado
marcadores capazes de identificar os tumores mais agressi-
vos. As proteinas ligadoras de Célcio S100, com atuacdo
em uma série de processos celulares como progressio e
diferenciacdo do ciclo celular, tém sido estudadas em mui-
tos tipos de canceres, excetuando os de laringe.

Objetivos: Em CECL pretendeu-se identificar a ex-
pressdo imuno-histoquimica da proteina ligadora de calcio
S100 A7 e a sua correlagdo com caracteristicas clinicas e
histopatolégicas do tumor.

Casuistica e Métodos: Avaliados 63 pacientes com
diagnéstico histopatolégico de CECL, tratados cirurgica-
mente no periodo de 2001 a 2005. Seus respectivos espéci-
mes foram submetidos a reag¢des de imuno-histoquimica
com o anticorpo S100 A7 (Psoriasin) — liquid mouse
monoclonal antibody NCL-L-S100 A7 — Novocastra
Laboratories®. As reagdes foram classificadas quanto a
extensdo da imunomarcagdo em: Zero; 1+: 5 — 25% das
células neoplasicas marcadas; 2+: 25 — 50%; 3+: 50 — 75%;
4+: > 75% (nivel de significancia p < 0,05).

Resultados: A amostra de 63 pacientes, 58 homens e
cinco mulheres, com idade variando de 27 a 78 anos (média
de 57,46) constituiu-se de 36 casos de tumores pertencen-
tes a supraglote, 24 a glote e apenas trés a subglote, sendo
13 BD, 37 MD e 13 PD. A analise das falhas do tratamento
revelou dez recidivas locais, sete recidivas regionais, uma
metastase e cinco 2° tumores primarios. Os escores foram
correlacionados com diversas varidveis. Observou-se ten-
déncia dos tumores gléticos a terem escores altos (15 de 24
com escore 3+ e 4+) e os supragldticos, escore baixo (20 em
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26 abaixo de 3+). O grupo BD apresentou escores signifi-
cantemente superiores aos MD e aos PD; e o grupo MD
superior ao PD (p< 0,01%). No grupo MD notou-se predo-
minio de escores altos nos estadios I e II (7 casos com
escore 3+ e 4+ de 10) , ao passo que nos estadios avanga-
dos (Il e IV), a distribuicdo do escore foi mais homogénea
(13727 escores 0 a 2+ e 14/27 escores 3+ e 4+). Com relacio
as falhas do tratamento, houve diferenca estatisticamente
significante do grupo escore 0 (3/4 complicagdes: 75%) com
os demais escores (13/59:22%) (p=0,02%*).

Discussao: O gene proteina ligadora de cdlcio
S§100 A7 pertence a familia S100 e é amplamente expresso
em epitélio de doencas que cursam com hiperplasias da
epiderme, como a psoriase. Recentemente, tem sido relata-
da alta expressdo em lesdes neoplasicas (carcinoma ductal
de mama, carcinoma espinocelular de bexiga e carcinoma
espinocelular de cavidade oral). A semelhanca desses es-
tudos, observou-se alta expressdo em tumores BD, ao pas-
so que em tumores indiferenciados esse gene parece nao
atuar. A medida que a massa tumoral aumenta os escores
tendem a diminuir (isto foi observado nos tumores MD), o
que reforga a hipdtese da sua acdo se concentrar nas fases
iniciais da carcinogénese.

Conclusoes: O marcador Psoriasin 1 (S100A7) foi
expresso em 93,7% dos casos de CECL com maior positivi-
dade em tumores mais diferenciados e com menor indice de
falhas de tratamento (estatisticamente significante). Ha ten-
déncia dos tumores gldticos terem maior escore na expres-
sdo (sem significancia). O escore obtido ndo representou
impacto na sobrevida dos pacientes estudados.

AVALIACAO DO PROCESSO DE ADAPTACAO DE PROTESES AUDITIVAS EM USUARIOS ATEN-
DIDOS NO PROGRAMA DE ATENCAO A SAUDE AUDITIVA DO HCFMRP-USP

Mariana Blecha Pereira
Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina Lancia Cury Féres
Disserta¢do de Mestrado apresentada em 11/06/2008

De acordo com o Sistema Ambulatorial de Informa-
¢des/Sistema Unico de Satde, no_Estado de Séo Paulo fo-
ram distribuidas 35.503 préteses auditivas no ano de 2006,
beneficiando, aproximadamente, 20.415 pessoas. A enorme
quantidade de pacientes que buscam auxilio no Sistema
Unico de Satide para obtengio de aparelhos auditivos, pro-
veniente de diferentes situacdes econdmicas, sociais, cul-
turais, familiares, com diferentes doencas de base, e, con-
seqlientemente, com uma sintomatologia variada, gera um
conjunto muito rico de dados a serem coletados e analisa-
dos, para melhor conhecimento dessa populagdo. Conhe-
cer melhor a populacdo atendida, por sua vez, propicia uma
importante retro-alimentacio para o Programa de /Saide
Auditiva, e para o préprio Sistema Unico de Satide, uma
vez que permite avaliar se os objetivos estdo sendo atingi-
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dos, e de que forma.

Objetivo: Tracar o perfil da populacido atendida no
Programa de Satide Auditiva, assim como as mudangas ocor-
ridas no zumbido e na tontura apds trés meses de adapta-
¢do da proétese auditiva.

Materiais e Métodos: O estudo contou com a cola-
boracio de 67 participantes candidatos ao uso de protese
auditiva. Foi aplicado questiondrio a respeito das condi-
¢des socio-econdmicas, das queixas audioldgicas e da ex-
pectativa do participante, no momento da indicag¢do da
prétese auditiva. Apds trés meses de adaptagao, foi aplica-
do novo questiondrio, retomando as queixas audioldgicas,
pesquisando os cuidados e a facilidade do manuseio das
préteses e o grau de satisfacdo dos participantes.

Resultados: Foi observada prevaléncia de perda au-
ditiva neurossensorial de grau moderado bilateral, sendo
que a prétese auditiva programavel retroauricular foi a mais
freqiientemente adaptada. O zumbido estava presente em
33 participantes no momento pré-adaptacdo, sendo obser-
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vada melhora de 90% apds uso da prétese. Os pacientes
que se denominavam satisfeitos com o Programa corres-
pondem a 89% da populacdo estudada.

Conclusao: A perda auditiva neurossensorial de grau
moderado bilateral com dados imitanciométricos compati-
veis foi a mais comum entre os participantes da pesquisa.
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Aparelhos auditivos programaveis retroauriculares foram
os mais utilizados pelos participantes, sendo a adaptacio
bilateral indicada para a maioria da populacgio estudada. A
melhora do zumbido foi estatisticamente significante apds
adaptacao da prétese auditiva. Nao foi possivel relacionar
melhora da tontura com o uso da prétese auditiva.

ORTOPEDIA, TRAUMATOLOGIA
EREABILITACAO

UTILIZACAO DA spwg[m HIPERTONICA COMO LiQUIDO DE REPOSICAO NA HEMODILUI-
CAO NORMOVOLEMICA AGUDA EM CIRURGIAS DE ESCOLIOSE. EFEITOS HEMODINAMICOS

E LABORATORIAIS

Liana Maria Torres de Araujo
Orientador: Prof.Dr. Luis Vicente Garcia
Tese de Doutorado apresentada em 17/04/2008

A HNA ¢ uma terapia mundialmente reconhecida
como vantajosa em cirurgias que possuem grande potenci-
al para sangramento como as cirurgias ortopédicas para
correcdo de escoliose, mas o edema provocado pela maior
infusdo de fluidos pode ser danoso em alguns pacientes.
No intuito de avaliar as repercussdes hemodinamicas e
laboratoriais da utilizagdo da solugdo salina hipertdnica a
7,5% como liquido parcial de reposicdo na HNA foram es-
tudados 20 pacientes submetidos a artrodese para corre-
cdo de escoliose de coluna. No Grupo SS 0,9% (n=10) a
HNA, realizada antes da cirurgia, foi reposta por solucio
salina 0,9% em um volume trés vezes maior que o retirado.
No Grupo SS 7,5% (n=10) a metade do que foi retirado foi

reposto com solucdo a 0,9% (3x o volume retirado) e a outra
metade por 4ml.kg! de solugdo hipertonica a 7,5%. Nenhum
dos pacientes apresentou acidose significante ou eleva-
cdo anormal dos niveis de s6dio plasmatico. Também nao
foi observado sangramento anormal intra-operatério ou de-
sordens neurolégicas pés-operatérias. Os pacientes apre-
sentaram incidéncia semelhante de transfusdo sangiiinea
embora os pacientes do grupo solucio hipertdnica tenham
ficado clinicamente menos edemaciados. Mesmo ndo sen-
do objeto do estudo observou-se uma menor incidéncia de
infecgdes pds-operatdrias nos pacientes submetidos a in-
fusdo de solugdo hipertdnica, o que pode significar um
possivel potencial protetor da solu¢do. Embora mais estu-
dos com niimeros maiores de pacientes sejam necessarios
para se comprovar seus efeitos a solucéo hipertonica mos-
trou-se barata, simples e segura como maneira de reducio
do volume infundido na HNA.

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE PARAMETROS DA ULTRA-SONOMETRIA OSSEA E
TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA NA AVALIACAO DA CONSOLIDACAO DE TIBIAS DE

CARNEIRO OSTEOTOMIZADAS

Giuliano Barbieri
Orientador: Prof.Dr. Claudio Henrique Barbieri
Tese de Doutorado apresentada em 24/06/2008

Foi realizado um estudo experimental in vivo e in
vitro para comparar a ultra- sonometria 6ssea e a tomografia
computadorizada na avaliaciio da consolida¢do do osso
cortical em diferentes periodos, usando um modelo de
osteotomia médio-diafisaria da tibia direita, fixada com um
fixador externo flexivel, em carneiros. Foram i usados 22 car-
neiros da raca Santa Inés, com peso médio de 37 kg, dividi-
das em trés grupos de cinco animais cada (Grupos 1 a 3) e

um grupo de sete animais (Grupo 4), de acordo com o perio-
do de observagdo pds-operatéria, de 30, 45, 60 e 90 dias,
respectivamente. As tibias esquerda intacta dos 22 animais
foram usadas como controle. O processo de consolidagdo
foi monitorado com radiografias convencionais tomadas a
intervalos de duas semanas nos Grupos 1 a 3, e a intervalos
mensais no Grupo 4, no qual também foi realizada a avalia-
cdo ultra-sonométrica longitudinal in vivo, nos mesmos in-
tervalos. Os animais foram sacrificados ao final dos perio-
dos de observagdo de cada grupo e as tibias direita e es-
querda, removidas para as avaliagdes ultra-sonométricas
subaquaticas e de contato, e pela tomografia computadori-
zada. Os diametros no local da osteotomia foram medidos
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nos planos frontal e sagital e correlacionados com a veloci-
dade de propagacdo do ultra-som (VPUS), atenuacgido do
ultra-som de banda larga (SUA) e densidade &ssea
Hounsfield. Tanto a VPUS como a densidade 6ssea aumen-
taram com a progressdo da consolidagdo, enquanto que o
diametro e a SUA diminuiram, com diferencas significativas
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entre os grupos experimentais e de controle e entre os pré-
prios grupos experimentais, na maioria das comparagoes.
Concluiu-se que o método da ultra-sonometria como usado
nesta investigagdo € factivel e confidvel para avaliar a con-
solidacdo do osso cortical, com grande potencial de aplica-
c¢do clinica.

CORRELACAO ENTRE TESTES DE CABECEIRA E TESTES DE FUNCAO PULMONAR EM QUA-
TRO GRUPOS: CONTROLE, GESTANTE, OBESO E IDOSO

Elaine Caetano Silva
Orientador: Prof. Dr. Luis Vicente Garcia
Tese de Doutorado apresentada em 27/06/2008

O objetivo deste estudo foi investigar a correlacio
entre testes de cabeceira e de funcdo pulmonar em quatro
grupos: controle (sadios), gestantes (36* semana), obesos
(IMC > 40 Kg/m?) e idosos (> 60 anos). Cada grupo foi
formado por 20 individuos. Os testes de funcdo pulmonar
foram realizados com ventildémetro - ventilometriae VVM
(ventilacdo voluntdria maxima), espirometro -CVF (capaci-
dade vital for¢ada), VEF1 (volume expirado for¢ado de pri-
meiro segundo) e PFE (pico de fluxo expiratério) e manova-
cudmetro analégico - Pimax (pressao inspiratéria mixima) e
Pemax (pressdo expiratéria maxima). Os testes de cabeceira
constaram de teste da vela, teste de apnéia, cirtometria tora-
cica (circunferéncia toracica) e cirtometria abdominal (cir-
cunferéncia abdominal). Denominou-se A toracico inspira-
tério a diferenca entre a cirtometria na inspiragdo maximae a
cirtometria na posicao de repouso e A tordcico expiratério a
diferenca entre a cirtometria na posi¢do de repouso e apds
expiragdo maxima. O A abdominal inspiratério e o A abdomi-
nal expiratorio foram obtidos da mesma forma. Nas correla-
coes entre teste de apnéia e testes de funcdo pulmonar,
houve, no grupo controle, significancia estatistica apenas
com o PFE. Nas gestantes, a significincia sé ocorreu com a
CVF. Nos obesos, s6 nao houve significincia com a Pimax e,

nos idosos, ndo houve significincia com nenhuma das cor-
relacdes. Nas correlagdes entre o teste da vela e os testes de
fun¢@o pulmonar, houve, no grupo controle, significincia
estatisticacom a CVF e VEF1. Nas gestantes, nenhuma das
correlacdes foi significante. Nos obesos, houve correlagdo
significante com a VVM, CVEF, VEFI e PFE e, nos idosos,
ocorreu significancia s6 com o PFE. Nao houve, no grupo
controle, significancia em nenhuma das correlagdes entre o
A tordcico inspiratorio e os testes de fung¢@o pulmonar. Nas
gestantes, a significancia s ocorreu com a VVM e nos obe-
sos s6 com o VEF1. Nos idosos, a significancia ocorreu com
a VVM e a CVFE. Nao houve, nos grupos controle e idoso,
significancia em nenhuma das correlagdes entre o A toracico
expiratorio e os testes de fung@o pulmonar. Nas gestantes, a
significancia s6 ocorreu com a VVM e nos obesos com o
PFE e Pimax. Na@o houve, nos grupos controle e gestante,
significancia em nenhuma das correlagdes entre o A abdo-
minal inspiratério e os testes de fungido pulmonar. Nos obe-
sos, a significancia ocorreu com a CVF e PFE e nos idosos
s6 com a CVE. Nao houve, nos grupos controle, gestante e
obeso, significancia nas correlagdes entre o ‘delta’ abdomi-
nal expiratdrio e os testes de fungdo pulmonar. Nos idosos a
significancia sé ocorreu com a Pimax. O valor dos coeficien-
tes (Pearson e Spearman) foi baixo em todas as correlacdes
testadas, em todos os grupos. No grupo obeso, a maioria
das correlagoes foram significantes e os coeficientes de
correlagao foram os maiores.

PATOLOGIA EXPERIMENTAL

REMODELAMENTO DO COMPLEXO DE GLICOPROTEINAS ASSOCIADAS A DISTROFINA,
DO DISCO INTERCALAR E DAS PROTEINAS CONTRATEIS NO CORACAO DE CAMUNDON-
GOS SUBMETIDOS A SEPSIS INDUZIDA POR LIGACAO E PERFURACAO DO CECO

Mara Rubia Nunes Celes
Orientador: Prof. Dr. Marcos A. Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 16/04/2008
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A sépsis e o choque séptico representam uma sin-
drome complexa de intensa resposta inflamatdria sistémica,
com multiplas anormalidades fisioldgicas e imunoldgicas,
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comumente causadas por infec¢do bacteriana. A principal
conseqiiéncia dessa resposta € o comprometimento de mui-
tos 6rgdos e tecidos. A disfuncio cardiaca, decorrente de
um prejuizo na contratilidade miocardica, tem sido reconhe-
cida como um fator importante que contribui para os altos
indices de mortalidade observados na sépsis. Dados recen-
tes do nosso laboratério indicam que alteragdes estruturais
no miocardio podem ser responsaveis pela disfuncado cardi-
aca observada na sépsis. Considerando que a maquinaria
contratil interna das miofibras deve permanecer intimamen-
te conectada com a membrana e a matriz extracelular, o pre-
sente estudo foi proposto para avaliar alteragdes nas comu-
nicagdes intercelulares e acoplagem mecanica entre os car-
diomidcitos vizinhos e avaliar a expressdo de proteinas do
arcabougo celular e da matriz extracelular (especificamente a
laminina-02) durante a sépsis grave. Nossos resultados
mostraram que hd uma diminui¢@o na expressao das protei-
nas envolvidas na formagdo das gap junctions (conexina43)
e jungdes aderentes (N-caderina), o que resultaria na perda
da integridade estrutural dos discos intercalares, alterando
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o0 acoplamento mecanico e eletro-quimico entre os cardiomi-
6citos vizinhos. Além disso, demonstramos que hé reducdo
na expressao de distrofina e das proteinas que constituem o
complexo de glicoproteinas associadas a distrofina (CGD)
durante a sépsis experimental. A redugdo ou perda da ex-
pressao de distrofina € o evento primario que ocorre segui-
do pela degeneragdo miofilamentar, caracterizada pela lise
dos filamentos de actina e miosina. A diminui¢io na expres-
sdo das glicoproteinas associadas a distrofina: a-
distroglicana e laminina foram considerados eventos secun-
dérios. Os resultados sugerem que durante a sépsis induzida
por ligagdo e perfuracio do ceco (CLP), ha perda de protei-
nas importantes envolvidas tanto no remodelamento do dis-
co intercalar quanto na expressao de glicoproteinas envol-
vidas na ligacao mecanica entre o citoesqueleto intracelular
e amatriz extracelular. Embora estudos funcionais sejam ne-
cessarios para determinar o efeito direto dessas alteragdes
sobre o miocardio podemos sugerir que as alteragdes estru-
turais sdo parcialmente responsaveis pela depressao
miocardica observada na sépsis.

INTERFERON-y, INTERLEUCINA-10, MOLECULA DE ADESAO CELULAR-1 E RECEPTOR DE QUIMI-
OCINAS 5 DESEMPENHAM PAPEL PROTETOR ENQUANTO INTERLEUCINA-4 NAO ALTERA O DE-
SENVOLVIMENTO DA LESAO PERIAPICAL EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA EM CAMUNDONGOS

Andiara De Rossi
Orientador: Prof. Dr. Marcos A. Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 07/05/2008

A utilizagdo de camundongos knockout tem criado
novas possibilidades para o estudo da imunopatogénese
das doencas; pode fornecer importante contribui¢do dos
mecanismos moleculares envolvidos em seu inicio, manu-
tencdo e/ou resolucdo. O objetivo desse estudo foi caracte-
rizar a cinética de desenvolvimento de lesdes periapicais
experimentalmente induzidas em camundongos wild-type
(WT) e avaliar o papel de citocinas Th1 (IFN-y) e Th2 (IL-4 e
IL-10), uma molécula de adesdo celular ICAM-1) e um re-
ceptor de quimiocinas (CCRS), utilizando animais knockout,
visando estabelecer se esses fatores sdo predominantemente
protetores ou estimuladores do desenvolvimento da lesdo
periapical. Apds a abertura corondria os canais radiculares
dos primeiros molares foram inoculados com 4 linhagens
bacterianas e deixados expostos ao ambiente bucal. As le-
sdes periapicais obtidas foram avaliadas em diferentes esta-
gios de desenvolvimento por meio de microscopia conven-
cional (HE, picrosirius vermelho, Brown e Brenn e TRAP),
microscopia de fluorescéncia, imunoistoquimica (neutrdfi-
los, macréfagos e linfécitos), imunofluorescéncia (RANK,
RANKL e OPG) e real-time PCR (IL-1x, TNF-k, IFN—y, IL-10,
RANK, RANKL, OPG e catepsina K). Nos animais WT veri-

ficou-se um aumento progressivo no tamanho da lesdo
periapical acompanhado do aumento na expressao de RNAm
de IL-1x, IFN—y, IL-10, RANK, RANKL, OPG e catepsina K.
A microscopia de fluorescéncia das se¢des coradas com HE
favoreceu a visualizac@o e delimitagdo da lesdo periapical,
constituindo importante ferramenta no estudo histolégico
qualitativo e quantitativo. Aos 21 e 42 dias apds a contami-
nag¢do do canal radicular, os animais knockout de IFN—y, IL-
10, ICAM-1 e CCRS5 apresentaram lesdes periapicais maio-
res que os animais WT controles. Nao verificou-se diferen-
¢a significativa no tamanho das lesdes periapicais induzidas
em animais knockout de IL-4 ¢ WT, em todos os periodos
avaliados. Nossos resultados sugerem que a IL-1x, IFN—y e
IL-10 possam estar envolvidas na determinacdo da severi-
dade da doenca periapical como moduladores da migracio
celular e da osteoclastogénese via RANK, RANKL e OPG.
Ainda, isoladamente, o IFN—y, IL-10, ICAM-1 e CCRS5 end6-
genos desempenham importante papel protetor enquanto a
IL-4 ndo apresenta efeito significativo na modulacio da le-
sdo periapical experimentalmente induzida. A investigag@o
da dinamica de equilibrio entre mecanismos defensivos e
destrutivos pode fornecer bases imunopatolégicas para a
melhor compreensdo dos sinais e sintomas da lesdo
periapical, possivelmente influenciando sua estratégia de
tratamento e fornecendo alguma luz aos mecanismos da re-
absor¢do Ossea e dentdria.
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ESTUDO DE NEUROTRANSMISSORES RELACIONADOS A DEPRESSAO E PSICOSE EM AMOS-
TRAS DE CEREBRO HUMANO DE PACIENTES SUBMETIDOS A CIRURGIA POR EPILEPSIA DE LOBO

TEMPORAL

Edson Arthur Scherer
Orientador: Prof. Dr. Jorge Eduardo Moreira
Tese de Doutorado apresentada em 09/05/2008

A epilepsia € um transtorno do funcionamento cere-
bral caracterizado por crises epilépticas recorrentes que aco-
mete cerca de 1 a 2% da populacdo mundial. A epilepsia do
lobo temporal (ELT) € o subtipo mais prevalente. A refratari-
edade aos medicamentos € comum e cerca de 40 % destes
pacientes apresentam transtornos psiquidtricos. Neste tra-
balho utilizamos o método de TacMan real time PCR para
quantificar o mRNA de subtipos dos receptores de noradre-
nalina, dopamina, serotonina e substancia P em hipocampos
cirurgicamente removidos de pacientes com ELT para co-
nhecer o papel destes na ELT com ou sem comorbidade psi-
quidtrica (depressdo ou psicose). Nossa amostra foi de 48
pacientes com ELT sem (Epilepsia - 24) ou com comorbidade
psicética (Psicose - 10) ou depressiva (Depressao - 14) e 8
Controles (necrépsias). O receptor adrenérgico-k2A (AD2A)
apresentou diferenga entre os grupos (p = 0,0059) com sig-
nificancia para a variavel Antiepiléptico (p =0,0374) e ps-
teste significante de maior expressio do mRNA de AD2A no
grupo Epilepsia comparado com Controle e com Psicose. A
ativacdo dos receptores K2A no hipocampo pelos antiepi-
Iépticos pode explicar nossos achados do grupo Epilepsia
comparado ao Controle, corroborando a literatura acerca do
AD2A na epilepsia e em relagio aos antiepilépticos. O AD2C
mostrou diferenga entre os grupos (p = 0,0016), sem signifi-
cincia nas variaveis de controle e significante maior expres-
sdo do mRNA de AD2C no grupo Epilepsia comparado ao
Controle e Psicose. O AD2C € encontrado em areas que

processam informacdes sensoriais e controlam atividades mo-
toras e emocionais relacionadas, o que pode explicar nos-
sos resultados. Parece ser importante na patologia relacio-
nada a ELT e merece ser estudado. A nio diferenga entre
Epilepsia e Depressdo para AD2A e AD2C, parecem confir-
mar uma relag@o bi-direcional ou um mecanismo patogénico
comum entre epilepsia e depressdo, enquanto a menor ex-
pressdo de AD2A e AD2C nos psicéticos parece indicar
diferencas nos mecanismos adrenérgicos ligados a psicose
e epilepsia. D2 mostrou diferenca entre os grupos (p =0,0125)
com resultado significativo para a variavel Subtipo de Diag-
noéstico Psiquidtrico (p = 0,0239), provavelmente devido a
cronicidade da doenga e a quantidade de episddios depres-
sivos apresentados pelos sujeitos. Quanto maior a freqiién-
cia das crises (p = 0,0381) maior a expressiao do D2 no grupo
Epilepsia e no Depressdo comparados ao Controle. Estes
achados sugerem a participacdo deste receptor na depres-
sdo comérbida na ELT; corroboram que o monitoramento
dopaminérgico limbico pode ser util para desenvolver no-
vos antidepressivos e propdem pesquisas futuras sobre D2
em epilépticos. A participacdo de 5-HT2A na ELT € indicada,
pois, sua maior expressao no grupo Epilepsia em relagdo ao
Controle foi significativa (p = 0,0273). Quanto maior a fre-
quiéncia das crises epilépticas maior a expressao do 5-HT2A
(p=0,0433). Nao encontramos resultados significativos re-
ferentes aos receptores D4, 5-HT1A, 5-HT2C e NK1. Nossos
resultados mostraram a possibilidade da aplicacdo do TacMan
real time PCR no estudo de receptores de neurotransmisso-
res, sugeriu a importancia dos receptores estudados na ELT
e comorbidades psiquidtricas, e que outras estruturas
limbicas, como a amigdala, sejam focos de investigacao.

IMPACTO PROGNOSTICO DA EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DO p53 E p63 E O PAPEL

DO HPV NO CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

Lucinei Roberto de Oliveira
Orientador: Prof.Dr. Alfredo Ribeiro-Silva
Tese de Doutorado apresentada em 30/05/2008

O Brasil estd entre os paises com os maiores indices
de carcinoma epidermdide oral (CEO). O gene p63 é um ané-
logo do supressor tumoral p53 e a influéncia da expressao
de ambos no prognéstico do CEO ainda necessita ser me-
lhor investigada. O envolvimento do papilomavirus huma-
no (HPV) no CEO € outro fator ainda ndo elucidado. Nosso
estudo objetivou avaliar os pacientes com CEO no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
USP, assim como também investigar a relacio entre a pre-
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senga do HPV e a imunoexpressdo das proteinas pS3 e p63
com alguns parametros relevantes ao progndstico deste
tumor. Os seguintes dados foram obtidos dos prontudrios
médicos de 424 pacientes: idade, género, localizac@o e tama-
nho da les@o primadria, histéria pregressa, consumo de taba-
co e dlcool, exposicao actinica, traumatismo por prétese,
recidivas, metastases, diferenciacdo tumoral, tratamento, so-
brevida e 6bitos. Cento e vinte e seis pacientes foram sele-
cionados para o estudo da sobrevida, 106 para o estudo
imunohistoquimico, 45 para a investiga¢cdo IHQ com amos-
tras pareadas (AP) e 87 para a reacdo em cadeia da polimera-
se para deteccdo do HPV e andlise multivariada. Os tumores
tiveram predominancia em pacientes masculinos na 6* déca-
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da de vida, havendo ap6s esta faixa etaria um aumento dos
casos no género feminino e menor sobrevida. A lingua foi a
regido mais acometida, e as lesdes em l4bio inferior demons-
traram maior atraso na procura pelo tratamento e relatos de
exposicdo actinica desprotegida. As recidivas ocorreram em
30% dos pacientes, 28,8% tiveram metastases e 13,2% fo-
ram a 6bito. Os tumores bem diferenciados foram predomi-
nantes (47,7%), e a sobrevida livre da doenca (SLD) e a sobre-
vida global (SG) em cinco anos foram 19% e 24,3%, respec-
tivamente. A imunoexpressao de p63 (87,8%) nos tumores
foi maior que a de p53 (52,8%), mas os tumores p53 positi-
vos estiveram significativamente associados aos casos de
metastases. Os tumores p53 negativos e com forte intensi-
dade de imunoexpressio de p63 demonstraram melhor SG.
No estudo com AP, os tumores com elevada imunoexpres-
sdo de p63 demonstraram melhor sobrevida e as neoplasias
p53 negativas tiveram melhor SLD. A maioria dos casos
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demonstrou um padrio concordante de imunoexpressao nas
AP (73,3% para p53 e 53,3% para p63, respectivamente). O
HPV foi encontrado em 18 (10,4%) amostras de CEQO, corres-
pondendo a 17 (19,5%) pacientes. Foram encontradas amos-
tras positivas em 10 (11,5%) tumores primarios e em 8 (9,2%)
AP. Foram identificados os subtipos de HPV 16 e 18 em 4
(22,2%) e 3 (16,7%) das amostras positivas, respectivamen-
te. Em 6 (33,3%) amostras foi encontrada a presenca de am-
bos os subtipos e em 5 (27,8%) amostras nao foi identifica-
do. As amostras HPV positivas foram significativamente as-
sociadas aos pacientes ndo fumantes. Diferencas significa-
tivas relacionadas ao prognéstico do CEO na anélise multi-
variada foram encontradas para idade, localizagdo tumoral e
p53. A imunoexpressdo de p53 e a baixa intensidade da
imunoexpressdo de p63 demonstraram relacdo com pior prog-
néstico. Uma associacio do HPV a carcinogénese oral foi
observada nos pacientes nio fumantes.

EXPRESSAO DE METALOTIONEINAS E FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL
NA ONCOGENESE EXPERIMENTAL DA MEDULA ESPINHAL EM RATOS

Jilio César Fernandes da Silva
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Britto Garcia
Tese de Doutorado apresentada em 25/06/2008

Introducao: Evidéncias clinicas e experimentais de-
monstraram que as metalotioneinas (MT) e o fator de cres-
cimento vascular endotelial (VEGF) estdo envolvidos na
carcinogénese do cdlon , figado e outros érgaos.

Materias e métodos: A expressio de MT, uma pro-
tefna de baixo peso molecular com propriedades anti-
oxidantes foi estudada em modelo de carcinogénese expe-
rimental do sistema nervoso através do uso de N-etil-N-
nitrosourea (ENU) e correlacionada com a expressao de
VEGF. Os animais foram eutanasiados com idade de 4 e 24
semanas ou tdo logo surgissem sinais de comprometimen-
to neurolégico. Amostras de tecido de medula espinhal nor-
mal e de neoplasias intramedulares foram fixadas em forma-
lina e incluidas em parafina e analisadas e quantificadas
para expressdo de MT utilizando anticorpos anti-MT co-
mercialmente disponiveis. A expressdo de VEGF foi anali-

sada em amostras correspondentes e a marcacdo dos va-
sos quantificada.

Resultados: Todas as neoplasias mostraram imuno-
positividade para VEGF e MT. Os animais controles nao
tratados apresentaram baixo nimero de células MT positi-
vas nas regides analisadas. No grupo que recebeu ENU o
nimero de células MT positivas foi significativamente mai-
or do que nos ndo tratados. A marcacao imuno-histoquimica
para MT nos animais tratados foi observada na regido
subpial tanto no nicleo quanto no citoplasma de células
de tecido nervoso aparentemente normal. Nos animais con-
trole a marcacgao para MT foi fraca e restrita ao citoplasma.
A administra¢do de ENU resultou em aumento significativo
no nimero de vasos marcados na regidio subpial da medula
espinhal em relagcdo aos controles.

Conclusées: Os resultados fornecem evidéncia que
indicam aumento na produ¢do de MT e VEGF associada ao
modelo de génese experimental de gliomas. O padrdo de
marcacio encontrado pode estar relacionado com células-
tronco mutantes envolvidas no processo de oncogénese
da medula espinhal.

HETEROTOPIA ENCEFALICA PULMONAR EXPERIMENTAL

Paulo Roberto Veiga Quemelo
Orientador: Prof. Dr. Luiz Cesar Peres
Tese de Doutorado apresentada em 30/06/2008

A heterotopia encefalica no pulmao € um achado raro,
geralmente associado a defeitos de fechamento do tubo

neural (DFTN), cujos mecanismos envolvidos ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. Desta maneira, o nosso pri-
meiro objetivo foi tentar induzir a heterotopia em modelo de
DFTN produzido por 4cido retindico, que se mostrou
ineficiente para este propdsito, apesar de os fetos apresen-
tarem inimeros defeitos. Assim, para contornar as dificul-
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dades encontradas nesse método, foi desenvolvido um
modelo experimental cirdrgico. Foram utilizados 24 camun-
dongos prenhes, divididas nos grupos E17 e E18, indicati-
vos do dia gestacional (DG) em que foi realizada a coleta
dos fetos. A cirurgia foi realizada no 15° DG, sendo retirado
um feto por histerectomia, cujo tecido encefélico foi remo-
vido, picotado e implantado no pulmao dos irmaos. O exa-
me histolégico dos troncos fetais mostrou que a Implanta-
c¢do Encefalica Pulmonar (IEP) foi efetiva com reagao imuno-
histoquimica (IHQ) positiva para GFAP em ambos os gru-
pos (E17 e E18). Posteriormente, foi utilizado o mesmo mo-
delo cirdrgico citado anteriormente, com algumas modifica-
coes para a coleta do material, que ocorreu durante o peri-
odo pré-natal (18°DG) e 8° dia pds-natal, chamados de gru-
pos experimentais E18 e P8, respectivamente. Como con-
trole, foi utilizado o encéfalo de fetos normais que foram
coletados no mesmo periodo dos grupos experimentais, cha-
mados de CE18 e CPS. Foi realizada a reagao IHQ para NeuN,
PCNA, Bcl2, Integrina f1 e VEGF em todos os grupos. Os
resultados indicam que o indice de marcacao (IM) para NeuN
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foi maior em P8 do que E18, da mesma forma que o tecido
encefilico dos animais controle (CP8 < CE18), indicando
que a maturacdo neuronal continuou. No entanto, ocorreu
reducido da propor¢do dos neurénios em ambos 0s grupos
IEP, que pode ser explicada pelo IM maior para o anticorpo
Bcl2 encontrado em ambos os grupos experimentais E18 e
P8, quando comparado com os grupos controles CE18 e
CP8. Apesar do IM para Bcl2 indicar apoptose de uma parte
desse tecido, os fragmentos pareciam bem preservados,
com presenga de mitoses e tecido em proliferacdo com rea-
cdo THQ positiva para PCNA, mesmo apds doze dias do
procedimento. Os fragmentos implantados eram
vascularizados e com reagao IHQ positiva para VEGF. A
reagdo THQ também se mostrou positiva para Integrina 1
no tecido heterotépico encefélico, o que indica ancoragem
e interac@o desse tecido. Assim, o modelo experimental mos-
trou-se eficiente, com total interagdo com o tecido pulmo-
nar e pleural. A partir desse modelo podem-se desenvolver
outros estudos para compreender melhor os mecanismos
de implantacdo e interacdo celular.

SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

PESO AO NASCER E PRESSAO ARTERIAL EM ADULTOS JOVENS

Celeste Maria Bueno Mesquita
Orientadora: Profa. Dra. Heloisa Bettiol
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 07/04/2008

Modelo do estudo: estudo de coorte, longitudinal,
de base populacional em que se estudou o peso ao nascer
(PN) e a sua associacdo com a pressdo arterial (PA) em
adultos jovens.

Objetivos: avaliar a prevaléncia de alterac@o de pres-
sdo arterial (APA) e a média de PA em adultos jovens, se-
gundo o sexo; avaliar a associagdo entre PN e restri¢do do
crescimento intra-uterino (RCIU) e a PA em adultos jovens,
ajustada por caracteristicas ao nascer e indicadores de
adiposidade do adulto, segundo o sexo.

Métodos: Foram estudados 2063 jovens nascidos
de parto tnico hospitalar em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil, excluindo-se nascidos vivos cujas maes nao residi-
am no municipio. Foram utilizadas informagdes da coorte
ao nascer (PN, RCIU, escolaridade, tabagismo durante a
gestagao e situagdo conjugal da mae) e aos 23/25 anos (PA,
indice de massa corporal-IMC, circunferéncia da cintura—
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CC, cor, escolaridade, tabagismo e altura). A PA foi aferida
trés vezes, considerou-se a média das duas dltimas aferi-
coes e o ponto de corte para definir APA foi > 130mmHg
para PA sistélica (PAS) e/ou = 85mmHg para PA diastélica
(PAD). Foram construidos quatro modelos com PAS e PAD
como varidveis dependentes, com as seguintes variaveis
explanatdrias ao nascer e indicadoras de adiposidade no
adulto: PN e IMC; RCIU e IMC; PN e CC; RCIU e CC, ajus-
tadas para as demais varidveis independentes.
Resultados: A prevaléncia de APA foi de 41% para
homens e 6,4% para mulheres. A PAS média foi 126,8SmmHg
e PAD média de 74,1mmHg para homens; a PAS média foi
109,6mmHg e a PAD média foi 68,0mmHg para mulheres. PN
e RCIU nio se associaram a pressio arterial na andlise nao
ajustada. Ao ajustar por IMC e demais varidveis, 1 kg de
aumento no PN reduziu a PAS em 2mmHg em homens e
3mmHg em mulheres; RCIU se associou com PAS 2,8mmHg
mais altaem homens e 2,6mmHg em mulheres, comparados
com os que nao tinham RCIU; a PAD se associou negativa-
mente com PN e positivamente com RCIU somente em mu-
lheres. Ao ajustar por CC e demais variaveis, para 1 kg de
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aumento no PN a PAS reduziu-se em 2mmHg para homens e
mulheres; RCIU se associou positivamente com PA (au-
mento de 2,9mmHg em homens e 2,3mmHg em mulheres);
PAD associou-se negativamente com PN (redugdo de
1mmHg) somente em mulheres e ndo se associou com RCIU
em ambos 0s sexos.

Conclusoes: Fatores relacionados ao crescimento
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fetal tiveram efeito sobre a PA em adultos jovens apds ajus-
te para indicadores de adiposidade no adulto (IMC e CC).
Criangas de peso de nascimento mais baixo e as que apre-
sentaram RCIU tiveram maiores niveis de PAS na vida adul-
ta, reforcando a hipdtese da origem fetal das doengas. A alta
prevaléncia de APA em homens jovens é preocupante quanto
ao perfil futuro de doenga cardiovascular nessa populacio.

INFECCAO CONGENITA PELO CITOMEGALOVIRUS: INCIDENCIA, ASPECTOS CLINICOS E
FATORES MATERNOS ASSOCIADOS EM POPULACAO COM ELEVADA SOROPOSITIVIDADE

Rosangela Maria de Moura Brito
Orientadora: Profa. Dra. Marisa Marcia Mussi-Pinhata
Tese de Doutorado apresentada em 22/04/2008

O citomegalovirus (CMV) € a etiologia viral mais fre-
qliente de infec¢do congénita no mundo, sendo importante
causa de deficiéncia mental e surdez neurossensorial. Nao
h4 estudos realizados na América Latina relativos a incidén-
cia dessa infeccio congénita em amostra representativa da
populacdo e sobre fatores maternos associados a sua ocor-
réncia e ndo ha dados disponiveis acerca da apresentacdo
clinica e seguimento em longo prazo dos recém-nascidos
infectados para detecc@o de seqiielas tardias. Os objetivos
desse estudo foram estimar a incidéncia da infecgio congé-
nita pelo CMV, tanto sintomética quanto assintomatica, nos
recém-nascidos atendidos no Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina de Ribeirdo Preto e na Maternidade do
Complexo Aeroporto de Ribeirdo Preto (ambos os servigos
prestadores de atendimento a populacio de baixa renda de
Ribeirdo Preto e regido); descrever as caracteristicas clini-
cas dos recém-nascidos infectados, bem como sua evolu-
¢do durante o primeiro ano de vida e identificar fatores ma-
ternos associados a ocorréncia da infecgio congénita. Amos-
tras de urina e/ou saliva de 4439 recém-nascidos, obtidas
até duas semanas de vida, foram submetidas a detec¢do do
DNA viral por meio da reacdo em cadeia de polimerase. A
infeccdo congénita foi confirmada em amostras subseqiien-
tes de urina processadas por reacido em cadeia da polimera-
se e cultura viral em fibroblastos. Confirmou-se infec¢do
congénita por CMV em 50 recém-nascidos (1,12%; 1C95%:

0,83-1,48), sendo 3 sintomaticos (6%; 1C95%: 1,3-16,5)e 47
assintomaticos (94%:; 1C95%: 86,3-99,5). Desses, 45 (90%)
foram acompanhados e 5 (10%) nao retornaram para acom-
panhamento. Durante o periodo de 12 a 36 meses de segui-
mento, foi diagnosticada surdez neurossensorial bilateral
em uma das 47 criangas assintomaticas ao nascer e retardo
de desenvolvimento neuropsicomotor e da fala em uma das
3 criancas que haviam sido classificadas como sintomadticas
ao nascer. As demais criangas apresentaram desenvolvimen-
to neuropsicomotor normal. Para a identificacao dos fatores
maternos associados a infec¢@o, foram incluidas 49 maes de
criangas infectadas e 98 mades de criangas ndo infectadas
num modelo de estudo tipo caso-controle. Observou-se que
idade materna <20 anos (OR: 4,8 IC95%: 1,22-18,92), presta-
¢do de cuidados a criancas < 3 anos de idade (OR: 2,24
1C95%: 1,02-4,89) e baixa escolaridade (OR: 3,70 IC95%: 1,28-
10,72) foram associados a incidéncia da infec¢ao congénita.
Concluiu-se que a incidéncia de infec¢do congénita por CMV
foi semelhante a de outros paises com elevada soropreva-
Iéncia. Evidenciou-se a necessidade de acompanhamento
dos recém-nascidos infectados, ainda que assintomaticos,
para a deteccdo de seqiielas tardias. Maes jovens, as com
baixa escolaridade ou que prestem cuidados a criangas me-
nores de 3 anos constituem grupos de risco para a transmis-
sdo vertical do CMV nessa populacio, devendo ser consi-
deradas como um publico alvo para medidas de prevencao.
A relagdo custo beneficio da triagem neonatal para o CMV
deve ser avaliada, bem como a disponibilizac¢do de recursos
para o seguimento dos recém-nascidos infectados visando
o diagndstico e tratamento precoces de possiveis seqiielas.

EVOLUCAO DOS RECEM-NASCIDOS PRE-TERMO PORTADORES DE PERSISTENCIA DO CA-
NAL ARTERIAL. EXPERIENCIA DO HCFMRP-USP EM PERIODO DE DEZ ANOS

Paulo Henrique Manso
Orientador: Prof. Dr. Francisco Eul6gio Martinez
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 29/04/2008

O canal arterial (CA) € estrutura imprescindivel para
a vida fetal. Ap6s o nascimento, entretanto, sua persistén-
cia é patoldgica. Varios fatores contribuem para que haja
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aumento da incidéncia de canal arterial persistente em re-
cém-nascidos prematuros (RNPTs). Até o momento, ha duas
maneiras principais para o fechamento do CA nos RNPTs:
o tratamento através de medicamento, sendo a indometaci-
na a droga mais usada, e o tratamento cirdrgico. Ambos
métodos possuem vantagens e desvantagens, e a literatu-
ra corrente ainda ndo definiu método mais adequado. Os
objetivos deste estudo foram descrever a evolucido dos
RNPTs portadores de CA atendidos no HCFMRP-USP num
periodo de 10 anos, tentando identificar fatores preditivos
para broncodisplasia, hemorragia intracraniana e ébito.
Foram estudados 401 pacientes através de andlise retros-
pectiva dos prontudrios, de onde foram coletados dados
referentes ao nascimento (peso, idade gestacional, época
do diagnéstico de CA, tipo de tratamento, desfecho). En-
contramos igual distribuicdo entre os sexos, com média de
peso ao nascimento de 1160g, e 31,1 semanas de idade ges-
tacional. O achado semiolégico mais observado foi o sopro
em precérdio, em 86% dos casos, seguido pela palpacio de
pulsos amplos, em 42%. A suspeita de CA foi feita em média
no sexto dia de vida. Com relacdo ao tipo de tratamento
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instituido, 270 pacientes receberam indometacina, 49 foram
submetidos a tratamento cirtrgico, e 82 ndo receberam tra-
tamento. Houve insucesso ao primeiro tratamento com in-
dometacina em 68% dos casos. Um segundo ciclo de indo-
metacina teve taxa de insucesso de 78%, e o terceiro ciclo
da medicagdo, quando realizado, teve taxa de insucesso de
73%. Na andlise de regressao logistica multivariada, ape-
nas o peso ao nascimento foi fator preditivo para insucesso
ao tratamento com indometacina (p=0,009). A broncodis-
plasia pulmonar foi diagnosticada em 58% dos pacientes.
Foram considerados fatores preditivos para aparecimento
de broncodisplasia pulmonar o CRIB score ao nascimento
(p<0,001), o peso ao nascimento (p=0,001), assim como o
uso de surfactante (p<0,001) e o tratamento inicial com in-
dometacina (p=0,03). Hemorragia intracraniana ocorreu em
37% dos casos. O unico fator preditivo para este desfecho
foi relagio PCA/peso (p=0,008). Obito intra-hospitalar ocor-
reu em 13,9% dos pacientes. O CRIB score (p<0,001) e a
relacdo PCA/peso (p=0,001) foram fatores preditivos para
este tipo de desfecho.

ESTUDO DE LESAO EM DNA E DA EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS A HIPOXIA E A
APOPTOSE RADIOINDUZIDA EM CULTURA DE CELULAS REH E U-343

Viviane Marques Bighetti
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Scrideli
Disserta¢do de Mestrado apresentada em 09/05/2008

Aradioterapia (RT) é importante recurso adjuvante
no. tratamento dos tumores do sistema, nervoso central
(SNC) e apesar das novas tecnologias desenvolvidas nes-
ta drea como, radioterapia tridimensional e a radioterapia
com feixe modulado -"IMRT”, os gliomas mantém um prog-
nostico reservado em parte devido a sua radiorresisténcia.
Relacionam-se a radiorresisténcia tumoral os mecanismos
de morte celular e de reparo ao dano causado no DNA e
mecanismos de hip6xia. Estudos para uma melhor compre-
ensdo desses fatores sdo necessarios para o desenvolvi-
mento de novos recursos terapéuticos. Utilizamos radia-
¢ao Y, (y—Co%’) com dose tdnica por fragdo de 2Gy e 6Gy em
uma linhagem de glioma (U-343) radiorresistente e em li-

nhagem de LLA (REH) radiosenssivel. Analisamos o com-
portamento de morte celular radioinduzida nos tempos “TOh,
T12h, T24h, T48h, T72h e T7dias” ap65 irradia¢ao e o dano
ao DNA nestes. mesmos tempos, com o “teste do cometa”.
A expressdo génica para as CASPASES 3, 8 e 9, FAS,
BCL-2 e HIF-2a pela técnica de PCR quantitativa em tempo-
real (RQ-PCR). Nossos dados sugerem que a morte celular
radio-induzida ndo € exclusivamente por apoptose e deste
processo, o FAS mostrou um aumento progressivo apon-
tando a via extrinseca como a principal via de ativacdo des-
te processo. O gene de hipéxia HIF-2a ndo apresentou alte-
racdo nos diferentes tempos de estudo para ambas as li-
nhagens, entretanto, a expressao do HIF-2a foi significati-
vamente maior na linhagem U-343. A elevada expressao do
HIF-2a. na U-343 pode relacionar-se com.a radiorresistén-
cia da linhagem. Ha a necessidade de mais estudos para
outros genes relacionados a hipéxia para melhor esclareci-
mento deste mecanismo de radiorresisténcia.

AVALIACAO DO CATABOLISMO PROTEICO DE CRIANCAS NO POS-OPERATORIO DE CI-

RURGIA CARDIACA

Monica Akissue de Camargo Teixeira Cintra
Orientadora: Profa.Dra. Ana Paula Carvalho Panzeri Carlotti
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 19/05/2008
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O estado nutricional influencia a recuperacao de cri-
angas com cardiopatias congénitas submetidas a cirurgia
cardiaca. Entretanto, varios fatores podem contribuir para
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a inadequac@o do suporte nutricional no pds-operatdrio,
com potenciais conseqiiéncias adversas, elevando a morbi-
dade e mortalidade destes pacientes. E de extrema importan-
cia conhecer o comportamento metabdlico destas criancas
para melhor adequac?o da sua terapia nutricional e o balan-
co nitrogenado é um bom instrumento para esta monitoriza-
cdo. Os objetivos do presente estudo foram: 1) avaliar o
catabolismo celular pelos balangos de nitrogénio, potassio,
fésforo e magnésio, e pela excregdo urindria de creatinina
em recém-nascidos e lactentes jovens no periodo pds-ope-
ratério de cirurgia cardiaca e 2) avaliar a eficacia da terapia
nutricional pela evolucdo destes parametros e das medidas
antropométricas no decorrer do tempo. Participaram do es-
tudo 14 criancas. A mediana da idade foi de 42,5 dias de vida
e amediana do peso foi de 3,4 kg. As criancas foram avalia-
das no periodo pés-operatério por no minimo 3 dias quando
foram colhidas amostras de sangue de 12/ 12 horas para
realizagd@o de sédio, potassio, célcio idnico, cloro, fésforo
inorgénico, magnésio, uréia, creatinina, e urina de 24 horas
para a dosagem creatinina e balanco didrio de nitrogénio,
potassio, fésforo e magnésio. Onze criancgas foram submeti-
das a circulacdo extracorpérea. Doze pacientes tiveram in-
suficiéncia renal aguda no perfodo de estudo e 2 necessita-
ram de didlise peritoneal por 1 a 2 dias No primeiro dia p6s-
operatorio, todos os pacientes apresentaram balanco nega-
tivo de proteina e fésforo. O anabolismo foi associado com
maior aporte protéico e energético se comparado com o ca-
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tabolismo (1,1 versus 0,1 g/kg/d e 53,3% versus 17,6 % GEE,
respectivamente) (p<0,0001). Nos dias de anabolismo, os
balancos de potéssio e fésforo também foram maiores se
comparados com os dias de catabolismo. Houve uma corre-
lagdo positiva significante entre a ingestao protéica e o ba-
lango de proteina (p<0,0001), potassio (p=0,001) e fésforo
(p<0,0001). Houve também uma correlag@o positiva signifi-
cante entre a ingestdo caldrica e o balango de proteina
(p<0,0001), potassio (p=0,0002), fésforo (p<0,0001) e
magnésio (p = 0,0085). A excrecdo urindria de creatinina
correlacionou-se positivamente com a taxa de aparecimento
dauréia (r=0,40; p <0,0005) e negativamente com o balanco
de proteina (r =-0,31; p=0,0078). Coincidentemente com o
diagnéstico de infecgdo, 2 pacientes apresentaram balanco
negativo de proteina e aumento concomitante da excregio
de creatinina, mesmo na presenca de insuficiéncia renal agu-
da. Em conclusdo, a ingestdo de > 1,1 g/kg/dia de proteina e
de >53,3% do GEE associou-se ao anabolismo em criangas
no pés-operatério de cirurgia cardiaca para corre¢do de
cardiopatias congénitas. Os balangos de fésforo e potassio
foram bons marcadores de quebra celular e a evolugado dos
valores da excrecdo de creatinina podem constituir “‘sinais
de alerta” para o catabolismo protéico, mesmo na presenga
de alteracdo da funcdo renal. A avaliagdo antropométrica
nao é um bom parimetro para se avaliar o suporte nutricional
no pés-operatério de cirurgia cardiaca pela presenca de
edema nesta populagio.

PREVALENCIA DE MUTACOES NOS GENES PROP1 E POU1F1 EM PACIENTES COM HIPOPI-

TUITARISMO ANTERIOR CONGENITO

Ursula Christiane Moreira Santiago
Orientador: Prof.Dr. Sonir Roberto Rauber Antonini
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 21/05/2008

A deficiéncia de hormonios hipofisarios, denomina-
da hipopituitarismo, pode ser isolada ou miiltipla, congénita
ou adquirida. O hipopituitarismo congénito geralmente é de
origem genética, compromete a adenohipdfise e afeta muilti-
plas linhagens hormonais. Mutac¢des em genes codificado-
res de fatores de transcri¢@o hipofisaria tém sido demons-
tradas em pacientes com hipopituitarismo congénito. Entre
esses fatores de transcriciio, o PROP1 atua na diferenciagdo
das linhagens somatotrofica, tireotrdfica, lactotréfica e go-
nadotréfica. O fator de transcrigdo POU1F1 (ort6logo hu-
mano do gene Pitl) estd envolvido na diferencia¢do das
linhagens somatotrdfica, tireotréfica e lactotréfica. O co-
nhecimento das bases moleculares da deficiéncia dos hor-
monios da adenohipéfise resulta em implicacdes diretas na
prética clinica. Pacientes com mutag¢des no gene PROPI
podem apresentar hiperplasia hipofisdria tempordria sem
indicagdo de correcdo cirtirgica. Quanto ao hipogonadismo,

torna-se passivel de reconhecimento e tratamento preco-
ces. Em pacientes com mutagdo no gene POU1F1, a triagem
rotineira para deficiéncia de gonadotrofinas e de ACTH ¢
desnecessaria. Além disso, o aconselhamento genético das
familias afetadas € otimizado. No presente estudo, realizou-
se uma andlise descritiva da prevaléncia de mutacdes nos
genes PROP1 e POU1F1 em pacientes com hipopituitarismo
anterior congénito, acompanhados nos Ambulatérios de
Endocrinologia do HC-FMRP-USP. O gene PROP1 foi anali-
sado em 14 pacientes com deficiéncia congénita de GH que
apresentavam fendtipo compativel. Entre esses pacientes, 6
também foram elegiveis para o estudo do gene POUIF1. A
analise genética foi realizada em DNA gendmico e consistiu
de amplificag@o das regides de interesse por PCR e sequen-
ciamento automatizado. Dos 14 pacientes estudados, 13 apre-
sentaram deficiéncia hipofisaria multipla. Além da deficién-
cia de GH, as deficiéncias de ACTH (50%) e de TSH (43%)
foram as mais prevalentes. A reducdo do volume da
adenohipéfise foi observada em 71 % dos pacientes. Ao
diagnéstico, a idade cronolégica média foi de 9,6 (1,7-17,1)
anos. A média do escore de desvio padrao da estatura (EDP)
foi de -3,6 £ 1,4 (-6,7 a -0,6) e a média de atraso da idade
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6ssea de 3,3 anos. Ap6s o inicio do tratamento com GHhr, a
média de VC foide 8,9, 6,9 e 6,2 cm/ano, respectivamente,
nos 3 primeiros anos de tratamento. Ao final desse estudo,
4 pacientes haviam finalizado o crescimento estatural, sen-
do que em 2 deles a estatura final encontrava-se dentro da
normalidade (estatura superior a -2 DP). A andlise do gene
PROP1 revelou no éxon 1, a presenca do polimorfismo c.27
C>T/p.A9A (rs1135320) em 12 entre 14 pacientes (85,7%)
e em 39 controles de 50 (78%). No éxon 2 foi encontrado o
polimorfismo ¢.152 G>C/p.G51A (rs 223378) em um pacien-
te (7,1 %) e em nenhum dos 37 controles estudados. No
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éxon 3 foi identificado o polimorfismo ¢.424 G >A/p.A142T
(rs1800197) em 5 pacientes em 13 (46%) e em 20 controles de
um total de 50 individuos (40%). A andlise do gene POU1F1
evidenciou, no éxon 6, a presenc¢a da mutacao C.811 G>C/
p-R271W, em heterozigose, em um paciente que apresentou
atraso neuropsicomotor e déficit pondero-estatural desde o
primeiro semestre de vida. Essa mutacdo levou a deficiéncia
de GH, PRL e a uma grave e precoce deficiéncia de TSH,
pouco comum em pacientes com hipopituitarismo congéni-
to. O genitor, um irmao e tr€s irmas nio apresentaram altera-
¢oes na andlise do éxon 6 do respectivo gene.

SAUDE MENTAL

EFEITOS DO ESCITALOPRAM SOBRE A IDENTIFICACAO DE EXPRESSOES FACIAIS

Wolme Cardoso Alves Neto
Orientadora: Prof. Dra. Cristina Marta Del-Ben
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 16/05/2008

Os inibidores seletivos da recaptura de serotonina
(ISRS) tém sido utilizados com sucesso para o tratamento
de diversas patologias psiquidtricas. Sua eficacia clinica é
atribuida a uma potencializagdo da neurotransmissao sero-
toninérgica, mas pouco ainda é conhecido sobre os meca-
nismos neuropsicolégicos envolvidos nesse processo. Va-
rias evidéncias sugerem que a serotonina estaria envolvida,
entre outras fungdes, na regulacdo do comportamento soci-
al, nos processos de aprendizagem e memoria e no proces-
samento de emocdes. O reconhecimento de expressdes
faciais de emogdes basicas representa um valioso paradigma
para o estudo do processamento de emogdes, pois sio esti-
mulos condensados, uniformes e de grande relevancia para
o funcionamento social. O objetivo do estudo foi avaliar os
efeitos da administracdo aguda e por via oral do escitalopram,
um ISRS, no reconhecimento de expressoes faciais de emo-
coes basicas. Uma dose oral de 10 mg de escitalopram foi
administrada a doze voluntdrios saudéveis do sexo mascu-
lino, em modelo duplo-cego, controlado por placebo, em
delineamento cruzado, ordem randdmica, 3 horas antes de
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realizarem a tarefa de reconhecimento de expressdes faciais,
com seis emogdes basicas — raiva, medo, tristeza, asco, ale-
gria e surpresa — mais a expressao neutra. As faces foram
digitalmente modificadas de forma a criar um gradiente de
intensidade entre 10 e 100% de cada emoc@o, com incremen-
tos sucessivos de 10%. Foram registrados os estados sub-
jetivos de humor e ansiedade ao longo da tarefa e o desem-
penho foi avaliado pela medida de acuracia (nimero de acer-
tos sobre o total de estimulos apresentados). De forma ge-
ral, o escitalopram interferiu no reconhecimento de todas as
expressoes faciais, a exce¢ao de medo. Especificamente, fa-
cilitou a identificacdo das faces de tristeza e prejudicou o
reconhecimento de alegria. Quando considerado o género
das faces, esse efeito foi observado para as faces masculi-
nas, enquanto que para as faces femininas o escitalopram
ndo interferiu com o reconhecimento de tristeza e aumentou
o de alegria. Além disso, aumentou o reconhecimento das
faces de raiva e asco quando administrado na segunda ses-
sdo e prejudicou a identificacio das faces de surpresa nas
intensidades intermedidrias de gradacdo. Também apresen-
tou um efeito positivo global sobre o desempenho na tarefa
quando administrado na segunda sessdo. Os resultados
sugerem uma modulagio serotoninérgica sobre o reconhe-
cimento de expressodes faciais emocionais e sobre a evoca-
c¢do de material previamente aprendido.
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EFEITO AGUDO DO DIAZEPAM NO PROCESSAMENTO DE EMOCOES EM VOLUNTARIOS SAU-
DAVEIS: AVALIACAO COMPORTAMENTAL E POR NEUROIMAGEM

César Augusto Queiroz Ferreira
Orientadora: Prof. Dra. Cristina Marta Del-Ben
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/05/2008

O reconhecimento de informagdes com valéncia emo-
cional, oriundas do meio ambiente, é crucial para a adapta-
c¢do e para o funcionamento social. Em particular, o reconhe-
cimento de expressdes faciais tem sido considerado funda-
mental para oprocessamento das emogdes bésicas. Estu-
dos de neuroimagem e com pacientes com lesdes cerebrais
sugerem que o processamento de diferentes expressdes
faciais parece ser controlado por circuitos neurais parcial-
mente distintos. Outras evidéncias advém de estudos que
avaliam os efeitos de drogas psicoativas na percepg¢io de
expressdes emocionais. Com relagdo as drogas ansioliticas,
existem evidéncias de que o diazepam prejudicaria o reco-
nhecimento de expressdes faciais e, em particular, de raiva e
medo. No entanto, existem evidéncias de prejuizo global do
reconhecimento das expressdes emocionais com dose tini-
cade 15 mg de diazepam, o que pode ser atribuido aos efei-
tos sedativos provocadas por doses mais altas desse ben-
zodiazepinico, ao invés de uma modulagdo especifica do
reconhecimento de expressoes faciais. Além disso, os estu-
dos desenvolvidos até o momento adotaram paradigmas
complexos, que envolvem combinac¢des de emogdes em di-
ferentes gradacdes, o que poderia interferir no desempenho
dos voluntérios na tarefa. Além disso, até o0 momento, ape-
nas um estudo avaliou, por meio de ressonancia magnética
funcional, os efeitos de benzodiazepinicos sobre as ativa-
¢des neuronais provocadas por expressodes faciais eviden-
ciando que o lorazepam atenuaria a ativacido da amigdala.
Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito da

administragdo oral de uma dose tnica de 10 mg de diazepam
na identificacdo de expressdes faciais de emogdes basicas
(raiva, asco, medo, tristeza, surpresa e alegria), levando-se
em considerac@o o desempenho (acurécia) em tarefa de re-
conhecimento explicito de expressdes faciais e na modula-
c¢do da resposta hemodinamica da amigdala, para faces de
medo e raiva, por meio da técnica Bold (Blood Oxygen Level
Dependent) de ressonancia magnética funcional, em estu-
do de delineamento cruzado (cross-over), duplo-cego,
placebo controlado e ordem randémica. A amostra foi com-
posta por 12 voluntarios saudaveis, do sexo masculino,
com idade variando entre 19 e 31 anos (média = 24,83 DP =
3,16). Os dados foram analisados por meio de ANOVA de
medidas repetidas,com corre¢des de Huynh-Feldt e o teste
de Bonferroni foi utilizado para as anélises post hoc. Inde-
pendentemente da modulacéo farmacolégica, emogdes po-
sitivas (alegria) foram reconhecidas mais facilmente do que
emocdes negativas.Além disso, algumas expressoes, como
asco,tristeza e surpresa, foram reconhecidas mais facilmen-
te em faces femininas do que em faces masculinas. Nao
foram encontradas diferengas significativas entre os trata-
mentos nas medidas subjetivas, mas houve uma diferenca
significativa na tarefa de reconhecimento de expressoes
faciais de emogdes basicas. O diazepam, na dose de 10 mg,
prejudicou seletivamente o reconhecimento de expressdes
de medo em relag@o ao placebo, ndo se encontrando preju-
izo para o reconhecimento das demais expressdes. Na res-
sonancia magnética funcional, o diazepam promoveu uma
atenuagdo da amigdala direita para as expressoes faciais de
medo, sem efeitos sobre as respostas hemodinamicas a fa-
ces de raiva. Esses resultados sugerem um papel do siste-
ma gabaérgico no processamento de emocdes de medo.

SAUDE NA COMUNIDADE

VIOLENCIA CONTRA A MULHER: A PERCEPCAO DOS MEDICOS DAS UNIDADES BASICAS
DE SAUDE DA CIDADE DE RIBEIRAO PRETO, SAO PAULO

Fernanda Garbelini De Ferrante
Orientadora: Profa. Dra. Elisabeth Meloni Vieira
Dissertag¢do de Mestrado apresentada em 13/06/2008

Este estudo desenvolveu-se como subprojeto de
uma investigacdo denominada: “A interface entre a ocor-

réncia e o atendimento de violéncia de género entre mulhe-
res usudrias dos servigcos publicos de saide de Ribeirdo
Preto”. A violéncia contra a mulher é um fendmeno comple-
x0 e muito prevalente no Brasil, atingindo todas as classes,
racas, etnias e culturas. Mulheres nesta situacao freqiien-
temente buscam os servi¢os de saide para tratar sintomas
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associados a violéncia. Entretanto, os profissionais de sat-
de apresentam uma série de dificuldades. Desenvolvemos
este estudo, entendendo que a violéncia de género € reco-
nhecida como um problema de satde publica por afetar a
integridade fisica e mental da mulher, e que existe necessi-
dade de acolher essa mulher no servico de saide. O estudo
teve por objetivo de verificar a percepg¢io dos médicos atu-
antes nas Unidades Basicas e Distritais de Satude sobre a
violéncia praticada contra mulheres por parceiros intimos.
Realizamos uma pesquisa de cunho qualitativo com 14 mé-
dicos ginecologistas e clinicos gerais, utilizando como ins-
trumento entrevistas semi-estruturadas. Realizamos andli-
se de contetido temadtica utilizando como referencial tedri-
co as teorias de gé€nero. A andlise dos resultados permitiu-
nos definir os seguintes temas: 1. Percepc¢des dos médicos
sobre as relacdes de gé€nero; 2. Percep¢dao dos médicos
sobre a violéncia; 3. Papel dos médicos diante da violéncia
doméstica contra a mulher; 4. Conhecimentos e informa-
coes sobre a violéncia doméstica contra a mulher; que fo-
ram divididos em vdrias subcategorias. De acordo com os
médicos, a mulher atual conquistou sua liberdade e inde-
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pendéncia sexual, no entanto, a hegemonia masculina ain-
da € muito presente. Compreendem que a violéncia de gé-
nero ocorre devido as desigualdades que pautam o sistema
social que acabam por justificar os eventos violentos como
atitudes educativas e punitivas, aceitas pela posi¢ao social
ocupada pela mulher. Constatamos que alguns desses pro-
fissionais detém conhecimentos sobre os tipos de violén-
cia de género, sdo capazes de identificar e muitas vezes
acolher essas mulheres e também conhecem os procedi-
mentos para o atendimento e o encaminhamento. Entretan-
to, muitas vezes nao ddo andamento aos casos, ignorando-
0s, ou porque ndo acreditam que este fendmeno seja de
sua responsabilidade, ou ainda devido a uma série de bar-
reiras pessoais e institucionais que impedem uma adequa-
da atuagdo. Além disso, verificamos a existéncia de uma
invisibilidade institucional que prejudica a qualidade do
servico prestado. Por fim, destacamos a importancia do de-
senvolvimento de treinamento voltada para o profissional
da 4rea da saide, com o objetivo de prepara-lo para melhor
assistir a mulher em situacio de violéncia, condi¢cao muito
presente em seu cotidiano.

O SERVICO SOCIAL E A ESTRATEGIA SAUDE DA FAMILIA: POTENCIALIDADES DE UMA

APROXIMACAO

Bibiana Cristina Granata Benatti

Orientadora: Prof® Dr* Maria do Carmo Gullaci Guimaraes
Caccia-Bava

Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/06/2008

Com a promulgacdo da Constituicio Federal, em
1988, amplia-se universalmente o direito a satde e, regula-
mentado pela Lei n® 8080/90, o Sistema Unico de Sadde
(SUS), passa a ter a responsabilidade de atender os cida-
daos de acordo com suas necessidades, independentemente
de contribuicio com a Previdéncia Social ou de pagamento
direto pelo atendimento. A institui¢iio dessa nova concep-
cdo de saide trouxe também um novo cardter as praticas
assistenciais. A saide como direito social envolve néo ape-
nas a assisténcia, reabilitacdo e prevencao de doencas, mas
a promocdo da satde, a participacdo e o controle social. A
superagdo do paradigma biomédico vem requerendo cada
vez mais a incorporagdo de outros saberes e praticas, como
a do Servigo Social, interagindo na construgdo social da
saide e no enfrentamento de seus determinantes sociais.
Entretanto, visdes mais conservadoras ainda coexistem em
ambas as areas, restringindo as expectativas para o setor
Saudde e para o Servico Social a uma atuagio assistencialista.
A Assisténcia Social e a Atengdo Basica a Saude, principal-
mente por meio da Estratégia Saude da Familia, tém em co-
mum a busca por um maior protagonismo social, o estimulo
a emergéncia de novos atores, que construam solidaria-
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mente comunidades pré-ativas e criticas e, potencialmente,
mais saudaveis. O presente trabalho buscou comparar os
tipos de intervencdes apresentadas ao Servigo Social pe-
los usuarios dos varios modelos de prestacdo da Atencdo
Bésica em Satde no Distrito de Saide Oeste de Ribeirdo
Preto. Utilizando-se das abordagens quanti-qualitativas, ini-
cialmente procedeu ao levantamento das 142 pessoas aten-
didas pelo assistente social da Unidade de Sadde entre
janeiro e marco de 2007 para identificagdo dos atendidos. A
maioria desses pacientes era do sexo feminino (73%) e de
areas sem a cobertura da Estratégia Saide da Familia (75%).
Apés realizou-se entrevistas semi-estruturadas no domici-
lio de 31 familias definidas por critérios prévios, sendo 17
delas vinculadas a SF. A categoria empirica construida a
partir das entrevistas refere-se ao Servico Social como agen-
ciador de beneficios assistenciais, indo ao encontro do que
aponta Faleiros (2001), quanto a sua origem ja como profis-
sional “solucionador de problemas”, ligados a 6tica da ins-
tituicdo em que atuam. Demandas pautadas na agao profis-
sional em sintonia com a l6gica da Promocgdo da Satde, a
partir da cria¢do de novas estratégias para superar carénci-
as e chegar as “causas das causas”, na perspectiva do
fortalecimento da comunidade néo foram apresentadas, in-
dependentemente do modelo de prestacdo da assisténcia,
apontando que a viabilizacdo de projetos de emancipagdo
dizem respeito toda uma sociedade e ndo a apenas uma
categoria profissional.



