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BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE COMPLEXOS DE RUTENIO II DOADORES
DE OXIDO NiTRICO EM LINHAGENS CELULARES NEOPLASICAS

Paula Aboud Barbugli
Orientadora: Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 24/04/2007

Cancer, neoplasia ou tumor maligno ¢ uma classe de
mais de 100 doengas caracterizadas pelo crescimento des-
controlado de células que invadem os tecidos e 6rgaos
podendo espalhar-se para outras regides do corpo (metas-
tases).

O céncer de pele do tipo melanoma, principal alvo
de estudo do nosso trabalho, ¢ uma neoplasia muito agres-
siva e que apresenta grande resisténcia terapéutica. Dessa
forma, torna-se necessario, o desenvolvimento de novas
estratégias para o tratamento do melanoma, como por exem-
plo, a Terapia Fotodindmica que ¢ uma modalidade terapéu-
tica que emprega a combinagdo de luz visivel, uma droga
(fotossensibilizador) e a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e/ou de nitrogénio podendo induzir a mor-
te das células tumorais.

Neste projeto de mestrado foi estudada a atividade
citotoxica de quatro complexos de Ruténio II doadores de
oxido nitrico - trans-[RuCl(15aneN,)NOJ**; cis-[Ru(bpy),(4-
pic)NO,]%; cis-[Ru(bpy),(py)NO,]" e [Ru(NH.NHq)
(tpy)(NO)]*", em diferentes linhagens celulares - linhagens
de melanoma humano em diferentes fases de progressao
tumoral (WM 1552C—-RGP, WM 278 —-VGPe WM 1617 —
M), linhagens melanociticas murinas (melan @ — ndo tumori-
génica e B16-F10 —metastatica) além das linhagens leucémi-
cas HL60 e Jurkat.

O complexo [RuCl(15aneN,)NO]** foi estudado ape-
nas sob condi¢des de Terapia Fotodindmica na faixa de 366
nm. J& os complexo cis-[Ru(bpy), (4-pic) NO,]" e cis-[Ru
(bpy) , (py)NO,]" por serem doadores espontaneos de NO
foram estudados apenas como quimioterapicos. Por fim, o
complexo [Ru (NH.NHq) (tpy)(NO)*" apesar de apresentar
liberagdo espontanea de NO, também foi estudado sob con-
digdes de Terapia Fotodinamica por apresentar liberagdo de
NO na faixa de 532 nm (mais proximo da janela terap€utica).

CARACTERIZACAO PARCIAL DO p65: POLIPEPTIDIO DO LOBULO OPTICO DE LULA
IMUNORREATIVO AO ANTICORPO ANTI-CABECA DA MIOSINA Va DE GALINHA

Diego Torrecillas Paula Lico
Orientador: Prof. Dr. Roy Edward Larson
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 02/ 05/2007

Miosina Va € uma miosina ndo convencional que
possui um papel no transporte de organelas e possivel-
mente em fungdes sinapticas em neurdnios. Varios anticor-
pos contra os dominios da miosina Va tem sido gerados em
nosso laboratorio na tentativa de caracterizar a localizagdo
e funcdo desta miosina em uma variedade de células e teci-
dos. Um anticorpo policlonal gerado contra o dominio ca-
bega da M-Va, tem sido utilizado como sonda em homoge-
neizados de 16bulos 6pticos de lula, reconheceu fortemen-
te um polipeptidio de 65kDa (p65); entretanto, ndo reco-

nheceu a propria miosina V de lula. O polipeptidio foi
parcialmente purificado de extratos dos lobulos Opticos de
lula com 8 M uréia por uma combinagdo de cromatografia
troca catidnica em resina de SP-Sepharose e HPLC em co-
luna de fase reversa. Sete seqiiéncias do p65 foram obti-
das, apds isolamento de polipeptidios em SDS-PAGE, por
espectrometria de massa. Pesquisas em bancos de dados
ndo revelaram a identidade desta proteina, que mostrou
uma baixa homologia com proteinas pelo programa BLAST.
Entretanto, utilizando um banco de ESTs de Loligo ainda
ndo publicado (Dr. Joe DiGiorgis, Marine Biological Institute
em Woods Hole, USA) conseguimos fortes pistas para in-
dicar que p65 pertence a uma familia de proteinas ligantes
de RNA.
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RT-PCR PARA Picornavirus: DESAFIOS DE UM ENIGMA BIOLOGICO

Reginaldo Donizeti Rossi
Orientador: Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto
Dissertagao de Mestrado apresentada em 03/05/2007

Os enterovirus s@o adquiridos pela via oral, repli-
cam-se no intestino e disseminam-se sistemicamente, cau-
sando infec¢des em multiplos 6rgdos e tecidos, promovendo
diversas manifestagdes clinicas que consistem de combina-
¢oOes de febre, exantema, miosite unilateral de musculos in-
tercostais (pleurodinia), lesdes bolhosas na boca, pés e maos;
além de meningoencefalite, pancreatite, miocardite e hepati-
te. Os enterovirus, principalmente os CVB, podem estar tam-
bém associados a manifestagoes tardias de doenga, tal como
cardiomiopatia dilatada cronica e diabetes mellitus.

O RNA gendmico de CVBS, de polaridade positiva,
¢ traduzido em uma poliproteina, que se auto-cliva de modo
co-traducional, gerando fragmentos peptidicos, entre os
quais uma RNA-polimerase RNA-dirigida que copia o
RNA(+) viral em um RNA (-). Este por sua vez, como inter-
mediario replicativo, servira de molde para a sintese de RNA
(+) gendémico. Nao se conhece em detalhes a cinética de
acumulo de RNA (+) e RNA(-) ao longo do ciclo viral. O
desenvolvimento de um ensaio especifico que distinga
RNA (+) e (-) permitiria identificar replicagdo viral ativa em
doengas tardias, como miocardiopatia dilatada.

Este estudo visa desenvolver ensaio de RT-PCR para
detectar de forma especifica RNA (-) de enterovirus, que
seja aplicavel a diversos tecidos.

Um ensaio de RT-PCR convencional empregando
primers diferenciais para RNA (+) e (-) na etapa de RT mos-
trou-se inespecifico, produzindo evidéncia da existéncia de
cDNA formado na auséncia de primer durante a transcrigao
reversa (CDNAPim(©)  Mostramos que a presenga de
cDNAPimO) gera resultados falso-positivos, que podem
indicar presenga de RNA (-) quando na verdade este ndo
esta presente. Para solucionar este problema, desenvolve-
mos um ensaio de RT-PCR, utilizando na etapa de RT ‘primers’
biotinilados que nos permitem purificar o cDNA no qual se
incorporam por meio de esferas magnéticas conjugadas com
streptavidina, para eliminagio de cDNAPimer©),

Com isso, conseguimos desenvolver um ensaio de
RT-PCR funcional e confiavel para detecgdo especifica de
RNA (-) de enterovirus em células infectadas. Resultados
obtidos nos permitem questionar a validade de resultados
anteriormente publicados por outros autores, que nao le-
varam em conta a existéncia de cDNAP™O)_ A aplicagdo
desse método a grande nimero de amostras de coragdo
com miocardiopatia dilatada ¢ um exemplo importante da
contribuicdo gerada para estudos de patogénese de infec-
¢des enterovirais.

ESTUDOS SOBRE A REESTRUTURACAO DOS GENOMAS DE Leishmania spp: EXTREMIDADES
CROMOSSOMICAS, SEQUENCIAS REPETITIVAS E FAMILIAS DE GENES MULTIPLOS

Loislene Oliveira Brito
Orientadora: Profa. Dra. Angela Kaysel Cruz
Tese de Doutorado apresentada em 04/05/2007

As extremidades cromossdmicas dos Tripanosoma-
tideos apresentam genes caracteristicos, importantes para
a adaptagdo e sobrevivéncia no hospedeiro. A disponibili-
dade das seqiiéncias gendmicas de L. major e L. brazilien-
sis permitiu uma analise detalhada da anatomia das regides
extremas dos cromossomos das duas espécies. O padréo
de reestruturacdo entre elas é muito distinto, em L. major,
apenas alguns cromossomos participaram de reestrutura-
¢do com grandes extensdes envolvidas. Sdo detectados
pequena quantidade de seqiiéncias repetitivas e elemen-
tos transponiveis degenerados (RIME e DIRE) sugerindo
um processo ancestral. Quando comparado a0 mecanismo
de reestruturacdo de L. braziliensis, verifica-se a presenca
de elementos transponiveis ndo-LTR ativos (TATE e
SLACS) e distribuidos pelo genoma. Esses elementos pro-
moveram reestruturagdes envolvendo niimero de cromos-
somos e extensdo maiores do que em L. major. Nos dois
genomas também foi analisada a organizagéo e evolugéo
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de alguns genes multiplas copias e, em ambas as espécies,
foram encontrados elementos repetitivos conhecidos e
outros caracteristicos de um dos genomas ou restritos a
loci especificos que podem influenciar a duplicacdo das
copias génicas que flanqueia. Essas seqiiéncias podem
promover a multiplicagdo das CDSs e, assim, afetar a dosa-
gem génica ja que ndo foi demonstrado um controle
transcricional para modulagdo da expressdo génica nesses
parasitas. Numa analise preliminar da taxa de evolug&o dos
genes multiplas copias, observamos que em ambas as es-
pécies mutagdes estdo ocorrendo mas, as seqiiéncias es-
tdo sendo mantidas e, deste modo, estdo sujeitas ao pro-
cesso de nascimento e morte no nivel de DNA. Esse pro-
cesso pode ser um potencial gerador de novos produtos
génicos ou pode eliminar genes com o aciimulo das muta-
¢oes. O genoma de L. braziliensis esta povoado de elemen-
tos moveis, alguns ainda ativos, que devem ter propiciado
a divergéncia entre as espécies. E provavel que o dinamis-
mo e plasticidade conferidos por esses fatores sejam mais
importantes do que o conteudo génico para diferenciar a
L. braziliensis da L. major, ja que a diferenca de conteudo
génico € pequena.
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FRAGMENTO DA MIOSINA Va INDUZ APOPTOSE EM CELULAS DE MELANOMA E CARCINOMA

Antonio Carlos Borges
Orientadora: Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico
Dissertagao de Mestrado apresentada em 30/05/2007

A miosina Va ¢ uma proteina motora envolvida
no transporte e posicionamento de vesiculas, organelas
e mRNA, além de parecer atuar no seqiiestro do fator
pro-apoptotico Bmf ao citoesqueleto de actina. Pesquisas
realizadas em nosso laboratério demonstraram que um frag-
mento da miosina Va (M Vaf), que corresponde ao sitio ligante
de DLC2/Bmf, ¢ capaz de induzir intensa morte em células de
melanoma murino e humano. Esse efeito caracteriza o MVaf
como uma poderosa ferramenta molecular capaz de induzir a
morte em linhagens metastaticas de melanoma. O presente
trabalho teve por objetivo complementar estudos prévios
quanto ao efeito do M Vaf sobre a viabilidade em linhagens
de melanoma e acrescentar o estudo com carcinoma huma-
no, detectando alteragdes moleculares e morfoldgicas que
acompanham a resposta de morte. Além disso, construir fer-
ramentas moleculares para a expressdo condicional do M Vaf
para futuros estudos de sua eficacia como agente anti-tu-
moral, em modelo animal. Células das linhagens B16-F10,
HeLa e S91-Cloudman foram transfectadas com vetores para

aexpressdo de EGFP-MVaF e EGFP (controle). Um acentua-
do declinio na viabilidade celular foi observado nas trés
linhagens que expressaram EGFP-MVaF quando compara-
das as culturas controles. A apoptose foi confirmada atra-
vés de marcacdo por anexina V em células B16-F10 ¢ HeLa.
Microscopia eletronica de varredura e video microscopia de
time-lapse mostraram que a resposta ao M Vaf ¢ marcada por
perda de vilosidades superficiais de membrana e o apareci-
mento de grande niumero de blebbings, com tal dindmica
que lembra a superficie da “agua em ebuli¢do”, caracteristi-
ca tipica de morte celular por apoptose. EGFP, MVaf e EGFP-
MVaf foram subclonados em vetor retroviral de expressao
controlada por tetraciclina e em vetor lentiviral. Transfec-
¢do de EGFP-MVaf em células HEK-293T mostrou expres-
sdo acentuadamente mais intensa quando as células foram
co-transfectadas com vetor RevTetOff/EF 1a para expressar
o transativador. Dessa forma, este trabalho contribuiu para
caracterizar o tipo de morte celular induzida por MVafe de-
monstrar que também ¢ eficaz na indugdo de apoptose em
células de carcinoma humano, assim como nas de melano-
ma. Finalmente, permitiu a preparagao de ferramentas mole-
culares que serdo utilizadas futuramente para avaliar o efeti-
vo potencial do MVaf como um agente terapéutico anti-
tumoral.

ESTUDO DA DINAMICA DE MIGRACAO DE PRECURSORES DE MASTOCITOS E MASTOCITOS
MADUROS E IMATUROS DA MEDULA OSSEA PARA SITIOS PERIFERICOS

Devandir Antonio de Souza Junior
Orientadora: Profa. Dra. Maria Célia Jamur
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 31/05/2007

Os mastocitos originam-se de precursores na medu-
la 6ssea e migram para tecidos periféricos onde amadure-
cem. O mecanismo envolvido na migracdo e enderecamento
dos precursores de mastocitos nao estd bem definido. No
presente estudo foi investigado o enderecamento de pre-
cursores de mastocitos (AA4/BGD6) e mastdcitos madu-
ros e imaturos (AA4"/BGD6") para diferentes 6rgaos alvos
apos estas células serem introduzidas na corrente sangiii-
nea. Precursores de mastdcitos e mastdcitos maduros e ima-
turos foram imunomagneticamente isolados da medula 6s-
sea e marcados com CellTracker™ green e CellTracker™
red respectivamente. Apds a marcagdo fluorescente as duas
populacoes de células foram infundidas via veia caudal nos
ratos. Orgios alvos como medula dssea, bago e pulmio fo-
ram investigados. A andlise dos 6rgdos demonstrou que
apos a infusdo, os precursores de mastocitos possuem um

enderecamento preferencial para medula dssea e uma migra-
¢do transitoria para o bago, enquanto que, mastocitos ma-
duros e imaturos possuem um enderegamento preferencial
para o bago e uma migracao transitoria para a medula ossea.
Precursores de mastocitos e mastocitos maduros e imaturos
nao foram observados na cavidade peritoneal. O endereca-
mento de precursores de mastdcitos e de mastdcitos madu-
ros e imaturos também foi analisado em animais que tiveram
a cavidade peritoneal depletada de mastdcitos pela inje¢ao
intraperitoneal de dgua destilada, seguida da infusdo dos
mastocitos marcados. Nestas condicdes, apos 24, 48 e 72
horas apenas precursores de mastocitos foram observados
na medula 6ssea. No entanto, neste mesmo periodo precur-
sores de mastocitos e mastocitos maduros e imaturos foram
observados na cavidade peritoneal. Também analisamos o
efeito da lectina KM+ no recrutamento de precursores de
mastocitos e mastocitos maduros e imaturos infundidos para
a cavidade peritoneal depletada. Apds a injecdo da KM+ o
enderegcamento de mastocitos maduros e imaturos para a
cavidade peritoneal foi maior quando comparado com o de

417



Resumos de Dissertagdes de Mestrado ¢ Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP

precursores de mastocitos. Portanto, os dados obtidos nes-
te trabalho sugerem que precursores de mastocitos e mas-
tocitos maduros e imaturos possuem um diferente padrdao
de enderegamento. Ainda, mastocitos migram para a cavida-
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de peritoneal apenas durante seu repovoamento. O presen-
te estudo contribui para o entendimento da dindmica de
recrutamento de mastdcitos, como nas reagdes alérgicas e
inflamatorias e nas patologias como a mastocitose.

CARACTERIZACAO CELULAR E DIAGNOSTICO MOLECULAR DE DOENCAS MARCADAS POR
ALTERACOES PIGMENTARES ASSOCIADAS A DISFUNCOES NEUROLOGICAS OU IMUNOLOGICAS

Ingrid Porpino Meschede
Orientadora: Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 04/06/2007

A Sindrome de Griscelli (SG) ¢ uma desordem autos-
sOmica recessiva que se apresenta em trés subtipos, SG-1,
SG-2 e SG-3, causados por mutagdes nos genes MY0O54,
RAB27A e MLPH, respectivamente. Os trés subtipos sido
reconhecidos por hipopigmentagdo da pele e uma tipica
coloragao cinza-prateada dos pélos, mas enquanto a SG-3
se restringe a este fenotipo, a SG-1 esta associada a desor-
dens neuroldgicas primdrias graves, e a SG-2, a imunodefi-
ciéncia combinada a sindrome hemofagocitica, que culmi-
na em infiltragdo leucocitaria em orgdos vitais e morte do
paciente. No presente trabalho, reportamos 6 pacientes bra-
sileiros: G.C e L.C (irmaos gémeos) e M.S, com caracteristi-
cas clinicas de SG-2; F.O e L.O (irmaos) com sintomatologia
caracteristica de SG-1; além de um paciente, L.R, com uma
imunodeficiéncia cujo seqiienciamento do gene RAB27A4
permitiu descartar o diagnostico de SG-2. Analises micros-
copicas de fios de cabelo e bidpsia de pele desses pacien-
tes, com excecdo de L.R, revelaram a presenca de aglomera-
dos de pigmento tipicos de SG. Analise molecular revelou
que G.C/L.C e M.S carregam uma mutacao homozigdtica no
gene RAB27A4, mapeada como ¢.550C>T (R184X) e
¢.467+1G>C (G156fs), respectivamente, sendo que a muta-
¢do nos pacientes G.C/L.C ndo afeta a expressdo de mRNA
para RAB274 ou MYO54, mas leva a auséncia da proteina

RAB27A mutante. Para F.O, o seqilenciamento da regido
codificadora do gene MYO54 ndo revelou a presenga de
mutacdo. Entretanto, embora os niveis de expressdo do
mRNA MYO5A4 parecam normais, os niveis da proteina, de
acordo com dois anticorpos policlonais contra a miosina-
Va, se mostraram reduzidos ou ausentes em fibroblastos
cultivados desse paciente em comparagdo a fibroblastos
estabelecidos de um doador sadio, sugerindo uma pos-
sivel falha na tradug@o ou instabilidade pds-traducional da
proteina. Apesar disso, os fibroblastos do paciente apre-
sentaram marcag¢do para um anticorpo monoclonal para a
mosina-Vas©81630 que marca particulas nucleares com ca-
racteristicas de “speckles”, mas estas parecem estar em
menor nimero nas células do paciente. Esta marcac@o pode
ser explicada por reacdo cruzada desse anticorpo, uma vez
que ambas as paralogas miosina-Vb e miosina-Vc¢ foram
detectadas nestes fibroblastos. Sumarizando, os estudos
mostrados aqui permitiram esclarecer o diagnostico mole-
cular de 3 pacientes, sendo que em um dos casos foi deter-
minante para garantir a indicagdo de transplante de medula
6ssea como unica medida para salvar a vida da crianga. Em
outro caso contribuiu para descartar hipotese diagnostica
de SG. Finalmente, este trabalho permitiu a obtengdo de
culturas celulares que poderdo ser utilizadas em futuros
estudos para esclarecer a mutagao nos pacientes F.O/L.O,
além permitir melhor compreensdo do papel dessas fosfo-
miosinas no nucleo celular e das vias moleculares envolvi-
das nessas desordens.

CARACTERIZACOES FENOTIPICAS E GENOTIiPICAS DE AMOSTRAS MONOFASICAS DE

S. enterica 1 4,[5],12:i:-

Ana Isabela Lopes Sales
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Brocchi
Tese de Doutorado apresentada em 06/06/2007

Sorovariedades de Salmonella enterica ndo tiféide
sdo consideradas patdogenos emergentes de grande impor-
tancia na saude humana. Muitas das infecgdes humanas
sdo causadas por diferentes sorovariedades de S. enterica,
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que sdo classificadas por reagdes soroldgicas através da
identificagdo de polissacarideos contidos no LPS (O), anti-
genos flagelares (H) e capsulares (Vi), este ultimo quando
presente. A combinagdo destes antigenos define uma soro-
variedade. Algumas sorovariedades, como Typhimurium, t€ém
a capacidade de variar o tipo de flagelina expressa. A flagelina
H1 ¢é o produto do gene f1iC, e a flagelina H2 é o produto do
gene fIjB. O tipo de flagelina expressa esta sob controle de
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um sistema de variagdo de fase. Desde o final do século
passado, S. enterica monofasical 4,[5],12:i:- tem sido isola-
da no Brasil, em particular no estado de Sao Paulo. Este
novo sorotipo pode ter se originado de uma sorovariedade
bifasica como S. enterica Typhimurium (I 4,[5],12:1:1,2) ou
Lagos (I 4,[5],12:1:1,5) ou de uma sorovariedade ndo mével
que adiquiriu a capacidade de expressar flagelo. Recente-
mente, este novo sorotipo também foi isolado nos Estados
Unidos, na Tailandia e na Espanha. Dada a sua importancia
epidemioldgica, recentemente uma linhagem de S. enterica
4,[5],12:1:- foi selecionada pela TIGR para ter seu genoma
seqilienciado. No presente estudo, as origens de S. enterica
monofasical 4, [5], 12:i:- isoladas no Brasil foi avaliada por
diferentes técnicas moleculares que indicaram que este
sorotipo ¢ derivado de S. enterica Typhimurium. Analises
bioldgicas e moleculares indicaram delegdo envolvendo os
genes fIjB e fljA. A extensdo desta delecdo ¢ diferente da
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descrita para amostras 4,[5],12:i:- isoladas na Espanha, o
que implica uma origem diferente entre estas amostras. Da-
dos moleculares e fenotipicos indicaram que S. enterica
4,[5],12:i:- mantém o potencial patogénico, seja pela presen-
ca de genes de viruléncia, seja para a patogenicidade dada
em modelo animal. Dados epidemiolégicos, no entanto, su-
gerem que S. enterica 4,[5],12:1:- é mais patogénica que a
sorovariedade Typhimurium, apesar de apresentar maior sen-
sibilidade a antibidticos quando comparada a Typhimurium.
No entanto, profagos de S. enferica 4,[5],12:1:- podem ser
responsaveis pelo sucesso evolutivo deste sorotipo no Bra-
sil. Estes achados permitem sugerir que S. enterica 4,[5],12:i:-
seja classificada como uma variante de Typhimurium. Como
este sorotipo foi primeiramente descrito no estado de Sdo
Paulo, sugerimos que seja denominado variante Paulista ou
Typhimurium var. Paulista.

VP1 DE VIiRUS COXSACKIE B5: CLONAGEM, EXPRESSAO E EFEITO IMUNOPROTETOR EM

CAMUNDONGOS C3H/HeJ

Humberto Freire Boncristiani Jinior
Orientador: Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto
Tese de Doutorado apresentada em 12/06/2007

Os enterovirus sdo virus pertencentes a familia
picornaviridae, frequentemente associados com infec¢des
humanas importantes em satde publica, tais como menin-
gite, meningoencefalite e miocardite. Sdo virus desprovi-
dos de envoltorio lipoprotéico, com capsideo composto
por 60 protomeros constituidos de quatro proteinas, entre
elas VP1, que contém os principais sitios imunogénicos.
Nos descrevemos a clonagem molecular e expressio da pro-
teina VP1 do enterovirus Coxsackie BS (CVB5)em E.colie o
seu papel protetor contra infecgdo experimental em camun-
dongos C3H/Hel.

A regido do RNA viral que codifica VP1 foi amplificada
por RT-PCR, os amplicons clonados no vetor pPENTR 221 e

sub-clonados nos vetores pDEST-14 (para expressdo de VP1
sozinha) e pDEST-15 (para expressdo de VP1 com cauda de
GST), ambos do sistema Gateway. Outro clone foi prepara-
do no vetor pPGEMT easy e sub-clonado no plasmideo pGEX-
4T-1 (GE-Healthcare) para expressdo em E.coli. Os vetores
que expressam proteinas de fusdo, resultaram em expressao
de maior quantidade de proteina recombinante.

A proteina VP1 recombinante foi usada para imuni-
zar camundongos machos da linhagem C3H/HelJ, que de-
senvolvem pancreatite aparentemente assintomatica apos
infecgdo experimental com 250 ID, de CVBS. A protecdo
foi avaliada nos dias trés e cinco apds a infecgdo, e foi
observada redugfo significante nos titulos de virus no
pancreas, bem como nas lesdes histologicas nos animais
imunizados em comparagdo com os controles. Este é o pri-
meiro relato de uma proteina com efeito protetor contra
doenca experimentalmente induzida contra CVBS.

LOCALIZACAO E EXPRESSAO GENICA DE CADERINAS EM GONADAS DE Apis mellifera

Moénica Mazzei Florecki
Orientador: Prof.Dr. Klaus Hartmann Hartfelder
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 13/06/2007

Insetos altamente sociais caracterizam-se pela pre-
senca de castas fenotipicamente distintas e com fungdes
definidas. Em colOnias de abelhas meliferas, rainhas e zan-
gdes estdo envolvidos no processo reprodutivo, enquanto

operarias sdo estéreis e responsaveis pelas tarefas de ma-
nutenc¢do da col6nia. O ovario € classificado como meroistico
politrofico, com a ovogénese iniciada pela divisdo de uma
célula-tronco germinativa que gera, uma nova célula-tronco
e um cistoblasto comprometido com o processo de diferen-
ciagdo ovocitica. Cada cistoblasto passa por sucessivas di-
visGes mitoticas de modo a formar um cisto de células ger-
minativas que, posteriormente, diferenciam-se em ovocito e
células trofociticas. A espermatogénese, da mesma forma,
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também ¢ iniciada com a divisdo de uma célula-tronco
germinativa, chamada espermatogonia primaria, originando
uma nova célula-tronco e uma espermatogonia secundaria
que se diferencia e passa por divisdes mitoticas seguidas.
Estudos em ovariolos e testiolos de Drosophila revelaram a
presenca de E-caderina na regido de contato entre as célu-
las-tronco germinativas e as células somaticas situadas no
apice do germario. Através de analises em mutantes para o
gene shotgun, codificador de E-caderina, observou-se a
importancia da proteina para o ancoramento das células-
tronco em nichos ovarianos e manutengdo da ovogénese.
Tais resultados estimularam o estudo a respeito da presen-
ca e possivel papel de caderinas durante a gametogénese
em Apis mellifera. Experimentos com marcag¢io por imuno-
fluorescéncia, imunogold e imunoperoxidase foram realiza-
dos com anticorpos anti-pan-caderina para localizagdo de
caderinas em ovarios de rainhas adultas e testiculos de zan-
gdo na fase larval. Caderinas foram observadas distribuidas
pelo citoplasma de células germinativas e somaticas ao lon-
go dos testiolos e ovariolos analisados. Pontos focais nu-
cleares de caderinas, co-localizados com os nucléolos, tam-
bém foram observados em todas as células dos tibulos. Os
resultados evidenciam um padrio na localizaggo citoplas-
matica e nuclear de caderinas comum a todos os tipos celu-

Medicina (Ribeirdo Preto) 2007;40 (3): 415-85

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

lares das gonadas, nas quais talvez exercam fungdes alter-
nativas, além da adesdo intercelular, como organizagdo es-
trutural da cromatina, controle indireto da expressdo génica
ou sinalizacdo entre a membrana plasmatica e o nicleo. A
detecgdo de caderinas em zonas de contato entre células
somaticas e germinativas no filamento terminal e nos canais
anéis em anel entre os cistos foliculares indicam fungdes
relacionadas a organizag@o do nicho de células-tronco ger-
minativas e no estabelecimento das pontes intercelulares,
respectivamente. Utilizando a informagdo genomica, recen-
temente disponivel para a abelha melifera, anotamos os prin-
cipais genes codificadores de caderinas classicas e de
protocaderinas e realizamos estudos de expressdo dos mes-
mos. Transcritos dos genes shotgun, starry night, N-
caderina, fat e fat-like foram detectados em ovarios e testi-
culos. Em analises de Western blot somente uma caderina
foi reconhecida, com massa molecular acima de 220 kDa. E
possivel que nessas analises sO seja reconhecida um tipo
de caderina, correspondente a N-caderina, que apresenta
maior afinidade com o anticorpo primario, porém, em experi-
mentos de imunomicroscopia, possivelmente mais de uma
caderina ¢é detectada, visto que a regido citoplasmatica, uti-
lizada para sintese dos anticorpos primarios, ¢ conservada
entre caderinas classicas.

BIOQUIMICA

DESENVOLVIMENTO DE REAGENTES IMUNOQUIMICOS PARA DETECCAO DE ANTIGENOS
TOXICOS DO VENENO DO ESCORPIAO Tityus serrulatus

Fernanda Lopes Menini
Orientador: Prof.Dr. Francisco Juarez Ramalho Pinto
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 19/04/2007

Diversos métodos imunoquimicos foram desenvol-
vidos com o objetivo de detectar e quantificar venenos de
animais peconhentos em liquidos bioldgicos de vertebra-
dos. No acidente escorpidnico, a detec¢do de veneno no
sangue de pacientes picados por escorpido poderia auxiliar
no tratamento, racionalizando o uso do antiveneno especi-
fico. No presente trabalho, apresentamos um estudo sobre
o desenvolvimento de reagentes imunoquimicos para a de-
teccdo de componentes toxicos do veneno do escorpido
Tityus serrulatus. Inicialmente, fracionamos o veneno para
obtengdo da fracdo toxica. Posteriormente, por técnicas cro-
matograficas, isolamos do soro hiperimune de cavalos an-
ticorpos contra o veneno total e anti-fracdo toxica.O anti-
corpo especifico anti-fragdo toxica foi conjugado com
peroxidase. Esses anticorpos foram utilizados na prepara-
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¢do de kit tipo sandwich para captura do antigeno e sua
revelagdo por ensaio de ELISA em soro humano de indivi-
duos picados por 7. serrulatus, armazenados na soroteca
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ri-
beirdo Preto. Estes soros haviam sido coletados e classifi-
cados no momento do acidente como de casos moderados,
graves ou ndo-classificados, e armazenados a -20° C. Tam-
bém utilizamos soros de doadores que n2o haviam tido
contato prévio relatado com o veneno.Nossos ensaios apre-
sentaram especificidade de 96 % e limiar de reatividade (cuz-
off) com valor de leitura de 0,170 a 490 nm. Os reagentes
desenvolvidos foram capazes de detectar antigenos toxi-
cos do veneno de T. serrulatus ja purificados. Entretanto,
ndo é possivel esclarecer se os reagentes que purificamos
sdo capazes de detectar antigenos toxicos presentes no
soro de pacientes armazenados na soroteca. Nossa pro-
posta de continuidade do trabalho prevé a realizagdo de
ensaios utilizando soro recém-colhido de pacientes que so-
freram acidente escorpionico moderado ou grave.
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CARACTERIZACAO DE FBX025, UMA NOVA E3 LIGASE ANALOGA A ATROGIN-1

Ana Leticia Giani Cabral Maragno
Orientador: Prof.Dr. Marcelo Damario Gomes
Dissertagao de Mestrado apresentada em 23/04/2007

O Sistema Ubiquitina-Proteassomo controla a abun-
dancia da maioria das proteinas celulares de eucariotos
(~80%). As proteinas destinadas a degradagao por este sis-
tema sdo primeiramente ligadas covalentemente a uma ca-
deia de ubiquitinas (ubiquitinagdo) que marca esta protei-
na para ser degradada pelo proteassomo. As enzimas criti-
cas para o processo de ubiquitinagdo so denominadas E3
ubiquitina ligases, uma vez que sdo as responsaveis pelo
reconhecimento do substrato. Neste trabalho realizamos a
caracterizacdo da E3 ligase FBXO25, uma proteina para a
qual existem poucos estudos na literatura.

Mostramos que a proteina FBXO25 possui um do-
minio F-box funcional, capaz de se ligar a Skp! e portanto a
Cull e Rocl, os principais componentes das E3 ligases do
tipo SCF. Além disso, o complexo SCF contendo a proteina
FBXO02S5 apresentou atividade de ubiquitina ligase. Usan-
do RT-PCR nos demonstramos que o gene de FBXO025 ¢
expresso nos principais tecidos de camundongos, mas com
maior intensidade em cérebro, rim e intestino. Desenvolve-

mos um anticorpo contra um fragmento recombinante NH,-
terminal da proteina FBX025 (aa 2 to 62), que foi posterior-
mente purificado por afinidade. Este anticorpo foi capaz de
reconhecer a proteina FBX025 em experimentos de western-
blots em lisados dos principais tecidos de camundongos,
exceto em musculo estriado, mostrando que esta proteina
nao esta presente em niveis detectaveis neste tecido.

Investigamos também a relagdo funcional entre
FBXO025 e Atrogin-1/ MAFbx/FBX032/, uma vez que estas
proteinas compartilham 65% de identidade. Atrogin-1 é uma
E3 ubiquitina ligase presente especificamente no miisculo
estriado e sua expressdo ¢ altamente induzida na atrofia.
Nos analisamos a expressdo de FBX025 e Atrogin-1 nos
modelos de atrofia muscular de jejum e diabetes induzida
por streptozotocina e no tratamento de camundongos com
dexametasona, usando RT-PCR ¢ Real-Time. Embora a ex-
pressdo de Atrogin-1 tenha sido altamente induzida nos
trés modelos, a expressdao de FBX025 nao foi alterada.

Portanto, neste trabalho mostramos que FBX025 ¢
uma nova proteina do tipo F-box, andloga a Atrogin-1, mas
que ndo estd envolvida na atrofia muscular. Sdo neces-
sarios estudos funcionais futuros para elucidar o papel
exato desta proteina na proteodlise celular.

CARACTERIZACAO MOLECULAR DA VIA DE MODIFICACAO POS - TRADUCIONAL DE
PROTEINAS DEPENDENTE DE SUMO EM Schistosoma mansoni

Fernanda Janku Cabral
Orientador: Prof. Dr. Vanderlei Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 04/05/2007

Os parasitas do género Schistosoma sdo agentes
causadores da esquistossomose, uma doenga cronica, que
desabilita os individuos portadores e afeta milhares de pes-
soas em varios locais do planeta. O S. mansoni apresenta
um ciclo de vida complexo dependente de dois hospedei-
ros: um invertebrado, o caramujo, do género Biomphalaria;
e o definitivo, o homem. Recentemente, o consorcio de se-
qiienciamento do transcriptoma do parasita, liberou cerca
de 14.000 ESTs, representando cerca de 92% dos genes
expressos pelo parasita. Essas seqiiéncias incluem genes
responsaveis pelo metabolismo, integridade celular e vias
de modificagdo pds-traducionais. Até o momento, poucas
informagdes sdo conhecidas sobre o papel das modifica-
¢oes pos-traducionais no desenvolvimento do parasita. A
SUMO, da sigla em inglés Small ubiquitin modifier, é
covalentemente ligada a um amplo espectro de substratos

e pode regular a atividade de varias proteinas eucarioticas.

Na tentativa de entender os aspectos da sumorila-
¢do no desenvolvimento do parasita, foi realizada uma bus-
ca através dos bancos de dados de seqiiéncias de DNA
disponiveis para o parasita, baseando-se na identidade de
seqiiéncias relacionadas a via de sumorilagdo dos outros
organismos. Desta forma de posse das seqiiéncias e utili-
zando ferramentas de biologia molecular foi possivel carac-
terizar a via de sumorilagdo em S. mansoni. A analise da
estrutura gendmica para o gene que codifica SmSMT3C,
mostrou que a regido codificadora ¢ interrompida por dois
pequenos introns. A ORF codifica para uma proteina de 90
aminoacidos, bastante conservada durante a evolugdo. A
expressdo deste transcrito foi avaliada através de RT-PCR e
podemos constatar que esse expresso durante todas as
fases do desenvolvimento estudadas.

Em relagdo ao gene SmUbc9, podemos constatar atra-
vés do alinhamento do cDNA e da seqiiéncia gendmica, que
este gene ¢ interrompido por dois pequenos introns. Tam-
bém evidenciamos a presenga de um pseudogene, o qual
denominamos de WSmUbc9. O resultado do Western Blot,
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utilizando anticorpo anti-ubc9 e extratos nucleares e cito-
plasmaticos do parasita, revelou uma proteina de 20KDa. A
expressao do transcrito de SmUbc9 foi avaliada, e consta-
tamos que o gene € expresso em todas as fases do ciclo
analisadas. Através do perfil de expressdo das SUMO E3
ligases (Siz-PIAS e RanBP2) e da enzima desumoriladora
ULP1, podemos contatar que esses transcritos sdo diferen-
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cialmente expressas durante as fases do desenvolvimento
estudadas.

Portanto, os nossos resultados sugerem que a via
de sumorilagdo pode ser importante para o entendimento
de varios aspectos da biologia do parasita, como a regula-
¢do da expressdo génica, a integridade do genoma e trans-
dugdo de sinais.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DE UMA FRACAO DO LATEX NATURAL DA
SERINGUEIRA Hevea brasiliensis EM MODELO EXPERIMENTAL DE COLITE EM CAMUNDONGOS

Maria Leticia de Paiva Agostini
Orientador: Prof. Dr. Joaquim Coutinho-Netto
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 23/05/2007

As doengas inflamatdrias intestinais, incluindo a
colite ulcerativa e a doenga de Crohn, sdo as mais graves
doengas inflamatorias cronicas do trato gastrintestinal em
humanos. Algumas evidéncias mostram que o sistema imu-
ne desempenha uma fung¢@o critica no desenvolvimento e
na manutencdo destas doengas, mais especificamente, a
produgdo descontrolada de algumas citocinas pro-inflama-
torias tais como IL-12, IL-8, TNF-a, IFN-y, entre outras.
Estas evidéncias sdo confirmadas por modelos de inflama-
¢do intestinal em murinos, tais como a indu¢do de colite
experimental pela administragdo intra-retal de 2,4,6 acido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). A partir deste modelo,
que retrata uma resposta inflamatoria intestinal mediada
por células de linhagem Th1, avaliamos a atividade anti-
inflamatoria da fracdo cromatografica do latex FrHbIIL, que
havia mostrado induzir a produgao da citocina moduladora

de respostas inflamatdrias IL-10 in vitro. Apds a indugao
de colite por TNBS, os animais tratados com a fragao FrHbIII
via oral apresentaram menor porcentagem de perda de peso,
menor ocorréncia de diarréia e prolapso retal, além de nao
haver ocorrido registro de mortalidade, em comparagdo aos
animais que receberam apenas administragdo de TNBS. Gran-
de melhoria foi observada também na analise histologica
feita em secgdes do célon destes animais, em comparagao
ao grupo em que a colite foi induzida, apresentando grande
similaridade ao grupo controle. A atividade da enzima mie-
loperoxidase (MPO), um marcador de infiltrado inflamato-
rio, foi avaliada em por¢des do célon distal de cada grupo.
No grupo de animais que receberam administragdo de TNBS,
a atividade da MPO apresentou-se quatro vezes maior em
relagdo ao grupo controle. No entanto, o grupo que rece-
beu administragdo de TNBS e tratamento com a fragdo
FrHbIII, apresentou metade da atividade da enzima em rela-
¢ao ao grupo TNBS néo tratado, indicando menor quanti-
dade de infiltrado inflamatério. Dessa forma, concluimos
que a fragdo cromatografica FrHbIII possui agdo modula-
dora de atividade inflamatéria em colite em camundongos.

RECONSTITUICAO DE PROTEINAS DAS FORMAS AMASTIGOTAS DE Leishmania amazonensis
EM LIPOSSOMOS E O SEU USO NA VACINACAO CONTRA A LEISHMANIOSE CUTANEA

EXPERIMENTAL

Fabiana Rodrigues dos Santos Goncalves
Orientador: Prof.Dr. Francisco Juarez Ramalho-Pinto
Tese de Doutorado apresentada em 31/05/2007

O objetivo deste trabalho foi investigar se proteoli-
possomos carregando proteinas de membrana da forma
amastigota de L. amazonensis poderiam induzir uma imuni-
dade protetora contra a leishmaniose cutanea experimen-
tal. Como um passo preliminar para preparar os proteoli-
possomos, as amastigotas eram sonicadas e misturadas com
diferentes detergentes. O SDS (dodecil sulfato de s6dio) se
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mostrou mais eficiente do que os detergentes neutros ou
zwiterionicos em promover a solubilizagdo das proteinas
de membrana do parasita. O maximo de solubilizago foi
alcangado instantaneamente usando 0,5 mg/mL de protei-
nae 0,1 % de SDS. A melhor reconstitui¢do das proteinas
em lipossomos foi obtida usando DPPC (dipalmitoil fosfati-
dilcolina), DPPS (dipalmitoil fosfatidilserina) e colesterol
narazdo em massa de 5:1:4 e 0,5 mg/mL de proteina solubi-
lizada. Esse protocolo gerou proteolipossomos com uma
razdo em massa de DPPC, DPPS e colesterol de 1:1:5. Para
avaliar a imunidade protetora, os camundongos BALB/c
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eram vacinados pela via intraperitoneal com 10,20 ou 40 pg
de proteolipossomos e apoés trés semanas eram desafiados
na pata com 10° promastigotas de L. amazonensis. A prote-
¢do foi avaliada durante 12 semanas, por meio da medida do
tamanho das lesdes causadas pelo parasita. Doze semanas
apos a infecgdo, os camundongos BALB/c imunizados com
10 ou 20 pg de proteolipossomos mostraram uma protecao
de 25 e 35 %, respectivamente, quando comparados com o0s
camundongos que receberam tampao. Além disso, os ca-
mundongos imunizados com 40 pg de proteolipossomos
apresentavam uma prote¢do de 69 % com 6 semanas de
infecgdlo e esse valor caiu para 50 % no final do experimento.
Aumentando a concentracdo dos proteolipossomos e dimi-
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nuindo o nimero de promastigotas no momento do desafio,
o nivel de protecao foi de 100 %. Essa protecéo foi observa-
da por 39 semanas nos camundongos BALB/c imunizados
com 120 pg de proteolipossomos e desafiados com 104 pro-
mastigotas de L. amazonensis. Esses resultados indicam
que a vacinagdo dos camundongos com os proteoliposso-
mos induz uma imunidade protetora contra a L. amazonen-
sis. Por outro lado, a vacinacdo com os proteolipossomos
ndo protege camundongos C57BL/6 knock-out para inter-
leucina-12 ou interferon-y. Nossos resultados com os ca-
mundongos knock-out indicam que a protecdo contra a L.
amazonensis através da vacinag@o com os proteoliposso-
mos ¢ dependente de interleucina-12 e interferon-y.

CLINICA CIRURGICA

ANATOMIA DO TRONCO CELIiACO HUMANO E SEUS PRINCIPAIS RAMOS: ESTUDO DO DIA-

METRO ARTERIAL

Luis Augusto da Silveira
Orientadora: Profa.Dra. Valéria Paula Sassoli Fazan
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 03/04/2007

O tronco celiaco ¢ a artéria que irriga as visceras
supra-mesocolicas. Embrionariamente, ¢ a artéria da parte
caudal do intestino anterior, sendo responsavel pelo supri-
mento sangiiineo dos 6rgdos que constituem a parte ante-
rior do intestino primitivo: figado, bago, pancreas, estoma-
go e a parte proximal do duodeno. Para tanto, trifurca-se em
artéria gastrica esquerda, artéria esplénica e artéria hepati-
ca comum. Embora as variagdes arteriais do tronco celiaco
e seus ramos estejam bem documentadas na literatura, o
mesmo ndo ocorre com as descri¢des dos diametros des-
sas artérias. Esse assunto passou a ser de interesse e tem
recebido especial ateng@o em decorréncia dos transplantes
hepaticos. Assim, o presente estudo tem por objetivo des-
crever os didmetros arteriais do tronco celiaco e seus ra-
mos em individuos normais, bem como investigar se esses

diametros se apresentam alterados em individuos com
variag@o anatomica desses vasos. Para tanto, utilizamos 21
cadaveres adultos, do sexo masculino, previamente fixa-
dos em formol a 10%. Esses cadaveres foram dissecados
apropriadamente para a exposi¢do do tronco celiaco e seus
ramos. Com o auxilio de um paquimetro digital, foram obti-
dos os didmetros externos dos seguintes vasos: tronco
celiaco, artéria hepatica comum, artéria gastrica direita, ar-
téria esplénica, artéria gastrica esquerda, artéria
gastroduodenal, artéria hepatica propria e artérias hepati-
cas direita e esquerda. Dos 21 cadaveres avaliados, 6 apre-
sentaram varia¢do anatdmica de pelo menos um dos ramos
acima mencionados. Ao compararmos os didmetros arteri-
ais dos vasos normais com aqueles que apresentaram vari-
acdo, os vasos variaveis apresentaram didmetros menores,
sem, entretanto alcangar niveis de significancia. Nossos
dados apontam para a possibilidade de uma diferenca de
didmetros entre artérias abdominais normais e varidveis,
sendo esse dado de implicancia clinica para os transplan-
tes hepaticos de doadores vivos.

METODO DE AVALIACAO DOS MUSCULOS DO ASSOALHO PELVICO UMA NOVA PROPOSTA

Ana Gabriela Barreto Ribeiro
Orientador: Prof.Dr. Haylton Jorge Suaid
Dissertacdo Mestrado apresentada em 04/04/2007

Introducao: A avaliagdo dos musculos do assoalho
pélvico (MAP) constitui um dos componentes mais impor-
tantes da analise clinica para o diagnoéstico das disfungdes
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desses musculos, bem como, fornece dados para corregido
destes. Os métodos que avaliam a determinacdo da forca
dos MAP, deixam a desejar quanto a avaliacdo objetiva das
disfungdes. Objetivos: Propor uma nova metodologia (MP)
de avaliacdo dos MAP, que fizesse a integragdo temporal
dos parametros avaliados, para verificar a qualidade da con-
tragdo dos MAP, bem como identificar a atividade da mus-
culatura acessoria na composi¢ao da agdo dos MAP, no
mesmo momento. Para avaliar sua eficacia, comparou-se o
MP com dois dos métodos da avaliagdo mais utilizados, os
métodos avaliagdo funcional do assoalho pélvico (AFA) e
perinedmetria. Pacientes e Métodos: Foram incluidas no
estudo 39 mulheres com idade entre 23 e 73 anos (média
42,82: + 12,53) que foram submetidas a avaliagdo clinica
prévia, anamnese e exame fisico, avaliacdo funcional do
assoalho pélvico (AFA), e perinedmetria com o aparelho
Kromam ®e do método proposto (MP) com o aparelho de
urodinamica Dynamed ®. As pacientes foram divididas em
tr€s grupos: grupo A: constituido por treze mulheres vo-
luntarias normais, sem queixas ou sintomas clinicos, grupo
B: constituido por treze mulheres com dor pélvica cronica e
grupo C: formado por treze mulheres com incontinéncia uri-
naria de esfor¢o. Inicialmente foi realizada a avaliag@o atra-
vés do método AFA, na seqiiéncia foram realizadas as ava-
liacdes objetivas de forma simultanea e divididas em dois
registros. No primeiro registro os aparelhos ndo foram
zerados apos a introducdo do probe intravaginal, e foram
determinadas as pressdes consideradas como atividade
basal dos MAP, bem como, as contragdes e o relaxamento
destas musculaturas, nos trés grupos. Para avaliagdo da
atividade da musculatura abdominal foi conectada uma
sonda retal antes de ser introduzida a sonda vaginal, que
captou os aumentos de pressdo abdominal durante todo o
exame. O segundo registro seguiu a mesma seqiiéncia do
primeiro, com os aparelhos zerados e o probe na posi¢io
intra-vaginal. As agulhas de eletromiografia foram
posicionadas nos musculos elevadores do anus. Resulta-
dos: As pressdes foram determinadas em centimetros de
agua e em Sauers convertido para centimetros de agua para
que pudessem ser comparadas as medidas de pressdo en-
tre os métodos. Determinagdo da pressdo basal, através
dos métodos perinedmetria e MP no primeiro registro; peri-
nedmetro (Médias); grupo A (GA): 22,0 + 38,85; grupo B
(GB): 106,24 + 51,71; grupo C (GC): 52,05 + 50,12, MP
(médias): GA:19,5+14,15; GB: 46,73 £16,61; GC: 27,35+
18,13. No segundo registro (Médias); GA: 0,0 = 0,0, GB:
2,45+ 8,82, GC: 0,0+0,0. Medidas do tonus basal no primei-
ro registro, através do MP (médias); GA: 19,54 + 14,15, GB:
46,73+£16,61, GC: 27,35+ 18,13. No segundo registro (médi-
as); GA: 1,10+2,30,GB: 0,38 + 1,39, GC: 0,85 £2,76. Deter-
minacdo da pressdo de contragdo em centimetros de agua
no primeiro registro, através dos métodos: perinedmetro
(médias): GA: 169,74+ 76,87; GB: 207,20+ 53,11; GC: 173,99
+75,25; MP (médias): GA: 81,51 +34,76; GB: 100,47+ 39, 80,
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GC: 82,91 £ 36,19. Determinag@o da pressdo de contracdo
no segundo registro através dos métodos; perinedmetro
(médias): GA: 161,38 +78,46; GB: 148,03 £ 85,08, GC: 146,28
+89,61; MP (médias): GA: 69,71 +33,17; GB: 54,48 + 34,51,
GC: 53,224+ 39,12. Mensuragdo da pressdo da musculatura
abdominal e perineal em uma mesma contragéo, realizada
apenas através do MP em ambos registros; primeiro regis-
tro (médias): contragdo abdominal nos grupos; GA: 41,08 +
34,30; GB: 56,66 +37,86; GC: 52,82 + 42,21; contragdo
perineal: GA: 43,67 +32,20; GB: 44,88 £40,11; GC: 29,96 +
24,31. A avaliagdo no segundo registro (médias); contragdo
abdominal: GA: 44,49 +37, GB: 39,42+ 31,00, GC: 41,84 +
35,28; contracdo perineal: GA: 27,87 £24,45; GB: 17,72+
25,95; GC: 11,36 + 15,75. Na comparagdo da contragido dos
MAP entre o primeiro com o segundo registro obteve-se
através dos métodos perinedmetro e MP as seguintes mé-
dias: Perinedmetro (médias): Primeiro registro: GA: 169,73 £
76,87; GB: 207,20+ 53,10; GC: 146,28 + 89,61; Segundo re-
gistro: GA: 161,37+ 78,45; GB: 148,04 £85,07; GC: 146,28 +
89,61; MP (médias): Primeiro registro: GA: 81,50 + 34,76;
GB: 100,46 +39,79; GC: 82,91 £ 36,18; Segundo registro:
GA:69,70+33,17; GB: 54,47+34,51; GC: 53,22+39,11.Na
correlagdo entre os métodos perinedmetria € MT com o
método AFA em ambos os registros, obteve-se os valores:
primeiro registro: perinedmetria (médias): GA: r = 0,40;
GB:r=0,23; GC: r=0,84; MP (médias): GA: r=0,78; GB:
r=0,36; GC: r = 0,68; Segundo registro: Perinedmetro
(médias): GA:r=0,30; GB: r=0,42; GC: r=0,90; MP (médi-
as): GA:r=0,68; GB: r=0,40; GC: r=0,73; Na avaliagdo
eletromiografica os resultados encontrados foram qualita-
tivos, evidenciaram a atividade muscular, porém néo fo-
ram capazes de mensurd-las numericamente, assim nio
permitindo a diferenciagio entre os grupos. Concluséio: Con-
cluiu-se que o método AFA ndo apresentou diferenga sig-
nificativa entre os grupos. Em relagdo ao tonus basal veri-
ficou-se que ambos os aparelhos captaram a pressdo basal
dos MAP diferenciando os trés grupos no primeiro regis-
tro, tendo o grupo de dor pélvica apresentado diferencas
estatisticas significativas em relacdo aos demais grupos.
Na avaliag@o da pressdo de contragdo dos MAP concluiu-
se que ambos os aparelhos ndo mostraram diferencas sig-
nificativas com as pressoes de contrago entre os trés gru-
pos, e que as pressdes abdominais e perineais também
ndo evidenciaram diferencgas estatisticas significativas en-
tre os grupos. Na correlagdo entre os métodos demons-
trou-se que o método proposto apresentou melhor correla-
¢do com AFA do que o método perinedmetria, tendo boa
correlagdo com os grupos de mulheres com IUE e normais,
enquanto que o método perinedmetria obteve boa corre-
lagdo apenas com o grupo normal. Em relagéo a atividade
eletromiografica concluiu-se que esta presente de forma
semelhante em ambos os registros, porém o aparelho utili-
zado ndo foi capaz de identificar os grupos ou o estado
desta musculatura.
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AVALIACAO DO GASTO ENERGETICO E DA UTILIZACAO DE MACRONUTRIENTES EM PACI-

ENTES EM ESTADO CRITICO

Camila Cremonezi Japur
Orientador: Prof. Dr. Anibal Basile Filho
Dissertagao de Mestrado apresentada em 25/04/2007

Objetivos: Avaliar o gasto energético e a taxa de uti-
lizagdo de macronutrientes em pacientes em estado critico
por meio das equagdes da calorimetria indireta e propor um
valor fixo de nitrogénio (13 g.d!) para ser utilizado em subs-
titui¢@o aos valores de nitrogénio dosados na urina. Méto-
dos: Foi realizada calorimetria indireta em 14 pacientes gra-
ves, sob ventilagdo mecanica e estaveis sob o ponto de
vista hemodinamico, para a obtenc¢ao de valores da troca de
gases respiratorios (consumo de oxigénio - VO, e produgdo
de dioxido de carbono - VCO,) e dosagem da excregdo
nitrogenada em urina de 24 h (NU). As equagdes utiliza-
das foram a de gasto energético [GE (kcal. d') = 5,5VO,
(mL.min")+1,76VCO, (mL. min™")—1,99NU (g. d")], de utili-
zagdo de carboidratos [CHO (g. d™")=5,93 VCO, (mL. min™')
—4,19VO, (mL. min™) —2,54NU (g. d™")], de lipideos [Lip (g.
d")=2,43VO, (mL. min")-2,43VCO, (mL. min") - 1,94NU
(g. d1)] e de proteinas [Ptna (g. d') = 6,25NU (g. d!)]. As
equagdes calculadas com os valores dosados de nitrogénio
foram comparadas aquelas calculadas com o valor fixo. Para
a caracterizagdo do estado metabolico do paciente, consi-
derou-se hipermetabolismo quando o paciente apresentou
um gasto energético medido maior que 30% do gasto ener-

gético basal (GEB) e hipometabolismo quando este valor se
encontra 10% abaixo do GEB. O GEB foi calculado pelas
equagdes de Harris-Benedict. Resultados: A média de gas-
to energético encontrada relativa ao peso corporal foi de
21,144,5 keal. kg. d!. Apenas um paciente caracterizou um
hipermetabolismo, 4 hipometabolismo e 9 se apresentavam
normometabolicos. Ndo houve diferengas significativas entre
o gasto energético medido calculado com nitrogénio dosa-
do e com o fixo. Quando o valor de VO, foi maior que o de
VCO,, houve diferengas significativas entre as taxas de uti-
lizagdo de macronutrientes calculadas com o valor dosado
de nitrogénio e com o fixo, porém quando o valor de VCO,
foi maior ou proximo do valor de VO,, ndo houve diferencas
entre as variaveis. Conclusiao: Parece que quando o pacien-
te apresenta o padrdo de trocas respiratorias, VCO, maior
ou proximo do valor de VO,, o valor de 13 g. d"! pode ser
utilizado nas equagdes de utilizagdo de macronutrientes em
substitui¢ao aos valores dosados na urina. Recomenda-se
utilizar o valor de 13 g. d"! para o célculo do gasto energético
em pacientes em estado critico, pois diminui a variagdo da
estimativa quando comparada com a mesma sem o valor do
nitrogénio. A atengdo nutricional ao paciente em estado cri-
tico é fundamental para que se alcancem bons resultados
no tratamento, ¢ ndo deve se tornar secundaria na gama de
cuidados prestados ao paciente por apresentar dificulda-
des na determinagdo do gasto energético e na distribui¢ao
de macronutrientes a serem administrados.

TRANSEPTOPELUCIDOROSTROSTOMIA: UMA VIA DE COMUNICACAO VENTRICULAR COM A

FISSURA LONGITUDINAL DO CEREBRO

Eduardo José Takashi Fuziki
Orientador: Prof.Dr. Benedicto Oscar Colli
Tese de Doutorado apresentada em 25/05/2007

Objetivo: Este estudo foi realizado para verificar a
presenga da lamina rostral no rostro do corpo caloso, as
suas relacdes anatomicas e estabelecer pardmetros para
realizar com técnica endoscopica a comunicagdo do siste-
ma ventricular com a fissura longitudinal do cérebro, no
ponto de intersec¢do do septo pelucido com a lamina rostral.
Materiais e Métodos: Foram estudados 16 encéfalos de
cadaveres fixados em formol, 9 femininos e 7 masculinos,
com idades de 13 a 69 anos (43,5 + 13,14 anos) e com peso
de 940 a 1533 gramas (1162,7 + 148,75 g), seccionados nos
cortes sagital e axial e as relagdes estudadas nos dois he-
misférios cerebrais. Dois encéfalos foram reconstituidos.
As medidas efetuadas nos dois hemisférios cerebrais fo-
ram comparadas com teste F para a variancia e teste t de

Student para observagdes pareadas para as médias, sendo
consideradas significativas quando p< 0,05. O indice de
correlacdo de Pearson foi calculado entre o didmetro antero-
posterior do forame interventricular e o didmetro antero-
posterior da coluna do fornice e entre o didmetro antero-
posterior do forame interventricular com o comprimento da
lamina rostral. Resultados: As medidas realizadas nos he-
misférios direito e esquerdo foram: 1amina rostral (7,07 £+
1,22mm; 7,12 + 0,82mm), forame interventricular
(4,844+0,66mm; 5,03 + 0,55mm), coluna do fornice
(5,7440,92mm; 5,82 + 0,98mm), comprimento do septo
pelucido (31,83 £ 7,05mm; 32,62 + 6,9mm), altura do septo
peltcido (11,41 +£1,92mm; 10,91 £ 1,82mm), espessura lami-
na do septo (1,01 + 0,53mm; 1,14 + 0,48mm), soma septo
peltcido dir. +esq. (2,15+0,87mm), distancia joelho/esplénio
(74,31+£6,07mm; 74,18+5,9mm), rostro (6,89+1,47mm;
6,7+0,9mm), joelho (11,63£1,95mm; 10,9243,06mm), corpo do
corpo caloso (6,9+0,81mm; 6,754+0,66mm), esplénio
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(13,0+2,3mm; 12,7542,17mm), distancia da lamina rostral/
recesso supra-optico (16,65+2,55mm; 16,08+2,84mm), dis-
tancia da lamina rostral/a.cerebral ant. (8,62+2,0mm;
8,76+1,72mm), distancia da lamina rostral - a. comunicante
ant. (15,33+2,6mm; 15,95 + 2,73mm), distancia do forame
interventricular - taber cinéreo (18,14 £ 2,86mm; 17,76 +
2,9mm), distancia do cortex cerebral - lamina rostral (53,84 +
3,99mm; 53,04 + 3,88mm), distancia do cortex cerebral - tiber
cinério (73,6 = 6,26mm; 73,54 + 5,55mm). Ndo houve diferen-
ca significativa entre as medidas efetuadas nos dois hemis-
férios cerebrais (p< 0,05). Foram observadas correlagoes
positivas entre o diametro antero-posterior do forame
interventricular e o didmetro antero-posterior da coluna do
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fornice (R = 0,35) e entre o didmetro antero-posterior do
forame interventricular e o comprimento da lamina rostral
(R=0,23). Conclusiao: A lamina rostral foi observada em
todos os encéfalos estudados. A partir dos parametros
obtidos foi possivel realizar uma ostomia para comunicar
os ventriculos laterais com a fissura longitudinal do cére-
bro utilizando a via endoscopica, através da 1amina rostral
no ponto localizado a uma distancia anterior ao forame
interventricular proporcional a duas vezes o seu didmetro
antero-posterior, junto a sua intersec¢do com o septo
pelucido, de forma segura pela existéncia de uma cisterna
poligonal subcalosa na fissura longitudinal do cérebro pra-
ticamente desprovida de estruturas anatdmicas.

ESTUDO DA FUNCAO MITOCONDRIAL DURANTE O DESENVOLVIMENTO DE HIPERTROFIA RE-
NAL COMPENSATORIA EM RATOS SUBMETIDOS OU NAO A ISQUEMIA E REPERFUSAO RENAL

Carlos Augusto Fernandes Molina
Orientador: Prof.Dr. Silvio Tucci Jinior
Tese de Doutorado apresentada em 01/06/2007

A hipertrofia renal compensatoria (HRC) consiste
no crescimento do rim remanescente ap6s perda funcional
unilateral. Este crescimento, que ocorre principalmente nos
tabulos contorneados e que pode ser estimulado pela
nefrectomia, sofre a influéncia de fatores de crescimento
como o TGF-beta (transforming growth factor), e de media-
dores como angiotensina II e 6xido nitrico. Além da
nefrectomia, o transplante renal proporciona outra oportu-
nidade de estudo da HRC com a agravante adicional de que
o0 enxerto passa por periodo de isquemia e posterior reper-
fusdo. Com isto, o objetivo deste trabalho foi analisar o
comportamento da fun¢@o mitocondrial durante o desen-
volvimento da HRC em rins submetidos ou ndo a isquemia
quente com 60 minutos de duragdo seguido da reperfusdo
sanguinea. Foram utilizados 126 ratos albinos com peso
entre 180 e 200g, divididos nos seguintes grupos: a- grupo
controle do peso renal (n=18); grupo 1 -36 animais subme-

tidos a nefrectomia direita (N) e sacrificados apds 1,4 e 7
dias para aferi¢do do peso seco do rim esquerdo e funcdo
mitocondrial; grupo 2 -36 animais submetidos a isquemia
renal esquerda (I) com 60 minutos de duracdo e sacrifica-
dos apds 1, 4 e 7 dias para afericdo do peso seco do rim
esquerdo e fungdo mitocondrial; grupo 3 -36 animais sub-
metidos a isquemia esquerda, seguida da nefrectomia direi-
ta (IRN) e sacrificados apos 1, 4 e 7 dias para aferigdo do
peso seco do rim esquerdo e fungdo mitocondrial. Os resul-
tados obtidos mostram aumento da massa renal esquerda
no grupo N e no grupo IRN, sendo que neste tltimo o peso
seco renal ¢ significativamente superior quando compara-
do ao grupo N. Na analise da fungdo mitocondrial observa-
se aumento progressivo e significativo do estado 3 da res-
pirag@o mitocondrial no grupo N e, inversamente, redugao
significativa desse pardmetro no grupo IRN durante o de-
senvolvimento da HRC, ndo havendo perda do controle
respiratorio. Estes resultados mostram que a inclusdo da
variavel isquemia em associagdo a nefrectomia unilateral
influencia no desenvolvimento da HRC, aumentando sig-
nificativamente a massa do rim remanescente. Entretanto, a
isquemia atua negativamente na respiragao mitocondrial.

AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR E DA QUALIDADE DE VIDA EM PACIENTES OBESOS
MORBIDOS SEIS MESES APOS CIRURGIA BARIATRICA

Marcia Arruda Fajardo Xavier
Orientador: Prof. Dr. Reginaldo Ceneviva
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 06/06/2007

O presente estudo teve como objetivo avaliar a evo-

lugdo do peso corporeo, da fungdo pulmonar e da quali-
dade de vida de 20 pacientes obesos morbidos seis meses
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apos operagdo de Fobi-Capella. Os pacientes foram avalia-
dos seis meses ap0s a cirurgia e o sexo feminino predomi-
nou em 75%, com média de idade de 40,5 anos + 10, 27,
médiade pesode 110,11 kg+21,77 e IMC de 39,93 kg/m>+
7,13 no pds-operatorio. Para a avaliagdo da fungdo pulmo-
nar foi realizada espirometria por meio do espirdmetro
Pulmonet Godart NV Bilt Vetr Holland, e para a qualidade
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de vida foi aplicado o questionario de Moorehead-Ardelt.
As comparagdes entre os valores espirométricos do pré e
pos-operatorio foram realizadas pelo teste ¢ de Student para
amostras pareadas, e para a correlagdo entre a perda de
peso e funcdo pulmonar utilizou-se analise de regressio
linear simples, adotando-se p < 0,05 para todos os resulta-
dos. As variaveis espirométricas FR, VRE e CRF apresenta-
ram aos seis meses apos a operagdo, diferenga estatistica-
mente significativa com os valores pré-operatorios, porém,
ndo houve diferenca significativa de VR, CV, CPT, FEF

25-75%
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e VEF1/CVF (%). Apenas um paciente relatou piora da qua-
lidade de vida apos a operagdo. Houve correlagdo positiva
entre a perda da porcentagem do excesso de peso e VRE
(»p=0,0117,r=0,5514); as demais variaveis ndo apresenta-
ram correlagdo significativa. Em concluséo, houve perda
significante de peso, melhora da fungdo pulmonar eviden-
ciada pela reducdo da FR, aumento do VRE e da CRF, além
de melhora da qualidade de vida nos seis meses apds a
operacdo de Fobi-Capella.

ESTUDO MORFOLOGICO E QUANTITATIVO DO RIM DE RATOS WISTAR SUBMETIDOS A
INFECCAO EXPERIMENTAL PELO Trypanosoma cruzi

Maria Cristina Agustini
Orientador: Prof. Dr. Jodo José Lachat
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 11/06/2007

A doenca de Chagas € um importante problema de
satde publica na América Latina e constitui no Brasil, um
dos problemas médico-sociais mais graves. No inicio da
infec¢do, a fase aguda da doenca, pode causar morte, devi-
do a meningoencefalite e mais raramente, a faléncia cardia-
ca provocada pela miocardite aguda difusa. Causa morte
também em pacientes imunodeprimidos, como € o caso de
receptores de o6rgdos, apds o transplante de doadores cha-
gasicos, leucemia ou linfoma. Neste caso a doenga atinge
aspectos clinicos muito mais graves do que nas formas
agudas resultantes da transmiss@o por transfusdes san-
giiineas ou por triatomineos. Com o objetivo de avaliar os
efeitos da infeccdo por Trypanosoma cruzi cepa Y, sobre
os rins de ratos Wistar nas fases aguda (7 dias) e cronica
(50 e 185 dias) da doenga, foram analisados ao nivel de
microscopia de luz, tanto o parénquima como o estroma do
referido 6rgdo. Em um sistema semi-automatico de analise
de imagens da KontronBildanalyse (Mini-Mop), foram ana-

lisados os parametros area, didmetros maximo e minimo de
100 corpusculos renais de cada animal controle e infecta-
do. A observagdo morfoldgica do cortex renal dos animais
chagasicos na fase aguda mostra um discreto infiltrado in-
flamatorio intersticial e edema. Nos animais do grupo cha-
gasico de 50 dias foi observado um infiltrado intersticial
mais intenso e as células dos tubulos contorcidos proxi-
mais apresentaram vacuoliza¢do com lesdo de sua orla em
escova. No grupo eutanasiado aos 185 dias observou-se
também infiltrado inflamatério e tubuios contorcidos
proximais com agravamento da lesdo de suas células e or-
las em escova. Os parametros area, didmetros maximo e mi-
nimo dos corpuisculos renais analisados morfometricamen-
te mostraram-se maiores nos animais chagasicos, de 7 e 185
dias em relagdo aos seus respectivos controles (p < 0,05).
Tanto o peso dos animais chagasicos do grupo de 50 dias,
quanto as areas e os didmetros maximo e minimo foram
menores quando conmparados com os seus controles. Es-
tes dados mostram que a cepa Y de Trypanosoma cruzi
provoca alteragdes morfoldgicas e morfométricas que atin-
gem o intersticio, os tubulos e os corptsculos do rim de
ratos da linhagem Wistar.

CLINICA MEDICA

CARACTERIZACAO DE AMOSTRAS DE Cryptococcus ISOLADAS DE PACIENTES COM AIDS:
SENSIBILIDADE A ANTIFUNGICOS, TIPAGEM GENOTIPICA E DETERMINACAO MOLECULAR

DO TIPO SEXUAL E DO SOROTIPO

Thais Pandini Figueiredo
Orientadora: Profa.Dra. Claudia Maria Leite Maffei
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 04/04/2007

Cryptococcus neoformans € um fungo levedurifor-
me, encapsulado, saprofita na natureza. Exibe brotamentos
simples ou multiplos, assincronicos, apresentando cinco
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sorotipos (A, B, C, D e AD.), sendo subdividido em duas
variedades: grubii (sorotipo A), recentemente descrita, e
neoformans (sorotipos D e AD), enquanto os sorotipos B e
C foram agrupados nas espécies C. gattii. As infecgdes
criptococicas ocorrem mundialmente, em areas endémicas
definidas, porém a distribuicdo ambiental dos sorotipos
mostra algumas diferengas, uma vez que C. gattii é mais
prevalente nas regides tropicais e subtropicais. E o agente
mais comum de micoses sist€émicas em pacientes com AIDS
e com outras condigdes de imunossupresséo, como trans-
plantados de orgdos. A meningoencefalite e, menos fre-
qiientemente, pneumonia sdo as manifestagdes clinicas
mais comuns da doenga e os sorotipos A e D, tipo sexual d,
sdo os mais isolados do homem. Considerando a elevada
freqiiéncia da doenga em pacientes com AIDS, que procu-
ram o HC-FMRP-USP, o presente trabalho estudou as ca-
racteristicas fenotipicas e genotipicas de isolados clinicos
de Cryptococcus através da: a) caracterizag@o bioquimica
do agente, b) definicdo dos seus perfis de sensibilidade
frente aos agentes antifingicos Anfotericina B, Cetoconazol,
Itraconazol, Fluconazol e 5-Fluorcitosina, c), sorotipagem e
defini¢do do tipo sexual através de biologia molecular e d)
e tipagem molecular. Das amostras selecionadas, observa-
mos que a maioria (78,1%) foi identificada como Crypto-
coccus neoformans e 21,9%, taxa considerada elevada em
relag@o a literatura, correspondeu a espécie C. gattii, ape-
sar do pouco predominio de reservatorios naturais dessa
espécie em nossa regido. No teste de sensibilidade in vitro,
realizado pela diluicdo em microplacas, padronizado pelo
CLSI/NCCLS, 100% das amostras de C. neoformans e de
C. gattii foram sensiveis a Anfotericina B, Cetoconazol e
Fluconazol. Mesmo ndo sendo de uso terapéutico no Bra-
sil, algumas amostras de C. neoformans mostraram perfil
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intermediario/dose-dependente para 5-Fluorcitosina, e ob-
servamos altas freqiiéncias de valores de CIM correspon-
dendo a perfil intermediario/dose-dependente e resisténcia
para Itraconazol. A totalidade das amostras de C. neofor-
mans foi classificada por PCR como pertecente ao sorotipo
A (variedade grubbi). Verificamos, uma concordancia de
100% do teste bioquimico (CGB) com a caracterizagdo mo-
lecular. Também todas as amostras de C. neoformans foram
caracterizadas como sendo do tipo sexual MTa. Observa-
mos uma Unica amostra dipléide MATa/a, pertencente a
espécie C. gattii. A ocorréncia desse comportamento é rara,
especificamente para os sorotipos B e C, uma vez que os
relatos de hibridos sdo mais freqiientemente descritos para
os sorotipos A e D (AaDa). A tipagem molecular, empre-
gando a seqiiéncia microsatélite M 13 foi capaz de tipar to-
das as amostras e revelou que para C. neoformans o tipo
molecular VNI foi o predominante, ocorrendo em 81% das
amostras, enquanto para C. gattii, o tipo molecular mais
freqiiemente foi o VGII em 71% das amostras. Os resulta-
dos da tipagem molecular sugerem, para a quase totalidade
dos pacientes que apresentaram novos quadros da doen-
¢a, mesmo apos periodos de 1 ano sem sintomas, reativa-
¢do endogena da doenga, pela persisténcia da cepa inicial.
Com a seqiiéncia (GACA), duas amostras de C. gattii ndo
foram possiveis de serem tipadas. Concluimos que as amos-
tras estudadas, isoladas de pacientes provenientes da re-
gido de Ribeirdo Preto, ndo apresentaram aumento signifi-
cativo de resisténcia aos antifungicos utilizados na clinica,
o teste bioquimico CGB € confiavel para sorotipar as amos-
tras, uma vez que houve boa correlagio entre ele e a carac-
terizagdo molecular por PCR, e a homogeneidade de tipos
sexuais e moleculares encontrados indica baixa possibili-
dade de cruzamento entre as cepas.

INFLUENCIA DO VOLUME E DO TEOR CALORICO SOBRE A DISTRIBUICAO INTRAGASTRICA
E O ESVAZIAMENTO GASTRICO DE REFEICOES LIQUIDAS EM VOLUNTARIOS ASSINTOMATI-
COS E PACIENTES COM DISPEPSIA FUNCIONAL

Karla Glaysia Azeredo Lourenco
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Brandt de Oliveira
Tese de Doutorado apresentada em 11/04/2007

A dispepsia funcional (DF) tem sido associada a
varios mecanismos fisiopatologicos, entre os quais a dimi-
nuigao da retengado intragastrica pos-prandial no estdmago
proximal e os defeitos do esvaziamento gastrico (EG). En-
tretanto, as relagdes entre estes distirbios motores e os
sintomas ainda ndo estdo totalmente esclarecidas. O obje-
tivo deste estudo foi investigar o efeito sobre a distribui-
¢do intragastrica e o esvaziamento gastrico de 3 refeigoes
liquidas de diferentes volumes e teores caldricos em paci-
entes com DF e verificar possiveis correlagdes entre os
sintomas e as altera¢cdes motoras nestes pacientes. Partici-
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param do estudo 18 pacientes com dispepsia funcional e 17
voluntarios assintomaticos (VA). O método utilizado foi a
cintilografia abdominal empregando-se a gama-camara. A
retencdo gastrica proximal (RGP) e o EG de trés refeigoes-
teste, marcadas com *™Tc e fitato, foram estudados em 3
dias diferentes. As refei¢des-teste liquidas foram prepara-
das no laboratorio e consistiam de: refeigdo A: 60ml ¢ 57
Kcal, refei¢do B: 60ml e 137.5 Kcal e refei¢do C: 360ml e 57
Kecal. A distribuigao intragéstrica foi avaliada pela porcen-
tagem do total de radioatividade retida no estomago
proximal (RGP). EG foi expresso como porcentagem do total
de radioatividade esvaziada do estdmago total e pelo tem-
po (minutos) decorrido entre a ingestdo € 0 momento que a
radioatividade no estdmago se reduz a metade da inicial
(T,,) .No grupo VA, a RGP ao final da refei¢do B (mediana:
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44.7%; valores extremos: 11.7-63.6%) foi significativamen-
te maior (p=0.002) do que ao final da refeicao A (19.3%; 7.6-
60.6%), enquanto que no grupo de pacientes dispépticos,
as RGP ao final das refeigdes A e B foram muito semelhan-
tes (p=0.54, medianas e valores extremos: 21.7%; 8.7-55.2%
€ 22.3%; 6.2-49.6%, respectivamente). As RGP ao final da
refeicdo C nos grupos de assintomaticos e portadores de
dispepsia foram semelhantes entre si (36.2%; 27.1-43.8% e
-36.3%; 18.2- 46%, respectivamente), e significativamente
superiores (p<0,01) as RGP das refei¢cdes A dos respecti-
vos grupos. Dez min. apds a ingesta das refeigdes A, B e C,
os grupos DF e VA evidenciaram similar EG (A: 30.4%18.9-
48.1% vs 34.1%; 27.9-70.6%; p=0.22; B: 25.9%; 15.7-59.2%
vs 26.7%;16.9-67.6%; p=0.85; C: 36.3%; 18.6-72.8% vs
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29.8%; 18.9-67.9%; p=0.57). Quanto ao T ,, no grupo VA,
os valores das refeicdes B (28.4; 5.5-57.5; p=0.02) e C (46.2;
8-72.1; p=0.03) foram significativamente maiores do que a
refeicdo A (19.1; 7.5 -36.7). Nos dispépticos, os valores de
T, , foram semelhantes entre si (A: 27.5; 11-53; B: 25.7,9.2-
57.7; C: 22, 9-72). Nao houve associagdo significativa entre
a maioria dos sintomas referidos durante os testes e as
alteracdes motoras apresentadas pelo grupo de pacientes
dispépticos. Os nossos resultados sugerem que a ma dis-
tribuicdo intragastrica em DF depende da composicdo da
refeicdo e pode advir de defeitos em mecanismos sensiveis
a calorias envolvidos na regulacdo do estomago proximal;
e que a diminui¢do da RGP parece ocorrer independente-
mente de distiirbios do EG nos pacientes dispépticos.

DIAGNOSTICO E PREVALENCIA DA HIPERMOBILIDADE ARTICULAR EM UNIVERSITARIOS

BRASILEIROS

Daniela Aparecida de Moraes
Orientador: Prof. Dr. Paulo Louzada Junior
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 20/04/2007

Introducéo: A hipermobilidade articular é uma condi-
¢do clinica hereditaria caracterizada pelo aumento da capa-
cidade de distensdo articular em movimentos passivos e
hipermobilidade em movimentos ativos. Sua prevaléncia
varia de 10 a 20% na populagéo geral, ¢ mais freqiiente em
mulheres, em asiaticos e africanos, e declina com a idade.
Pode estar associada a outras manifestagdes clinicas como
artralgias, fibromialgia e outros reumatismos de partes mo-
les, prolapso de valvula mitral, transtornos de ansiedade e
disfungdes autondmicas. A doenca, subdiagnosticada, pode
ter sua real prevaléncia estimada por métodos de avaliagdo
especifica, como o tradicional Escore de Beighton, e o ques-
tionario de auto-avaliagdo “The five-part questionnaire for
identifying hypermobility”. Objetives: O presente estudo
teve como objetivo principal determinar a prevaléncia da
hipermobilidade articular em universitarios brasileiros
através da validacdo e aplicagdo do questionario de auto-
avaliacdo “The five-part questionnaire for identifying
hypermobility”. Secundariamente, visou determinar a sen-
sibilidade e a especificidade do Questionario de auto-avali-
acdo em relagdo ao Escore de Beighton no diagnostico de
hipermobilidade articular, assim como a freqiiéncia da doen-

¢a de acordo com o sexo. Material e Métodos Foi realizada
a tradugdo e validacdo para a lingua portuguesa do “The
five-part questionnaire for identifying hypermobility”. Em
uma primeira fase, o questionario foi aplicado em 2.523 uni-
versitarios brasileiros. Em seguida, uma amostra represen-
tativa da primeira, com 394 participantes, foi avaliada atra-
vés do Escore de Beighton, visando estabelecer o diagnos-
tico de hipermobilidade articular. Finalmente, os dois méto-
dos foram comparados estatisticamente, para estabelecer a
sensibilidade e a especificidade do Questionario aplicado.
Resultados: De acordo com o Questionario, a prevaléncia
da hipermobilidade articular na populaggo estudada foi de
37,01%, enquanto que com o Escore de Beighton, foi de
34%. A freqiiéncia da doenga, avaliada respectivamente pelo
Questionario e pelo Escore de Beighton, foi de 43,54% e
44,26% no sexo feminino, e de 28,44% e 16% no sexo mascu-
lino. Comparando os resultados do Questionario com os do
Escore de Beighton, através da curva ROC, observou-se
uma sensibilidade de 70,9% e uma especificidade de 77,4%.
Conclusées: A hipermobilidade articular € uma doenga mui-
to prevalente na populagdo de universitarios brasileiros,
sendo mais freqiiente no sexo feminino. O questionario de
auto-avaliagdo para identificag@o de hipermobilidade arti-
cular, traduzido e validado para a lingua portuguesa, mos-
trou ser um método eficaz quando comparado com o tradici-
onal Escore de Beighton.

AVALIACAO DA RETENCAO DE CONHECIMENTOS E DAS HABILIDADES CLINICAS PELO ES-
TUDANTE DE MEDICINA. EXPERIENCIA NA AREA DA CARDIOLOGIA PEDIATRICA UTILIZANDO
TESTES DE MULTIPLA ESCOLHA E EXAME CLINICO OBJETIVO ESTRUTURADO (OSCE)

Fernando Tadeu Vasconcelos Amaral
Orientador: Prof.Dr. Luiz Ernesto de Almeida Troncon
Tese de Doutorado apresentada em 25/04/2007

Objetivos: Verificar a capacidade do estudante de
Medicina em manter ao longo do tempo o dominio de co-
nhecimentos e das habilidades clinicas fundamentais na
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area da cardiologia pediatrica. Comparar os niveis de de-
sempenho aferidos na prova pratica pela avaliacdo global e
com uso de protocolos de observagio e avaliagdo estrutu-
rados (checklist). Verificar se o desempenho em prova obje-
tiva voltada as habilidades cognitivas pode oferecer infor-
magdes sobre o desempenho verificado na prova pratica.
Material e Métodos: Trés coortes de alunos do 4° ano de
Medicina (N = 130) foram submetidos a avaliagdo por meio
de testes de multipla escolha e a exame clinico objetivo es-
truturado (OSCE) logo apds a conclusdo de estagio especi-
fico na area da cardiologia pediatrica. A mesma avaliaggo foi
novamente empregada por duas vezes em um grupo de alu-
nos voluntarios (N = 21) com intervalo de seis meses. A
prova tedrica constou de quarenta questoes de multipla es-
colha com cinco alternativas e somente uma certa. A OSCE
foi montada com oito estagdes envolvendo tomada de his-
toria clinica (2), exame fisico (3), comunicag@o de noticia (1)
e interpretacdo de eletrocardiograma (1) e radiografia sim-
ples do torax (1). Em quatro estacdes foram empregados
pacientes reais, enquanto que em duas haviam pacientes
simulados. Cada estagdo tinha durag@o total de oito minu-
tos e a avaliag@o foi feita por avaliador dentro da sala por-
tando checklist, incluindo avaliagdo global. O tratamento
estatistico foi feito pela analise de varidncia (ANOVA) atra-
vés dos testes de Kruskal-Wallis, Friedman e Tukey-Kramer.
Valores significantes foram aceitos quando p <0,05. Resul-
tados com tendéncia a significancia foram considerados
quando o valor de p estava entre 0,05 ¢ 0,10. Resultados: Na
avaliag@o tedrica, houve diminuig¢do progressiva e signifi-
cante na capacidade de retengdo global de conhecimentos
(A1:6,54,A2:5,97 e A3:5,67;p<0,05) e também nas ques-
toes especificamente relacionadas as habilidades clinicas
(A1:7,25,A2: 6,90 e A3: 6,43; p<0,05) e ao conhecimento
sobre doencas (A1: 6,0, A2: 5,28 e A3:5,08; p<0,05). Em
relagdo as habilidades clinicas testadas, foi verificado na
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analise pareada por dominio de habilidades e empregando-se
a checklist que nas atividades necessitando interagdo ver-
bal com o paciente, como tomada de histodria clinica e comu-
nicacdo de noticia houve tendéncia para melhora do desem-
penho nas avaliagdes subseqiientes (Al: 6,92, A2: 7,44 ¢
A3:7,53;p=0,07). No que diz respeito a técnica de execucdo
do exame fisico, os escores se mantiveram em niveis muito
satisfatorios, ndo havendo diferenca significante entre as
trés avaliagdes (A1: 9,28, A2: 9,24 e A3: 9,16). O desempe-
nho em relagdo a interpretacdo de exames complementares foi
marcado por uma piora significativamente progressiva (Al:
7,68, A2:6,79 ¢ A3:6,59; p=0,01). Na avaliacdo global foi
notada tendéncia a melhora no desempenho nas estagdes
de comunicagdo (A1: 7,08, A2: 7,37 ¢ A3: 7,84; p=0,05) e
melhora significante na habilidade de exame fisico (A1: 7,83,
A2:7,87e A3:8,96; p=0,0002). A comparacio do desempe-
nho aferido pela avaliagido global e por meio da checklist
revelou boa correlagdo nas tarefas que requeriam comuni-
cagdo com o paciente (r=0,70 a 0,74), enquanto nas tarefas de
exame fisico essa correlagdo foi menos expressiva (r=0,39 a
0,59). A correlagdo entre o desempenho pratico e o tedrico
foi sempre baixa, tanto na avaliagdo pela checklist (r=0,20 a
0,27) quanto pela global (r=0,13 a 0,18). Conclusdes: os
conhecimentos e as habilidades clinicas adquiridas pelo
estudante de Medicina apresentam evolugdes diferentes,
caracterizados por diminuiggo, ao longo do tempo, da reten-
¢éo de conhecimentos, de manutengdo, ou mesmo melhora,
das habilidades relacionadas a comunicagdo com o paciente e
a execugdo do exame fisico e de piora na interpretacdo de
exames complementares. O desempenho na prova pratica
aferido por checklist mostrou boa correlagdo com o desem-
penho aferido pela avaliacdo global nas estagdes envolven-
do comunicag@o com o paciente. A fraca correlacdo entre as
provas de conhecimento e de habilidades mostra que esta
ultima ¢é essencial na avaliagdo das habilidades clinicas.

ANALISE DO USO DE DESCRITORES DE DISPNEIA EM PACIENTES COM DOENCAS CARDIOR-

RESPIRATORIAS E OBESIDADE

Christiane Aires Teixeira
Orientador: Prof.Dr. José Antonio Baddini Martinez
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 26/04/2007

Estudos sugerem que a sensacdo de dispnéia ¢ des-
crita por diferentes individuos com o emprego de diferentes
expressoes. Tais termos podem ser agrupados em classes
de percepgao que potencialmente refletem mecanismos cau-
sadores subjacentes. A maioria desses trabalhos foram rea-
lizados em paises de lingua inglesa, e tal aspecto nunca foi
investigado no Brasil. A nossa pesquisa visou a avaliagdo
de aspectos qualitativos da dispnéia em uma amostra de
pacientes da populacdo brasileira. Foram estudados 50 indi-
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viduos em cada grupo com os seguintes diagnosticos: asma
bronquica, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e
obesidade, além de 30 pacientes com insuficiéncia cardiaca
(IC). Foram aplicadas duas listas de frases (descritores de
dispnéia), uma com expressdes nacionais desenvolvidas a
partir de estudo piloto e outra com frases traduzidas e adap-
tadas do inglés de trabalho da literatura. Os pacientes esco-
lheram as frases que melhor definiram as suas sensagdes de
desconforto respiratorio e os dados obtidos foram avalia-
dos por analise multivariada de agrupamento (c/uster
analisys). Com o estudo do questionario traduzido foram
definidos 9 agrupamentos (conjuntos de descritores agru-

CLENT3

pados por similaridade): “expiragdo”, “fome de ar”, “sufo-
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co”, “superficial”, “rapido”, “aperto”, “falta de ar”, “inspi-
racdo” e “trabalho”. Uma forte relagio com o agrupamento
“inspira¢do” foi observada em asma, DPOC e IC. Com os
descritores localmente desenvolvidos, 7 agrupamentos fo-
ram determinados: “sufoco”, “aperto”, “rapido”, “fadiga”,
“abafado”, “trabalho/inspiracdo” e “falta de ar”. Uma forte
relagdo com os agrupamentos “sufoco” e “trabalho/inspi-
racdo” foi observada em asma, DPOC ¢ IC. Obesidade rela-
cionou-se melhor com “falta de ar”. Tanto com a lista de
descritores nacional como com a traduzida, todos os gru-
pos de pacientes selecionaram entre as suas trés primeiras
opcdes frases de mais de um agrupamento. Alguns desses
foram compartilhados por mais de um grupo de pacientes.
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O niimero de agrupamentos fortemente relacionado com as
diferentes condi¢des foi maior empregando-se descritores
nacionais. Entretanto o seu emprego ndo contribuiu para
um melhor diagndstico diferencial entre as condi¢des. Nos-
sos resultados indicam que as sensagdes respiratorias po-
dem ser agrupadas em funcdo da sua similaridade, a seme-
lhanca de resultados obtidos em estudos realizados no ex-
terior. Tal fato sugere fortemente que a dispnéia nio se
trata de um sintoma unico e sim de um conjunto de sensa-
¢Oes distintas. Ainda que o agrupamento dos descritores
seja possivel, a analise desses conjuntos na presente amos-
tra mostrou-se de pequena utilidade no diagnostico dife-
rencial das diferentes condigdes clinicas estudadas.

ESTRESSE E MODOS DE ENFRENTAMENTO EM PORTADORES DE DOENCAS INFLAMATORIAS

INTESTINAIS

Elaine Cristina Bertuso Pela
Orientador: Prof. Dr. Luiz Ernesto de Almeida Troncon
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 27/04/2007

Neste trabalho realizou-se a avaliagdo de pacientes
com doengas inflamatorias intestinais (DII) - doenca de
Crohn (DC) e retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) quanto
a variavel psicologica estresse e modos de enfrentamento
utilizado frente a situacdo de doenca. Investigaram-se, ain-
da, as relagdes entre estas variaveis e diferentes aspectos
clinicos das DII. Os grupos de pacientes com DC e RCUI
foram compostos por 25 integrantes cada, que foram com-
parados com igual nimero de controles doentes (CD) e sau-
daveis (CS), sendo estes ultimos selecionados dentre os
acompanhantes dos pacientes. Empregaram-se instrumen-
tos padronizados e validados de avaliacdo psicoldgica: es-
cala de eventos vitais e inventario de enfrentamento. Os
resultados mostraram que proporgdes elevadas e semelhan-
tes (64 — 80%) dos integrantes dos quatro grupos apresen-
taram-se sob estresse intenso, ocorrendo, porém, diferen-
cas entre os grupos quanto aos tipos de eventos vitais es-
tressantes experimentados. O estresse intenso se mostrou

maior e associado significativamente a idade mais avangada
na DC e a doenga em atividade na RCUI. Quanto aos modos
de enfrentamento, na DC e na RCUI, verificaram-se propor-
¢des semelhantes e significativamente superiores a do gru-
po CD de casos utilizando a estratégia de “confronto” (40%
vs. 12%; p=0,01). Na DC, a proporg¢ao de pacientes utilizan-
do a estratégia de “resolugdo de problemas” foi significati-
vamente maior que na RCUI (96% vs. 80%; p=0,05). NaRCUI,
a proporg¢do de pacientes utilizando a estratégia de “fuga/
esquiva” (96%) foi significativamente maior (p=0,05) que
nos grupos CD (80%) e CS (76%). A utilizagdo das varias
estratégias de enfrentamento parece ser afetada, na DC, por
sexo, escolaridade e estado de atividade da doenga. Na RCUI,
houve efeito das variaveis: escolaridade, estado de ativida-
de e duragdo da doenca e estresse intenso. Estes dados
indicam a ocorréncia de estresse intenso nos pacientes, in-
dependente do tipo de doenga e, também nos acompanhan-
tes. A DC e a RCUI se diferenciam quanto as estratégias de
enfrentamento mais utilizadas e pelos fatores que as afetam,
o que deve ser levado em consideragdo no estabelecimento
de medidas de intervencéo psicoldgica necessarias ao cui-
dado integral ao paciente.

EFEITO DO TRATAMENTO COM HIDROXIUREIA SOBRE AS CELULAS HEMATOPOETICAS DA
MEDULA OSSEA DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

Ana Cristina Silva Pinto
Orientador: Prof. Dr. Dimas Tadeu Covas
Dissertagao de Mestrado apresentada em 02/05/2007

Introducio. Os beneficios do tratamento com hidro-
xiuréia (HU) na evolugao clinica e na sobrevida de pacientes
com doenga falciforme ja estdo bem documentados na lite-

ratura. Varios frials clinicos comprovaram a eficacia da HU
em reduzir a freqiiéncia e a intensidade das crises vaso-
oclusivas. O parametro hematoldgico que mais se correla-
ciona com a melhora clinica ¢ o volume corpuscular médio
(VCM), e por isso ¢ utilizado para monitorar a eficacia do
tratamento com HU. Porém, o mecanismo pelo qual a HU au-
mentao VCM ainda nao esta esclarecido. Objetivos. Nossa
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hipétese é que a HU aumenta o VCM porque causa trans-
formagao megaloblastica nas células da medula 6ssea devi-
do ao seu efeito inibitorio na sintese de DNA. Materiais e
Métodos. Foram selecionados 20 pacientes com Anemia Fal-
ciforme seguidos regularmente no ambulatdrio de hemoglo-
binopatia do HCFMRP-USP (grupo 1: 10 pacientes em uso de
HU 10-30 mg/ kg/dia; grupo 2: 10 pacientes sem uso de HU),
e 10 doadores de medula dssea como controle (grupo 3).
Todos os pacientes faziam uso de acido folico regularmen-
te e possuiam dosagens séricas normais de folato. Amos-
tras de sangue periférico (1 ml) e de medula 6ssea (5 ml)
foram coletadas de todos os participantes para avaliagdo
morfoldgica e morfométrica das células da medula dssea,
para estudo citogenético e para quantificagdo da expres-
sdo de moléculas de adesdo por citometria de fluxo. O estu-
do foi aprovado pelo Comité de Etica do HCFMRP-USP ¢
todos os participantes assinaram termo de consentimento
informado. Resultados. A analise dos esfregacos de medu-
la 6ssea dos pacientes do grupo 1 mostrou sinais evidentes
de transformagdo megaloblastica, como megaloblastos, cé-
lulas com niicleo em salame, pleocaridcitos, metamieldcitos
gigantes e megacaridcitos com nucleo hiperlobulado. Essas
alteragdes foram ausentes no grupo 3 e raramente observa-
das no grupo 2 e se limitaram a série eritroide. Os resultados
da morfometria mostraram aumento da area de todos os ti-
pos celulares estudados no grupo 1 comparado ao grupo 2
e 3, principalmente da linhagem vermelha: pro-eritroblastos
(318.21 +£7.52 x 248.82 £ 2.25 pm?, p<0.05), eritroblastos
basofilos (265.7+4.87 x 197.14 + 2.79 um?, p<0.001) e
eritroblastos policromaticos (202.55+5.8 x 134.53+4.47 pu?,
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p<0.05) comparado ao grupo 2 ¢ 3 (318.21+7.52x218.68 +
5.58 um?, p<0.001;265.7+4.87 x 177.37+3.27 pm?, p<0.001;
202.5545.8 x 122.64+2.61 pm?, p<0.001). A anélise citogenéti-
ca mostrou perda aleatdria de cromossomos (hipodiploidia)
em praticamente todos os casos, incluindo o grupo controle.
A citometria de fluxo mostrou uma redugdo estatisticamente
significante (p<0.01) das expressoes de CD71, CD36 e anexina
V na superficie dos eritrocitos falciformes do sangue perifé-
rico, € do CD71 e CD36 das células eritréides da medula
ossea dos pacientes do grupo 1 comparado ao grupo 2. A
redugdo na expressao de moléculas de adesdo na superficie
dos eritrocitos falciformes se correlacionou negativamente
com o aumento do VCM: CD71 x VCM (r=-0.81, p<0.001),
CD36 x VCM (r = -0.82, p< 0.001), e anexina V x VCM
(r=-0.46,p=0.041) e também com a area celular do eritroblasto
policromatico (EP): CD71 x EP (=-0.48, p=0.033) e CD36 x EP
(r=-0.50, p=0.023). Conclusao. A HU causa transformacao
megaloblastica nas células da medula 6ssea de pacientes
com anemia falciforme, aumenta o VCM e a area celular de
todos os tipos celulares estudados. O aumento do tamanho
celular dos eritrocitos favorece a dispersdo das moléculas
de HbS. Esse efeito contribui para a redugdo da polimeriza-
¢do das moléculas de HbS e da adesdo celular ao endotélio,
evidenciada pela diminui¢do da expressdo de varias molé-
culas de adesdao na superficie de células vermelhas
falciformes do sangue periférico e da medula dssea de paci-
entes em uso de HU. A correlagdo negativa entre o aumento
do VCM e a diminuigao da expressao de moléculas de ade-
sdo celular indica que 0 VCM é um bom parametro para
monitorar a adesdo celular durante o tratamento com HU.

ESTUDO DA AGUA POTAVEL COMO VEICULO DE I0DO: CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMI-
CAS, SENSORIAIS E AVALIACAO DA BIODISPONIBILIDADE EM ESCOLARES

Anderson Marliere Navarro
Orientador: Prof.Dr. José Eduardo Dutra de Oliveira
Tese de Doutorado apresentada em 02/05/2007

Objetivo: estudar a 4gua potavel como veiculo para
garantir a ingestao de iodo em criancas de uma escola rural
e outra urbana na cidade de Botucatu-SP. Métodos: O estu-
do foi realizado em 4 fases: Fase I - analisar as caracteristi-
cas fisico-quimicas, sensoriais ¢ a determinagdo de cloro
residual em agua potavel adicionada de 2 sais de iodo
(iodeto de potassio (KI) e iodato de potéssio (KIO,));
Fase II - coleta de uma amostra de sal de cozinha domiciliar
e uma amostra casual de urina domiciliar (Basal) ¢ avaliagdo
antropométrica. Fase III - administracdo de uma amostra de
agua potavel contendo 200 pg de KI € K10, separadamente
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para a escola rural (ER - n= 73 criangas) e administragdo de
uma dose contendo 50 pg de iodo para a escola urbana
(EU - n= 88 criangas) (Pré). Cada crianga recebeu uma amos-
tra de agua potavel contendo apenas 1 sal. Ap6s a adminis-
tragdo foi coletado uma nova amostra de urina para a ER 3
horas ap6s a administragdo e para a EU 40 dias (Pds). Fase
IV - Estimag@o da ingestdo e determinagdo da excregao uri-
naria de iodo, sodio, creatinina e potassio. Para as analises
fisico-quimicas foram determinados cor, condutividade,
turbidez, pH e cloro residual de acordo TAL, 1985. Para a
analise sensorial foi utilizado o teste triangular de diferenca
e pareado de preferéncia. Para a determinacdo de iodo urina-
rio foi utilizado método proposto por DUNN et al., 1993
(reagdo de SANDELL; KOLTHOFF, 1937), as analises de
creatinina urinaria foram realizadas por kit comercial da
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Labtest Diagnodstica SA. Resultados: Os valores dos pa-
rametros fisico-quimicos apresentaram-se abaixo dos limi-
tes estabelecidos pela legislagdo brasileira (Cor até 15 mg
PtCo/L, Turbidez até 5, pH entre 6 € 9,5). A quantidade de
cloro residual presente na agua potavel sofreu alteracéo
significativa (p<0,05) diminuindo seu valor inicial quando
adicionado de KI na 4gua clorada com 2,0 mg de cloro/L
(0,77+0,50 mg de cloro/L). N&o ocorreu alteragdo sensorial
significativa quando se utilizou concentra¢des de KI inferio-
res a 200ug/L e inferiores a 2000pg/L de iodo para KIO,. A
prevaléncia de deficiéncia de iodo estava abaixo dos valo-
res aceitos pela OMS (3,8% na escola rural e 3,03% na escola
urbana). A administragdo de uma tnica dose de agua pota-
vel iodada (200pg) nas criangas de uma ER promoveu au-
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mento na excre¢ao urinaria de iodo (p<0,05), enquanto que
uma dose diaria (50pg) durante 40 dias ndo alterou a excre-
¢do urinaria de iodo de inicio do estudo (EU). Os sais foram
significativamente diferentes apenas na ingestdo estimada
de iodo sendo maior para o iodato de potassio em ambas as
escolas (p<0,05). As criangas apresentaram excre¢ao urina-
ria em excesso (ioduria > 300ug/L) desde o inicio do estudo
(Basal) em 62,03% paraa ER € 90,91% paraa EU. O iodo nas
amostras de sal apresentou-se dentro dos limites definidos
pela legislagdo em 92,41% para a ER e 93,94% para a EU.
Existe excesso de ingestdo de sodio e sal na alimentacdo
das criangas em ambas escolas. Concluséio: Os estudos de-
monstraram que a agua potavel ¢ um veiculo de iodo ade-
quado para garantir a ingestdo de iodo em escolares.

ESTUDO DA ADESAO AO TRATAMENTO E DO CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL EM

IDOSOS HIPERTENSOS

Rachel Gabriel Bastos-Barbosa
Orientadora: Profa. Dra. Nereida Kilza da Costa Lima
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 16/05/2007

O proposito do estudo foi avaliar a adesdo terapéu-
tica em idosos hipertensos utilizando o teste de Morisky e
Green, o instrumento para avaliar atitude frente a tomada
de remédios (IAAFTM), a adesdo referida pelo paciente na
Avaliacdo de Adesio pela Enfermagem (AAE), feita em con-
sultorio, a adesdo verificada em visita domiciliar, além da
taxa de controle da pressdo arterial (PA).

Estudo transversal, onde foram selecionados alea-
toriamente 60 idosos, com hipertensdo arterial sistémica
(HAS), acompanhados em ambulatério de clinica médica e
geriatria. Os critérios de exclusdo foram: déficit cognitivo,
escolaridade <1 ano ou >8 anos, uso de menos de quatro
medicagdes diversas, pacientes dependentes, portadores
de hipotoreoidismo ou hipertireoidismo ndo controlados,
uso de farmacos com efeito hipertensivo e com hipertensao
secundaria. Todos os pacientes submeteram-se a uma en-
trevista semi-estruturada na AAE, sendo que 33 destes vo-
luntarios realizaram o Teste de Morisky e Green, 0o IAAFTM
e a avaliagdo domiciliar. Em todos os pacientes foram reali-
zadas trés medidas de PA em consultorio (PAC1), com inter-
valo de 1 minuto entre elas. Os pacientes realizaram a Moni-
torizacdo Ambulatorial da Pressdo Arterial de 24 horas
(MAPA), retornando em uma semana para realizagdo de mais
3 medidas da PA (PAC2). Em visita domiciliar foram verifica-
das mais 3 medidas da PA (PAVD) e a adesdo medicamento-
sa do idoso. Para a analise estatistica foi utilizado o teste de
Fisher, modelos lineares de efeitos mistos, Coeficiente de

Lin e Coeficiente de Kappa.

A idade dos pacientes foi de 71+6 anos, 63% mulhe-
res, 60% brancos, 63% casados, escolaridade de 4+2 anos,
sendo que 68% eram aposentados e 60% tinham renda fa-
miliar de 1 a 3 salarios minimos. Quanto ao conhecimento
da doenga, verificou-se que 88% sabiam que eram hiper-
tensos, porém 42% dos pacientes relatavam que a HAS
tinha cura. Quanto ao grau de conhecimento dos medica-
mentos, 78% dos pacientes ndo entendiam a letra do
prescritor.

Quanto as dificuldades relacionadas a adesao, evi-
denciou-se que 40% dos pacientes relataram efeito colateral
atual com o medicamento que faziam uso e 48% dos pacien-
tes esqueciam de tomar o medicamento prescrito. Verifi-
cou-se adesdo aos anti-hipertensivos em 36% no Teste de
Morisky e Green, 64% no IAAFTM, 55% de adesdo na AAE
e 52% de adesdo em domicilio (N=33). Nao houve adequada
concordancia entre os diversos métodos de avaliagdo de
adesdo (kappa variando entre 0,05 e 0,46). Houve maior
média de PA nas 2 consultas e em visita domiciliar se compa-
radas com a MAPA vigilia (142+15/82+4 mmHg, 146+24/
81£14 mmHg e 12341/70+5 mmHg, respectivamente - p<0,001
PAC e PAVD vs. MAPA vigilia), ndo havendo relagdo da
taxa de controle da HAS com grau de adesdo. A taxa de
controle, utilizando-se a MAPA vigilia, foi de 80%. Verifi-
cou-se alta prevaléncia de efeito do avental branco. Con-
cluindo, neste grupo de idosos hipertensos, em tratamento
medicamentoso, a prevaléncia da adesdo ao tratamento foi
semelhante ao da literatura, houve adequada taxa de con-
trole da PA quando avaliados pela MAPA e discordancia
entre os instrumentos de medida de adesdo estudados.
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OFERTA PROTEICA INTRADIALITICA VIA ORAL EM PACIENTES NEFROPATAS CRONICOS E
DIMINUICAO DOS INDICADORES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Isolda Prado de Negreiros Nogueira Maduro
Orientador: Prof. Dr. Julio Sérgio Marchini
Tese de Doutorado apresentada em 17/05/2007

As causas de desnutri¢do energético-protéica (DEP)
e caquexia em pacientes em hemodialise (HD) sdo multifa-
toriais, estando relacionadas a uremia, a doengas co-exis-
tentes e ao proprio processo dialitico. Tendo em vista a
relacdo entre DEP e inflamagao cronica nesses pacientes, o
presente estudo avaliou prospectivamente 14 pacientes
submetidos a HD cronica, de baixo fluxo, por um periodo de
um més, divididos em dois grupos, recebendo na fase ini-
cial quantidades diferentes de proteina intradialitica via
oral (2 versus 29 g) e na fase experimental quantidades
iguais, com suplementag@o no grupo 1 (29 versus 29 g).
Foram realizadas avalia¢do do estado nutricional e determi-
nadas as perdas pelo dialisato de nitrogénio total (ND),

o nitrogénio sérico (NS) e as proteinas de fase aguda
(PCR e a-1-glicoproteina acida) pré e pos-hemodialise. O
reuso do dialisador também foi determinado em cada oca-
sido. Os resultados mostram que a suplementacéo protéica
ndo interferiu no quadro nutricional, nem nos valores de
proteinas de fase aguda positiva. Houve correlagdes inversas
entre o estado nutricional e os marcadores inflamatérios,
assim como uma correlagdo positiva entre os valores de
PCR e NS pré e pos-dialise. Entretanto, ndo houve correla-
¢do entre o reuso do dialisador e o valor de PCR. Conclui-se
a necessidade de estudos adicionais, envolvendo a suple-
mentagdo protéica com maior duracdo e com a utilizagio de
medicamentos ou alimentos funcionais anti-inflamatérios
para melhor compreender os mecanismos pelos quais a
nutri¢do possa influenciar significativamente na inflama-
cdo sistémica e como conseqiiéncia, na reversdo da
caquexia, destes pacientes.

INSERCAO DO CONHECIMENTO DO ESPECIALISTA NO PROCESSO DE REALIMENTACAO
DE RELEVANCIA EM RECUPERACAO DE IMAGEM POR CONTEUDO: UM ESTUDO DE VIA-

BILIDADE EM MAMOGRAFIA

Natéilia Abdala Rosa
Orientador: Prof.Dr. Paulo Mazzoncini de A. Marques
Tese de Doutorado apresentada em 23/05/2007

Este trabalho apresenta a implementagdo e testes
iniciais de um sistema de recuperacdo de imagens baseada
em conteudo, com realimentag@o de relevancia integrada,
voltado para aplicacdes na area médica. A recuperagéo de
imagens baseada em contetido € uma area de pesquisa em
informatica de imagens médicas que tem evoluido bastante
nos ultimos anos. O sistema proposto utiliza um método
recém-desenvolvido — chamado Slim-tree — para fazer a
indexacdo e recuperacdo de imagens através de dados quan-
titativos extraidos automaticamente. Caracteristicas como
textura, forma e cor, podem ser utilizadas, isoladamente ou
de forma combinada, para descrever o conteudo das ima-
gens e possibilitar sua comparagdo e recuperagao baseada
em similaridade. O sistema também contempla a realimenta-
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¢do de relevancia, baseada na avaliacdo da resposta do
sistema por parte do usuario, como forma de diminuigio da
descontinuidade semantica e otimizagdo da resposta. O
modelo proposto foi inicialmente testado com imagens
mamograficas, porém sua modelagem ¢ genérica e pode ser
facilmente estendida para diferentes regides anatdmicas e
modalidades de obten¢do de imagem, através da implemen-
tacdo de novos métodos de indexac@o e algoritmos de ex-
tragdo de caracteristicas. Nos testes realizados com 540
imagens mamograficas, o uso de realimentacdo de relevan-
cia apresentou uma taxa de ganho médio nas medidas de
precisdo do usuario leigo, do médico residente e do radio-
logista de 23,91%, 29,53% e 49,67% respectivamente com
respectivos desvios padrdes de 34,23%, 37,35% e 47,31%.
Para as medidas de qualidade, as taxas de ganho do usua-
rio leigo, do médico residente e do radiologista foram res-
pectivamente de 21,56%, 25,53% e 42,81%, com desvios
padroes respectivos de 30,92%, 36,30% e 38,33%.
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ANALISE DA EXPRESSAO DAS FORMAS TAp73 E ANp73 DO GENE p73 EM PACIENTES COM

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Antonio Roberto Lucena de Araiijo
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Magalhdes Rego
Dissertagao de Mestrado apresentada em 25/05/2007

O p73, homologo ao p53, participa no processo de
apoptose e regulacdo do ciclo celular, embora seu papel
como gene supressor de tumor seja questionavel. Este gene
possui dois promotores distintos que permitem a formagao
de duas proteinas com efeitos antagonicos: a TAp73, que
atua como um agente pro-apoptotico, e a forma truncada
ANp73, capaz de bloquear a atividade transcripcional da
p53 e TAp73, conferindo as células vantagem proliferativa.
No presente trabalho foi quantificado a expressdo génica
das formas TAp73 e ANp73 em 147 amostras de LMA de
novo e em 22 amostras de precursores hematopoéticos CD34+
de medula 6ssea de individuos sadios por PCR em Tempo
Real. Valores significativamente maiores de expressdo da
forma TAp73 foram detectados nas amostras de LMA em
comparagao aos progenitores hematopoéticos normais (Mé-
dia (&), Desvio Padrdo (DP) =3,691 = 0,698 versus & = 0,025
DP =0,006, respectivamente, p =0,0327). Da mesma forma, a
expressdo da forma AN do gene p73 foi significativa-
mente maior nas células de LMA (§ = 25,100,
DP=4,411 versus & =0,458, DP=0,165, respectivamente,
p = 0,0233). Em seguida, foram comparados os niveis de
expressdo génica da forma TAp73 entre o grupo de pacien-
tes com LMA Portador de Rearranjo Génico (PRG, n=79),
composto por amostras positivas para os rearranjos géni-
cos PML-RARA (n = 32), AMLI-ETO (n = 17) ou CBFj3-
MYH1I (n=30), e o grupo Sem Rearranjo Génico (SRG, n=
68), formado por amostras em que a pesquisa desses rear-
ranjos foi negativa. O grupo PRG apresentou niveis signifi-
cativamente mais altos de expressao génica da forma pro-
apoptotica TAp73 (PRG: § =5,174, DP = 1,179 versus SRG:

&=1,731,DP=0,303, p=0,014). Entretanto, quando analisa-
da a expressdo génica da forma ANp73 entre os grupos PRG
e SRG, observaram-se maiores niveis de expressao génica
da forma antiapoptotica ANp73 no grupo SRG (PRG: & =
10,62, DP= 1,552 versus SRG: £ =44,23, DP=9,487,p=0,0001).
Nao foram detectadas diferengas significativas entre as for-
mas TAp73 e ANp73 nos trés subtipos de LMA incluidos
no grupo PRG. Subdividimos arbitrariamente os pacientes
com LMA de novo em quatro subgrupos distintos, baseado
na razdo ANp73 / TAp73, a saber: 1. Grupo com razao
ANp73/ TAp73>100; 2. Grupo com 100 = razdo ANp73 /
TAp73210; 3. Grupo com > 10razdo ANp73 / TAp73=1e
4. Grupo comrazdo ANp73/TAp73 <1.Nao foram observa-
das diferengas significativas entre estes grupos quanto a
idade dos pacientes, dosagem de hemoglobina, contagens
de leucocitos e plaquetas ao diagnéstico. Entretanto, a fre-
qiiéncia de casos PML-RARA, AMLI-ETO, CBFB-MYHI11
positivos foi significativamente maior no grupo com razao
ANp73/ TAp73 < 1. Além disto, a expressdo do gene p53
ndo variou de acordo com o valor darazdo ANp73/TAp73.
Foi realizado um ensaio de citotoxicidade in vitro induzida
por ARA-C para avaliarmos a relagdo entre a sensibilidade a
quimioterapia e o padrio de expressdo das formas do gene
p73. Células leucémicas que apresentaram uma maior razao
ANp73/ TAp73 foram significativamente mais resistentes a
apoptose induzida pela droga. Corroborando com os acha-
dos da expressdo génica, as amostras que apresentaram uma
maior razdo de expressdo protéica ANp73 / TAp73 também
foram mais resistentes a apoptose induzida por ARA-C.
Nossos achados sugerem que ha uma associagdo entre a
presenga dos rearranjos génicos PML-RARA, AMLI-ETO,
CBFB-MYH1I e uma maior expressao da forma TAp73 em
relagdo a ANp73. Além disso, o padrido de expressdo relati-
va da forma ANp73 pode estar associado a resposta dife-
rencial aos estimulos pro-apoptéticos e a terap€utica.

FATORES PROGNOSTICOS ENVOLVIDOS NA INFECCAO PELO HTLV-1

Rochele Azevedo
Orientador: Prof. Dr. Dimas Tadeu Covas
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 28/05/2007

O HTLV-1 esta relacionado a duas manifestacdes
clinicas: a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL)
e a mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica
tropical (TSP/HAM). Até€ o momento, ndo esta claro quais
os fatores virais e do hospedeiro estdo envolvidos na de-

terminagdo destas diferentes manifestagdes clinicas. Mui-
tos autores associaram polimorfismos (SNPs) em genes de
citocinas inflamatdrias com o desenvolvimento das mani-
festagdes clinicas; outros, demonstraram que o aumento
da carga proviral esta envolvido com o desenvolvimento
de TSP/HAM e uveite. Também foi demonstrado que poli-
morfismos nos genes de citocinas se associam com eleva-
da carga proviral.

Neste estudo, foram avaliados os polimorfismos
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(SNPs) na regido promotora dos genes da interleucina 6
(IL-6) e interleucina 10 (IL-10) em pacientes infectados pelo
HTLV-1 e avaliada a associa¢do destes SNPs com o desen-
volvimento de TSP/HAM e ATLL. Ainda, foi feita a quanti-
ficagdo da carga proviral nas células mononucleares do
sangue periférico destes pacientes. Foram coletadas amos-
tras de 137 pacientes (46 portadores assintomaticos (HAC),
50 com leucemia/linfoma (ATLL), 41 com mielopatia as-
sociada ao HTLV-1 (TSP/HAM) ¢ de 188 individuos nao
infectados (controles). A partir do sangue total, foi realiza-
da a extracdo do DNA a partir do buffy coat. Os polimorfis-
mos dos genes da IL-6 (G-174C e G-634C) e IL-10 (A-592C)
foram analisados por PCR-RFLP; e a substituicdo G-597A
PCR em tempo real. A carga proviral foi determinada por
PCR em tempo real para a regido viral zax).

Para o gene da IL-6 foi encontrada uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) para as posicdes
-174 e -634 entre os grupos de infectados e o grupo contro-
le. Entretanto, na analise da posi¢do -597 da IL-6 néo foi
encontrada nenhuma associagéo entre os grupos. O mes-
mo foi observado para o gene da IL-10 na posiggo -592. Foi
feita a distribuicdo da carga proviral entre os grupos de
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pacientes HAC, TSP/HAM e ATLL; foram obtidos resulta-
dos estatisticamente significantes quando comparamos os
grupos de HAC e TSP/HAM (p<0,001) e para os grupos de
HAC e ATLL também tivemos um resultado estatisticamen-
te significante (p<0,001 - Kruskal-Wallis). Para a posicio
-592 da IL-10 foram analisados os individuos infectados
separados de acordo os diferentes genotipos para analisar
se os niveis de carga proviral eram diferentes nos diferen-
tes genotipos. Foi observado que a carga proviral ndo esta
relacionada com os diferentes genotipos e sim com as ma-
nifestacdes clinicas.

O presente estudo demonstrou que os polimorfis-
mos das posi¢des -174 e -634 do gene da IL-6 do processo
inflamatorio esta associado com o desenvolvimento das
manifestagdes clinicas relacionadas com o HTLV-1. E de-
monstrou também que a carga proviral ¢ um marcador util
da atividade da doenca, e portanto, um importante parame-
tro prognodstico para o seguimento do desenvolvimento de
TSP/HAM e ATLL. E importante salientar que este é o pri-
meiro estudo na populagdo brasileira em que foram analisa-
dos os polimorfismos de genes citocinas e carga proviral
nas diferentes manifestagdes clinicas do HTLV-1.

QUANTIFICACAO DO LIMIAR DE ANAEROBIOSE VENTILATORIO NO EXERCICIO FiSICO
DINAMICO EM CARDIOPATAS CHAGASICOS UTILIZANDO-SE METODOS VISUAIS E

COMPUTACIONAIS

Julio Cesar Crescéncio
Orientador: Prof. Dr. Lourengo Gallo Junior
Tese de Doutorado apresentada em 29/05/2007

Os avangos tecnoldgicos ocorridos na tltima déca-
da trouxeram enormes beneficios, no sentido de possibili-
tar o uso de equipamentos computadorizados, que permi-
tem a aquisi¢@o, processamento e armazenamento de um
grande nimero de varidveis respiratorias e metabodlicas em
exercicio fisico, em tempo real e a cada ciclo respiratorio.
Inserido neste novo cenario, o estudo realizado com esta
nova geragdo de equipamentos, nas respectivas areas de
conhecimento, pode ser direcionado, usando-se métodos
matematicos e estatisticos computadorizados, os quais pos-
sibilitam a aplicacdo de procedimentos automaticos e/ou
semi-automaticos na solugio de problemas especificos. E
dentro deste contexto que se insere o presente estudo, que
tem por objetivo estudar, em pacientes portadores de do-
enca de Chagas e em individuos sadios, do sexo mascu-
lino, o limiar de anaerobiose ventilatorio, durante o exerci-
cio fisico dindmico, realizado em cicloergéometro, usando-
se métodos baseados em modelos matematicos, automati-
cos e semi-automaticos, comparativamente com o método
visual grafico. Foram estudados 51 voluntarios do sexo mas-
culino, sendo 24 chagésicos e 27 saudaveis, a média de
idade dos grupos chagasico e saudavel foi de 33,77 + 7,86
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€ 35,91 £9,84 anos, respectivamente. Todos eles foram sub-
metidos a dois testes de esforgo fisico dinamico, com um
protocolo continuo do tipo rampa e um outro protocolo de
esforgo fisico descontinuo, ambos na posi¢ao sentada, em
cicloergdmetro de frenagem eletromagnética, acoplado a
um ergoespirdmetro (CPX/D - MedGraphics), que possibi-
litou o calculo e armazenamento de multiplas varidveis car-
diorrespiratorias, como: ventilagao pulmonar ( VE), produ-
¢do de CO, (VCO,), consumo de O, (VO,), equivalentes
ventilatorios de O, (VE/VO,) e de CO, (VE/VCO,), fragdes
parciais do O, (PET O,) e do CO, (PET CO,) no final da
expiragao, quociente de trocas respiratorias (RER), freqiién-
cias respiratoria (RR) e cardiaca (FC), além dos valores de
poténcia aplicada e da velocidade de pedalagem no
cicloergdmetro. Os valores do LAV, durante o protocolo
continuo, foram calculados por seis diferentes métodos,
que usam como critério de medida deste parametro, a mu-
danga de inclinagdo da VCO, , em relagdo ao tempo ou da
VCO, em relagdo ao VO,. Estes métodos foram os seguin-
tes: 1) método visual; 2) método automatico, usando
algoritmo, incorporado ao sistema MedGraphics; 3) mode-
lo bissegmentado linear-linear aplicado a resposta da VCO,
em funcdo do tempo; 4) modelo bissegmentado linear-
quadratico aplicado a resposta da VCO, em fungéo do tem-
po; 5) modelo bissegmentado linear-linear aplicado a res-
posta da VCO, em fungdo do consumo de O,; € 6) modelo
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bissegmentado linear-quadratico aplicado a resposta da
VCO, em fun¢io do consumo de O,. Os modelos bisseg-
mentados se basearam na aplicagdo da soma dos quadra-
dos dos residuos, quando o conjunto de dados ¢ ajustado
pelo método dos minimos quadrados, para uma reta inicial e
final ou uma reta inicial e uma curva quadratica final. Foram
aplicados, aos dados do protocolo descontinuo, nas varias
poténcias estudadas, um modelo semiparamétrico que ajus-
ta uma reta por meio de uma regressdo linear. Apds analise
qualitativa e quantitativa apropriada aos conjuntos de da-
dos, chegou-se as seguintes conclusdes: 1) os modelos ma-
tematicos bissegmentados usados no presente estudo, do
tipo linear-linear e linear-quadratico, mostrando a resposta
das variaveis VCO, vs. tempo e VCO, vs. VCO,, com proto-
colos continuos em rampa, puderam ser aplicados em 64%
dos voluntarios estudados (16 chagésicos e 17 saudaveis),
e os valores do limiar de anaerobiose ventilatorio, expres-
sos em poténcia e consumo de oxigénio, ndo diferiram esta-
tisticamente dos obtidos pelo método visual grafico, nos
grupos de pacientes chagasicos e de individuos saudaveis;
2) o método automatico, incorporado ao ergoespirdmetro
MedGraphics, possibilitou a determinacéo limiar de anaero-
biose em todos os voluntarios estudados nos grupos cha-
gasico (n=24) e saudavel (n=27); entretanto, com valores do
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limiar de anaerobiose ventilatorio subestimados comparati-
vamente ao método visual grafico; 3) ndo houve diferenga
estatisticamente significante entre a comparacdo dos coefi-
cientes (inclinagdo e intercepto) das retas de regressdo, que
relacionam a poténcia com o consumo de oxigénio dos valo-
res do limiar de anaerobiose ventilatorio calculados para os
seis métodos usados; 4) as analises das retas de regressdo
dos modelos semiparamétricos, aplicados no protocolo des-
continuo, mostraram porcentagem pequena de casos, em
que a mudanca de inclinagio das retas coincidiu com o va-
lor do limiar de anaerobiose ventilatorio, o que ainda torna
questionavel a utilidade desta abordagem, pelo menos nas
condi¢des em que os protocolos progressivos do tipo de-
grau tenham 6 minutos de duracéo; 5) Os quatro modelos
bissegmentados testados e o método automatico do equi-
pamento, aplicados as respostas das variaveis ventilato-
rias, usando-se o protocolo de rampa, se mostraram ade-
quados, como ferramentas tteis para se quantificar o limiar
de anaerobiose ventilatorio durante o exercicio dindmico;
6) o janelamento dos dados, durante a aplicacdo da rampa
de poténcia em esforgo, se mostrou de fundamental impor-
tancia para permitir o uso adequado dos modelos matemati-
cos bissegmentados e do método automatico, visando a
quantificac@o do limiar de anaerobiose ventilatorio.

USO DO LASER TERAPEUTICO PARA PREVENCAO E TRATAMENTO DA MUCOSITE ORAL:
ESTUDO COMPARATIVO COM O PROTOCOLO CONVENCIONAL

Vivian Youssef Khouri
Orientador: Prof.Dr. Julio César Voltarelli,
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 30/5/2007

A mucosite oral ¢ uma complicagao freqiiente cau-
sada pela agdo da quimioterapia e radioterapia utilizadas no
tratamento oncoldgico e também, acomete os pacientes sub-
metidos ao transplante de células-tronco hematopoéticas
(TCTH) devido a utilizagdo de quimioterapia ou radiotera-
pia em altas doses, principalmente na modalidade mieloa-
blativa. Vérias terapéuticas foram testadas para prevenir e
tratar a mucosite, sendo uma das mais recentes o laser tera-
péutico (laser de baixa intensidade) que tem como efeitos
bioldgicos analgesia, agdo antiinflamatoria e reparagao te-
cidual. O objetivo desse trabalho foi comparar a freqiiéncia
e a evolucdo da mucosite oral entre os pacientes submeti-
dos ao laser terapéutico e os submetidos a terapia conven-
cional (“Férmula para Mucosite”) utilizada na Unidade de
Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sdo Paulo. Participaram do presente estudo pacientes
que receberam a administragdo de regime de condiciona-
mento mieloablativo para a realizacdo do transplante de
medula 6ssea alogénico para doencas hematologicas. Os

pacientes participantes apresentavam idade igual ou acima
de 12 anos, sendo 17 pacientes do sexo masculino ¢ 5 do
sexo feminino (média de idade foi de 30 anos). Foram sele-
cionados 22 pacientes divididos em 2 grupos: grupo I: sub-
metido a laserterapia combinada com o tratamento conven-
cional e grupo II submetido apenas ao tratamento conven-
cional (prevenc¢do: procedimento padrao, tratamento: pro-
cedimento padrdo + “Férmula para Mucosite”). Todos os
pacientes foram submetidos ao procedimento padrdo que
corresponde aos cuidados da higiene bucal com orienta-
¢des quanto a escovacdo, uso de antissépticos bucais e
bochechos com solugdo salina a 0,9%. O grupo I foi irradia-
do com o laser de AlGalnP (660 nm) e GaAlAs (780 nm),
com poténcia de 25 mW, na dose de 6,3 J/cm?, tempo 10
segundos, os lasers de 660 e 780 nm foram aplicados em
dias alternados, desde o inicio do regime de condiciona-
mento até o D+15 pds-transplante. Foram utilizadas as es-
calas da World Health Organization (WHO) e a “Oral
Mucositis Assesment Scale” (OMAS) para avaliagdo da
mucosite. A WHO avalia os sinais e sintomas da MuO,
enquanto a OMAS ¢ uma escala que avalia especificamente
o tipo de eritema e a extenso das ulceragdes na cavidade
bucal. Foi aplicado um questionario especifico para o
grupo I se houve alguma intolerancia ou desconforto cau-
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sada pela laserterapia. Os resultados analisados estatistica-
mente mostraram que no grupo 1 25% dos pacientes apre-
sentaram mucosite grau WHO 1, 75% WHO 2, enquanto no
grupo 11 10% WHO 0, 10% WHO 2, 30% de WHO 2-3 e 50%
WHO 3. Coma OMAS, 33,3 % dos pacientes do grupo I ndo
apresentaram lesdo e 66,6 % apresentaram lesdes de <lcm?.
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O grupo II evoluiu com lesdes mais extensas, com 50% apre-
sentaram lesdo >3 cm?. Assim, o grupo [ apresentou menor
freqiiéncia e melhor evolucdo da mucosite quando compa-
rado ao grupo II. Concluiu-se que o laser promoveu a redu-
¢do na gravidade das lesdes, podendo ser uma nova opcao
de prevenc@o e tratamento da mucosite oral.

IMPLANTACAO DE UM PROGRAMA DE CONSERVACAO AUDITIVA: ENFOQUE FONOAUDIOLOGICO

Ana Lucia Rios
Orientadora: Prof.Dra. Geruza Alves da Silva
Tese de Doutorado apresentada em 31/05/2007

A tecnologia e a modernidade proporcionam, em al-
guns casos, a ocorréncia de doencas ocupacionais e con-
seqiientemente a queda na qualidade de vida da classe tra-
balhadora causada, muitas vezes, pelo aumento dos niveis
de ruido nas industrias. Com isso a Perda Auditiva Induzi-
da por Ruido (PAIR) tem ocupado lugar de destaque entre
as doencas ocupacionais. A implanta¢do de um Programa
de Conservagdo Auditiva (PCA) é necessaria em locais de
trabalho onde os niveis de exposicdo ao ruido estejam aci-
ma dos limites de tolerancia. O objetivo do estudo foi pro-
por para a dire¢@o de uma empresa a implantagdo de um
Programa de Conservagdo Auditiva na Divisdo de Nutri¢do
e Dietética (DND), area que apresenta nivel de pressio so-
nora elevado, verificando a eficacia do trabalho dos profis-
sionais atualmente envolvidos e enfocando o papel do fo-
noaudiologo. Foram analisadas as avaliagdes auditivas
contidas nos prontuarios médicos de todos os funciona-
rios da DND realizadas durante o periodo de dezembro de
2004 (ano base) a margo de 2006. Por meio de um questiona-
rio, os dados pessoais e referentes a historia clinica e ocu-
pacional dos trabalhadores foram colhidos. Paralelamente

aos procedimentos ja citados, foram realizadas palestras e/
ou mini-cursos aos funcionarios da Divisdo sobre os cui-
dados com a audigdo, a necessidade e importancia do uso
do equipamento de protecdo individual, a importancia da
realizac¢do dos exames auditivos, além de esclarecimentos
relativos as portarias e normas de saide ocupacional. Par-
ticiparam do estudo 174 funcionarios da DND com idade
variando de 23 a 61 anos (média de 43 anos) e predominio
do género feminino (93,68%). No ambiente de producédo da
DND o ruido variou entre menos de 60dB(A) a 88,7dB(A) e
as areas mais ruidosas respectivamente sdo: Secdo de Pre-
paro e Cocgdo, Secdo de Cozinha e Dietética, Lavagem e
Esterilizacdo e Restaurante I. A maioria dos funcionarios
faz uso do protetor auricular com freqiiéncia e participam
das capacitagdes que a empresa proporciona, porém em
2004, 35,29% apresentaram algum tipo da alteragdo na
acuidade auditiva, sendo que, na sua maioria, a configura-
¢do audiométrica é sugestiva de PAIR e quando os exames
de 2004 foram comparados com os de 2005, o agravamento
da perda auditiva foi de 32%, demonstrando que as medi-
das de prevengdo adotadas estdo pouco eficazes. Com es-
ses dados concluimos que a implantacdo de um programa
de conservagdo auditiva com agdes sincronizadas entre os
que realizam as atividades preventivas, na empresa se faz
urgente.

ESTUDO PARA REDUCAO DE DOSE DE RADIACAO EM EXAMES DE TOMOGRAFIA COMPUTA-

DORIZADA DE CRIANCAS

Juciléia Dalmazo
Orientador: Prof Dr Jorge Elias Junior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/05/07

Este trabalho tem o objetivo de apresentar estudo
sobre mecanismos de redu¢@o de dose de radiacdo utiliza-
danos varios exames de Tomografia Computadorizada (TC)
de criancas, realizados nos equipamentos do Servigo de
Radiodiagnoéstico do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Na etapa inicial foi
realizada uma coleta de dados relativos a dose de radiagao
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utilizada em exames de TC de cranio, de torax e de abdomen
com os protocolos habitualmente utilizados na rotina. Para
cada tipo de exame foi avaliada a técnica utilizada. Verifi-
cou-se que o protocolo de exame utilizado na rotina do
servi¢o ndo considerava variagdes na faixa etaria dos pa-
cientes. Na segunda etapa do estudo analisou-se qual o
impacto da variag@o de pardmetros técnicos no protocolo
da TC, em especifico do KVp e do mAs, na dose de radia-
¢do, procurando manter o nivel de qualidade de imagem
para o estudo diagnostico. Foram testadas novas técnicas,
com menor indice de dose em relagdo as doses encontra-
das nos protocolos de rotina estudando-se o nivel de ruido
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aceitavel. Na terceira e ultima etapa as imagens geradas
com os novos parametros de KVp e mAs foram analisados
pelos radiologistas do HCFMRP, em revisdo cega e inde-
pendente, utilizando-se questionario para avaliacdo das
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imagens quanto a resolucdo espacial e contraste. Conclui-
mos que ¢ possivel reduzir os niveis de dose de radiagio
em até 34,4 % sobre os protocolos utilizados na rotina,
mantendo-se a qualidade diagnostica.

PADRONIZACAO E FORMULACAO DO CUSTO DA PCR-RFLP PARA O DIAGNOSTICO DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR EM PAPEL DE FILTRO

Stella Felippe de Freitas
Orientadora: Profa. Dra. Ana Maria Ferreira Roselino
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 31/05/2007

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA), nas
formas cutanea ou mucosa, é endémica no Brasil. Nos ulti-
mos anos, o Ministério da Satude registrou média de 35.000
casos novos de LTA em praticamente todos os estados do
pais, sendo crescente a cada ano. Na regido nordeste do
estado de Sao Paulo, incluindo Ribeirao Preto, a LTA € au-
toctone. Na tentativa de um diagndstico precoce e seguro
da doenga associaram-se ao exame clinico-epidemioldgico
exames subsidiarios, como a Polymerase Chain Reaction
(PCR) e PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphism
(PCR-RFLP), que permitem a identificagdo da espécie de
Leishmania presente na amostra. Identificamos no labora-
torio de biologia molecular (LBM), por PCR, as espécies
L. (V.) braziliensis e L (L.) amazonensis em amostras de
pele ou de mucosa de pacientes com LTA. Dessa forma, os
objetivos principais deste estudo foram: (1) padronizar a
técnica de PCR-RFLP para a identificacdo da espécie de
Leishmania em amostras de pele ou de mucosa, coletadas
em papel de filtro na forma de imprint, e (2) calcular o custo
individual deste exame laboratorial. A populagio de estudo
contou com 67 amostras de pacientes atendidos no
HC-FMRP-USP, 28 amostras de pacientes atendidos no Hos-
pital Universitario de Brasilia-DF e 2 amostras da UNIFESP,
totalizando 97 amostras. Das 65 amostras na forma de
imprint de pacientes com diagnostico clinico de LTA aten-
didos no HC-FMRP/USP, no Hospital Universitario de Bra-
silia-DF e na UNIFESP, 54 (83%) amostras foram positivas
na PCR. A partir do resultado da identificagdo por PCR-
RFLP, com as enzimas Hae III € Bsr I, das 54 amostras na
forma de imprint pudemos demonstrar que 39 (70,9%) fo-
ram de L. (V.) brazilienesis; 4 (7,3%) foram identificadas
como L. (L.) amazonensis. Das 97 amostras na forma de

imprint 32 foram coletadas de pacientes com diagnostico
ou suspeita clinica de outras doengas de pele clinicamente
semelhantes a LTA, atendidos no HC-FMRP/USP, e 34 amos-
tras de pacientes com diagnostico clinico de leishmaniose
atendidos no HC-FMRP/USP, foram coletadas nas formas
de imprint e bidpsia. Destes pacientes, 18 apresentaram
PCR negativa para leishmaniose e 14 amostras cujos diag-
nostico clinicos foram: Bazin, hanseniase, paracoccidiose,
ectima, ulcera indefinida, farmacodermia e histoplasmose,
apresentaram PCR-RFLP positiva todas identificadas como
L. (V.) braziliensis. Ressalta-se a facilidade no envio e con-
servagdo de amostras na forma de imprint, destacando sua
utilidade em pesquisas de campo e localidades distantes
deum centro especializado. Para o calculo do custo da PCR-
RFLP como método diagnoéstico para LTA realizou-se pes-
quisa de precos (em moeda corrente) de equipamentos,
materiais de consumo e materiais permanentes. Ainda
deve-se levar em consideragdo os custos diretos e indire-
tos, fixos e variaveis, e gastos com mao-de-obra, que influ-
enciam diretamente o custo final do procedimento labora-
torial. Quanto ao custo do exame pdde-se demonstrar que
existe a possibilidade de que um laboratorio de rotina de
médio porte, equipado com materiais, instala¢des e equipa-
mentos basicos, possa realizar o referido teste molecular,
ficando este calculado em U$ 22,97. Este valor de exame
desde a elui¢do da amostra na forma de imprint em papel de
filtro em adgua a 90°C para a obtenc@o do DNA, até a identi-
ficacdo apos a PCR-RFLP com o uso das duas endonuclea-
ses: Hae III e Bsr I. O tempo médio de realizagio e conclu-
sdo da identificag@o do agente etiologico ficou em torno de
dois dias considerando-se oito horas diarias de trabalho de
mao-de-obra especializada. Finalmente, demonstrou-se a vi-
abilidade da realizacdo de um teste molecular na rotina la-
boratorial, sendo este de grande valia na rapida e especifi-
ca identificaco da espécie de Leishmania envolvida nesta
zooparasitose de importancia epidemiologica.

IDENTIFICACAO DE CELULAS-TRONCO MULTIPOTENCIAIS NO TECIDO PERITONIAL DE

CAMUNDONGOS NOD/scid

Elaine Cristina Pereira Vitorelli
Orientadora: Profa.Dra. Aparecida Maria Fontes
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 01/06/2007

As células-tronco mesenquimais (CTMs) foram ini-
cialmente descritas na medula 6ssea de adultos e caracteri-
zadas pela baixa freqiiéncia, aspecto fibroblastoide, ade-
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réncia a superficies plasticas, potencial de diferenciacdo
em diversos tecidos de origem mesodérmica, capacidade de
sustentar a hematopoese e baixa imunogenicidade. Atual-
mente, essas células t€ém sido isoladas de um grande niime-
ro de tecidos adultos e fetais em diferentes espécies. O
nosso grupo tem isolado e identificado CTMs de tecidos
humanos, fetais e adultos, e mostrado suas similaridades
com fibroblastos e pericitos (Covas, com. pessoal). O teci-
do peritonial apresenta capacidade de reconstituicdo me-
diante diferentes episddios de peritonites, entretanto, o
mecanismo desse processo ndo € conhecido e a biologia
da membrana peritonial ndo esta completamente caracteri-
zada. O objetivo desse trabalho consistiu em investigar a
possivel existéncia de células-tronco multipotenciais, com
caracteristicas similares as CTMs da medula dssea, no teci-
do peritonial visceral de camundongos NOD/scid. Para tan-
to, foram isoladas as células da medula dssea e do tecido
peritonial de camundongos NOD/scid e colocadas em cul-
tivo para expansdo, caracterizagdo morfologica, fenotipica
e, quanto ao seu potencial de diferenciacdo em adipocitos,
osteocitos e condrocitos. A medula 6ssea foi coletada do
canal medular das tibias e fémures dos camundongos e, o
aspirado celular total, foi ressuspenso em meio a-MEM
suplementado com 15% SBF. A membrana peritonial foi sub-
metida a digestdo com colagenase e, o extrato celular, colo-
cado em cultivo sob as mesmas condigdes que as células
da medula 6ssea. Para o isolamento das CTMs de ambos
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os tecidos, utilizou-se o protocolo classico de aderéncia ao
plastico. Durante a expansao celular foram observadas cé-
lulas com morfologia fibroblastoide, similares as CTMs da
medula dssea. Apos a terceira passagem celular, foi realiza-
da a caracterizag@o fenotipica e funcional das mesmas. A
analise fenotipica mostrou um padréo de expressido de mo-
léculas de superficie similares as CTMs da MO e a linha-
gem celular controle M2-10B4, isto ¢, foram positivas para
Sca-1, CD29 e CD44, e negativas para os marcadores hema-
topoéticos (CD34 e CD117) e endoteliais (CD31). No que
diz respeito ao aspecto funcional, os estudos de adipogé-
nese e osteogénese demonstraram, em ambos os tecidos, a
inducdo da expressdo dos genes Adipsina e Osteopontina
por RT-PCR. Analises citoquimicas mostraram a presenca
de goticulas lipidicas ap6s a coloragdo por Sudan I1/Scarlat
e de nddulos mineralizados apds a coloragéo por von Kossa,
confirmando o potencial de diferenciagdo em adipdcitos e
ostedcitos. Finalmente, o potencial condrogénico foi con-
firmado, uma vez que a imuno-reatividade positiva para
colageno tipo II foi detectada. Em conclus@o, os presentes
achados demonstram a ocorréncia de células-tronco multi-
potentes no tecido peritonial, com morfologia, perfil
fenotipico e potencial de diferenciagéo similares as CTMs
da MO. Futuros estudos de analise de expressdo génica em
CTMs da MO e do tecido peritonial, permitirdo a compre-
ensdo mais detalhada das similaridades e diferengas entre
esses tipos celulares distintos.

REDES NEURAIS AUTO-ORGANIZAVEIS NA CARACTERIZACAO DE LESOES INTERSTICIAIS

DE PULMAO EM RADIOGRAFIA DE TORAX

Paulo Eduardo Ambrosio
Orientador: Prof. Dr. Clovis Siméao Trad
Tese de Doutorado apresentada em 01/06/2007

O desenvolvimento tecnologico proporciona uma
melhoria na qualidade de vida devido a facilidade, rapidez e
flexibilidade no acesso a informagdo. Na area biomédica, a
tecnologia é reconhecidamente uma importante aliada, per-
mitindo o rapido desenvolvimento de métodos e técnicas
que auxiliam o profissional na atencdo a saude. Recentes
avangos na analise computadorizada de imagens médicas
contribuem para o diagnostico precoce de uma série de
doencas. Nesse trabalho ¢ apresentada uma metodologia
para o desenvolvimento de um sistema computacional
para caracterizagdo de padrdes em imagens pulmonares,
baseado em técnicas de redes neurais artificiais. No estu-
do, buscou-se verificar a utiliza¢do de redes neurais auto-
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organizaveis como ferramenta de extracdo de atributos e
redugdo de dimensionalidade de imagens radiograficas
de torax, objetivando a caracterizagdo de lesdes interstici-
ais de pulméo. Para a redug@o de dimensionalidade e extra-
¢do de atributos, implementou-se um algoritmo baseado
nos mapas auto-organizaveis (SOM), com algumas varia-
¢oes, obtendo-se uma redugdo dos cerca de 3 milhdes de
pixels que compde uma imagem, para 240 elementos. Paraa
classificacdo dos padrdes, utilizou-se uma rede Perceptron
multi-camadas (MLP), treinada com a metodologia leave-
one-out. Com uma base contendo 79 exemplos de padréo
linear, 37 exemplos de padréo nodular, 30 exemplos de pa-
drdo misto, e 72 exemplos de padrdo normal, o classificador
obteve a média de 89,5% de acerto, sendo 100% de classi-
ficacdo correta para o padrdo linear, 67,5% para o padrdo
nodular, 63,3% para o padrdo misto, e 100% para o padrao
normal. Os resultados obtidos comprovam a validade da
metodologia.
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COMPARACAO DO PERFIL GENETICO DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 EM
COMPARTIMENTO SANGUINEO E LIQUORICO DE PACIENTES COM AFECCOES NEUROLOGICAS

Audrey Janaina Pinto
Orientadora: Profa. Dra. Alcyone Artioli Machado,
Tese de Doutorado apresentada em 04/06/2007

O Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1)
freqiientemente invade o sistema nervoso central (SNC)
durante a infeccdo primaria, e eventualmente resulta em
desordens neuroldgicas acima de 50% dos pacientes sem
tratamento. A casuistica deste estudo foi de 31 pacientes
com afecgdes neuroldgicas, 11 pacientes com toxoplasmo-
se cerebral, 11 com meningite criptocococica e nove com
aids deméncia (ADC), com niveis de RNA do HIV-1 medi-
dos no liquido cefalorraquidiano (LCR) e no plasma. As-
sim, o objetivo deste estudo foi comparar a regido do gene
envelope (env) do virus no compartimento plasmatico e
liquérico. Métodos: fragmentos do gene env do HIV-1 fo-
ram amplificados pela reagdo em cadeia pela polimerase
(PCR) e nested PCR de plasma e de LCR. Os produtos de
PCR foram diretamente seqiienciados pelo seqiienciador

3.1 ABI Analysis Data Collection. Foi utilizado o programa
MEGA 3.1 para o alinhamento das seqiiéncias, onde as se-
qiiéncias de aminoacidos da regido do env nas amostras de
LCR e de plasma foram comparadas intra-pacientes. Proce-
deu-se a analise do uso do co-receptor feita pela posi¢ao
306 e 320 da alga do V3. Pela analise filogenética das se-
qiiéncias obtiveram-se os subtipos. Resultados: todas as
amostras amplificadas (41) foram do subtipo B. Tiveram-se
17 pacientes que possuiam seqiiéncias de plasma e de LCR
amplificadas, entdo, na analise intra-paciente 13 destes 17,
possuiam virus RS que utilizaram o co-receptor CCRS, e
dois pacientes apresentaram virus X4 e dois pacientes apre-
sentaram virus diferentes nos compartimentos, X4 e RS. A
compartimentalizagdo entre LCR e plasma ocorreu em 4 de
17 individuos (23,53%) e em 13 de 17 individuos (76,47%)
possuiam seqiiéncias idénticas nos dois compartimentos.
Conclusio: Identificaram-se mudangas idénticas no LCR e
no plasma, nas seqiiéncias do HIV-1 naregido do env, espe-
cificamente na alga V3 principalmente no motivo central.

ANTICORPOS LINFOCITOTOXICOS NO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO ESTAO ASSOCIADOS
COM ATIVIDADE DA DOENCA INDEPENDENTEMENTE DA PRESENCA DE MANIFESTACOES NEU-

ROPSIQUIATRICAS

Marcela Barros Magalhies Figueiredo
Orientador: Prof.Dr. Paulo Louzada Junior
Tese de Doutorado apresentada em 04/06/2007

Objetivos: Avaliar a presenga de anticorpos linfoci-
totoxicos em pacientes com lupus eritematoso sist€émico
(LES), apresentando ou ndo manifestacdes neuropsiquia-
tricas, estratificados de acordo com a atividade da doenga.
Associar a presenca de anticorpos linfocitotoxicos com a
contagem de linfocitos no sangue periférico, a presenca de
anticorpos anti-DNA nativo e os niveis de complemento.
Associar a presenca de anticorpos linfocitotoxicos com a
ocorréncia de anticorpos anti-f32 glicoproteina I e anti-P
ribossomal. Pacientes e Métodos: Um total de 138 pacien-
tes com LES, 59 com manifestagdes neuropsiquiatricas ati-
vas (LES ativo NP), 49 com LES ndo neuropsiquiatrico ati-
vo (LES ativo ndo NP) e 30 com a doenga inativa, ¢ 57
controles saudaveis foram estudados. A atividade da do-
enga foi avaliada através do “Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index” (SLEDAI). A presenga dos anticor-
pos linfocitotoxicos foi pesquisada com a utilizagdo de um
ensaio de microlinfocitotoxicidade dependente de comple-
mento (método do auto crossmatch). A detec¢do dos anti-
corpos anti-DNA nativo foi feita através de ensaio com
Crithidia luciliae. A detecgdo dos niveis de complemento

foi feita através de nefelometria. A presenca dos anticorpos
anti-[32 glicoproteina I e anti-P ribossomal foi detectada por
ELISA. Resultados: Os anticorpos linfocitotoxicos foram
detectados principalmente em pacientes com a doenga ati-
va, ou seja, em 35 de 59 pacientes (59.3%) com LES ativo
NP e em 23 de 49 pacientes (46.9%) com LES ativo ndo NP,
enquanto apenas 4 de 30 pacientes (13.3%) com LES inati-
vo e nenhum dos controles saudaveis apresentaram estes
auto-anticorpos. A freqiiéncia de anticorpos linfocitotoxi-
cos em pacientes com LES ativo, considerados como um
todo ou estratificados em LES ativo NP e LES ativo nao NP
foi significantemente aumentada em relagdo aos pacientes
com LES inativo (p <0,0001 para cada comparagdo). Ne-
nhuma diferenca significante foi observada quando com-
parados os pacientes com LES ativo NP e com LES ativo
ndo NP. Nao houve estatisticamente significante entre os
trés grupos, em relagdo a linfopenia. No grupo com LES
ativo ndo NP, a linfopenia ocorreu de forma mais proemi-
nente (p=0,026) nos pacientes com auto crossmatch positi-
vo do que nos pacientes com auto crossmatch negativo.
Nos 2 grupos com doenga ativa, encontramos uma freqiién-
cia de anticorpos linfocitotoxicos superior a ocorréncia dos
anticorpos anti-DNA nativo e/ou de complemento baixo.
Nenhuma associacdo foi observada entre a presenga dos
anticorpos anti-f32 glicoproteina I ou anti-P ribossomal ¢ a
atividade do LES ou a presenca de anticorpos linfocitotoxi-
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cos. Conclusdes: Os anticorpos linfocitotoxicos ocorreram
mais freqiientemente em pacientes com LES Iativo do que
em pacientes com a doenca inativa, independentemente da
presenca de manifestagdes neuropsiquiatricas, um achado
que é semelhante ao dos marcadores biologicos classicos
de atividade do lupus (anti-DNA nativo e complemento).
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Nos ndo encontramos qualquer associagdo entre a presen-
¢a dos anticorpos linfocitotoxicos e a presenga de anticor-
pos anti-f32 glicoproteina I ou anti-P ribossomal. Estes re-
sultados indicam que a pesquisa da presenga dos anticor-
pos linfocitotoxicos pode ser uma ferramenta adicional util
para a avaliago da atividade do LES.

CARACTERIZACAO DO PADRAO VENTILATORIO DURANTE O SONO DE PACIENTES COM

DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA

Carolina Farinelli Marcal Lima
Orientadora: Profa. Dra. Geruza Alves da Silva
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 05/06/2007

Objetivos: Investigar previsores de dessaturagao do
sono; explorar o comportamento dos indices gasométricos
e espirométricos nas posigdes, sentada e deitada durante a
vigilia; e estudar as caracteristicas do sono e o comporta-
mento da dessaturagdo noturna em individuos com DPOC.
Metodologia: Foram formados dois grupos com 11 partici-
pantes cada. O grupo de estudo foi composto por pacien-
tes com DPOC e o grupo controle, por individuos sauda-
veis. Em cada participante realizaram-se o exame de gaso-
metria arterial primeiramente e em seguida a espirometria,
ambos nas posi¢des sentada e deitada, respectivamente.
Depois de duas semanas a estes procedimentos, foi feita a
polissonografia. Resultados: Na analise gasométrica, ndo
houve diferenga estatisticamente significante quando as
duas posi¢des foram comparadas em ambos os grupos.
Houve diferenca estatistica entre os grupos DPOC e con-
trole, mostrando que o segundo grupo estudado esta den-
tro dos critérios normais. Na espirometria, a comparagao
entre as posi¢cdes mostrou diferenga estatistica significan-
te para a posi¢do sentada, onde os valores das variaveis
CV(p=0,008), VRE (p=0,005) ¢ VEF1 (p=0,001) foram maio-
res no grupo DPOC. O VR (p=0,022) também apresentou
diferenga estatisticamente significante, porém seus valo-
res foram maiores na posi¢do deitada. O grupo controle
apresentou diferenca estatistica para CV (p=0,033), VRE
(p<0,001), CRF (p=0,03) e FEF25-75% (p=0,004) onde to-

das estas evidenciaram valores médios maiores para a po-
sicdo sentada. A andlise sobre a qualidade do sono ndo
teve diferenca estatisticamente significante para nenhum
de seus indices, porém foi observado que o niimero de
despertares teve média maior para o grupo controle em re-
lagdo ao DPOC. A porcentagem do tempo de ronco também
teve média maior, porém para grupo DPOC quando compa-
rado com o controle. A comparagao feita entre os dois gru-
pos para a quantidade do sono, evidenciou que o DPOC
tem maior quantidade de %E3+4 e que a sua diferenga é
estatisticamente significante. O estudo da respira¢do du-
rante o sono mostrou diferenga significante para as duas
variaveis estudadas: O IDR (p = 0,022) foi significante e
menor para o grupo DPOC e a porcentagem do tempo em
que a saturacdo esteve menor que 90% (p = 0,028) foi
menor e estatisticamente significante para o grupo contro-
le. O indice de correlagdo de Pearson foi positivo e signi-
ficante entre a diferenca dos valores médios das duas
posicdes estudadas do VEF1 e entre o T.%SatO2 < 90%
(r=0,677ep=0,031). A diferenca das médias nas posi¢oes
sentada e deitada do VRE também correlacionou positiva-
mente com %E3+4 (r = 0,813 ¢ p =0,004) e com o TTS
(r=0,625 e p=0,053). Conclusdes: Pacientes DPOC dessa-
turam a noite e o tempo de dessaturagdo ndo tem correla-
¢ao com a PaO2 na vigilia; a alteragdo postural do VEF1
correlacionou com o tempo de dessaturag@o noturna; O VR
aumenta na posi¢do deitada, acompanhado de queda do
VRE e manutengdo da CRF; o VRE apresenta correlagao
positiva com a quantidade de sono profundo nos pacien-
tes com DPOC.

ESTUDO DA CORRELACAQ ENTRE ISQUEMIA MIOCARDICA MICROVASCULAR E PROGRESSAO
DA DISFUNCAO VENTRICULAR EM PACIENTES COM CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

Flavio Cantarelli Hiss
Orientador: Prof. Dr. Marcus Vinicius Simdes
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 05/06/2007

O presente estudo objetivou estudar a participagdo

da isquemia miocardica microvascular na progressao da dis-
fung@o segmentar/global do ventriculo esquerdo na car-
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diomiopatia chagasica cronica. Foram investigados 38 por-
tadores de cardiomiopatia chagasica cronica, com coronarias
normais, de forma retrospectiva longitudinal em dois mo-
mentos diferentes com intervalo médio de 5,6+1,5 anos,
sendo a idade média inicial de 57+10 anos e tardia de 62+10
anos. Os pacientes foram submetidos a estudos de cintilo-
grafia miocardica de perfuséo e ecocardiograma bidimen-
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sional (ECO) nos dois momentos do estudo. Por meio da
cintilografia miocardica de perfusdo foi possivel estimar a
presenga de isquemia e fibrose, bem como, suas topografi-
as, extensodes e gravidade. O ECO permitiu a avaliagdo da
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) e o indice
de mobilidade parietal segmentar. Os testes estatisticos uti-
lizados para amostras paramétricas foram teste t pareado e
correlacdo de Pearson e para amostras ndo-paramétricas
teste de Wilcoxon e correlagdo de Spearman, além de teste
exato de Fischer. A cintilografia miocardica de perfusdo
evidenciou a presenga de isquemia através de defeitos per-
fusionais reversiveis, sendo esta detectada, na avaliagdo
inicial (Al), em 22 (73,9%) pacientes, os quais apresenta-
vam 54 segmentos envolvidos dos 646 analisados e exten-
sdo/gravidade, calculada pelo indice do defeito, de
3,443,4%. Ja na avaliacdo tardia (AT) houve envolvimento
de 12 pacientes com 20 segmentos acometidos e exten-
sdo/gravidade de -0,2+4,1%, evidenciando diminuicdo
significativa da isquemia ao longo do estudo (p=0,0069).
Por outro lado, a fibrose regional miocardica foi analisada
através dos defeitos perfusionais em repouso na cintilo-
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grafia miocardica de perfusdo, evidenciando inicialmente
extensdo/gravidade da fibrose de 5,6+5,3% e tardiamente
9,6+8,5% e observando-se, portanto, um significante au-
mento da fibrose (p=0,0006). Além disso, a analise topogra-
fica, baseada em segmentos, da isquemia miocardica na Al
correlacionou-se com o aumento da fibrose regional na AT,
sendo que dos 54 segmentos acometidos por isquemia, 36
evoluiram para fibrose (p<0,0001). Ja a fungdo sistdlica glo-
bal do ventriculo esquerdo estimada pela FEVE ao ECO
apresentou queda significativa entre as avaliagdes inicial
(55+10,6%) e tardia (49,8+12,9%) (p=0,0001). Adicional-
mente, o desenvolvimento de fibrose regional miocardica
correlacionou-se com a deterioragdo da FEVE durante o
periodo de observagéo (r=0,3337, p=0,0406). Assim, pode-
mos concluir que a isquemia miocardica microvascular se
correlaciona topograficamente com o desenvolvimento da
fibrose regional miocardica, bem como, esta aumenta em
extensdo e gravidade ao longo do tempo, independente-
mente do estdgio da cardiomiopatia chagasica cronica, e
correlaciona-se com a progressdo da disfuncdo ventricular
sistolica.

A ENTROPIA APROXIMADA COMO FERRAMENTA METODOLOGICA NO ESTUDO DA VARIABI-
LIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA EM PACIENTES COM HIPERTENSAO ARTERIAL PRIMA-

RIA E DOENCA DE CHAGAS

Katia Cristiane Nakazato
Orientador: Prof. Dr. Lourengo Gallo Junior
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 05/06/2007

Sabe-se que o coragdo ¢ um 6rgdo que encontra-se
sob a influéncia do sistema nervoso autonomo para manter
a homeostase do organismo, e a esse respeito, uma das
suas principais caracteristicas ¢ a modificac¢@o continua da
sua freqiiéncia batimento a batimento. Portanto, poderia-
mos enfatizar que a freqiiéncia cardiaca ¢ uma variavel que
pode ser mensurada de maneira ndo-invasiva, € com equi-
pamentos simples e de baixo custo. Atualmente, com o ad-
vento da computacdo digital, tem sido possivel estudar a
variabilidade da freqiiéncia cardiaca, batimento a batimento
(VFCQ), a partir da medida dos intervalos R-R do eletrocar-
diograma convencional. Este método tem se mostrado cli-
nicamente Util para se avaliar a regulag@o dos sistemas sim-
patico e parassimpatico, em muitas condi¢des fisiologicas e
patoldgicas. Ressalte-se, que a VFC tem se mostrado uma
ferramenta mais sensivel para caracterizar o balanco auto-
ndémico do que a freqiiéncia cardiaca (FC). Existem métodos
bem conhecidos de quantificacdo das medidas de variabili-
dade da freqiiéncia cardiaca nos dominios do tempo e da
freqiiéncia. Ambas as medidas t€m sido uteis para certos
propoésitos médicos. Entretanto, a aplicacdo destes méto-
dos pressupde que os sistemas a serem analisados sejam
lineares e de estado estacionario; condi¢des que raramente

estdo presentes nos sistemas bioldgicos. A entropia aproxi-
mada (EnAp) da variabilidade da freqiiéncia cardiaca tem se
mostrado um método sensivel para caracterizar as medidas
da dindmica no-linear (NLD). Para se quantificar a VFC por
meio da EnAp foram estudados pacientes chagasicos e por-
tadores de hipertensdo (com pequenos graus de acometi-
mento cardiaco), comparados a individuos saudaveis: 13
individuos saudaveis com idade de 38 +9 anos (media +
desvio padrio); 22 pacientes com doenga de Chagas com
idade de 51 anos+ 9 anos; e 22 pacientes com hipertensdo
arterial primaria com idade de 4247 anos. Os pacientes foram
estudados na auséncia de medicacdes. Nos comparamos a
EnAp e os parametros lineares (dominios do tempo e fre-
qiiéncia) em series temporais de intervalos R-R (de 15 minu-
tos) em condicdes de repouso, antes e depois da transi¢cdo
da posicdo horizontal para vertical (70°), ocorrida apos a
realizacdo da manobra de mudanga postural passiva
(tilt-test). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa
foi encontrada nas diferentes posi¢des, tanto na compara-
¢do intra-grupo quanto na inter-grupo. Entretanto, compa-
rando-se a VFC nas mudancas posturais, através de méto-
dos ndo- lineares e lineares, somente a EnAp foi capaz de
detectar uma diminuigdo na resposta da VFC no grupo cha-
gasico. A EnAp comparada a métodos lineares de analise da
VFC mostrou uma maior sensibilidade para detectar dife-
rentes graus de disfungdo neural, como a que ocorreu no
grupo de pacientes chagasicos incluidos neste estudo.
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ESTUDO DA RESERVA CONTRATIL MIOCARDICA AVALIADA POR VENTRICULOGRAFIA
RADIOISOTOPICA COM DOBUTAMINA NA INSUFICIENCIA CARDIACA NAO ISQUEMICA
ANTES E APOS O BLOQUEIO BETA-ADRENERGICO CRONICO

Bruno Ganem Siqueira
Orientador: Prof.Dr. José Antonio Marin-Neto
Tese de Doutorado apresentada em 06/06/2007

Introducio: Nao existem estudos avaliando o com-
portamento da reserva contratil miocardica (RCM) antes e
apos uso de 2-bloqueador (BB) e sua correlagdo com capa-
cidade de esforgo (CE), perfusao miocardica e qualidade de
vida (QV) em miocardiopatas nao isquémicos chagasicos
(C) e ndo chagasicos (NC), permitindo o melhor entendi-
mento dos beneficios do uso de BBs sobre a fungdo ventri-
cular e aspectos fisiopatoldgicos e etiologicos que por-
ventura estejam envolvidos nesta interagdo. Objetivos:
a) avaliar a presenca e intensidade de RCM sob estimulo
com dobutamina (DB) antes e apds o uso de BBs; b) verifi-
car a presenga ¢ intensidade de alteragdes perfusionais mio-
cardicas em repouso e transitorias e suas correlagdes com
aRCM; c) identificar preditores de melhor resposta de fun-
¢do ventricular esquerda em repouso com uso de BB;
d) verificar a correlagdo da RCM com CE e QV; e) comparar
intensidade e extensao dos defeitos perfusionais miocardi-
COS em repouso e transitorios antes e apos BBs; f) compa-
rar em grupos de pacientes C e NC, antes e apos BBs, os
valores de RCM, a intensidade e extensdo dos defeitos
perfusionais miocardicos, QV e CE. Métodos: Estudados
prospectivamente 30 pacientes portadores de IC cronica
ndo isquémica (sem obstrugdo coronariana epicardica sig-
nificativa), C=13 e NC=17, ambos os géneros (20 homens),
idade = 53,6£10,7 anos, fragdo de ejegdo do ventriculo es-
querdo em repouso (FEVEr) =28,4+7,1%, clinicamente es-
taveis sob uso otimizado de medicamentos para IC a exce-
¢do de BBs. Os pacientes foram submetidos as seguintes
avaliagdes antes ¢ apos BB: avaliagdo clinico-laboratorial,
ventriculografia nuclear (VN) em repouso e sob estimulo
com dobutamina nas doses de 5, 10, 20, 30 e 40: g/kg/min
(avaliagdo de RCM(FEVE) =FEVE sob dobutamina— FEVE
em repouso), cintilografia de perfusio miocardica (avalia-
¢do do indice de gravidade perfusional em repouso — IGPr;
diferenca do IGP sob estresse e repouso — IGP(e-1); volu-
mes ventriculares diastolico (VDFVE) e sistolico (VSFVE)
finais do VE), teste cardiopulmonar em cicloergdmetro (ava-
liagdo do consumo maximo de oxigénio - VO, max), teste de
caminhada de 6 minutos (avaliacdo da distancia percorrida
no TC6min —dTC6min) e questionario de qualidade de vida
de Minnesota (avaliag@o da escore de QV - EQV). O BB foi
suspenso escalonadamente ao longo de 7 dias antes da
realizagdo da segunda VN com dobutamina. Resultados: A
RCM(FEVE) decresceu em média de aproximadamente 25%
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entre as fases pré- e pos-BB (28,3£19,2 vs 21,2+15,5), em-
bora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significa-
tiva (p=0,15). Na fase pré-BB, o pico de RCM(FEVE) ocor-
reu com 20: g/kg/min de dobutamina, enquanto, na fase
po6s-BB, ocorreu com 10: g/kg/min. Néo se observou dife-
renga estatisticamente significativa no IGPr (16,3+9,2 vs
17,649,2, p=0,25) e IGP(e-1) (-0,36+5,4 vs -0,1+4,1, p=0,82)
pré- e pos-BB. Dos parametros avaliados (freqiiéncia cardi-
acaem repouso, FEVEr, VO, max, dTC6min, etiologia chaga-
sica, classe funcional daNYHA, VDFVE, VSFVE, IGPr, IGP(e-
r)e EQV), aRCM(FEVE)(%) foi o inico preditor de melhora
de fungio sistolica ventricular esquerda com o uso de BB
(5,6+4,5 vs 11,1£5,5, p=0,01). Observou-se correlagao sig-
nificante entre RCM(FEVE) vs FEVEr (1=0,43, p=0,01). O
IGPr apresentou associagcdo negativa significativa com
FEVEr (r=-0,39,p=0,02) e RCR(FEVE) (r=-0,48, p=0,007).
Nao houve correlagdo da IGP(e-r) com a FEVEr (r=-0,04,
p=0,82) enem coma RCM(FEVE)max (r=0,02, p=0,89).
Nao se obteve correlagdo entre VO, maximo e FEVEr (r=0,16,
p=0,45). Entretanto, observou-se correlagdo positiva esta-
tisticamente significante entre VO, max e RCM (FEVE) max
(r=0,43, p=0,03). Observou-se correlaco significativa en-
tre EQV e RCM(FEVE)max (r=-0,57, p=0,005). Antes do
BB, os pacientes chagésicos e ndo chagasicos apresenta-
ram valores semelhantes de FEVEr(%) (27,7+6,7 vs 29,0+£7,6,
p=0,61) e de RCM(FEVE)(%) (8,745,9 vs 11,5+6,8, p=0,32).
Contudo, os primeiros apresentaram menor RCM(FEVE)(%)
(3,6+6,3 vs 12,645,2, p=0,001) apods o uso cronico desta
medicagdo, comparativamente aos segundos. Conclusées:
a) No grupo de miocardiopatas ndo isquémicos como um
todo, a magnitude de RCM nao se modificou significativa-
mente com uso cronico de BB. Contudo, o pico de RCM foi
atingido mais precocemente (com menor dose de dobuta-
mina) ap6s BB; b) A RCM manteve correlagdo positiva
coma FEVEr, VO, max e escore de QV, e correlacionou-se
negativamente com a gravidade e extensdo das anormali-
dades de perfusdo miocardica em repouso (interpretadas
como fibrose regional miocardica); c) A RCM ndo apresen-
tou correlagdo significante com a extensdo e a gravidade de
anormalidades de perfusdo miocardica transitorias; d) A
RCM foi preditora de melhora da FEVEr com o uso cronico
de BB em miocardiopatas nao-isquémicos; ¢) Nao houve
alteracdo na intensidade e extensdo dos defeitos perfusio-
nais miocardicos em repouso e transitorios antes € apos o
uso cronico de BB; f) Miocardiopatas chagasicos apresen-
tam menor magnitude de RCM apds uso de BB que
miocardiopatas ndo-chagasicos para o mesmo grau de dis-
fung@o sistdlica ventricular esquerda em repouso.



Medicina (Ribeirdo Preto) 2007;40 (3): 415-85

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

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

AVALIACAO DA TOXICIDADE LOCAL E SISTEMICA APOS UTILIZACAO DO POLIMERO DE
MAMONA PARA O PREENCHIMENTO DE DEFEITOS OSSEOS

Elaine Cristina de Freitas Leonel
Orientador: Prof. Dr. Francisco José Albuquerque de Paula
Tese de Doutorado apresentada em 06/06/2007

Devido & importancia da descoberta de novos
biomateriais que possam auxiliar no fendmeno da cicatriza-
¢do dos diversos defeitos que possam acometer aos teci-
dos 6sseos, realizou-se a avaliagdo sobre a toxicidade local
e sistémica apos a utilizagao do polimero de mamona como
material de preenchimento de defeitos 6sseos criados na
tibia de ratos. Para este proposito, empregou-se 60 animais,
que foram divididos em cinco subgrupos, de acordo com o
periodo de observagdo determinados, que foram 07, 15, 30,
60, 120 e 240 dias. Além disto, utilizou-se de outros 20 ani-
mais, que foram divididos em grupos de 30 ¢ 60 dias de
observagao para a avaliagdo das caracteristicas mecanicas
do tecido neoformado. Em ambos os estudos, realizou-se a
criagdo de defeitos dsseos em ambas as tibias destes ani-
mais, atingindo inclusive a regido da cartilagem de cresci-
mento. A seguir, granulos do polimero de mamona foram
inseridos em meio aos defeitos 6sseos criados nas tibias
do lado esquerdo, originando entdo o grupo experimental,
enquanto o grupo controle foi formado pelas tibias do lado
direito dos animais que ndo nenhum tipo de material de
preenchimento. Decorridos os periodos de observagao de-

terminadas, os animais foram eutanasiados para a remogao
de ambas as tibias e fragmentos do figado, rins, musculo
esquelético e nervo periférico, sendo que a seguir prosse-
guiram-se as tramitagdes laboratoriais de rotina para anali-
se histologica. Além disto, antes do sacrificio dos animais,
foram removidas amostras do sangue dos mesmos, para
avaliagdo bioquimica-enzimatica de parametros (AST, ALT,
ALP,LDH, CK, CREA, BUN ¢ Ca) associados a verificagdo
da manutengdo de processos fisiologicos dos diversos or-
gaos e sistemas. Os resultados mostraram que o polimero
de mamona apresentou-se como um material atdoxico, nao
causando alteragdes dos pardmetros bioquimico-enzimati-
cos avaliados, assim como dos fragmentos tecidos removi-
dos que ndo mostraram altera¢des nas caracteristicas mor-
fologicas dos mesmos. Sinais de reag@o inflamatoria ou de
corpo estranho nao foram evidenciados em nenhum dos
periodos analisados. Encontrou-se também que o polimero
de mamona auxiliou no processo cicatricial, atuando como
um osteocondutor. Além disto, ficou claro que o polimero
de mamona estava sendo lentamente reabsorvido e substi-
tuido por tecido 6sseo maduro. Desta forma, concluiu-se
que o polimero de mamona mostrou-se como um material
atoxico, biocompativel e que promoveu a neoformagao 6s-
sea em meio a defeitos criados experimentalmente na tibia
de ratos.

ANALISE CLINICA E LABORATORIAL DE CASOS SUSPEITOS DE DENGUE E CORRELACAO DA
GRAVIDADE DESTES CASOS COM NIVEIS SERICOS DE CITOCINAS CIRCULANTES E CARGA

VIRAL DO VIRUS DENGUE

Renata Teodoro Nascimento
Orientador: Prof. Dr. Benedito Antdnio Lopes da Fonseca
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 06/06/2007

A dengue ¢ a doenga mais importante causada por
arbovirus no mundo. Com a introdug@o do sorotipo 3 no
Brasil, a incidéncia de casos da doenca, especialmente
das formas hemorragicas, aumentou de maneira significati-
va, representando um grave problema de saude publica no
pais. A infecgdo pelos virus dengue desencadeia diferen-
tes sindromes clinicas, incluindo doenca febril indiferen-
ciada, dengue classica e a febre hemorragica do dengue/
sindrome do choque do dengue. Os sinais e sintomas da
doenca podem sobrepor-se aqueles encontrados em ou-
tras patologias febris agudas, tomando seu diagnostico
baseado apenas em critérios clinicos pouco confidveis.
Apesar da grande quantidade de estudos, os mecanismos
envolvidos na patogenia das infecgdes pelos virus dengue
permanecem pouco compreendidos. O presente estudo foi
realizado com os seguintes objetivos: identificar possiveis

sinais, sintomas e alteragdes laboratoriais que auxiliem no
diagnéstico da doenga; avaliar a correlagdo entre a viremia
e a produgdo de diferentes citocinas e a correlagdo destas
variaveis com o grau de gravidade das alteragdes clinicas e
laboratoriais. De janeiro a julho de 2003, 80 pacientes com
suspeita clinica de dengue foram submetidos a uma avalia-
¢do clinica e laboratorial. A primeira avaliacdo dos pacien-
tes foi realizada no periodo entre 2 e 19 dias ap6s o inicio
dos sintomas, em média 7,1 dias. Do total de pacientes in-
cluidos, 52 (65%) apresentaram confirmagao laboratorial do
diagnostico da dengue através da deteccdo de anticorpos
do tipo IgM especificos por MAC-ELISA ou da presenga
de material genético do virus por RT-PCR. A distribuicdo
em relacdo ao sexo e idade foi bastante semelhante entre os
dois grupos (pacientes com dengue e pacientes com ou-
tras patologias febris). A maioria dos pacientes com confir-
magcao laboratorial do diagnostico de dengue (60%) era de
adultos jovens, com idades variando entre 21 e 40 anos. A
reacdo em cadeia da polimerase foi positiva em 20 das 47
amostras positivas pela sorologia, com identificagdo ape-
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nas do sorotipo 3 do virus dengue. Das 40 amostras IgM
positivas submetidas a RT -PCR em tempo real, 17 foram
positivas, com deteccdo e quantificagdo de material genéti-
co do virus dengue. Febre, cefaléia, dor retro-orbitaria, ar-
tralgia, dores no corpo, presenca de exantema acompanha-
do ou ndo de prurido, leucopenia, plaquetopenia, e eleva-
¢do de transaminases e de gama-GT foram as alteragdes
clinicas e laboratoriais mais freqiientes entre os pacientes
com confirmacdo laboratorial do diagnéstico da dengue.
As variaveis que apresentaram simultaneamente elevadas
sensibilidades e especificidades para o diagnostico foram
presenca de exantema, leucopenia, plaquetopenia, e eleva-
¢do de TGO. Apenas 3 pacientes preencheram os critérios
para o diagndstico de febre hemorragica do dengue e to-
dos apresentaram evolugdo para cura. Os niveis séricos de
TNF-a, IL-5 e IL-12 ndo mostraram correlagdo com o grau
de alteragdes laboratoriais entre os pacientes com diag-
ndstico confirmado da doenga. Nao houve diferenca signi-
ficativa entre os niveis séricos de TNF-a ao comparar paci-
entes com e sem confirmagao laboratorial de dengue. Ni-
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veis séricos de IL-5 foram detectados em maior propor¢ao
em amostras de pacientes com confirmagio laboratorial do
diagndstico. Houve correlagao entre a viremia do virus den-
gue e apenas duas variaveis: a intensidade da dor quanti-
ficada pela escala visual analdgica e os niveis séricos de 1L-
5. O presente estudo € o primeiro no Brasil a avaliar a corre-
lacdo entre a viremia e o padrdo de citocinas produzidos em
pacientes infectados pelo virus dengue. Os resultados aqui
apresentados corroboram a hipotese de que apesar da com-
provacdo do auxilio de algumas alteracdes clinicas e labo-
ratoriais na suspeita diagndstica, a confirmagdo dos casos
depende de métodos diagnosticos especificos para o virus
dengue. Os dados encontrados sugerem a correlagdo entre
apresenca de citocinas de um padrio de resposta imune do
tipo Th-2 e maiores cargas virais do virus dengue. Novos
estudos que avaliem a relago entre a producdo de outros
mediadores da resposta Th-2 e a cinética da viremia duran-
te as infec¢des por dengue, podem ser uteis para uma me-
lhor compreensdo dos mecanismos imunopatologicos da
doenca.

BASE DE DADOS ESTRUTURADA PARA PESQUISA DE LAUDOS NO AMBIENTE

José Henrique Pignatti dos Santos
Orientador: Prof. Dr. Jorge Elias Junior
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 12/06/2007

O uso de sistemas eletronicos informatizados como
apoio as atividades de pesquisas e ensino em medicina
consolida-se como uma ferramenta de acesso as informa-
¢oes relacionadas a diversas categorias, em particular, a de
exames, no entanto, seus achados e laudos, em geral, estdo
disponiveis sob o formato ndo estruturado, isto €, de texto
livre ou narrativo, elaborados em diferentes estilos de reda-
¢do e vocabulario o que dificulta a sua classifica¢do e con-
seqiliente recuperacdo. Neste contexto faz se necessario o

desenvolvimento de uma ferramenta de indexagdo destes
dados de maneira a possibilitar a sua localizagdo precisa. A
partir da comparagdo de duas abordagens, quais sejam a
estruturacdo dos contetidos narrativos dos laudos dos exa-
mes pela geracdo de “indices remissivos” e utilizagao de
um produto como ORACLE CONTEXT OPTION foi pos-
sivel a criag@o de indices de pesquisa e recuperagdo destas
informagdes de maneira eficiente principalmente conside-
rando o desempenho das consultas submetidas ao banco
de dados. Os beneficios que esta implementagdo pro-
porciona s@o inimeros e vao desde o auxilio a diagnosti-
cos a partir de estudos de casos similares até estatisticas
de ocorréncia de determinadas patologias relacionadas as
caracteristicas dos pacientes.

EFEITO DO TRATAMENTO COM O HORMONIO DO CRESCIMENTO (GH) DEPOT SOBRE A
REMODELACAO OSSEA E ULTRA-SONOMETRIA DE CALCANEO NO NANISMO POR MUTA-

CAO NO GENE DO GHRH-R

Miburge Bolivar Gois Junior
Orientador: Prof. Dr. Francisco José Albuquerque de Paula
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 27/06/2007

O hormdnio de crescimento (GH) ¢ o fator de cresci-
mento semelhante a insulina (IGF-I) sdo peptideos que apre-
sentam uma importante a¢do sobre a divisgo, diferenciacdo
e proliferagdo nas células Osseas. Pacientes adultos com
deficiéncia do GH (DGH) apresentam baixa densidade mine-
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ral 6ssea e aumento do risco de fraturas. Estudos demons-
traram que a acdo do GH sobre o metabolismo 6sseo ocorre
de forma bifésica e ndo ha evidéncias do papel do GH sobre
aresisténcia 6ssea em individuos com DIGH. O objetivo do
estudo atual foi avaliar a atividade de remodelacdo dssea
por meio dos marcadores de formagdo e reabsor¢do do osso
e aresisténcia 6ssea por meio da técnica de ultra-sonometria
quantitativa de calcéneo: antes, durante e ap6s terapia com
GH de longa duracdo (GH Nutropin depot ®) em individuos
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adultos com DIGH com uma mutagdo que inativa o gene do
receptor do GHRH (GHRH-R) (IVS1+1 GWA). Foram estu-
dados 10 homens e 10 mulheres com DIGH e 20 controles, 10
homens e 10 mulheres saudaveis. A idade dos pacientes em
ambos os grupos variou entre 22 a 76 anos e o tempo de
aplicacdo da terapia com GH no grupo DIGH foi de 6 meses,
com posterior retirada da terapia. Os individuos ndo podiam
apresentar historico clinico de patologias metabdlicas, pa-
tologias Osseas, fraturas, imobilizagdes, historia de alcoo-
lismo e tabagismo ou em uso de terapia com anticonvulsi-
vantes, corticoterapia, contraceptivo e reposi¢ao hormonal.
Os individuos foram avaliados quanto ao metabolismo 0s-
seo através do marcador de formagdo Ossea osteocalcina e
de reabsor¢do ICTP no grupo DIGH. A resisténcia 6ssea foi
avaliada através do aparelho de ultra-sonometria quantitati-
va USQ (Achilles In Sight) através do T-score e do
“Stiffness” em valores absolutos. Os marcadores de remo-
delacdo dssea e de ultra-sonometria de calcaneo no grupo
DIGH foram realizada nos tempos: Basal (A0), 6 meses pos-
GH (A6) e 6 meses (A12) e 12 meses (A18) apos retirada da
terapia. O grupo controle foi avaliado através do ultrassom
de calcaneo nos tempos: basal (C0) e 12 meses (C12) ao
longo do estudo. Os valores do IGF-I (p<0,001) foram maio-
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res no tempo (A6) em relagio aos valores iniciais. A analise
dos marcadores de remodelag@o 6ssea demonstrou que a
osteocalcina no grupo DIGH aumentou no tempo (A6)
(p<0,001) e permaneceu alta no sexto més apos retirada da
terapia (A12) (p<0,001) em relagdo ao periodo (A0). Os valo-
res do ICTP foram maiores no tempo 6 meses pos-GH (A6)
(p<0,001) em relag@o ao periodo (A0). Em relagdo a ultra-
sonometria no grupo DIGH, os T-scores do Stiffness foram
maiores nos tempos (A12) (p=0,04) e (A18) (p=0,04) apos
retirada da terapia em relagdo ao periodo (A0). No houve
diferenca no Stiffness em valores absolutos nos individuos
do grupo DIGH ao longo do estudo. O grupo DIGH apre-
sentou valores T-score e Stiffness em valores absolutos
menores que os dos controles nos tempos (A0xCO0) (p<0,001)
e (p=0,04) e valores do Stiffness nos periodos (A12xC12)
(p=0,04) ao longo do estudo. Nossos resultados indicam
que a terapia com GH Nutropin depot induziu aumento sig-
nificativo nos marcadores de remodelagdo dssea e melhora
significativa em pardmetros ultra-sonométricos nos indivi-
duos DIGH e o aumento foi mais marcante no parametro de
formagdo ossea. Apos 12 meses sem o tratamento de GH
depot o efeito sobre o metabolismo e resisténcia ossea foi
mantido.

ESTUDO DA CONTRATILIDADE DA MUSCULATURA DO ASSOALHO PELVICO E DAS DISTAN-
CIAS E ANGULACOES LOMBO-SACRAIS E PELVICAS DE MULHERES IDOSAS

Lislei Jorge Patrizzi
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Ferriolli
Tese de Doutorado apresentada em 28/06/2007

O assoalho pélvico humano € uma estrutura muscu-
lar complexa. Relaciona-se diretamente com a cavidade
pélvica e segmento lombo-sacral da coluna vertebral. O pre-
sente estudo tem por objetivo avaliar a contratilidade do
assoalho pélvico e as distancias e angulagdes lombo-sa-
crais e pélvicas de mulheres idosas e de meia idade. A ca-
suistica foi constituida por 40 mulheres que foram divididas
em dois grupos: o Grupo I, composto por 22 mulheres com
idade média de 71,5 anos (variagdo de 65 a 84 anos), € o
Grupo II, composto por 18 mulheres com idade média de
45,6 anos (variagdo de 34 a 55 anos). Todas seguiram um
protocolo de avaliagdo clinico-funcional individual consti-
tuido de oito partes: (1) identificagdo das pacientes, (2) ava-
liagao antropométrica parcial, (3) avaliagdo de queixas clini-
cas, (4) anamnese, (5) exame genital, (6) perineometria digi-
tal, (7) eletromiografia de superficie e (8) ressonancia mag-
nética. Os resultados mostram menor for¢a muscular nas
mulheres do Grupo I quando comparado com as mulheres
do Grupo II (p=0,006), menor distancia do assoalho pélvico
a bexiga ao repouso e sob esforgo nas mulheres do Grupo I
(p=0,001) e correlagdo entre (1) idade e nimero de gesta-
¢oes (r=0,41 e p=0,008) (2) idade e mimero de partos (+=0,36

e p=0,02), (3) idade e contragdo muscular sustentada
(r=-0,35 e p=0,02), (4) idade e for¢a muscular (»=-0,42 e
p=0,006), (5) indice de massa corpérea e forga muscular
(r=0,44 ¢ p=0,004), (6) contragao muscular ndo sustentada e
for¢a muscular (r=0,43 e p=0,005), (7) contragdo muscular
sustentada com forga muscular (r=0,42 e p=0,007) ¢ (8) con-
tracdo muscular ndo sustentada e contragdo muscular sus-
tentada (=0,88 e p<0,001). Também observou-se correla-
¢do significativa entre (1) didmetro dntero-posterior e angu-
lo de inclinagdo pélvica (r=0,34 e p=0,03), (2) angulo lombo
sacral e angulo de inclinagdo pélvica (r=-0,40 e p=0,009) e
(3) distancia do assoalho pélvico a bexiga em repouso e
distancia do assoalho pélvico a bexiga sob esforgo (#=0,77
e p<0,001). Concluimos que (1) a for¢a muscular do assoa-
lho pélvico de mulheres idosas ¢ inferior quando compara-
da com mulheres de meia idade, (2) a habilidade para a con-
tracdo muscular sustentada e nao sustentada da muscula-
tura do assoalho pélvico avaliada por meio de eletromiogra-
fia de superficie ndo se mostrou significativamente diferen-
te entre os grupos avaliados, (3) as medidas das distancias
e angulagdes pélvicas e lombo-sacrais nao sdo diferentes
entre os grupos avaliados, (4) a distancia assoalho-pélvico
bexiga em repouso e sob esfor¢o ¢ menor nas mulheres ido-
sas e (5) ndo existe correlagdo entre as medidas das distan-
cias e angulagdes pélvicas e lombo-sacrais com a contratili-
dade da musculatura do assoalho pélvico.
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EFEITOS DO CONSUMO DE SUPLEMENTOS PROTEICOS NOS NiVEIS DE HEMOCISTEINA EM
PRATICANTES DE ATIVIDADE FiSICA DE ACADEMIAS DE RIBEIRAO PRETO-SP

Gisele Sales Gomes
Orientador: Prof. Dr. Alceu Afonso Jordao Janior
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 29/06/2007

A homocisteina, um aminoacido ndo essencial que
contém enxofre, € proveniente da metionina, através do con-
sumo de proteina da dieta. Concentragdes plasmaticas au-
mentadas de homocisteina e baixas em folato e B12, vitami-
nas presentes no metabolismo do aminoacido, estdo as-
sociadas ao risco aumentado de doenca vascular. O objeti-
vo do trabalho foi avaliar o nivel de homocisteina em prati-
cantes de atividade fisica, em uso de suplementos protéicos,
na cidade de Ribeirdo Preto-SP. O trabalho foi dividido em
duas fases, sendo que a primeira consistia em um levanta-
mento sobre o consumo de suplementos nas academias
(n=102). Para a segunda fase, foram selecionados 30 indivi-
duos do sexo masculino, que foram encaminhados a Unida-

de Metabolica do HCFMRP-USP/RP para coleta de dados
referentes a composic¢ao corporal (IMC, bioimpedancia elé-
trica e pregas cutdneas), exames bioquimicos (homocistei-
na, folato, vitamina B12, além de colesterol, HDL-col, trigli-
cérides, glicemia e creatinina) e avaliacdo da dieta (recorda-
torio de 24 horas e questionario de frequéncia alimentar).
Posteriormente, estes individuos foram distribuidos em 3
grupos: controle, protéico e protéico-energético. Eviden-
ciou-se que a maior parte dos entrevistados (52%) utilizava
algum tipo de suplemento. A composicdo corporal foi seme-
lhante entre os grupos, sem modificaggo pelo uso do suple-
mento. Os exames bioquimicos estavam adequados para a
maior parte dos individuos, ndo havendo diferenga entre os
grupos. Houve uma elevada ingestdo de proteina e baixa de
folato e vitamina B12 na dieta. Conclui-se do trabalho que a
inadequagdo da dieta ou o uso de suplementos protéicos
ou protéico-energético ndo modificou os niveis de homo-
cisteina e nem a composigdo corporal.

FARMACOLOGIA

MECANISMOS ENVOLVIDOS NA HIPORREATIVIDADE VASCULAR A ANGIOTENSINA II

ASSOCIADA A GRAVIDEZ EM RATAS

José Wilson do Nascimento Corréa
Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina de Oliveira Salgado
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 12/04/2007

Ao final da gestag@o de ratas se observa hiporreati-
vidade a agentes constritores que tem sido atribuida a pro-
ducdo alterada de fatores endoteliais, como 6xido nitrico
(NO) e prostanoides. Nesse estudo investigou-se a pos-
sivel participac@o dos derivados da sintase do NO (NOS) e
ciclooxigenase (COX) nas alteragdes de reatividade vascu-
lar a angiotensina (Ang) Il em vasos isolados de ratas gravi-
das (19°-20° dia de gestacdo, G) e ndo gravidas (fase estro
do ciclo estral, NG) de mesma idade. Também foi avaliada a
contribuigdo relativa de receptores AT, da Ang II, cuja ati-
vacao poderia resultar em atenuacdo da resposta vasocons-
tritora induzida pela ativagdo dos receptores AT, da Ang I,
na resposta deprimida a este peptideo durante a gravidez.
Ap6s determinagéo da pressao arterial média (PAM), foram
obtidas curvas concentragdo-efeito ou dose-resposta para
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a Ang II em anéis de aorta com ou sem endotélio e leito
arterial mesentérico (LAM) isolados de ratas G ¢ NG, na
presenca ou auséncia dos antagonistas dos receptores AT,
(losartan, 1 uM) e AT, (PD123,319, 1 uM), dos inibidores da
ciclooxigenase (diclofenaco, 10 pM) e da NOS (L-NNA, 100
ou 200 uM) isoladamente ou em associagdo. A pressdo arte-
rial das ratas G mostrou-se acentuadamente reduzida se com-
parada aquela de NG. As respostas vasoconstritoras a Ang
IT demonstraram um padrido concentragao (aorta) ou dose-
dependente (LAM) e se mostraram significativamente redu-
zidas em preparacdes de G em relacdo as de NG. Losartan
promoveu um bloqueio reversivel dos efeitos contrateis a
estimulagao por Ang II, enquanto que PD 123,319 nao alte-
rou significativamente tais respostas nos territorios vascu-
lares avaliados. Em anéis de aorta, a remogdo da camada
endotelial potencializou as respostas contrateis a Ang II,
mas nao igualou as respostas de G aquelas de NG; o mesmo
foi observado na presenca de LNNA ou da associagdo de
LNNA e diclofenaco. O diclofenaco ndo modificou as res-
postas para Ang II tanto em anéis de ratas G como NG. Em
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LAM, a inibi¢do da COX por diclofenaco sodico além de
ndo reverter a hiporreatividade a Ang Il observada em ratas
G atenuou ainda mais as respostas vasoconstritoras a8 Ang
II. O tratamento com LNNA aboliu a hiporreatividade obser-
vada para a Ang Il em LAM de ratas G, tornando as respos-
tas semelhantes aquelas de NG. Diclofenaco ou LNNA iso-
ladamente ndo modificaram as respostas a Ang II no LAM
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de ratas NG. Por outro lado, a associagdo de ambos reduziu
as respostas a Ang I de NG sem alterar aquelas de G. A
produgdo de NO endotelial, e ndo a de prostandides ou
ativagdo dos receptores AT,, € fator decisivo para o desen-
volvimento da hiporreatividade a Ang Il observadaem LAM
de ratas G. Na aorta, além do NO, outros fatores parecem
estar envolvidos.

PAPEL DA IL-23 NO RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS E HIPERNOCICEPCAO MECANICA
EM MODELO DE INFLAMACAO IMUNE INDUZIDA POR mBSA

Henrique de Paula Lemos
Orientador: Prof. Dr. Fernando de Queir6z Cunha
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/04/2007

No presente trabalho foram investigados os pos-
siveis mecanismos de participagdo da IL-23 em induzir a
hipernocicep¢ao e a migragdo de neutrofilos (MN) observa-
das em um modelo murino de inflamag&o de origem imune.
Inicialmente, foi observado que a administragao, i.p., de
IL-23 induziu MN, a qual foi inibida por anticorpos (Ac)
anti-IL-17, IL-1Ra, soro anti-TNF-a, MK886, indometacina
(indo), etoricoxibe, IL-12 e IFN-y, e exacerbada pela PGE,
Ademais, a [L-23 induziu a expressdo de COX-2 por células
peritoneais. A PGE, também exacerbou, enquantoalL-12 ea
indo inibiram a produgdo de IL-17 induzida pela IL-23 em
cultura de células peritoneais. A indo ndo inibiu a MN indu-
zido pela IL-23 em camundongos deficientes tanto paraa IL-
12 quanto para o IFN-y,. Estes resultados sugerem o envol-
vimento de IL-17, TNF-a,, IL-1PB, LTB, e prostanoides na
MN induzida pela IL-23. Além disso, também sugerem que a
PGE, produzida por COX-2 em resposta a IL-23 promova tal
migragdo por exacerbar a produgdo de IL-17 através da inibi-
¢do da produgdo de IL-12 e IFN-y,. A seguir, foi verificado
que a MN para a cavidade articular observada no modelo de
inflamag¢ao imune induzida pela imunizacao e desafio (i.a.)
de camundongos com mBSA foi inibida por IL-23Ac e IL-

17Ac, soro anti-TNF-a,, IL-12 ou indo e exacerbada pela
PGE,. Posteriormente, foi confirmado que os mecanismos
envolvidos com a MN induzida pela IL-23 para a cavidade
peritoneal eram os mesmos para cavidade articular. A seguir,
foi observado que a MN induzida pela administragdo, i.a.,
de IL-17 foi inibida por MK 886, soro anti-TNF-a, repertaxi-
na e KCAc e LIXAc, porém nio foi alterada pela indo e pelo
IL-1Ra. Assim, o conjunto dos nossos dados associados a
resultados anteriormente obtidos por nosso grupo de pes-
quisa nos permite sugerir que a MN induzida por mBSA
para a cavidade articular ocorra por um mecanismo depen-
dente da liberacdo seqiiencial de IL-23, IL-17, quimiocinas
(LIX e KC), TNF-a, e LTB, E ainda que, paralelamente, a
IL-23 possa agir por acentuar a produgdo de IL-17 através
da indugdo da produgdo de IL-1[3, e PGE,, esta tiltima atuan-
do através da inibigdo a produg@o de IL-12/IFN-y,. Em uma
segunda etapa deste estudo, foi verificado que a hipernoci-
cepcdo mecanica observada no modelo depende de 1L-23,
agindo via liberagdo de IL-17 e prostandides, visto que:
1) IL-23Ac ou IL-17Ac e indo inibiram a hipernocicep¢ao
observada no modelo, e; 2) IL-17Ac e indo inibiram a hiper-
nocicepg¢do induzida pela IL-23. Em conclusio, este traba-
lho contribui para a elucidagdo, ao menos em parte, dos
mecanismos ativados pela IL-23 para induzir MN e hiperno-
cicepgdo mecanica em uma resposta inflamatoria imune, su-
gerindo assim diferentes abordagens terapéuticas para do-
engas cuja patogénese seja dependente da IL-23.

PROTEASES MASTOCITARIAS E ALTERACOES NA EXPRESSAO DE RECEPTORES B, PARA
A BRADICININA: REPERCUSSOES FUNCIONAIS NO LEITO CORONARIANO DE CORACOES

SUBMETIDOS A SOBRECARGA PRESSORICA

Luiz Borges Bispo-da-Silva
Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina de Oliveira Salgado
Tese de Doutorado apresentada em 10/05/2007

O desenvolvimento da hipertrofia cardiaca ¢ acom-
panhado de inumeras alteragdes precoces no coragao, tais

como aumentos na densidade mastocitaria e na expressao
de receptores do subtipo B, para a bradicinina (BK). Ainda,
tem-se demonstrado que leitos vasculares isolados sao
capazes de secretar proteases envolvidas no processamen-
to de peptideos vasoativos, 0 que permanece por ser es-
tudado no leito coronariano. No presente estudo utiliza-
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mos um modelo de hipertrofia cardiaca induzida pela so-
brecarga de pressdo com o objetivo de: (i) avaliar se a des-
granulag@o mastocitaria € capaz de alterar a reatividade
vascular do leito coronariano a angiotensina (Ang) I e II;
(ii) se 0 aumento na expressdo de receptores B, cardia-
cos apresenta alguma repercussdo funcional no leito co-
ronariano; (iii) se o coragdo € capaz de secretar proteases
que estejam envolvidas no processamento de Ang I e BK.
Para tanto, foram utilizados ratos Wistar submetidos a fal-
sa-cirurgia (FO) ou a coarctacdo da aorta abdominal supra-
renal (COA). Os coragdes dos animais foram removidos
para analises morfologicas, bioquimicas e funcionais, 1
ou 7 dias apos a cirurgia. A COA causou um aumento na
pressdo arterial média dos animais no 1°¢ 7° dias apds a
cirurgia, no entanto, observou-se um aumento no didmetro
do cardiomiocito apenas no 7° dia. A COA ndo alterou a
densidade mastocitaria em nenhum dos tempos avaliados.
A desgranulag@o mastocitaria com o composto 48/80 ndo
alterou a reatividade do leito coronariano & Ang I (na
presencga de lisinopril, um inibidor da enzima conversora
de angiotensina — ECA), nem a Ang II nos grupos FO e
COA, 7 dias ap0s a cirurgia. Atividades proteoliticas sobre
a Ang | e BK sdo detectadas nos perfusatos cardiacos de
animais FO e COA, 1 dia ap6s a cirurgia. Dados obtidos
com a utilizagdo de inibidores de proteases sugerem ativi-
dades predominantes que podem ser atribuidas a ECA e as
carboxipeptidases do tipo A (metabolismo de Ang I), e a
ECA e as carboxipeptidases do tipo B (metabolismo de BK).
Experimentos realizados com perfusatos coletados no peri-
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odo de estabilizagdo e durante 2 h de reperfusdo, sugerem
que o coragdo ndo acumula atividades proteoliticas, mas
que este possua um contingente de enzimas, as quais dei-
xam o coragdo durante a perfusdo com o liquido nutriente.
A COA alterou apenas a contribuiggo relativa das protea-
ses envolvidas no metabolismo da BK. A desgranulagio
mastocitaria ndo alterou o perfil proteolitico dos perfusa-
tos sobre a Ang I e BK. A COA aumentou a expressdo do
RNAm dos receptores B, cardiacos, 1 dia apos a cirurgia;
entretanto, a maioria dos animais submetidos a COA apre-
sentou uma hiporreatividade do leito coronariano a BK,
trifosfato de adenosina (ATP) e nitroprussiato de sodio
(NPS). Ainda, ha correlagio entre a pressdo de perfuséo
basal do leito e a resposta vasodilatadora aos diferentes
agentes no grupo FO, a qual encontra-se comprometida ou
ausente no grupo COA. O L-NAME, um inibidor da sintase
do 6xido nitrico, reverteu a hiporreatividade ao NPS, mas
ndo ao ATP. Assim, nossos dados sugerem que: a desgra-
nulacdo mastocitaria ndo é capaz de modular a resposta do
leito arterial coronariano a Ang I, apesar das proteases
mastocitarias aparentemente ndo deixarem o sitio de depo-
sicdo apos ativagdo celular; que o aumento da expressdo
dos receptores B, ndo possui repercussdo funcional sobre
esse territorio vascular, o qual apresenta alteragdes na ca-
pacidade vasodilatadora. Essas alteragdes podem estar as-
sociadas, em parte, a um aumento na sintese e/ou liberago
de 6xido nitrico. Por fim, sugerem que o coragdo possui um
contingente de enzimas soluveis capazes de metabolizar
AngleBK.

METABOLISMO DA BRADICININA, ANGIOTENSINA I E II NOS PERFUSATOS DOS LEITOS
ARTERIAIS MESENTERICO E CARDIACO DE RATOS NORMOTENSOS E ESPONTANEAMENTE

HIPERTENSOS

Disney Oliver Sivieri Junior
Orientadora: Profa. Dra Maria Cristina de Oliveira Salgado
Tese de Doutorado apresentada em 18/05/2007

Os leitos vasculares podem exercer papel fundamen-
tal na liberag@o de proteases soluveis importantes para o
metabolismo local de peptideos vasoativos. Nesse senti-
do, o presente trabalho teve como objetivos avaliar e ca-
racterizar as possiveis proteases soluveis liberadas pelos
leitos cardiaco e arterial mesentérico que atuam no proces-
samento de bradicinina (BK), angiotensina (Ang) [ e Il e,
ainda, verificar se a hipertensao esponténea altera o perfil
proteolitico dos perfusatos. Para isso, os leitos vasculares
foram isolados de ratos normotensos Wistar e espontane-
amente hipertensos (SHR) e perfundidos em sistema fecha-
do durante 2 h. Os perfusatos foram coletados, concentra-
dos e incubados com BK, Ang I e 1. Os produtos das rea-
¢oes foram analisados através de HPLC na presenca e na
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auséncia de inibidores de proteases. Os resultados obti-
dos no presente trabalho mostraram que os perfusatos de
leitos arteriais mesentéricos, tanto de animais normoten-
sos quanto de SHR, possuem maior atividade proteolitica
capaz de metabolizar Ang I, II e BK, quando comparados
aos perfusatos cardiacos. Os perfis proteoliticos dos per-
fusatos mesentéricos de animais normotensos e hiperten-
sos sdo qualitativamente similares, diferindo somente nas
quantidades dos fragmentos gerados. A principal ativida-
de proteolitica observada nos perfusatos mesentéricos,
sobre o metabolismo da BK, esta relacionada as carboxi-
peptidases do tipo B. Nesses perfusatos, a Ang I e II sdo
metabolizadas preferencialmente por serinoproteases sen-
siveis & quimostatina e carboxipeptidases insensiveis ao
MGTHA, inibidor de carboxipeptidases do tipo B. No entan-
to, o estado hipertensivo altera o perfil de consumo para a
Ang I e II nos perfusatos mesentéricos de animais SHR.
Embora a enzima conversora de angiotensina (ECA) ndo
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esteja presente nos perfusatos mesentéricos, € a principal
atividade enzimatica formadora de Ang II nos perfusatos
cardiacos. O estado hipertensivo diminui o metabolismo de
Ang II e BK nos perfusatos cardiacos. Ainda, outra dife-
renca importante esta relacionada a formagao do fragmento
Ang 5-10 a partir de Ang I que aparece somente nas rea-
¢des com perfusatos cardiacos de animais normotensos,
mostrando que esta atividade protedsica esta ausente nos
perfusatos de SHR. Contudo, a principal atividade proteo-
litica sobre o metabolismo de BK nos perfusatos cardiacos
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esta relacionada as endopeptidases insensiveis ao fosfo-
ramidon. Interessantemente, foram observadas atividades
relacionadas a endopeptidase neutra nos perfusatos cardi-
acos até entdo nao descritas na literatura. E importante sa-
lientar que o presente trabalho traz informagdes relevantes
sobre as proteases soliveis secretadas pelos leitos vascu-
lares, as quais podem participam no metabolismo de pepti-
deos vasoativos que estdo na luz do vaso, reforcando a
contribuicdo tecido-especifica das enzimas que atuam nos
sistemas calicreina-cinina e renina-angiotensina locais.

PAPEL DE RECEPTORES METABOTROPICOS DE GLUTAMATO LOCALIZADOS NA SUBSTAN-
CIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DE RATOS NA MODULACAO DE RESPOSTAS DEFENSIVAS

Vivian Cristina Fontaniva de Lima
Orientador: Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/05/2007

Trabalhos anteriores sugerem que receptores meta-
botropicos de glutamato (mGluR) podem modular reagdes
defensivas na substancia cinzenta periaquedutal dorsola-
teral (SCPdI). No entanto, os estudos até o momento envol-
veram a administragdo direta de agonistas mGluR, ndo sen-
do possivel determinar se a ativagdo deste grupo de recep-
tores na SCPdI tem papel relevante na modulagdo de rea-
¢oes defensivas quando os animais sdo expostos a eventos
ameacadores. Assim sendo, o principal objetivo deste pro-
jeto foi o de verificar o efeito da administragdo direta na

SCPdl de antagonistas mGlIuR de grupo I, o acido (RS)-1-
Aminoaidan-1,5-dicarboxilico (AIDA) e o 22-Metil-6-
(feniletinil)-piridina (MPEP), no comportamento de animais
submetidos a dois modelos de ansiedade, o labirinto em
cruz elevado (LCE) e o teste de lamber punido de Vogel.
Adicionalmente, verificamos nos dois modelos o efeito do
(S)-3-carboxy-4-hydroxyphenylglycine (S)-4CPG), uma dro-
ga antagonista do mGluR de grupo I e agonista de mGluR de
grupo IL.

Os resultados mostraram que tanto o AIDA quanto
0 MPEP, mas ndo o (S)-4CPG, aumentaram a exploragdo dos
bragos abertos do LCE e o nimero de lambidas no teste de
Vogel . Eles sugerem, portanto, que o antagonismo de re-
ceptores mGluR do grupo I na SCPdI produz efeito ansiolitico.

EFEITO DOS AGONISTAS B-ADRENERGICOS SOBRE O RELAXAMENTO VASCULAR EM
AORTA DE RATOS HIPERTENSOS RENAIS (2R-1C)

Ricardo Radighieri Rascado
Orientadora: Profa. Dra. Lusiane Maria Bendhack
Tese de Doutorado apresentada em 22/05/2007

O relaxamento induzido pela isoprenalina em aorta
de ratos 2R-1C pode sofrer interferéncia do agonista utili-
zado na pré-contra¢do. Assim sendo, para se estudar dro-
gas que atuam sobre receptores [-adrenérgicos, deve-se
evitar o uso de catecolaminas como noradrenalina e fenile-
frina. Em nosso estudo, a prostaglandina F, mostrou-se
um agonista mais adequado para produzir a pré-contragao
necessaria para o estudo do relaxamento via receptores
[B-adrenérgicos. Além disso, para evitar os possiveis efei-
tos a-adrenérgicos da isoprenalina, no estudo dos recep-
tores B-adrenérgicos, verificamos que foi necessario o uso
do prazosin, antagonista O,-adrenérgico.

O relaxamento induzido pela isoprenalina foi menor
em aorta de ratos 2R-1C que de ratos 2R, independente-
mente do agonista contratil utilizado, indicando que existe
um prejuizo no relaxamento induzido pelo agonista [3-adre-
nérgico na hipertensao arterial. O relaxamento induzido pela
forscolina, ativador direto da enzima adenilato ciclase foi
semelhante entre aortas de ratos 2R-1C e 2R, e também entre
artérias pré-contraidas com fenilefrina ou PGF, . Estes re-
sultados indicam que a produgdo de AMPc nao ¢ inibida na
aorta de ratos 2R-1C e que o agonista utilizado para produzir
contragdo também nao interferiu na producdo de AMPc.

Em rela¢do aos outros agonistas [3-adrenérgicos a
isoprenalina mostrou-se mais potente que a terbutalina, um
agonista 3,-adrenérgico seletivo, e que o BRL 37344, um
agonista 3,-adrenérgico. O cianopindolol, um agonista
B,-adrenérgico seletivo ndo foi capaz de induzir relaxamen-
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to vascular como os demais agonistas [3-adrenérgicos.
Estudando o mecanismo de relaxamento induzido
pela isoprenalina, nossos dados sugerem a participacdo do
oxido nitrico (NO), uma vez que esse relaxamento foi dimi-
nuido em preparacdes pré-incubadas com os inibidores da
NO-sintase e guanilato ciclase L-NAME e ODQ, respectiva-
mente. A participacdo dos fatores endoteliais parece ser mais
importante em aorta de ratos 2R do que de ratos 2R-1C. O
NO também parece participar da resposta relaxante induzida
pelos agonistas terbutalina e BRL 37344, sendo mais impor-
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tante no relaxamento em anéis de aorta de ratos normoten-
sos do que em anéis de aorta de ratos hipertensos.

Os nossos resultados sugerem a participacdo dos
subtipos de receptores 3, e [3,-adrenérgicos no relaxamen-
to de anéis de aorta de ratos normotensos e hipertensos
renais. Parece haver maior predomindncia de receptores
B,-adrenérgicos e praticamente ndo hd evidéncias de re-
ceptores [3,-adrenérgicos em aorta de ratos. Demonstra-
mos que os efeitos dos agonistas [-adrenérgicos foram
reproduzidos em estudos in vitro, in situ e in vivo.

PAPEL DOS RECEPTORES PROSTANOIDES EP PERIFERICOS NA HIPERNOCICEPCAO

INDUZIDA POR PGE,

Marcos Antonio Rodrigues
Orientador: Prof. Dr. Carlos Amilcar Parada
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 14/06/2007

A prostaglandina E, (PGE,) exerce suas atividades
biolégicas por meio de 4 receptores, EP1, EP2, EP3 e EP4. A
ativacao de cada um destes receptores ativa diferentes vias
de sinalizagdo intracelular. A literatura cientifica mostra que
as prostaglandinas (PGs) induzem sensibilizagdo dos neu-
ronios nociceptivos periféricos, produzindo o fenémeno
conhecido como hipernocicepgao, por atuagdo direta em
receptores EP neuroniais. Porém, recentemente foram ob-
servadas diferengas na magnitude e no tempo de duragdo
da hipernocicepgao induzida pela PGE, quando administra-
da nos tecidos dérmico e subcutaneo, o que sugere a exis-
téncia de pelo menos dois tipos distintos de fibras C
nociceptivas primdrias responsivas a PGE,. O objetivo do
presente estudo foi verificar a participagao relativa de cada
um dos subtipos de receptor EP neuroniais na hipernoci-
cep¢do mecanica induzida por PGE, no tecido dérmico € no
tecido subcutaneo. Inicialmente foi observado que a hiper-
nocicepgdo induzida pela PGE, em ambos os tecidos era
mediada por fibras nociceptivas sensiveis a capsaicina (fi-
bras finas do tipo C), uma vez que o pré-tratamento com
capsaicina aboliu o efeito da PGE,. Também foi observado
que a administragdo intradérmica de iloprosta, agonista
seletivo para receptores EP1 e IP, induziu hipernocicepgao
que nao foi inibida pelo tratamento com o antagonista sele-
tivo para receptores EP1 SC19220. Contudo, tanto o knock-
down funcional de receptores EP1 (pelo tratamento com
oligodesoxinucleotideo antisense (ODN AS) contra EP1)
quanto a administragdo de SC19220 inibiu o efeito da PGE,
intradérmica ou da iloprosta subcutianea. Os experimentos
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também mostraram que os receptores do subtipo EP2 parti-
cipam da hipernocicepgdo induzida pela PGE, em ambos
tecidos. Ja os receptores EP4 parecem participar apenas da
hipernocicep¢ao induzida no tecido subcutineo, uma vez
que nem o antagonista EP4-seletivo AH-23848 nem o trata-
mento com ODN AS contra EP4 alteraram o efeito induzido
por PGE, intradérmica, embora tenha abolido a hipernoci-
cepgdo no tecido subcutaneo. Por outro lado, os recepto-
res EP3 parecem ndo estar envolvidos na hipernocicepgio
mediada pela PGE,. Mais adiante, verificamos que a hiper-
nocicep¢ao induzida pela administragao de PGE, no tecido
dérmico ¢ mediada por mecanismos envolvendo a proteina
quinase dependente de AMPc (PKA), enquanto que, no
subcutaneo, além da PKA, ha também participagdo da pro-
teina quinase Ce (PKCe¢). Interessantemente, observamos
que a inibi¢do de apenas um subtipo de receptor EP foi
suficiente para induzir inibi¢ao completa da hipernocicep-
¢do induzida pela PGE,, o que sugere a necessidade da
atuacdo conjunta de receptores EP para que o efeito hiper-
nociceptivo da PGE, acontega. Em conclusdo, os resulta-
dos sugerem que 1) existem pelo menos dois tipos de fibras
C sensiveis a PGE,, sendo 2) um destes situado mais super-
ficialmente na derme e no qual os receptores EP1 e EP2
participam igualmente do desenvolvimento da hipernoci-
cepegdo induzida pela PGE,, e 3) outro localizado mais pro-
fundamente na pele, no qual a ativagao de receptores EP1,
EP2 e EP4 contribui igualmente para o desenvolvimento da
hipernocicepgao induzida por PGE,. Ainda, aparentemente,
mecanismos intracelulares diferentes seriam ativados nes-
tas fibras, levando a hipernocicep¢do. Embora os estudos
sugiram a existéncia de dois subtipos de receptores EP1,
este receptor e, principalmente, o subtipo EP2, podem ser
considerados potenciais alvos farmacoldgicos para o con-
trole da dor inflamatoria aguda.
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FISIOLOGIA

CONTROLE DA VENTILACAO: HIPOXIA E TEMPERATURA; E FUNCAO CARDIOVASCULAR E
GASOMETRIA DURANTE A ESTIVACAO EM Lepidosiren paradoxa

Glauber dos Santos Ferreira da Silva
Orientador: Prof. Dr. Mogens Lesner Glass
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 19/04/2007

O controle da ventilagdo pulmonar (V,) em Lepido-
siren paradoxa (um peixe pulmonado) assemelha-se ao
controle dos vertebrados terrestres, possuindo fortes indi-
cios da presenca de quimiorreceptores centrais (CO,/pH) e
periféricos (CO,/pH € O,). Porém, os efeitos da interagdo
entre temperatura e hipoxia sobre as respostas ventilato-
rias ainda ndo foram testadas. Lepidosiren, assim como
Protopterus, estiva durante o periodo de seca. Entretanto
pouco ¢ conhecido sobre as possiveis alteragdes fisiologi-
cas durante o processo de estivacdo em L. paradoxa.

Os objetivos desse trabalho foram avaliar as res-
postas ventilatorias em diferentes temperaturas (25 e 35°C)
durante a hipdxia (somente no ar), e comparar a fun¢do
cardiovascular e gases sanguineos (O,, CO, e¢ pH) em
L. paradoxa durante os periodos de atividade e estivagao.

O método de pneumotacografia foi utilizado para
medira V, nas condigdes de norméxia (21%) e hipoxia (12%,
10% e 7%) nas diferentes temperaturas. Uma mistura de
argila, terra e agua foi feita para simular a condi¢@o de
estivagdo (periodo de Maio a Agosto). Para analise, foram
utilizados os testes ANOVA two - way para medidas repeti-
das com teste de Bonferroni de multiplas comparagdes e
teste t (p<0,05).

Quanto menor a pressdo parcial de O, (PO,) do ar
inspirado, maior a V. Todos os valores da ventilagdo du-
rante a hipoxia foram maiores na temperatura de 35°C, com
aumentos modulados principalmente pela frequéncia res-
piratoria. Ou seja, houve interagdo significante (p<<0,001)
entre a temperatura e o percentual de O, inspirado.

Com relagdo a gasometria, a PO, do sangue ar-
terial (PaO,) diminuiu com o decréscimo dos niveis de O,
inspirados. Ndo houve diferenga significativa nos valores
de PaO, nas duas temperaturas estudadas. A pressdo par-
cial de CO, (PaCO,) aumentou de ~22 mmHg a 25°C (em
normoxia) para~32 mmHg a 35°C (em normoxia), e a 35°C
permaneceu elevada nos diferentes niveis de hipoxia. Con-
comitantemente, houve diminui¢io do pHa de 7,51 + 0,05
(controle a 25°C) para 7,38 + 0,04 (controle a 35°C). Com
relagdo ao [HCO,-]pl, contetido de CO, e hematdcrito ndo
houveram mudangas significativas.

Na estivagdo, a PaCO2 aumentou de 22 mmHg (pe-
riodo de atividade) para aproximadamente 37 mmHg. O
[HCO,-]pl aumentou 1,8 vezes no periodo de estivagdo en-
quanto o pHa reduziu apenas de 7,51 para 7,49 (ndo signifi-
cativo). A PaO, diminuiu pouco, porém de forma significati-
va de 88 mmHg (atividade) para 81 mmHg (estivagdo). Com
relag@o aos parametros cardiovasculares, ndo houve dife-
renga nos valores de pressdo arterial (sistdlica, diastélica e
média) entre os dois periodos. Porém, a frequéncia cardiaca
apresentou uma queda significativa (p<0,05) de ~32 para 28
(bpm). Como conseqiiéncia, o duplo produto (FC x P, )
também diminuiu, indicando redugéo no metabolismo.

Houve interagdo significativa entre temperatura e
hipoxia em L. paradoxa, a qual ocorre de forma semelhante
aos tetrapodes: o aumento da temperatura provocou au-
mento da resposta ventilatoria frente a hipoxia. As caracte-
risticas de estivagdo em Lepidosiren também sdo similares
as de Protopterus no primeiro més de estivacdo, com redu-
¢do do metabolismo em relagdo ao periodo de atividade. Os
aumentos na PaCO, e [HCO,-]pl refletem alta dependéncia
da troca gasosa através dos pulmoes.

INGESTAO ALIMENTAR E DESSENSIBILIZACAO DO EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL

EM MODELO DE TOLERANCIA A ENDOTOXINA

Beatriz de Carvalho Borges
Orientadora: Profa. Dra. Lucila Leico Kagohara Elias
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/04/2007

Durante a endotoxemia o eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) ¢é ativado e a ingestao de alimento é reduzi-

da, bem como o ganho de peso. Entretanto, a exposigdo
repetida a endotoxina como, por exemplo, lipopolissacari-
deo (LPS) induz dessensibilizagdo das respostas do eixo
HHA. A dessensibilizagdo da resposta anorexigena a uma
exposicao repetida a endotoxina ainda ndo ¢ satisfatoria-
mente conhecida. Este trabalho foi desenvolvido com o
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intuito de estudar os efeitos de injegdes intraperitoneais
(i.p.) unicas ou repetidas de LPS sobre a ingestdo de ali-
mento ¢ a ativagdo do eixo HHA, e a intera¢do com fatores
neuroenddcrinos envolvidos no controle da ingestdo ali-
mentar. Ratos Wistar receberam injegdes i.p. diarias de sali-
na (NaCl 0,9%) ou LPS (100pg/kg) sendo agrupados da
seguinte maneira: 6 injegdes de salina, 5 inje¢des de salina
+ 1 de LPS, 5 injegdes de LPS + 1 de salina e 6 inje¢Ges de
LPS. Apos 6 dias de tratamento, os ratos foram decapita-
dos 2 horas ap6s a lltima injecdo para coleta de sangue do
tronco para dosagem de hormonio adrenocorticotrofico
(ACTH), corticosterona (CORT), prolactina (PRL), leptina e
fator de necrose tumoral (TNF)-a. Um segundo subgrupo
de ratos foi submetido ao mesmo tratamento para verifica-
¢do diaria da ingestdo alimentar e peso corporal. Um tercei-
ro subgrupo de ratos foi submetido ao mesmo tratamento,
sendo 4 horas apos a ltima injecdo, submetido a anestesia
e perfusdo transcardiaca para obtencao de tecido hipotala-
mico para determinaco da expressdo do RNAm do fator de
liberagdo de corticotrofina (CRF), transcrito regulado por
cocaina e anfetamina (CART), neuropeptideo Y (NPY) e
proopiomelanocortina (POMC), realizada por hibridizacio
in situ. Uma Gnica exposi¢do ao LPS aumentou significati-
vamente as concentra¢des plasmaticas de ACTH, CORT,
PRL e TNF-a e a expressdo do RNAm do CRF no nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN). Néo houve alteracdo
na concentrago plasmatica de leptina apds tratamento com
dose tnica de LPS. A ingestdo alimentar e o peso corporal
diminuiram significativamente apos uma tinica administra-
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¢do de LPS. Observamos, também, que uma unica dose
de LPS induziu aumento da expressdo do RNAm do CART
no nucleo retroquiasmatico (RCA) e na porg¢do anterior do
nucleo arqueado (ARC). Por outro lado, a administracdo de
doses repetidas de LPS néo induziu alteracdo nas concen-
tragdes plasmaticas de ACTH, CORT, PRL e TNF-a, quan-
do comparada com os animais tratados com salina, evi-
denciando o processo de dessensibilizag@o. O tratamento
com doses repetidas de LPS induziu reducio significativa
nas concentragdes plasmaticas de leptina. Além disso, a
administracdo repetida de LPS ndo induziu aumento na
expressdo do RNAm de CRF no PVN e CART no RCA e
ARC. A ingestdo de alimento e o ganho de peso dos ani-
mais que receberam seis inje¢des de LPS ndo foram diferen-
tes quando comparados aos animais controles. Ndo obser-
vamos alterag@o na expressdo de RNAm de NPY e POMC
no ARC nos grupos que receberam dose unica ou repetida
de LPS, quando comparada ao grupo salina. Os presentes
dados confirmam a ativacdo do eixo HHA, producdo de
TNF-a e aumento da expressdao de CRF no PVN apds esti-
mulo tinico com LPS. Adicionalmente, observamos que a
hipofagia durante a endotoxemia esta associada ao aumen-
to de CART no ARC, porém sem participagdo dos
neuropeptideos POMC e NPY. Observamos também que o
fendmeno de dessensibilizagdo, em resposta a exposicdo
repetida ao LPS, envolve o bloqueio da ativagdo do eixo
HHA e da resposta anorexigena, os quais estdo associados
areducdo da producdo de TNF-a e da expressdo de CRF e
CART no hipotalamo.

GENETICA

EXPRESSAO GENICA EM OOCITOS BOVINOS ASSOCIADA A COMPETENCIA DE DESENVOL-

VIMENTO EMBRIONARIO

Fernando Henrique Biase
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Martelli
Tese de Doutorado apresentada em 12/04/2007

Odcitos possuem RNAm e proteinas necessarias ao
primeiro estagio do desenvolvimento embrionario, sendo
que qualidade e quantidade de transcritos podem estar as-
sociadas ao potencial do odcito em desenvolver um em-
brido. Com base na hipotese geral que odcitos com diferen-
tes potenciais de desenvolvimento embrionario possuem
expressdo génica diferencial, os objetivos desse trabalho
foram: (1) analisar comparativamente a quantidade de RNAm
global em odcitos com alto e baixo potencial de desenvol-
vimento antes da maturagio in vitro (MIV), apos a MIV e
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durante o desenvolvimento embrionario; (2) identificar ge-
nes com expressao limitada a odcitos, caracterizar a expres-
sdo em tecidos bovinos e comparar a abundancia desses
transcritos nos oocitos com alto e baixo potencial de de-
senvolvimento, bem como durante o desenvolvimento em-
brionario; (3) desenvolver um modelo retrospectivo de es-
tudo que permita usar a informagéo do o6cito nas analises
de associacdo de elementos citoplasmaticos com seu po-
tencial de desenvolvimento e, utilizando esse modelo re-
trospectivo, comparar a quantidade de RNAm entre odcitos
que se desenvolvem e ndo se desenvolvem a blastocisto;
(4) caracterizar funcionalmente os genes expressos em
odcitos bovinos ap6s a MIV. Os resultados mostraram que
a classificagdo morfologica de COCs pode separar o6citos
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com alto e baixo potencial de desenvolvimento antes da
MIV. Os odcitos com alto potencial de desenvolvimento
possuem, em geral, maior quantidade de RNAm quando
comparados aos odcitos de baixo potencial de desenvolvi-
mento. Comparado com o o6cito ndo maturado, apos a MIV
a quantidade de RNAm foi reduzida a 0,69 x, diminuindo
para 0,1 x em 2 células. Um aumento de ~4 x foi observado
em embrides de 4 células, quando comparados embrides de
2 células. Uma nova redugdo na quantidade de RNAm foi
evidenciada em 8 células e blastocistos, com novo aumento
nos blastocistos eclodidos (~9 x). Oito genes foram identifi-
cados como provavelmente expressos exclusivamente em
oocitos. Dois foram escolhidos para validagdo experimental
em o6citos, embrides e tecidos somaticos e gonadais, sen-
do observada a expressdo do gene Pabpnll apenas em
odcitos e o gene Mbd312 apenas em embrides nos estagios
de 4, 8 células e morula. Odcitos com alta competéncia de
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desenvolvimento apresentaram maior quantidade de trans-
critos dos genes Pabpnll1 (1,7 x) e Gapdh (1,38 x), e odcitos
de baixa competéncia de desenvolvimento ndo apresenta-
ram transcritos do gene Pabpnll apos a MIV. Um modelo
retrospectivo de estudo da capacidade do odcito se desen-
volver a blastocisto foi desenvolvido e validado. Entre os
oocitos com alto potencial de desenvolvimento, apos a M1V,
ndo encontramos diferenca de quantidade de RNAm entre
aqueles que se desenvolveram, quando comparados aos
que tiveram desenvolvimento bloqueado. O modelo permi-
tiu ainda realizar analise funcional em larga escala dos ge-
nes expressos nos oocitos com alto potencial de desenvol-
vimento, com identificacdo de 9553 transcritos diferentes.
De forma geral, as proteinas da maioria dos genes transcri-
tos foram relacionadas a processos fisiologicos celulares
ou metabolicos, com funcdo de ligantes de outras protei-
nas ou acidos nucléicos, no interior da célula.

EFEITOS DA PROPOLIS DE ABELHAS AFRICANIZADAS E MELIPONINEOS EM MICROORGANISMOS

Ana Paula Farnesi
Orientador: Prof. Dr. Ademilson Espencer Egea Soares
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 19/04/2007

O presente trabalho teve por objetivo estudar a ati-
vidade antifingica e antibacteriana de diferentes tipos de
propolis, tanto de abelhas africanizadas (verde) quanto
meliponineos. A concentragdo inibitoéria minima, sendo a
menor concentragdo de um agente inibidor em que néo se
observa o crescimento macroscopico do microorganismo,
foi determinada para todas as amostras de propolis. Para
analise do perfil quimico das amostras foi utilizada como
metodologia (CLAE), visando determinar as classes de subs-

tancias presentes nas amostras de propolis. Em todos os
microorganismos testados as propolis das abelhas Tetra-
gonisca angustula, Plebeia droryana, Scaptotrigona
bipunctata, Friesiomelitta varia e Nannotrigona testa-
ceicornis nao apresentaram atividade antifingica nem an-
tibacteriana. Nenhuma das amostras de propolis testadas
apresentou atividade antifungica frente ao Aspergillus
nidulans. A linhagem do fungo Trichophyton rubrum
mostrou-se sensivel a alguns tipos de propolis sendo
que a propolis verde foi mais eficaz. Alguns tipos de
propolis apresentaram atividade antibacteriana, indicando
a importancia dessas resinas na terapéutica humana e
veterinaria.

ESTUDO CITOGENETICO E MOLECULAR DE UMA POPULACAO DE ALCOOLISTAS

CarlaIvane Ganz Vogel
Orientadora: Profa. Dra. Catarina Satie Takahashi
Tese de Doutorado apresentada em 27/04/2007

O alcoolismo ¢ uma doenga multifatorial que consis-
te numa interagdo de influéncias genéticas e ambientais,
sendo um dos principais causadores de danos a saide. Deste
modo, é muito importante a realizagdo de estudos que envol-
vam a investigagdo de danos provocados ao material gené-
tico pelo consumo excessivo de bebidas alcoolicas bem como
daqueles que investiguem a susceptibilidade individual as
doengas causadas pelo alcoolismo. As aberragdes cromos-
sOmicas e os polimorfismos para enzimas de metabolizagdo
de xenobiodticos sao importantes instrumentos para estes
estudos. Neste trabalho foram investigados o possivel efei-

to clastogénico do alcool e também a possivel associagdo
entre a ocorréncia dos genotipos nulos GSTM1 e GSTT1 e
dos polimorfismos CYP1A1-Mspl, CYP2D6-BstN1 e
CYP2E1-Pstl com o desenvolvimento de cirrose e pancreati-
te, além da freqiiéncia da mutacdo TagA1 do gene DRD2 em
alcoolistas. Os individuos analisados foram alcoolistas com
consumo diario de alcool >60g. Para a analise de AC foram
analisados 26 alcoolistas e 22 individuos controles. Para o
estudo dos polimorfismos genéticos a amostra compreen-
deu 124 alcoolistas cronicos e 124 controles. Os alcoolistas
ndo-fumantes apresentaram um valor de IM maior do que os
controles ndo-fumantes (p = 0,03). As freqiiéncias de ACs
nos alcoolistas nao foram diferentes das do grupo controle.
Nao foram encontradas associagdes de risco entre os gend-
tipos nulos dos genes GSTM1 e GSTT1, e os gendtipos
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mutantes de CYP2D6 ¢ CYP2E], e o desenvolvimento de
cirrose e pancreatite. O gendtipo homozigoto mutante m2/
m2 do gene CYP1A1 apresentou um risco significativo para
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o desenvolvimento de cirrose e pancratite em alcoolistas.
Nao foram encontradas freqii€ncias significativas na ocor-
réncia do alelo A1 do gene DRD2 em alcoolistas.

CARIOTIPO ESPECTRAL (SKY) APLICADO AO ESTUDO E DIAGNOSTICO DE NEOPLASIAS DO

SANGUE

Fabio Morato de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga Tone
Tese de Doutorado apresentada em 27/04/2007

Com o advento do caridtipo espectral (SKY) a iden-
tificacdo de alteragdes cromossdmicas em diversos carioti-
pos complexos tem sido realizada com sucesso. O SKY en-
volve a utilizagdo de 24 sondas, cromossomo-especificas,
permitindo a visualizag@o de cada cromossomo em um tni-
co experimento. Essa metodologia utiliza os principios de
imagem espectral e espectroscopia de Fourier. Os objeti-
vos desse estudo foram a aplicagdo do SKY a um painel de
8 neoplasias, em pacientes adultos, (Leucemia pro-linfoci-
tica T, LPL-T; Leucemia linfoblastica aguda, LLA Ph+; Leu-
cemia mieldide cronica, em crise blastica, LMC CB; Linfoma
da zona do manto, LZM; sindrome mielodisplasica em as-
sociagdo a doenca de Behget, SMD-Behget e trés casos de
leucemia mieldide aguda, subtipos M2, M4 e M5a) e em
dois casos de leucemia da infancia (LMC-CB e LLA-L3)
com cariotipo anormal, visando-se determinar transloca-
¢des cripticas, melhor definir rearranjos cromossdmicos
complexos observados pelo bandamento GTG e correlacio-
nar os achados citogenéticos obtidos com a evolugéo cli-
nica dos pacientes. Em 6 amostras investigadas foram en-
contradas alteragdes cromossomicas ndo descritas na lite-
ratura. Em 4 casos foi observado a co-existéncia de altera-
¢des cromossOmicas especificas no mesmo paciente. O valor
progndstico relacionado a presencga dessas alteragdes ain-
da ndo esta bem definido. A analise de alteragdes cromos-
somicas com o SKY representa uma estratégia inédita nos
casos de LPL-T. Nesse paciente foi possivel a confirmagio
de duas translocagdes, envolvendo os cromossomos se-
xuais, identificagdo do anel, 1]i(8)(q10)], e cromossomo mar-
cador (cromossomo 5), presumivelmente decorrentes de ins-
tabilidade genomica. No paciente com diagndstico de LLA
Ph+ e presenca da ins(15;14)(q22;q13q32), embora nio se
saiba quais as verdadeiras conseqiiéncias moleculares e
fenotipicas da presenca da inserco, o provavel rearranjo
molecular entre os loci TCRK/L (14q13) e PML (15g22) pode
resultar na expressdo de um fenotipo consistente com leu-
cemia linféide, como observado nesse paciente. A co-exis-
téncia de duas translocagdes cromossOmicas especificas
[t(8;14) et(12;21)], associadas a fenotipos leucémicos dis-
tintos, na LLA da infancia representa um evento raro. Con-
siderando os valores prognoésticos individuais das trans-
locagdes encontradas é provavel que essa co-existéncia
favorega a manutengdo de um progndstico desfavoravel.
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Algumas alteracdes cromossdmicas encontradas na LMC
em crise blastica constituem novas anormalidades associa-
das a essa fase da doenca. A t(2;14)(p12;q32), presumivel-
mente, envolvendo duas regides especificas associadas a
neoplasias de linhagem B (/GK e IGH), sugere uma estreita
relagdo com a morfologia linfoide observada nesse pacien-
te. A t(5;17)(q13;q21), descrita pela citogenética classica
como del(5)(q31), representa um exemplo da especificidade
e maior resolugdo do SKY, quando comparado a citogenéti-
ca classica, na elucidacdo de alteragdes citogenéticas. O
impacto acerca do progndstico dessas alteragdes na LMC
¢ complexo, heterogéneo e normalmente associado a diver-
sos fatores. Pouco se conhece a cerca das implicagdes cli-
nicas de anormalidades cromossdmicas secundarias em
linfomas. Entretanto, alteragdes associadas a banda 8q24,
especialmente amplificacGes relacionadas ao gene MYCC,
raras em LZM, estdo associadas a um prognoéstico desfa-
voravel nesse subtipo de linfoma, conforme observado no
paciente. Ainda nesse contexto, € importante ressaltar que
alteracdes cromossdmicas secundarias podem determinar
o curso clinico de pacientes com LZM, mesmo se os para-
metros morfoldgicos e imunofenotipicos falharem em pre-
dizer um prognostico desfavoravel. A associaggo entre SMD
e doenca de Behget constitui-se um evento raro. A trisso-
mia do cromossomo 8 sugere que essa anormalidade pre-
disponha ao surgimento do fenétipo de Behget. Entretan-
to, a presen¢a de anormalidades cromossOmicas adicionais,
comumente encontradas em neoplasias mieloides, e obser-
vadas nesse paciente, conferir a essa anormalidade (tris-
somia 8) um valor prognoéstico desfavoravel. Na LMA-M2,
o papel desempenhado pela t(5;11)(q35;q13) na leucemo-
génese ¢ indefinido. Entretanto, essa investigagdo confir-
ma a observagao inicial de que ndo apenas a banda 11q23,
mas anormalidades envolvendo a regido proximal do brago
longo do cromossomo 11, em particular a banda 11q13,
podem estar associadas a rearranjos cromossomicos com
outros cromossomos. A elevada diversidade de mutagdes
e fusdes protéicas associadas ao gene MLL, resultantes de
rearranjos cromossdmicos com uma variedade de genes par-
ceiros, sugere a provavel existéncia de multiplos mecanis-
mos moleculares para a leucemogénese. Embora, ainda ndo
se saiba o valor progndstico associado a presenca da
t(3;11;10), na LMA-MS5a, presume-se que o provavel en-
volvimento com os loci BCL6 e p63 (3q27) possa contri-
buir para a estratificagdo no prognostico, ja considerado
desfavoravel, em pacientes com anormalidades envol-
vendo a banda 11q23.
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AVALIACAO DA FERTILIDADE in vitro DE TOUROS DA REPRODUCAO PROGRAMADA E DA SOBRE-

VIVENCIA DE EMBRIOES POS-B

Fernanda Prado Elias
Orientador: Prof. Dr. Raysildo Barbosa Lobo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 27/04/2007

A biotecnologia reprodutiva tem despontado atual-
mente no cenario mundial como uma das ferramentas mais
importantes para o desenvolvimento da pecudria ja que ace-
lera o processo de melhoramento genético dos rebanhos.
O objetivo deste trabalho é verificar o efeito do touro e da
bidpsia na fase de 8-16 células na sobrevivéncia desses
embrides produzidos in vitro. Para tanto, oocitos foram
coletados de ovarios oriundos de matadouro e maturados
em meio de maturagdo em incubadora por 24h. Espermato-
z6ides viaveis de 10 touros do Programa de Melhoramento
Genético da Raca Nelore, obtidos por centrifugagdo em
gradiente de Percoll, foram utilizados para Fecundagéo
in vitro. Apo6s 12h, os supostos zigotos foram cultivados
em meio de cultivo e células do cumulus em incubadora.

Para cada touro foram formados um grupo teste e um
grupo controle, com trés repeticdes seguidas. No 3° dia de
cultivo foi realizada a remogao dos embrides com nimero
de células inferiores a 8 dos dois grupos, e os embrides do
grupo teste sofreram a retirada de um blastomero com o
auxilio de micropipetas e de um micromanipulador acopla-
do a um microscopio invertido. O cultivo prosseguiu até
168 horas da fertilizagdo, quando foi feita a classificago
dos embrides viaveis em blastocisto eclodido, blastocisto
expandido (Bx), blastocisto (Bl) e blastocisto inicial (Bi),
conforme caracteristicas morfologicas. Os resultados mos-
traram que os touros diferem na producgio de embrides in
vitro nos dois grupos e no desenvolvimento de Bi, o proce-
dimento de bidpsia ndo interferiu no desenvolvimento de
embrides totais, influenciando apenas no desenvolvimen-
to de Be e Bx e ha correlagdo positiva entre o desenvolvi-
mento de embrides in vitro intactos por touro e a sua so-
brevivéncia pds-biodpsia.

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE TRANSCRITOS GENICOS ENVOLVIDOS NA RESPOSTA E RE-
SISTENCIA DE Trichophyton rubrum AOS ANTIFUNGICOS FLUCONAZOL, ANFOTERICINA B E

NISTATINA

Fernanda Gonzales Paido
Orientadora: Profa. Dra. Nilce Maria Martinez Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 02/05/2007

O entendimento dos mecanismos moleculares de re-
sisténcia a antimicoticos pode ser de grande auxilio para o
desenvolvimento de novos antifingicos, através da desco-
berta de novos alvos e também para o refinamento e melhor
administracdo de drogas ja empregadas no tratamento de
Trichophyton rubrum e de outros fungos patogénicos. Di-
ante disso, o presente trabalho propde o isolamento e a
identificagdo de transcritos génicos envolvidos na respos-
ta e nos mecanismos moleculares de resisténcia de 7. rubrum
aos antifugicos fluconazol, anfotericina B e nistatina. Com
essa finalidade, foram realizados experimentos de expressao
génica diferencial (Differential Display e Hibridagdo
Subtrativa Supressiva) envolvendo a linhagem H6 (selva-
gem) exposta e ndo exposta aos antiflingicos acima mencio-
nados e também linhagens mutantes F6 (resistente ao fluco-
nazol) e N1 (resistente a nistatina). Dentre os genes respon-
sivos ao fluconazol que tiveram sua expressao validada por
Northern Blot estdo transcritos similares a genes que codi-
ficam as seguintes proteinas: NIMA interactive protein
(TINA) envolvida na divisdo celular; Copper resistance-
associated P-type ATPase, responsavel por homeostase
celular do cobre, Carboxylic ester hydrolase, relacionada
ao metabolismo de lipidios e uma DEAD helicase, envolvi-
da na transcric¢éo. Os genes relacionados com o mecanismo

de resisténcia ao fluconazol codificam proteinas similares a
trés proteinas da via proteassomo-ubiquitina (7ranslation
initiation factor 3, proteasome subunit 3 e transcriptional
factor C2H2); outras trés relacionadas ao metabolismo de
lipidios (lysophosphlipase, Phosphatidylethanolamine
methyltransferase e Related to ethanolaminephospho-
transferase); duas proteinas da via de decaimento de RNA
(eukariotic peptide chain release e regulator of nonsense
transcripts) e uma proteina relacionada a biogénese celular.
Um nimero significativo de genes que codificam proteinas
relacionadas a resposta ao estresse causado por danos a
membrana celular foi ativado na presenga dos polienos, como
por exemplo, os que codificam enzimas similares a diferen-
tes HSPs (Heat shock proteins), como o transcrito similar a
proteina HSP90, que apresentou alta expressdo na presenga
de nistatina. Genes relacionados ao transporte celular tam-
bém foram responsivos aos polienos, sendo que o gene que
codifica uma H+-ATPase teve sua expressdo confirmada
por Northern Blot em resposta a anfotericina B e a nistatina.
A clusterizacdo destes genes foi fundamental para revelar
possiveis mecanismos de resisténcia de 7. rubrum ao fluco-
nazol e, aos polienos anfotericina B e nistatina. Também foi
realizado o mapeamento fisico de dois genes (provenientes
dos experimentos de expressao génica) de 7. rubrum usan-
do eletroforese em campo pulsado (CHEF). Estes resulta-
dos demonstram que a atuagdo de genes de diferentes vias
de T. rubrum é necessaria para uma resposta adequada aos
antifingicos testados, revelando possiveis alvos celulares
para o desenvolvimento de novas classes de antifingicos.
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POLIMORFISMO DOS GENESS MUC1 E OSTEOPONTINA EM NOVILHAS DA RACA NELORE

(Bos taurus indicus)

Fabio Ricardo Pablos de Souza
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Martelli
Tese de Doutorado apresentada em 03/05/2007

A MUCI e a osteopontina sdo glicoproteinas expres-
sas na superficie luminal uterina com fung¢des na protecao e
adesio celular. A MUC possui funcdo antiadesiva, enquan-
to a osteopontina desempenha funcdo adesiva. A expres-
sdo de ambas € regulada pelo hormonio esterdide progeste-
rona. Durante a fase receptiva do ttero, a MUCI ¢ inibida
por este hormdnio, enquanto a osteopontina ¢ estimulada.
O objetivo deste trabalho € caracterizar o polimorfismo ge-
nético destas moléculas e analisar a associag@o entre o po-
limorfismo, a taxa de gestacao e as diferencas esperadas na
progénie (DEP) em novilhas da raga Nelore (Bos taurus
indicus). A amostra foi constituida por 309 novilhas proce-
dentes de duas fazendas participantes do Programa de Me-
lhoramento Genético da Raga Nelore (PMGRNUSP). A amos-
tra da primeira fazenda incluiu 56 novilhas férteis e foi utili-
zada para caracterizag@o do polimorfismo e da estrutura do
VNTR MUCI naraga Nelore. A segunda amostra foi consti-
tuida por 76 novilhas com resultado positivo de gestacdo e
156 com resultado negativo de gestacdo e foi utilizada para
caracteriza¢do do polimorfismo dos genes MUCI1 e da
osteopontina na ra¢a Nelore, assim como para analise da

associacdo entre os polimorfismos e os fenotipos. O gene
MUCI1 apresentou 5 alelos constituidos por um VNTR for-
mado por uma seqiiéncia de 60 nucleotideos. A seqiiéncia
da repeticdo consensus foi idéntica as seqiiéncias descritas
em caprinos e em Bos taurus. Descrevemos a seqiiéncia de
uma terceira repeti¢do consensu na raga Nelore. O alelo 1
apresentou 10 repetigdes, o alelo 2 apresentou 12 repeti-
¢des, o alelo 3 apresentou 15 repetigdes, o alelo 4 foi forma-
do por 18 repeticdes, e o alelo 5 apresentou 24 repetigdes. O
alelo com menor niimero de repetigdes apresentou a maior
freqiiéncia, sendo 0,70 na amostra do 1° grupo e 0,80 na
amostra do 2° grupo. Em seguida, os alelos 2 € 3, alelos 4 ¢ 5.
A analise estatistica ndo evidenciou associag¢do entre o po-
limorfismo do gene MUCI e a taxa de gestagdo e entre o
polimorfismo e os valores esperados na progénie. Na amos-
tra referente as novilhas da segunda fazenda, ndo identifi-
camos o polimorfismo de nucleotideo simples no intron 4
(T/C) do gene da osteopontina, como descrito na raga
Holstein. Sugerimos que a auséncia deste polimorfismo pos-
sa constituir uma caracteristica especifica em Bos taurus
indicus. Porém, dada a associagdo ja descrita entre polimor-
fismo do gene da osteopontina e caracteristicas de cresci-
mento, ndo descartamos a hipotese de que, assim como o
MUCI, tenha ocorrido uma sele¢do indireta devido aos cri-
térios aplicados pelo Programa de Melhoramento Genético
da Raga Nelore.

ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DURANTE A ANTOGENIA DO TIMO

Danielle Aparecida Rosa de Magalhdes
Orientador: Prof. Dr. Geraldo Aleixo da Silva Passos Junior
Tese de Doutorado apresentada em 10/05/2007

O timo ¢ um o6rgdo complexo estruturado por um
estroma, o qual ¢ formado principalmente por células
epiteliais corticais (cTECs) e por células epiteliais medula-
res (mTECs) além de outros tipos celulares como células
dendriticas (DC), macrofagos, linfocitos B e fibroblastos.
Além disso, os precursores das células T originados da
medula dssea chegam ao timo (timocitos) se maturando em
linfocitos T, os quais migram para a periferia. O timo &, por-
tanto, o local de eventos muito importantes durante a ma-
turag@o do sistema imune, incluindo o controle de sua pro-
pria homeostase. No presente estudo, procuramos retratar
as principais caracteristicas do timo por meio da analise da
expressdao génica em grande escala, isto ¢, descrevendo
parte de seu transcriptoma. Fizemos uso da tecnologia dos
cDNA microarrays em duas versdes. Na primeira delas uti-
lizamos cDNA microarrays construidos em laminas de vi-
dro e sondas fluorescentes marcadas com fluorocromos
Cy3 ou CyS5 e, na segunda versao utilizamos cDNA micro-
arrays em membranas de nailon e sondas radioativas mar-
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cadas com o is6topo 33P. Para a analise dos dados, utiliza-
mos programas de bioinformatica dedicados, tais como o
SAM (Significance analysis of microarrays) e o Cluster e
TreeView. Trés conjuntos de resultados foram possiveis.
No primeiro conjunto observamos a ocorréncia da expres-
sdo génica promiscua (PGE) de antigenos de tecidos/or-
gaos parenquimatosos (TSAs), demarcando sua emergén-
cia temporal durante a ontogenia do timo murino, a qual €
influenciada pelo background genético das linhagens
isogénicas estudadas. A ocorréncia da PGE no timo ¢ asso-
ciada as bases genético-moleculares da indugdo de tole-
rancia imunoldgica nas células T, contribuindo com a pre-
vengdo da auto-imunidade. O segundo conjunto de resul-
tados consistiu na analise da expressdo génica do timo de
camundongos nocautes (KO) envolvendo genes importan-
tes para a maturacao das células T, tais como TCRK, LAT,
Rel-b, RAG-1 e CD3M, possibilitando a observagio de seus
efeitos na regulacdo da transcrigdo neste 6rgdo. Finalmen-
te, o terceiro conjunto consistiu na defini¢do da disseca-
¢do molecular virtual do timo. Por meio de perfis de expres-
sdo génica particulares exibidos por cada tipo principal que
povoa o timo, foi possivel dissecar este 6rgdo usando a
tecnologia dos cDNA microarrays.
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A VIA DE SINALIZACAO INSULINICA (IIS) NA DIFERENCIACAO DE CASTAS EM Apis mellifera

Sérgio Vicente de Azevedo
Orientador: Prof. Dr. Klaus Hartmann Hartfelder
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 14/05/2007

O polifenismo facultativo, observado entre rainhas
e operarias em insetos altamente eussociais tem como esti-
mulo inicial uma alimentagao diferencial na fase larval que
afeta tanto o desenvolvimento geral das larvas quanto a
diferenciagdo de 6rgaos e sistemas, principalmente o siste-
ma reprodutor das fémeas. A via de sinalizag@o por insulina
(IIS) ¢ uma das principais vias que integra o desenvolvi-
mento geral de animais com as suas condigdes nutricio-
nais. O objetivo desse trabalho foi verificar possiveis rela-
¢oes entre a via de sinalizag@o por insulina e a diferencia-
¢ao das castas em abelhas Apis mellifera. A partir de anali-
ses do genoma de Apis mellifera anotamos genes integran-
tes desta via e verificamos que ha dois genes codificadores
para receptores de insulina, /nR1 e InR2. Os perfis de trans-
cri¢do desses dois genes obtidos por RT-PCR quantitativa,
em larvas de rainhas e operarias durante o periodo de troca
de alimentacdo, demonstraram que ha diferencas conside-
raveis nos padrdes temporais e nos niveis dos transcritos
para os receptores de insulina, /nR! (GB15492) e InR2
(GB18331), dentro de cada casta, como também entre as
duas castas. Em rainhas verificamos uma interessante va-
ria¢do na transcri¢ao de /nR1, que no terceiro instar larval
foi cerca de cinco vezes maior que a transcri¢do de /nR2 e
no quarto instar seguiu em niveis semelhantes ao de /nR2.
Essa variagdo de /nR1 pode estar relacionada ao teor de
proteinas da geléia real oferecida as larvas de rainhas no

terceiro instar, que ¢ maior do que teor de proteinas da
geléia real oferecida a partir do quarto instar larval. Para as
amostras de larvas de operarias observamos que os niveis
dos transcritos dos dois receptores, InR1 e InR2, foram
baixos no terceiro estagio larval e aumentaram, de maneira
semelhante, até o inicio do quinto estagio larval, o que
pode ter sido devido a algum composto existente na geléia
de operaria que estimule a transcricdo dos genes para os
receptores de insulina. Foram feitas analises complementa-
res dos niveis de transcri¢ao dos genes /InR/ ¢ InR2, em
amostras de ovarios, tanto de operarias quanto de rainhas,
e em amostras de operarias adultas cultivadas em diferen-
tes tipos de alimentagdes. Essas analises complementares
evidenciaram que a transcri¢ao dos genes para os recepto-
res de insulina em Apis mellifera foi diferente nos ovarios
de ambas as castas, quando comparada as amostras de
corpo inteiro, € que em operarias o transcrito do /nR1 foi
dominante ao longo de quase toda a vida adulta, sendo
superado pelo transcrito InR2 apenas por voltade 13 e 15
dias. Além disso, uma relagdo positiva entre o contetido de
proteina e a transcrigao de /nR [ foi observada quando ana-
lisamos a sua transcri¢do em amostras de operarias adultas
alimentadas com bee bread, uma dieta rica em proteina. Os
resultados obtidos nesse trabalho, juntamente com os de
Wheeler e colaboradores (2006), Seehus e colaboradores
(2006), e Patel e colaboradores (2007), constituem as pri-
meiras informagoes da via IIS em Apis mellifera, e servirao
de base na busca da relagdo entre a dieta e os sinais
downstream envolvidos na determinagao de casta e dife-
renciagao.

ORIGEM, DISTRIBUICAO E RELACAO GENETICA ENTRE POPULACOES DE CAPRA HIRCUS
DO NORDESTE DO BRASIL E SUA RELACAO COM POPULACOES DO VELHO MUNDO

Joelliton Domingos de Oliveira
Orientadora: Profa. Dra. Eucleia Primo Betioli Contel
Tese de Doutorado apresentada em 18/05/2007

O parentesco e a estrutura genética de catorze popu-
lagdes de cabras domésticas (Capra hircus) foram estima-
dos com base nos dados de genotipagem (n=140) a partir de
13 locos microssatélites. Utilizamos analise de variancia
molecular (AMOVA), anélise do componente principal (PCA)
e estatisticas F (F g, F e F,) para avaliar a diversidade ge-
nética (Ho, He e ad) desses animais. As distancias genéti-
cas entre as 14 populagdes foram calculadas a partir dos
dados de freqiiéncia para os 13 marcadores microssatélites.
Uma diferenciagdo moderada foi observada para as popula-
¢des sem raga definida (incluindo a raga Anglo-Nubian-M),
ragas brasileiras nativas (Moxot6, Canindé), linhagens exo-

ticas puras (Alpine, Saanen, Toggenbourg e Anglo-Nubian)
€ 0 grupo nativo brasileiro Graiina. A AMOVA mostrou que
a maior parte da variagdo genética total (88,51%) resultou
das diferencas entre individuos dentro das populagoes, en-
quanto que a variacdo entre as populagdes correspondeu
aos 11,49% restantes da variagéo genética. Usamos a matriz
da distancia genética de Reynolds e PCA para produzir um
fenograma baseado nas 14 populagdes de cabras domésti-
cas e encontramos trés grupos, formados pelas populacdes
sem raga definida, racas nativas e ragas exoéticas puras. A
maior proximidade entre a raga Canindé do estado brasileiro
da Paraiba e a raga Grauna do mesmo estado, do que com a
raga geneticamente conservada Canindé do estado brasilei-
ro do Cear4, assim como os valores de heterozigose e des-
vios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg suge-
rem que havia um nimero elevado de homozigotos nas po-
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pulagdes estudadas, e indicam a importancia do Estado para
a conservag@o das populagdes locais. A catalogacdo do
perfil genético das populagdes brasileiras de cabras do-
mésticas fornece uma informacdo essencial para progra-
mas de melhoramento genético e de conservacao.

Neste trabalho foi descrita a seqiiéncia nucleotidica
de um fragmento de 130pb da regido controle do DNA mito-
condrial de 99 individuos representantes de 7 ragas nativas
e 3 populagdes sem raga definida de caprinos do Nordeste
do Brasil. Juntamente com as seqiiéncias originarias de
Capra hircus da Europa, Africa e Asia, foram obtidos dia-
gramas filogenéticos com a finalidade de inferir a respeito
da origem, distribuicdo e genética de populagdes das linha-
gens mitocondriais de caprinos do Velho Mundo e do Nor-
deste do Brasil. As analises de Median-Joining (MJ) e de
expansdo revelaram a existéncia de sete haplogrupos para
alinhagem A de Capra hircus com base na predominancia
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numérica e topologica dos haplotipos A1, A2, A3, A4, AS,
A6 e A7, sendo que A3 seria o haplotipo ancestral de todos
eles. Estes haplotipos e haplogrupos foram descritos pela
primeira vez neste trabalho. Oriente Médio/Préximo, india e
Paquistdo se destacaram como possiveis centros de ori-
gem do hapldtipo A3. A distribuicdo dos haplogrupos foi
atribuida a ocorréncia de correntes migratdrias partindo
destes centros de origem em dire¢do as demais regides es-
tudadas (Norte da Africa, Sub-Saara, Norte e Sul da Euro-
pa, China e Nordeste do Brasil). No Nordeste brasileiro,
foram encontrados os haplotipos AS e alguns de seus deri-
vados, como também, derivados de A1 e A2. A maioria des-
tes haplotipos estava presente também no Sub-Saara e na
Europa, demonstrando que popula¢des da Africa e da Eu-
ropa contribuiram geneticamente como as principais popu-
lagdes fundadoras durante a introduc¢do dos caprinos no
Nordeste do Brasil.

SUPER-EXPRESSAOQ, SILENCIAMENTO E ANALISE DA REGIAO PROMOTORA DE UMA METIL-
TRANSFERASE ESPECIFICA DO PISTILO DE NICOTIANA TABACUM

Ricardo Augusto de Oliveira Rodrigues
Orientadora: Profa. Dra. Maria Helena de Souza Goldman
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 26/06/2007

A biologia da reprodug@o das plantas € uma area de
crescente interesse. O pistilo é um 6rgdo de importancia
central no processo reprodutivo. Ha diversos genes que
sdo exclusivamente expressos neste 6rgdo. Entre estes, foi
encontrado por nosso grupo de pesquisa, um que codifica
uma proteina com alta similaridade as metiltransferases dos
acidos salicilico, jasmonico e benzoico. Os ésteres metilados
destes acidos atuam na regulacdo do desenvolvimento,
reproducdo, defesa e sinaliza¢do Este gene foi denominado
NtPMT1 (Nicotiana tabacum pistil methyltransferase 1).

Os objetivos desse trabalho foram: Quantificar a
expressdo do gene NtPMT1 no pistilo de plantas de N.
tabacum selvagens; Estudar a fung@o dessa metiltransfe-
rase, através de plantas transgénicas super-expressando
NtPMT]1 e plantas com este gene silenciado; Estudar a re-
gulacdo da expressdo através dos transgénicos promotor
NtPMT1::GFP/GUS.

A expressdo do gene NtPMT1 foi quantificada nos
diferentes orgdos de plantas selvagens de Nicotiana
tabacum. Para a analise, foram utilizadas amostras de raiz,
caule, folha, sépala, pétala, estame, estigma/estilete e ova-
rio. O RT-PCR em tempo real resultou em valores significa-
tivos de expressdo somente no estigma/estilete e ovario,
comprovando que o gene NtPMT1 ¢ especifico do pistilo.

Para tentar identificar a fungo deste gene, a regido
codificadora de NtPMT1 foi inserida por recombinacdo BP/
LR (sistema Gateway) nos vetores de expressdo em plan-
tas pK7WG?2 (super-expressao) e pK7TGWIWG2(I) (RNAI),
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resultando nos vetores pPRROEM e pRRiM, respectivamen-
te. Os dois vetores foram transferidos para N. tabacum via
Agrobacterium tumefaciens. A transformacdo resultou em
11 (pRROEM) e 13 (pRRiM) transgénicos independentes,
confirmados por PCR. A quantificacdo por RT-PCR em tem-
po real demonstrou que todos os transgénicos pRRiM apre-
sentaram reducdo na expressdo do gene NtPMT 1. As plan-
tas pPRROEM apresentaram alta expressdo do gene NtPMT1
em folhas e estames, porém, em estigma/estilete e ovario,
nenhum transgénico apresentou expressdo maior que no
selvagem. A quantidade de sementes produzida nos trans-
génicos pRRiM e pPRROEM néo diferiu da planta selvagem
(p=0,05). Todos os transgénicos foram fenotipicamente
indistinguiveis da planta selvagem.

A regido promotora do gene NtPMT1 foi clonada no
vetor pPKGWFS7, para regular a expressao da fusdo GFP/
GUS, resultando no vetor pRR4, que foi transferido para
N. tabacum via A. tumefaciens. A transformagao resultou
em 9 transgénicos independentes, confirmados por PCR.
Cinco transgénicos pRR4 foram escolhidos para analise
fluorimétrica, com amostras coletadas de folha, estame, es-
tigma/estilete e ovario. Duas plantas transgénicas apresen-
taram expressdo significativa da enzima [3-Glucuronidase
somente no estigma/estilete. Dessa forma, nenhuma planta
transgé€nica NtPMT1::GFP/GUS foi capaz de reproduzir com-
pletamente o padrido enddgeno de expressdo do gene
NtPMTI.

A regido promotora NtPMT1 (2,7kb) foi completa-
mente seqiienciada. A analise in-silico da seqiiéncia desta
regido promotora revelou diversos elementos regulatorios,
com fungdes relacionadas a resposta a luz (42%), defesa
(17%), controle da transcri¢do (17%), hormonios (14%) e
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outras (10%). Dessa forma, para estudar a regulacdo da
expressdao do gene NtPMT1 por alguns destes fatores, fo-
ram realizados tratamentos de plantas transgénicas GFP/
GUS com acido salicilico, metil salicilato, metil jasmonato e
lesdo tecidual. Nenhum tratamento apresentou alteragdes
caracteristicas de indug@o ou repressdo da fusdo dos ge-
nes reporteres GFP/GUS. Na analise do fotoperiodo, em
amostras coletadas nos periodos da manh3, tarde e noite,
dois transgénicos apresentaram aumento na atividade da
enzima B-Glucuronidase predominantemente no estigma/
estilete a noite. Porém, quando repetidas as analises, ndo
se verificou tal padrdo. Provavelmente outros fatores ambi-
entais, que ndo foram totalmente controlados nas analises,
sdo importantes na regulacdo da expressdo de NtPMT 1.
Para elucidar a regulagdo por fotoperiodo da expres-
sdo do gene NtPMT1 endbdgeno e evitar eventuais artefa-
tos resultantes do gene quimérico NtPMT1::GFP/GUS, quan-

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

tificou-se a expressdo do gene NtPMT1 nas plantas selva-
gens ao longo do dia/noite. Para tal, foram analisadas amos-
tras de estigma, estilete, ovario e nectario, coletados pela
manh3, tarde e noite. A analise por RT-PCR em tempo real
mostrou que a expressdo do gene endogeno parece ndo ser
regulada pela hora do dia. A analise das diferentes partes
do pistilo mostrou claramente que o gene NtPMT]1 apre-
senta duas regides de maior expressio: o estigma e nectario.
Tais regides correspondem aos locais de produgdo de
exudato e néctar, respectivamente.

O ensaio histoquimico em estigma/estile de plantas
transgénicas NtPMT1::GFP/GUS mostrou expressdo da
enzima [3-Glucuronidase no tecido vascular. Em alguns cor-
tes do ovario encontrou-se expressdo na placenta, parede
do carpelo e saco embrionario. Tais resultados sdo diferen-
tes dos obtidos pela andlise de hibridacdo in situ do gene
endogeno.

GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

EFEITOS DA TERAPIA HORMONAL TRANSDERMICA DE BAIXA DOSE SOBRE A PRESSAO
ARTERIAL DE 24 HORAS EM MULHERES HIPERTENSAS NA POS-MENOPAUSA

Marcia Neves de Carvalho
Orientador: Prof.Dr. Marcos Felipe Silva de Sa
Tese de Doutorado apresentada em 22/05/2007

Objetivos: Verificar os efeitos da terapia hormonal
(TH) transdérmica de baixa dose sobre a pressdo arterial
sistolica (PAS) e a diastolica (PAD) avaliadas pela monitori-
zagdo ambulatorial da pressdo arterial (MAPA) de 24 horas,
utilizando as areas sob as curvas, as cargas de pressdo, as
médias de pressdo e a variagdo vigilia-sono em mulheres
hipertensas na pos-menopausa. Verificar os efeitos dessa
terapéutica sobre o lipidograma e os sintomas do climatério.

Pacientes e métodos: Vinte e quatro mulheres
hipertensas na po6s-menopausa foram selecionadas. O tra-
tamento anti-hipertensivo padronizado foi maleato de
enalapril, 10 a20 mg/dia, associado ou ndo a hidroclorotiazi-
da, 25 pg/dia. Treze mulheres fizeram uso de adesivo
transdérmico contendo estradiol e noretisterona (25 Ug e

125 pg de substancia ativa/dia, respectivamente) e 11 néo
fizeram TH. A MAPA, o lipidograma e os sintomas climaté-
ricos foram avaliados no tempo basal e apds 3 e 6 meses de
seguimento.

Resultados: Nao foi observada diferenca estatisti-
camente significativa em nenhuma das variaveis da MAPA
(PAS, PAD, carga pressorica sistolica, carga pressorica dias-
télica, area sob curva sistdlica, area sob curva diastolica e
variag8o vigilia-sono) e no lipidograma, nos trés tempos do
estudo, entre os grupos e dentro de cada grupo. Houve
reducdo estatisticamente significativa do indice menopausal
de Blatt-Kupperman no grupo tratado, ap6s 3 e 6 meses de
seguimento.

Conclusdes: A TH transdérmica de baixa dose por
seis meses foi eficaz na melhora dos sintomas climatéricos
e ndo alterou os valores nem a variabilidade da pressdo
arterial de mulheres menopausadas com hipertensao ar-
terial estagios 1 e 2, em uso de terapia anti-hipertensiva.

EFEITOS DO TREINAMENTO FiSICO SOBRE A MODULACAO AUTONOMICA DA FREQUENCIA
CARDIACA E A CAPACIDADE AEROBIA DE MULHERES POS-MENOPAUSA SEM O USO E EM

USO DE TERAPIA HORMONAL

Daniel Iwai Sakabe
Orientador: Prof. Dr. Marcos Felipe Silva de Sa
Tese de Doutorado apresentada em 12/06/2007

O hipoestrogenismo, decorrente da fase pos-meno-
pausa, determina uma série de alteragdes fisicas, psicologi-
cas e metabolicas na mulher, com piora significativa em sua
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qualidade de vida. No entanto, sdo os efeitos da deficién-
cia estrogénica a longo prazo que mais preocupam, pois
podem levar a comprometimentos importantes, como as
doencas cardiovasculares. Desta maneira, a terapia hormo-
nal (TH) e o treinamento fisico tém surgido como esquemas
terapéuticos Uteis para o controle das altera¢des presentes
na poés-menopausa. Objetivos: o presente estudo teve como
objetivos avaliar a modulag@o autondmica da freqiiéncia
cardiaca (FC) e a capacidade aerdbia de mulheres pos-me-
nopausa em uso ou ndo de TH, antes e ap6s um programa
de treinamento fisico (PTF). Casuistica e Métodos: foram
estudadas 18 mulheres sedentarias, divididas em 2 grupos,
sendo: Grupo controle — 10 mulheres na pds-menopausa
(50 a 60 anos) sem TH; Grupo TH — 8 mulheres na pods-
menopausa (50 a 60 anos) com TH (valerato de estradiol +
levonorgestrel). Ambos os grupos foram avaliados em dois
momentos distintos: antes (avaliagdo) e apos (reavalia¢do)
um PTF de 3 meses de duragdo. Tanto na avaliagdo, como
nareavaliagdo, as voluntarias foram submetidas a dois pro-
tocolos experimentais: protocolo 1 - para avaliagdo da mo-
dulagdo autonomica da FC, esta foi coletada em condig¢des
de repouso, nas posi¢des supina e sentada, durante 15 mi-
nutos em cada posi¢do; protocolo 2 - para avaliagdo da
capacidade aerdbia, as voluntarias foram submetidas a um
teste cardiopulmonar com protocolo incremental. Os indi-
ces avaliados no protocolo 1 foram: média da FC e dos
intervalos R-R (iR-R), indice RMSSD dos iR-R, bandas de
baixa (BF) e alta (AF) freqiiéncia da analise espectral, em
unidades normalizadas, e razdo BF/AF. No protocolo 2 fo-
ram comparados os valores de poténcia, consumo de oxi-
génio ( VO2) e FC no limiar de anaerobiose (LA) e no pico
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do exercicio. Para comparacdo entre os grupos estudados,
foi utilizado o teste 7 de student ndo-pareado; para a com-
paragdo intra-grupo entre as condi¢cdes de avaliagdo e
reavaliacdo, o teste estatistico utilizado foi o ¢ de student
pareado. Nivel de significancia estabelecido em 5%. Resul-
tados: em relacdo ao protocolo 1, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas tanto na compa-
ragdo entre 0s grupos como na comparagao entre as fases
de avaliagdo e reavaliagdo, para os dois grupos estudados,
em nenhum dos indices avaliados. Na analise dos resulta-
dos do protocolo 2, foram observadas diferencas estatisti-
camente significantes (p<0,05) entre a condi¢do de avalia-
¢do para a condi¢do de reavaliagdo dos pardmetros potén-
ciae VO2 no LA e no pico do exercicio, para os dois grupos
estudados. O grupo TH apresentou valores estatisticamente
(p<0,05) superiores do VO2 na fase de reavaliagdo, quando
comparado ao grupo controle. Ainda para o grupo contro-
le, a FC no pico do exercicio da reavaliagdo foi estatistica-
mente (p<0,05) superior a da avaliagdo. Conclusdes: o pro-
grama de treinamento fisico realizado na intensidade do LA
durante 3 meses promoveu ganhos aerobios significativos,
embora ndo tenha alterado a modulagdo autonomica da fre-
qiiéncia cardiaca de mulheres menopausadas sem e em uso
de terapia hormonal; tais ganhos parecem ser decorrentes
principalmente de adaptagdes periféricas musculares. A te-
rapia hormonal nio teve influéncia importante sobre a va-
riabilidade da freqiiéncia cardiaca e teve apenas efeito dis-
creto sobre a capacidade aerdbia na reavaliagdo; esse efei-
to se deve possivelmente a reserva de vasodilatagdo pre-
sente em mulheres usuarias de reposicdo estrogénica, que
se evidencia apenas em altas intensidades de exercicio.

IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOTOXINA PARA TERAPIA ANTITUMORAL

Silvia Almeida Cardoso
Orientadora: Profa.Dra. Karla de Melo Lima
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 26/04/2007

Imumotoxinas sdo compostos protéicos utilizados
no tratamento de cancer, compostos por um anticorpo mo-
noclonal ligado a uma toxina. A imunotoxina interage com
antigenos na superficie de células cancerigenas, penetra
nestas células por endocitose e exerce seu efeito citotoxico.
As mais potentes imunotoxinas sdo produzidas com toxi-
nas de bactérias e plantas. Proteinas inativadoras de ribos-
somo (RIPs) sdo N-glicosilases que depurinam a maioria
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dos RNA ribossomais (rRNA), assim danificando ribos-
somos e impedindo a sintese de proteinas. RIPs sdo en-
contradas predominantemente em plantas superiores, mas
também estdo presentes em algas, fungos e bactérias. RIPs
variam grandemente em suas propriedades fisicas e efeitos
sobre células.Baseado nas propriedades estruturais, RIPs
vém sendo classificadas em trés tipos. RIPs tipo 2, como
ricina e abri na, sdo proteinas heterodiméricas muito toxi-
cas que sao constituidas por uma cadeia polipeptidica que
possui atividade toxica (cadeia A) ligada a uma cadeia
lectinica com especificidade por galactose (cadeia B).
Pulchelina ¢ uma RIP tipo 2 isolada a partir de sementes da
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planta Abrus pulchellus tenuiflorus, cujo fragmento de DNA
que codifica a cadeia A da pulchelina foi previamente clo-
nado e produzido de forma recombinante (rPAC) como pro-
teina de fusdo em Escherichia coli. Uma imunotoxina espe-
cifica para o antigeno associado a tumor (Ca 19.9) foi pre-
parada pela conjugacdo de rPAC, com mAb V12.22 (anti-
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Cal19.9). Essa imunotoxina com pulchelina exerce atividade
toxica especifica sobre linhagens celulares que expressam
Cal9.9, reconhecidas pelo anticorpo V12.22, levando a ini-
bicdo de proliferagdo de células alvo com IC50 (concentra-
¢do que causa 50% de inibigdo) variando de 250pM a 3,25nM
para ensaios com MTT ou vermelho neutro.

EFEITOS DO EXTRATO DA POLPA DO FRUTO DE Tamarindus indica L. SOBRE FUNCOES
EFETORAS DE NEUTROFILOS HUMANOS ATIVADOS

Fabiana da Silva Paula
Orientadora: Profa. Dra. Yara Maria Lucisano Valim
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 31/05/2007

Os neutroéfilos sdo componentes do sistema imune
inato responsaveis pela primeira linha de defesa contra
patoégenos invasores. Ao entrarem em contato com os mi-
crorganismos, estes sdo fagocitados e degradados por
mecanismos dependentes e independentes de oxigénio, os
quais correspondem aos processos denominados “burst”
respiratorio e desgranulagdo, respectivamente. Durante
“burst” respiratorio ocorre a produgdo de Espécies Reativa
de Oxigénio (EROS) e na desgranulagao sdo liberadas mo-
léculas antimicrobianas, dentre as quais estdo proteases
como a elastase. Embora os mecanismos efetores realiza-
dos pelos neutréfilos tenham importancia fundamental para
a defesa do hospedeiro, em situagdes de intensa ativagao
celular, grandes quantidades de moléculas citotoxicas po-
dem ser produzidas e liberadas no espago extracelular, cau-
sando danos ao tecido. O acumulo de EROs e enzimas
proteoliticas no tecido hospedeiro esta relacionado com a
etiologia de varias doengas inflamatorias ndo infecciosas.
Este fato tem levado a uma busca pelo entendimento dos
mecanismos de ativacdo do neutréfilo, bem como substan-
cias que modulem as fungoes citotoxicas desta célula. Re-
sultados promissores ja foram obtidos em pesquisas com
produtos naturais, principalmente provenientes de plan-
tas. Trabalhos recentes demonstraram que o extrato da polpa
do fruto de Tamarindus indica L. possui atividade antioxi-
dante em sistemas néo celulares e diante disso, neste estu-
do foram analisados os efeitos do extrato bruto da polpa do
fruto de T indica, bem como de suas fragdes, sobre a pro-
dugdo de EROs bem como sobre a desgranulagao e a ativi-

dade da enzima elastase. Para analisar os efeitos do 7. indi-
ca sobre a produgao de EROs, foram realizados ensaios de
quimioluminescéncia dependentes de luminol (QLIum) e
lucigenina (QLIluc), utilizando como estimulos o zimosan
opsonizado (ZIops), o N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(fMLP) e o Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). O extra-
to bruto inibiu de forma dose dependente a produgdo de
EROs por neutrofilos ativados pelos trés estimulos, sendo
este efeito mais pronunciado ao utilizar o PMA como esti-
mulo. As fragdes hexano e diclorometano também inibiram,
de forma dose dependente, a produ¢do de EROs induzida
pelos trés estimulos, sendo a hexano mais eficaz. Entretan-
to, as fragdes aquosa e butandlica causaram fraca inibigdo,
sem relacdo com a dose. O efeito do extrato bruto de T.
indica sobre um mecanismo efetor independente de oxigé-
nio foi verificado avaliando sua atividade sobre a liberagao
e a atividade da enzima elastase neutrofilica. Foi constata-
do que o extrato inibiu significativamente, de forma dose
dependente, tanto a liberagao quanto a atividade catalitica
da enzima elastase. Utilizando os ensaios de exclusido ao
corante azul de Tripan e de determinagao da atividade da
enzima lactato desidrogenase, verificou-se que o extrato
bruto, bem como as fragdes aquosa, butanolica e dicloro-
mentano nao possuem efeito citotoxico sobre os neutrofi-
los. Em concentragdes elevadas, a fragao hexano foi citoto-
xica, entretanto, nas concentragdes que causaram os CI50,
este efeito ndo foi verificado. Este trabalho mostra que o
extrato da polpa do fruto de 7. indica é capaz de modular
mecanismos efetores dos neutréfilos dependentes e inde-
pendentes de oxigénio. Estes resultados dao suporte para
que sejam realizados estudos de purificagdo de principio
ativo e ensaios in vivo e clinicos para produgdo de farma-
cos a partir do fruto de T indica.

PAPEL DE CCR5 NA MIGRACAO DE CELULAS T REGULADORAS CD4+CD25+ NA PARACOC-

CIDIOIDOMICOSE PULMONAR

Ana Paula Moreira
Orientador: Prof.Dr. Jodao Santana da Silva
Tese de Doutorado apresentada em 01/06/2007

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga cro-
nica, granulomatosa, causada pela inalagdo de propagulos
aéreos do fungo Paracoccidioides brasiliensis. As célu-
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las T reguladoras CD4'CD25* (Treg) estdo presentes em
lesdes pulmonares de pacientes com PCM e podem estar
envolvidas nos casos de recidivas, comumente relacio-
nadas a esta micose. Como a migragdo dessas células €
parcialmente dependente do receptor de quimiocina CCRS,
avaliamos o papel do mesmo durante a infec¢io por P, bra-
siliensis em camundongos C57BL/6 e geneticamente defi-
cientes de CCR5 (CCR57). Os dados obtidos neste estudo
demonstraram que no dia 3 apds a infec¢do, camundongos
CCR57- apresentam aumento significativo (p<0,05) da mi-
gracdo de células CD11b*, CD11b"CD11c" e GR1* para os
pulmdes, resultando em extensa lesdo inflamatoria. Contu-
do, no dia 15, os camundongos CCR57 sdo capazes de
controlar o crescimento ¢ disseminac¢do das leveduras e
apresentam granulomas significativamente (p<0,05) mais
compactos. As linhagens de camundongos apresentaram
semelhante DTH e migracéo de linfocitos T e B para as
lesdes. Porém, na auséncia de CCRS, a porcentagem de cé-
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lulas T CD4*CD25* foi significativamente (p<0,05) dimi-
nuida e o nimero de células FOXP3" no pulmao foi me-
nor quando comparado com camundongos selvagens.
Apods a transferéncia adotiva de células T CD4*CD25*
provenientes de camundongos selvagens para CCR5"
ocorreu um aumento significativo (p<0,05) da quantidade
de fungos nos pulmdes, enquanto que a transferéncia de
células CD4*CD25" promoveu um maior controle do cres-
cimento das leveduras. Finalmente verificamos que a in-
feccdo por P. brasiliensis resulta em grande inibi¢do da
proliferagdo das células do bago de camundongos selva-
gens, a qual pode ser inibida pela adi¢do de anticorpos
anti-CTLA-4 ou anti-GITR. No entanto, camundongos
CCR57- ndo apresentam distirbios na proliferagdo celular.
Em conjunto os resultados revelam que CCRS modula a
migragdo e a fungfo supressora das células T reguladoras
CD4*CD25" favorecendo a sobrevivéncia do fungo dentro
dos granulomas.

AVALIACAO DA APOPTOSE DE NEUTROFILOS DO SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES COM
ARTRITE REUMATOIDE EM DIFERENTES ESTAGIOS DA DOENCA

Daiani Cristini Oliveira Andrade
Orientadora : Profa.Dra. Yara Maria Lucisano Valim
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 11/06/2007

A Artrite Reumatoide (AR) ¢ uma doenga autoimune
degenerativa que acomete 1% da populagdo mundial, sen-
do mais comum em mulheres com idade entre 30 e 50 anos.
E caracterizada principalmente por inflamagdes articulares
persistentes que levam a conseqiiente destruicdo da carti-
lagem. Durante o processo inflamatorio ocorre influxo pre-
dominante e continuo de polimorfonucleares neutrofilos
(PMNss), os quais se acumulam na cavidade sinovial, fazen-
do da artrite reumatoide um prototipo de doenca caracteri-
zada pela inflamag&o neutrofilica.

Trabalhos anteriores mostraram que PMNs da
sindvia reumatoide apresentam um aumento em sua meia-
vida e ainda, sugerem que a presenga de citocinas pro-
inflamatorias pode estar envolvida neste processo. A pre-
senca prolongada destas células ativadas no sitio inflama-
torio contribui para a lesdo tecidual. Desta maneira, a apop-
tose dos neutrofilos é considerada o mecanismo chave para
o controle do processo inflamatorio. Sendo assim, este pre-
sente trabalho tem como objetivo esclarecer se esse “atra-
$0” no processo de apoptose também ¢ observado em neu-
trofilos da circulagdo de pacientes e se diferentes estagios
da doenca poderia contribuir para tanto, bem como relacio-
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nar ao perfil de producdo de algumas citocinas pro-inflama-
torias como IL-12, IL-8, G-CSF, Mip—1a e B e IP-10.

Através do monitoramento da exposi¢do de fosfati-
dilserina pela marcacdo com Anexina-V, observamos que
no sangue periférico de pacientes com AR, a populacdo de
neutrofilos que expde o fosfolipide é menor que a observa-
da nos individuos saudaveis. Tal fato parece depender do
estagio da doenca, uma vez que na populacdo de neutrofi-
los de pacientes com AR em atividade foi observada uma
porcentagem ainda menor de células apoptoticas quando
comparada com aquela dos outros grupos analisados. Em-
bora quando realizados os testes de analises estatisticas
esses valores ndo tenham sido significantes, essa diferen-
ca entre os grupos analisados foi considerada relevante
dentro do nosso contexto experimental.

Analises realizadas por citometria de fluxo, através
de imunoensaio baseado em beads de captura revelaram
niveis mais altos de IL-8 e IL-12 também no soro de pacien-
tes com AR ativa quando comparados aos niveis observa-
dos nos demais grupos (p<0.05). As concentragdes de
IP-10, Mip-1 a e B, também se mostraram maiores no soro
destes pacientes. Ainda, observamos uma tendéncia para
uma maior producio de G-CSF nestes pacientes com a do-
enca em atividade, o que leva a uma maior liberagdo de
neutréfilos na circulag@o destes pacientes, contribuindo
para o aumento da inflamacao.
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NEUROLOGIA

UTILIZACAO DA VOLUMETRIA PARA DISCRIMINAR IDOSOS NORMAIS DE PACIENTES COM
DOENCA DE ALZHEIMER E COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE

Luciana Rodrigues Pinto Dantas
Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos dos Santos
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 20/04/2007

A diferenciagdo entre casos iniciais de doenga de
Alzheimer (DA), comprometimento cognitivo leve (CCL) e
alteragdes proprias do envelhecimento pode ndo ser uma
tarefa simples na fase inicial do processo. A volumetria da
imagem de RNM ¢ uma técnica quantitativa com capacida-
de para mensurar atrofia discreta de regides especificas, o
que pode ser utilizado para inferéncias sobre a progressao
temporal da doenga, especialmente quando dirigida para as
estruturas temporais mesiais. Assim, o objetivo deste estu-
do ¢é utilizar a volumetria de todo o encéfalo, lobo temporal,
cortex entorrinal, amigdala, hipocampo e suas subdivisdes
(cabega, corpo e cauda) tentando diferenciar entre pacien-
tes ¢ idosos normais. Estudamos trés grupos pareados de
15 individuos, classificados como DA, CCL ou normais,
por avaliagdes clinicas, neurologicas, neuropsicologicas e
por RM. A volumetria global e das regides foi normalizada
pelo volume intracraniano. Todas as mensuragdes foram
realizadas por delimitagdo manual, em imagens volumétricas
de todo o encéfalo, com precisdo de Imm?, utilizando pro-
tocolos validados por outros autores. A confiabilidade intra-
observador e inter-observadores foi testada em cinco ca-
sos. O modelo linear de efeitos mistos foi usado para com-

paragdes entre estruturas de um mesmo individuo e entre
individuos dos diferentes grupos, com nivel de significan-
cia de 5%. Nao houve diferenga significativa entre os lados
direito e esquerdo, exceto para as medidas do lobo tempo-
ral em controles normais e pacientes com CCL onde o lado
esquerdo foi menor. Nao foram encontradas diferengas en-
tre os grupos com a medida global do encéfalo. O volume
do lobo temporal diferenciou DA de CCL e normais (p<0,01),
mas ndo CCL de normais. Resultado semelhante foi encon-
trado para a volumetria da amigdala e hipocampo. A
volumetria do cortex entorrinal diferenciou apenas CCL de
DA no lado direito, com tendéncia a esquerda, sugerindo
problemas com a delimitacdo anatomica da estrutura. A
segmentagdo da cabega e cauda do hipocampo mostrou
diferenca significativa apenas entre DA e normais e o cor-
po do hipocampo mostrou resultados semelhantes aquelas
encontradas para o hipocampo total. Em conclusdo, em
nosso estudo a volumetria se mostrou uma ferramenta util
para diferenciar pacientes com DA de pacientes com CCL e
idosos normais, mas nao foi possivel diferenciar pacientes
com CCL de idosos normais na nossa amostra. A volumetria
de todo o encéfalo ndo foi discriminante. A volumetria do
lobo temporal total, da amigdala e do hipocampo foi espe-
cialmente util. Ndo encontramos vantagens da segmentagio
das sub regides do hipocampo (cabeca, corpo e cauda)
versus o hipocampo total.

MAPEAMENTO DO CORTEX SOMATOSENSORIAL ATRAVES DA RESSONANCIA MAGNETICA
FUNCIONAL: POSSIVEIS APLICACOES CLINICAS EM ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO E

EPILEPSIA EXTRATEMPORAL

Ana Paula Valadares
Orientador: Prof. Dr. Draulio Barros de Araujo
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/05/2007

Introducio: Um objetivo importante das técnicas
quantitativas de neuroimagem ¢ caracterizar a atividade
normal do cérebro humano e determinar sua integridade
funcional quando comprometido por diferentes enfermida-
des cerebrais, tais como Acidente Vascular Encefélico (AVE)
e Epilepsia. Recentemente, com a evolugdo das imagens
funcionais por ressonancia magnética, Functional Magnetic
Resonance Imaging (fMRI), abriu-se a possibilidade de se
realizar o mapeamento de certas areas cerebrais, de forma
absolutamente nao-invasiva. Por heran¢a dos estudos de

tomografia por emissdo de positrons, Positron Emission
Tomography (PET), a tMRI utilizou, de inicio, exclusiva-
mente, paradigmas em bloco, no qual o individuo realiza
uma tarefa por um periodo de tempo relativamente longo e
repousa por um periodo de igual durag@o. No entanto, al-
gumas fungdes corticais podem apresentar processos de
adaptacdo, ou habituagdo, como pode ser o caso do cortex
somatosensorial. Uma maneira de minimizar o efeito de aco-
modagdo no sinal da tMRI ¢ a utilizagdo de paradigmas
mais modernos, conhecidos por evento-relacionado (ER),
em que o paciente é estimulado por um curto periodo de
tempo e descansa por aproximadamente cinco vezes esse
periodo. Ainda, esse tipo de paradigma toma-se bastante
interessante na aplicagao clinica, em especial por apresen-
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tar resultados menos contaminados por artefatos de movi-
mento. Objetivos: Este trabalho teve dois grandes objeti-
vos principais: o primeiro foi desenvolver um dispositivo
capaz de padronizar, com precisdo, o estimulo tatil; o segun-
do foi comparar dois diferentes paradigmas, em bloco e ER,
no mapeamento do cortex sensitivo, em individuos assinto-
maticos, em pacientes pos- AVEi (Acidente Vascular Ence-
falico isquémico) e em criangas com epilepsia extratemporal.
Paralelamente ao primeiro tentamos observar um possivel
fendmeno de habituagdo no cortex sensitivo. Materiais e
Métodos: Desenvolvemos um dispositivo pneumatico de
idealizagdo do estimulo tactil. Realizamos os exames em 35
voluntarios com e sem o dispositivo, em sete pacientes pos-
AVEi e quatro pacientes com epilepsia de lobo extratempo-
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ral eleitos a cirurgia. Resultados: O dispositivo mostrou-se
eficiente pra mapear o cortex sensitivo no paradigma em
bloco e no paradigma ER mediante estimulagéo tactil ma-
nual ou com o uso do dispositivo (p <0,01). Os achados em
pacientes pos AVEi e Epilepsia também demonstram eficién-
cia no mapeamento do cortex sensitivo, sem no entanto de-
monstrar uma condi¢do ideal para o mapeamento porque os
resultados variam entre os individuos. Conclusées: Os re-
sultados encontrados sugerem que ambos os paradigmas
sdo eficientes para o mapeamento do cortex somatosensorial,
pacientes pos-AVE parecem se beneficiar mais do paradig-
ma em bloco. O paradigma ER é eficiente para o mapeamento
do cortex sensitivo porém sdo necessarios mais estudos
para aplicagdo em pacientes.

EXAME DE AFASIA M1-ALPHA: UMA PROPOSTA PARA READEQUACAO AO PORTUGUES

Fabiane Couto Garcia
Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 30/05/2007

Desde meados do século XX vém em continuo cres-
cimento as pesquisas em avaliacdo das afasias, sendo cria-
dos intimeros testes em diferentes paises. Alguns desses
instrumentos de avaliagdo foram traduzidos e adaptados a
populacdo brasileira, dentre eles o Protocolo Montreal-
Toulouse de Exame de Afasia M1-Alpha. A partir de entdo,
0 M1-Alpha é uma das baterias de testes de afasia mais
citadas e aplicadas no Brasil, entretanto, sofreu algumas
criticas desde sua adaptacdo a lingua portuguesa. Objeti-
vo: Deste modo, a presente dissertag@o teve como objetivo
analisar as falhas do Exame de Afasia M1-Alpha expostas
pela literatura, aplicar este instrumento de avaliagdo em 35
individuos sem altera¢des neurologicas, avaliar a necessi-
dade de readaptag@o cultural e linguistica pela conjugag@o
dos resultados anteriores e sugerir modificacdes para o
seu aprimoramento. Método: Para isso, foi realizada uma
revisdo de literatura sobre linguagem, afasia, avaliagdes
das afasias, seus fatores interferentes, a concepgo do Exa-
me de Afasia M1-Alpha e a descri¢do de suas criticas e
sugestdes. Em seguida, selecionou-se 35 sujeitos sem alte-
ragdes neurologicas, acompanhantes dos pacientes dos am-
bulatorios de neurologia do HCFMRP-USP, utilizou-se uma

anamnese enfocando o gé€nero, faixa etaria, o nivel de esco-
laridade, a nacionalidade, dominancia manual, o multilin-
guismo, o habito de leitura e de escrita. Apos foi realizada a
avaliacdo de linguagem com o M1-Alpha e foi solicitado
aos participantes que descrevessem todas as figuras nele
contidas. Resultados: Entdo foram coletados os dados,
encontrando que 97,1% dos participantes cometeram al-
gum erro nas provas do M1-Alpha, maior nimero de erros
nas provas de expressdo oral e compreensdo escrita, au-
séncia do aumento do grau de complexidade entre as pro-
vas de compreensao escrita com mais erros para palavras,
mais erros para repeti¢do que para leitura e denominagio
com diferenca estatisticamente significativa, correlacdo
entre escolaridade e compreensdo escrita de frases com-
plexas e copia e falhas nas interpretagdes de algumas figu-
ras em todas as provas. Discussdo: Foram analisadas as
criticas e sugestdes, conjugados os dados da analise e dos
resultados e direcionadas algumas sugestdes para a reade-
quagdo do Exame de Afasia M1-Alpha. Conclusdes: Com-
provaram-se as vantagens na utilizagdo do M1-Alpha e a
necessidade de readequagdo cultural e lingiiistica deste
instrumento, tais como: modificacdo de algumas figuras,
inclusdo de avaliagdo das habilidades pragmaticas, exclu-
sdo do artigo na ordem dada nas provas de compreensao,
criagdo de oposigdes grafémicas e alteracdo em alguns es-
timulos das provas de repeticdo e leitura em voz alta.

ESTUDO DA ETIOLOGIA DA PRIMEIRA CRISE EPILEPTICA EM PACIENTES INFECTADOS PELO

VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

Thaisa Mourio Vasconcelos de Mattos
Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 31/05/2007
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Introdugao: As crises epilépticas sdo complicagdes
conhecidas da infecg@o pelo virus da imunodeficiéncia
humana, presentes em 4 a 11% dos pacientes. Conhecer a
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causa das crises ¢ importante para fins terapéuticos e
profilaticos. Pacientes e Métodos: Estudamos cinqiienta e
dois pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) que apresentaram o primeiro episodio de cri-
se epiléptica. Os dados foram coletados durante interna-
¢do no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeiréo Preto no periodo de janeiro de 2002 a julho de
2005. Resultados: A maioria dos pacientes era do sexo mas-
culino (65%) com idade média de 36,2 anos. Os pacientes
possuiam condi¢des definidoras de aids e contagem de lin-
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focitos T CD4+ média de 64/mm?. As provaveis causas mais
comuns nos 52 pacientes estudados foram lesdes expansi-
vas, encefalopatia pelo HIV e meningite. A causa presumi-
da mais comum foi toxoplasmose, encontrada em 18 (35%)
pacientes. Nenhuma causa foi encontrada em seis pacien-
tes (12%), apesar de investigacdo completa. Conclusio:
Nosso estudo sugere que no nosso Hospital o primeiro
episodio de crise epiléptica tem, na maioria das vezes, uma
infec¢do oportunista como causa.

TRATAMENTO PROFILATICO INTERMITENTE DA CRISE FEBRIL: ESTUDO COM O CLOBAZAM E

CLONAZEPAM

Francini Cruz Gomes da Fonseca Sepulcri
Orientadora: Profa. Dra. Regina Maria Franca Fernandes
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 01/06/2007

A Crise Febril (CF) é um evento comum e proprio da
infancia, estimando-se que cerca de 2% a 5% das criangas
apresentardo pelo menos uma crise epiléptica na vigéncia
de febre nos primeiros anos de vida. Mesmo com elevado
nimero de estudos sobre este tema, ainda ha questiona-
mentos referentes a melhor terapia, menor taxa de efeitos
colaterais e a decisdo de iniciar o tratamento. O tratamento
profilatico intermitente com benzodiazepinicos na CF ¢é a
terap€utica mais indicada na atualidade. Assim sendo, o
presente estudo foi conduzido objetivando avaliar a efica-
cia do Clobazam e Clonazepam intermitentes, em criangas
com CF que apresentassem pelo menos um fator preditivo
de recorréncia, analisando ainda os efeitos adversos das
medicacdes e a associagdo da presenca de fatores preditivos
com recidiva de CF. Avaliamos prospectivamente criangas
submetidas a profilaxia intermitente, atendidas no HCFMRP-
USP, durante o periodo de abril de 2002 a outubro de 2004,
sendo selecionados 96 pacientes de forma randomizada
quanto a medicagdo prescrita, Clobazam 0,5mg/kg/dia ou
Clonazepam 0,1 mg/kg/dia. Vinte e sete criangas foram ex-
cluidas durante o seguimento por falta de adesdo, ndo ne-
cessidade da utilizagdo da profilaxia e evolugdo com crises
afebris, sendo consideradas 71 criangas, 29 (40,8%) sub-

metidas a profilaxia com Clobazam e 42 (59,2%), com
Clonazepam, tendo 2 criangas utilizado ambas as medica-
¢des devido a troca por efeitos colaterais. A eficacia do
tratamento profilatico intermitente foi demonstrada quan-
do comparamos 2,9% dos quadros febris com recidivas, em
vigéncia do uso adequado da medicacdo profilatica, contra
56% com a ndo utilizagdo (p < 0,01, X?), sendo a taxa de
recidiva de 2,5%, com a utilizagdo do Clobazam e 3,4% do
Clonazepam, sem diferengas entre os grupos (p=0,676,
X?).0s efeitos colaterais ocorreram em 52,1% das criangas,
sendo transitorios e limitantes em apenas 1,4% destas, com
predominio de vomitos, no grupo do Clobazam (p=0,033,X%),
e de ataxia com o Clonazepam (p=0,033, X?).Nossas crian-
cas antes do tratamento apresentavam tendéncia a recidi-
va, demonstrada pelo numero de fatores preditivos presen-
tes (91,5% com mais de um fator) e pelo numero de CF
(66,2% com 2 ou mais CF) antes do tratamento. Apds a
introdugdo da profilaxia, houve recidiva de CF em apenas
8,4% das criangas que utilizaram a medicacdo, o que evi-
dencia grande diminuicdo da expressividade destes fatores
de risco sob efeito do tratamento. A introducdo da profila-
xia intermitente com Clobazam ou Clonazepam mostrou-se
eficaz diminuindo significativamente o nimero de quadros
febris com recidiva, quando as drogas foram utilizadas ade-
quadamente. Os efeitos adversos foram transitorios na gran-
de maioria, mas ndo limitantes. No &mbito geral, a introdu-
¢do da profilaxia deve ser considerada em criangas com CF
com presenga de fatores preditivos de recidiva.

SCREENING DE UMA BIBLIOTECA DE EXPRESSAO DE ¢DNA DE CEREBELO DE RATO USANDO-SE
COMO SONDA O ANTICORPO ANTI-KM+ E EXPRESSAO DE DREBRINAS EM DISPLASIA CORTICAL
FOCAL IIB ASSOCIADA COM EPILEPSIA DE DIFiCIL CONTROLE MEDICAMENTOSO

Roberta de Assis Maia
Orientador: Prof.Dr. Antonio Roberto Martins
Tese de Doutorado apresentada em 01/06/2007

p83 € uma proteina com massa molecular aparente
de 83 kDa, supostamente ainda nio descrita, especifica de
sistema nervoso, e desenvolvimento regulada. p83 interage
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fortemente com laminina, Tau, tubulina e seat shock protein
90p. p83 foi inicialmente detectada por imunohistoquimica
e western blot usando-se um anticorpo anti-lectina KM*
purificado por afinidade. Sua purificagio a partir de cérebro
de rato estd em progresso.

Identificar o envolvimento de p83 em processos do
Sistema Nervoso Central humano € um passo necessario
em direcdo a compreensdo de sua funcio bioldgica. Uma
biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato
(Lambda ZAP 11, Stratagene) foi submetida ao screening,
usando-se um anticorpo especifico para isolar o cDNA de
p83. O anticorpo anti-KM+ foi pré-adsorvido contra pro-
teinas de E. coli XL1 Blue MRF’, antes de ser usado no
screening. As membranas foram reveladas por imunode-
teccdo cromogénica (fosfatase alcalina e NBT/BCIP). A
analise de todos os clones Lambda ZAP II foi feita por
excisdo in vivo do fagomideo pBluescript, subclonagem em
E. coli XL1 Blue MRF’, purificagdo do DNA plasmidial e
digestdo com Eco RI. A seqiiéncia correspondente ao clo-
ne isolado foi analisada usando-se ferramentas e bancos
de dados do NCBI.

A seqiiéncia nucleotidica mostrou identidade com
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asisoformas A e E de drebrina. As isoformas A e E de drebrina
foram detectadas em adulto e embrido, respectivamente.
Drebrina A é uma proteina sistema nervoso-especifica, de-
senvolvimento regulada e associa-se com F-actina. Embo-
ra drebrina e p83 compartilhem propriedades em comum,
nossos dados de western blot indicaram que parecem nio
se tratar da mesma proteina.

Nos investigamos a expressdo de drebrina em Dis-
plasia Cortical Focal tipo IIB, comparando com cortex nor-
mal. As seccdes de tecido foram coradas com hematoxilina-
eosina e prata (Bielchowsky). Sec¢des forma processadas
por imunohistoquimica usando-se os anticorpos anti-
drebrina M2F6 e 0 DAS2, e recuperagdo antigénica. A de-
teccdo foi feita usando-se um anticorpo biotinilado, e DAB
como cromogeno. Os tecidos displasicos (13 casos) foram
obtidos cirurgicamente de tecidos exibindo epilepsia dro-
ga-resistente. Os controles foram obtidos de necropsia de
15 pacientes sem historia prévia de doengas neurologicas
ou alteragdes patologicas.

Nossos resultados sugerem uma associagdo entre
drebrina e DCF IIB, um distarbio do desenvolvimento
cortical.

AVALIACAO CLINICA E MOLECULAR DE PACIENTES COM OFTALMOPARESIA EXTERNA
PROGRESSIVA E MUTACOES DO DNA MITOCONDRIAL

Elmano Henrique Térres de Carvalho
Orientadora: Prof Dra Claudia Ferreira da Rosa Sobreira
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 04/06/2007

PEO ¢é uma manifestagdo comum das doengas mito-
condriais. Pode estar relacionada a mutagdes primarias do
mtDNA, apresentando-se como casos esporadicos ou com
padréo de heranga materna; ou podem estar relacionadas a
delecdes multiplas do mtDNA secundarias as mutagdes do
nDNA, neste caso apresenta-se com padrdo de heranga
autossomico dominante ou recessivo. O estudo foi realiza-
do com 5 pacientes com PEO e delegdes multiplas do mtDNA
(grupo 1) e 17 pacientes com PEO e mutagdes primarias do
nDNA (grupo II). Foram descritos parametros clinicos,
histoenzimoldgicos e moleculares e os grupos comparados
entre si e com os relatos prévios da literatura. A média da
idade de inicio dos sintomas em nossos pacientes foi de
42,2 anos no grupo I e 13,4 anos no grupo II. O sintoma
inicial foi oftalmoparesia em todos os pacientes dos gru-
pos I e II. Em quase todos os pacientes, PEO ndo foi o
unico achado da avaliacéo clinica. Os quadros clinicos mais
freqiientemente associados a PEO foram: fraqueza muscu-
lar (4 pacientes no grupo I e 10 pacientes no grupo II);
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disfagia (3 pacientes no grupo I e 5 pacientes no grupo II);
distarbio da condug@o cardiaca (4 pacientes no grupo [ e 7
pacientes no grupo II) e paresia facial bilateral (1 paciente
no grupo I e 5 pacientes no grupo II). Outros achados clini-
cos relevantes menos freqiientes foram mialgia, ataxia, dé-
ficit auditivo neurossensorial bilateral, polineuropatia e re-
ducdo da capacidade vital pulmonar. Observamos aumento
das dosagens séricas de CK em apenas 1 paciente de cada
grupo (até 1,5 vezes o limite superior) e o lactato sérico
dosado apos esforgo fisico foi aumentado em 4 pacien-
tes do grupo I e em 9 pacientes do grupo II (até 4,5 vezes o
limite superior). Ao exame eletroneuromiografico, a alte-
racdo mais freqiiente foi o padrdo miopatico em 1 paciente
do grupo I e em 6 pacientes do grupo II; polineuropatia
sensitivo-motora axonal foi evidenciada em 1 paciente de
cada grupo. A avaliagdo anatomopatologica demonstrou
proliferagdo mitocondrial subsarcolemal em varias fibras
de todos os pacientes (RRF), a maioria delas evidenciando
atividade ausente da COX. O estudo molecular demons-
trou delegdes multiplas do mtDNA em todos os pacientes
do grupo I e, nos pacientes do grupo 11, mutagdo de pon-
to A3243G em 2 pacientes e delegdes tinicas em 15 pacien-
tes, sendo em 10 deles, a dele¢@o unica de 4997bp, conheci-
da por delegdo comum.
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ESTUDO RANDOMIZADO SOBRE A UTILIDADE CLINICA DO SPECT ICTAL EM PACIENTES COM

EPILEPSIA MESIAL TEMPORAL REFRATARIA

Tonicarlo Rodrigues Velasco
Orientador: Prof. Dr. Américo Ceiki Sakamoto
Tese de Doutorado apresentada em 04/06/2007

A sindrome epiléptica mais freqiientemente encon-
trada na pratica clinica é a epilepsia do lobo temporal mesial
associada a esclerose hipocampal (EMT-EH). As crises
epilépticas associadas 8 EMT-EH s@o comumente intrata-
veis do ponto de vista farmacoldgico, mas podem ser con-
troladas através da lobectomia temporal (LT), com taxas de
cura que podem chegar a 80% (Engel, 2001). A selegéo de
pacientes para a cirurgia depende da convergéncia dos
dados da investigacdo pré-operatoria, e, nos dias atuais,
tem sido possivel com exames nio invasivos, dentre eles o
video-EEG, a ressondncia magnética (RM) e a tomografia
computadorizada por emissdo de foton tinico ictal (SPECT)
(Thadani, 1995). O SPECT ictal é considerado um método

sensivel e confidvel na determinacédo do lado de inicio das
crises em pacientes com EMT-EH, com taxas de acuracia
em torno de 90% (Newton, 1995). Entretanto, apesar de ex-
tensa literatura em relag@o ao uso do SPECT ictal em epilep-
sias focais, ndao ha estudos analisando a real utilidade do
exame na tomada de decisdes durante a avaliagdo pré-cirtr-
gica de pacientes com EMT. Através de um estudo pros-
pectivo e randomizado examinamos se a realiza¢cdo do SPECT
ictal é realmente critica na avaliagdo pré-cirtirgica de paci-
entes com EMT. Nossos resultados ndo suportam a hipo-
tese de que o SPECT ictal fornega informagdo adicional na
lateralizac@o das crises epilépticas, nem de que altere a in-
dicacdo da cirurgia e nem de que altere o prognostico cirtr-
gico pods-operatorio. Os resultados véem de encontro a
dados de literatura afirmando que o SPECT ictal pode ser
redundante na lateralizagdo das crises em pacientes com
epilepsia do lobo temporal. Além disso, quando o exame foi
realizado, o custo da internagdo aumentou 35%.

EFEITO DO PRE-CONDICIONAMENTO PRODUZIDO PELA HIPOGLICEMIA NA GENESE E PROGRES-
SAO DA EPILEPSIA NO MODELO DE STATUS EPILEPTICUS INDUZIDO POR LITIO-PILOCARPINA

Flavia Araijo Guedes
Orientador: Prof. Dr. Jodo Pereira Leite
Tese de Doutorado apresentada em 05/06/2007

A epilepsia do lobo temporal (ELT), € a forma mais
freqiiente de epilepsia em adultos, esta associada a uma
grande perda neuronal na regido do hilo e nas camadas de
células piramidais CA1 e CA3. Ha também uma reorganiza-
¢do dos axdnios das células granulares, as fibras musgo-
sas, na camada molecular interna.

O precondicionamento (PC) € um fendmeno no qual
breves episodios de insultos subletais tais como isquemia
global, hipdxia e curtos episodios de crises, conferem pro-
tecdo contra uma injuria induzida por insultos mais severos
subseqiientes. Nao existem dados na literatura sobre os
efeitos do PC usando hipoglicemia (HPG) na génese e pro-
gressdo da epilepsia.

O objetivo deste trabalho foi utilizar um PC com HPG
e o modelo de SE induzido por litio-pilocarpina para avaliar
os efeitos do PC na evolugdo comportamental da epilepsia,
morte neuronal hipocampal e reorganizacdo sindptica das
fibras musgosas.

Ratos Wistar foram submetidos a HPG através da
injecdo de insulina (2U/100g de peso do animal) e vinte qua-
tro horas apds ao SE pela injecéo de litio (127,17 mg/kg, i.p)
seguido da injecdo de pilocarpina (25mg/kg, s.c,). Os ani-
mais foram sacrificados um, 7, 15 e 60 dias apds o SE. Outro
grupo foi submetido somente ao SE induzido por litio e pilo-

carpina e sacrificados igualmente ao grupo anterior. Os cé-
rebros de todos os animais foram processados para avalia-
¢do histoldgica da contagem celular (coloragdo de Nissl),
degeneracdo neuronal (histoquimica de Fluoro-jade B), neu-
ronios que expressam somatostatina (imunohistoquimica) e
reorganizagio sinaptica das fibras musgosas (coloragéo de
neo-Timm). Adicionalmante, no grupo de 60 dias foi feita a
avaliag@o das crises recorrentes espontaneas (CREs).

Nossos resultados foram: 1) a laténcia para o inicio
das CREs bem como o niimero total de CRE foi similar nos
grupos com e sem PC; 2) a laténcia para o inicio do SE foi
maior no grupo experimental com PC comparada aos ani-
mais do grupo sem PC; 3) o niimero de células do grupo SE
com 60 dias sem PC foi menor que o grupo PC naregido de
CA2; 4) o ntimero de células marcadas pela coloragdo de
Fluoro-Jade no grupo SE de 7 dias sem PC foi maior que os
grupos experimentais de um e 15 dias com e sem PC no
subcampo CA3a; 5) o niimero de células que expressam
somatostatina foi similar nos grupos experimentais com e
sem PC; 6) A intensidade de reorganizagfo sindptica das
fibras musgosas foi semelhante nos grupos experimentais
com e sem PC, e esta reorganizagio teve um aumento pro-
gressivo com o aumento do periodo entre o SE e o sacrifi-
cio. De acordo com os resultados, nos concluimos que o
precondicionamento, utilizando um episddio de 2 horas de
HPG, 24 horas antes do SE, ndo interfere na ocorréncia das
CRE, nem previne a perda celular hipocampal e reorganiza-
¢do sinaptica das fibras musgosas induzidas pelo SE.
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EVOLUCAO NEUROLOGICA E MANIFESTACOES SISTEMICAS DE UMA POPULACAO PORTA-

DORA DE MIELOPATIA ASSOCIADA AO HTL V-1

Patricia Toscano Barreto Nogueira Onofre
Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 05/06/2007

A mielopatia associada ao HTL V-1 (HAM), também
conhecida como paraparesia espastica tropical (TSP), ¢ uma
doenca cronica progressiva que afeta a medula espinal e a
substancia branca do cérebro. Menos de 5% dos portado-
res cronicos do HTL V-I desenvolverdo essa complicagio.
As primeiras manifestagdes da doenga ocorrem na quarta
década da vida e observa-se relagdo mulher/homem de 2: 1.
O objetivo do estudo foi a revisdo de casos retrospectivos
e o acompanhamento evolutivo de pacientes portadores
do retrovirus HTL V-1 e as manifesta¢Ges clinicas neurolo-
gicas e sistémicas. Casuistica e Método: Resultados: Fo-
ram incluidos 110 pacientes com idade entre 20 e 69 anos,

concluindo o estudo, 88 pacientes, dentre os quais, 26
(29,5%) eram portadores da mielopatia associada ao HTL
V-I(HAM/TSP) e 62 (70,4%) assintomaticos. O sexo femini-
no predominou no grupo sintomatico (76,9%). A idade de
inicio dos sintomas variou de 27 a 61 anos (média de 47,3
anos +/- 13,7 anos, mediana de 48 anos). Os maiores fatores
de risco no grupo sintomatico foram transfusdo de sangue
e promiscuidade. O sintoma clinico predominante foi o dis-
turbio esfincteriano e a manifestagdo inicial mais comum foi
aperda de for¢a nos membros inferiores (69,2%). Duas pa-
cientes (7,6%) apresentaram Lupus eritematoso sistémico
e uma paciente a Sindrome de Reiter e uma variedade de
anormalidades dermatolégicas e oftalmologicas. Conclu-
sao: Embora o quadro clinico seja similar ao da literatura, as
manifestagdes ndo neurologicas sdo freqiientes nos nos-
sos pacientes.

PAPEL DO PRION CELULAR NA MODULACAO DO EXERCICIO FiSICO E DA RESPOSTA

COMPORTAMENTAL AO ESTRESSE

Patricia Barreto Costa Nico
Orientador: Prof. Dr. Roger Walz
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 06/06/2007

No presente trabalho, foi analisado o efeito do es-
tresse agudo nos niveis de ansiedade expressos por ca-
mundongos nocaute para a proteina prion celular (Prnp®?).
Os camundongos nocaute e seus respectivos controles
(Prnp+/+) foram submetidos a trés tipos classicos de es-
tresse agudo. Os tipos agudos de estresse escolhidos fo-
ram imobilizag¢do fisica, choques elétricos leves randomiza-
dos e natagdo. Um grupo foi avaliado no estado basal. Apds
serem submetidos aos diferentes tipos de estresse agudo,
os animais foram avaliados na tarefa de labirinto elevado
em cruz e campo aberto. Em estado basal e em apds a imo-
bilizagdo, ndo houve diferencas significativas entre os ani-
mais selvagens e os animais nocaute. Observamos, porém,
que, apos sessdo de choques randémicos ou natacdo, hou-
ve alteragdes significativas em alguns dos parametros ana-
lisados. Os animais nocautes para o gene da proteina prion
celular mostraram niveis de ansiedade menores do que os
animais controles. Devido ao fato dos animais mostrarem
alteragdes na atividade locomotora durante a realizagdo dos
experimentos, acrescentamos uma tarefa de natagéo forca-
da. Os animais nocaute mostraram significativamente me-
nor resisténcia fisica ao nado for¢ado. Esse achado ¢é su-
gestivo de que os animais nocaute para proteina prion ce-
lular apresentem menor resisténcia fisica ao exercicio. A
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proteina prion celular PrP¢é altamente expressa no Sistema
Nervoso Central, entretanto, ¢ também expressa no tecido
muscular sugerindo que sua fungdo ndo esteja limitada ao
SNC. Com o intuito de investigar o papel fisiologico da PrP°
no musculo, os animais Prnp** € Prnp®° foram submetidos
a diferentes tipos de protocolos de exercicios e depois tive-
ram sua performance comparada. Os camundongos Prnp”°
apresentaram uma diminuicio da atividade locomotora. A
partir desse achado, a avaliagdo da respiragdo mitocondrial
nos musculos cardiaco e esquelético foi realizada com o
proposito de analisar a existéncia de alguma alteracdo que
justificasse a diminuicdo do desempenho observado. A
analise da respiragdo mitocondrial foi realizada depois que
os camundongos foram submetidos a diferentes tipos de
intensidades de exercicios. Os pardmetros avaliados foram
estagios 3 e 4, razdo de controle respiratdrio (RCR) e po-
tencial de membrana mitocondrial. Os tecidos musculares,
cardiaco e esquelético dos camundongos Prnp”® quando
comparados com seus respectivos controles tipo selvagem
ndo apresentaram diferencas. Concluimos que os camun-
dongos Prnp®° apresentam diminuigdo na capacidade de
natacdo e atividade muscular em condi¢des de exercicio
extremo, porém ndo foram encontradas alteragdes na respi-
racdo mitocondrial que possam ser responsabilizadas por
tal fato. Nossos resultados indicam que futuras investiga-
¢Oes devem ser conduzidas a fim de se conhecer mais so-
bre a fungdo da PrP¢ na fisiologia muscular e seu possivel
papel nas diferentes patologias neuromusculares.
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CARACTERIZACAO NEUROPATOLOGICA DA SINTASE NEURONAL DO OXIDO NITRICO E DAS
PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO 70 E 90 NA EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL ASSOCIADA

OU NAO A COMORBIDADES PSIQUIATRICAS

Ludmyla Kandratavicius
Orientador: Prof.Dr. Jodo Pereira Leite
Tese de Doutorado apresentada em 08/06/2007

Comorbidades psiquiatricas em epilepsia sdo muito
freqiientes, especialmente aquelas que tém o lobo temporal
como area epileptogénica principal. A escassez de dados
neuropatologicos e bioquimicos da associagdo entre os ti-
pos mais comuns de disturbios psiquiatricos e a epilepsia
levou-nos ao estudo de hipocampos de pacientes com au-
séncia ou presenca de depressdo ou psicose na epilepsia
do lobo temporal mesial. Além de medidas de densidade
neuronal e neo-brotamento, verificamos a expressio da sin-
tase neuronal do 6xido nitrico (nNOS), bastante estudada,
separadamente, em epilepsias e distirbios psiquidtricos. O
oxido nitrico (NO) produzido pela nNOS tem sido identifi-
cado como fonte de radicais livres, com envolvimento em
diversas patologias do sistema nervoso, mas também em
mecanismos fisioldgicos de plasticidade sinaptica e neuro-
transmissdo glutamatérgica. Também analisamos a expres-
sdo das proteinas de choque térmico 70 (HSP70) e 90
(HSP90), sendo esta ultima muito pouco estudada em epi-
leptogénese, em situagdes de comorbidade de epilepsia e
distarbios psiquidtricos. A HSP70 ¢é a principal proteina
induzivel por situagdes de stress como crises epilépticas.
Estudos com modelos animais relatam aumento de expres-
sdo de HSP70 proporcional a severidade das crises. HSP90
tem funcdes chaperona, é ligante de calcio, calmodulina,
ATP e regula a sintase do 6xido nitrico, receptores esteroi-
des, Tau, actina, tubulina e filamentos intermediarios. Devi-
do a provavel protecdo mediada por HSP70 e ao papel de-
sempenhado por HSP90 na interagcdo com proteinas fato-
res-chave na epileptogénese, acreditamos que um estudo
de caracterizag@o delas poderia ser de utilidade na compre-
ensdo dos principios que regem a epilepsia e distirbios
psiquiatricos como a depressio e a psicose. Buscamos as-
sim a elucidagdo da eventualidade destes mecanismos de
alteragdes neurais compartilharem do mesmo substrato

patologico. Quarenta e trés hipocampos foram obtidos de
pacientes com ELTM farmaco-resistente com auséncia e
presenca de depressdo ou psicose submetidos a hipocam-
pectomia. Hipocampos controle (n=6-10) foram obtidos em
necropsia de sujeitos sem historia prévia de doengas neu-
rologicas. Secgdes em parafina dos hipocampos foram sub-
metidas a coloragdo por hematoxilina e eosina, histoquimi-
ca de neo-Timm e imunohistoquimica para nNOS, HSP70 e
HSP90. Pacientes epilépticos com depressdo exibem maior
QI que os com psicose e apresentam mais crises parciais
complexas com generalizagdo secundaria que os epilépti-
cos sem comorbidades psiquiatricas. No pds-operatdrio os
pacientes epilépticos sem comorbidades psiquiatricas sdo
mais bem sucedidos do que os com depressdo, que por sua
vez apresentam maior permanéncia de auras no pds-opera-
torio do que os demais. Pacientes com psicose tendem a ter
menor sucesso na remissdo completa de crises. Pacientes
epilépticos com depressdo exibem maior neo-brotamento
na camada molecular interna que os epilépticos sem comor-
bidades psiquiatricas e que os epilépticos com psicose.
Pacientes epilépticos exibem maior imunorreatividade para
nNOS que os controle. Dentre os epilépticos, os com psi-
cose exibem menor expressao na maioria das regides hipo-
campais. Ha fortes indicios que o aumento da expressdo de
nNOS seja benéfico tanto para a melhoria da epilepsia quan-
to da psicose. Pacientes epilépticos exibem maior imunor-
reatividade para HSP70 que os controle. Dentre os epilépti-
cos, 0s com psicose exibem menor expressdo na camada
granular, CA2 e CA3. E provavel que o aumento de expres-
sdo de HSP70 seja benéfico para epilepsia, mas nio para
psicose. Pacientes epilépticos exibem maior imunoreativi-
dade para HSP90 que os controle. Dentre os epilépticos, os
com psicose exibem menor expressio no hilo, CA3 ¢ CA4. E
quase certo um papel protetor de HSP90 tanto em epilepsia
quanto em psicose. Os resultados, em seu conjunto, con-
firmam a grande importancia das moléculas estudadas, que
podem ser uteis na compreensao dos mecanismos envolvi-
dos na génese, ao que tudo indica, comum em varios pon-
tos da epilepsia e dos distirbios psiquiatricos.

ESTABELECIMENTO DE UM MODELO EXPERIMENTAL DE NEUROTUBERCULOSE

Fabiola Cristina Ribeiro Zucchi
Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui
Tese de Doutorado apresentada em 11/06/2007

A tuberculose (TB) é um grave problema de satde
publica. Somente no ano de 2004, cerca de 9 milhdes de
pessoas desenvolveram TB ativa e mais de 2 milhdes de
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pessoas morreram da doenga. O desenvolvimento de no-
vos modelos experimentais de TB seriam de grande utilida-
de para elucidar mecanismos fisiopatologicos da doenca e
testar esquemas terapéuticos para a prevengdo e conten-
¢do da doenca. Além disso, o desenvolvimento de novas
vacinas torna-se indispensavel como ferramenta de pre-
vengdo e controle da TB.

A TB no sistema nervoso central (SNC), assim como
em outros tecidos do organismo, promove a ativagdo de
células inflamatorias. No SNC a microglia desempenha este
papel, sendo capaz de produzir ou ser influenciada por me-
diadores soluveis. Varios mediadores estdo envolvidos nos
mecanismos moleculares decorrentes da infecgdo ¢ infla-
magdo causados pela TB, entre eles: NFkB, iNOS e VEGF. A
ativacdo do NFkB, um fator de transcriggo citoplasmatico
que sob estimulo migra para o nucleo celular, tem intima
relagdo com a indug@o da iNOS e de VEGF. A resisténcia
intracelular a patogenos, inclusive ao Mycobacterium tu-
berculosis, parece estar associada a expressdo de iNOS em
macrofagos.

O 6xido nitrico (NO) tem papel importante na comu-
nicac¢do intercelular, estimulando a sintese de mediadores
inflamatorios, como as citocinas, e regulando sua propria
produgdo enddgena. Estas citocinas por sua vez também
podem induzir a atividade do NFkB e a expressido da iNOS
e VEGF. O VEGF ¢ um potente ativador de permeabilidade
vascular e de angiogénese, envolvido na ruptura da barrei-
ra hemato-encefalica. Neste estudo, mostramos a caracteri-
zacdo morfologica e imuno-histoquimica de um modelo
murino de TB no SNC, com a indugdo da doenga pela ino-
culag¢@o de BCG. Com este modelo experimental obtivemos
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importantes resultados que podem esclarecer mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da neuro-TB humana. A
inducdo de meningite e tuberculomas foi possivel através
dainoculagéo de 10* cfu de BCG no cerebelo de camundon-
gos, por estereotaxia, e esta inducdo foi dependente do
tempo. A confirmacdo do diagndstico foi feita pela detec-
¢do de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), nas le-
soes tuberculosas. Observamos, ao longo do tempo (1 a 6
dias; 1, 2, 4 e 8 semanas) o recrutamento de diferentes po-
pulacdes gliais (microglia e astrocitos) no sitio de injecao.
Houve aumento de produgdo e ativacdo NFkB nas lesoes
tuberculosas, caracterizada pela translocagdo da molécula
do citoplasma para o nucleo celular. Houve expressao de
iNOS restrita as lesdes tuberculosas, além do aumento de
expressdo de VEGF nestas lesoes. Além disso, camundon-
gos imunizados com a vacina génica hsp65, contra a TB,
ndo expressam VEGF em suas lesdes. Esta vacina parece
conferir um efeito protetor em nosso modelo experimental,
reduzindo a expressdo de VEGF, e consequentemente redu-
zindo seu efeito angiogénico decorrente do processo infla-
matorio. O recrutamento glial, e a produgdo de mediadores
soluveis (NFkB, iNOS e VEGF) pelo hospedeiro, em res-
posta a invasdo do patdgeno no SNC, parecem estar envol-
vidos na fisiopatologia da neurotuberculose, como demons-
trado neste modelo experimental. Nosso modelo permitira
investigar fatores possivelmente responsaveis pelo desen-
volvimento ¢ manutengdo de lesdes tuberculosas no SNC.
O objetivo final seria elucidar a fisiopatologia desta grave
doenca e compreender eventos moleculares envolvidos na
produgido de lesdes. O conhecimento gerado podera permi-
tir o delineamento de terapias especificas e efetivas.

O RASTREIO OCULAR EM CRIANCAS COM DIFICULDADES DE APRENDIZAGEM

Roberta Alves de Oliveira
Orientador: Prof.Dr. Osvaldo Massaiti Takayanagui
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 11/06/ 2007

Apesar da dificuldade de aprendizagem ser comum
em sala de aula, sua detecc¢do precoce e tratamento ainda €
um desafio para os profissionais que lidam com essa difi-
culdade. Diversos autores constataram alteragdes do ras-
treio ocular lento em criangas com essa queixa, porém, mui-
to se tem questionado quanto a utilizagdo dos resultados
para o diagnostico dessas criangas. No presente estudo,
avaliamos 0 movimento em 56 criangas, entre 8 a 10 anos de
idade, cursando da segunda a quarta série do ensino fun-
damental, sendo 32 com dificuldades de aprendizagem da
leitura e escrita e 24 do grupo controle, que nio apresenta-
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vam as dificuldades. Tais resultados foram analisados e
comparados através do “ganho”, que consiste na relagdo
entre a velocidade dos olhos e a do estimulo, e sdo forneci-
dos pelo proprio computador. Os resultados demonstraram
que houve diferenca significativa no desempenho das cri-
angas na curva do meio na freqiiéncia de 0,10 Hz. As crian-
cas com dificuldades de aprendizagem apresentaram média
superior as criancas do grupo controle, porém nio houve
diferenga entre os movimentos do rastreio ocular nas de-
mais curvas nas freqiiéncias de 0,10, 0,20 e 0,40 Hz. Nao
foram constatadas diferengas também no desempenho das
criangas do grupo com dificuldades quando analisadas as
variacdes de freqii€ncias. A analise do rastreio ocular hori-
zontal através da Vetoletronistagmografia ndo identificou
as criancas com dificuldades de aprendizagem.
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ATAXIA ESPINOCEREBELAR DO TIPO 7: ESTUDO GENETICO-MOLECULAR, ORIGEM ANCES-
TRAL E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO ENVOLVIMENTO DO SNC ATRAVES DE IMAGENS

POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Saloméo da Cunha Linhares
Orientador: Prof. Dr. Wilson Marques Junior
Tese de Doutorado apresentada em 11/06/ 2007

A Ataxia espinocerebelar do tipo 7 ¢ uma doenga de
distribuicdo mundial e com uma freqiiéncia estimada menor
que 1:100.000 habitantes. Sua freqiiéncia no Brasil foi esti-
mada entre 2% a 4,4%. Recentemente foram detectadas 3
familias brasileiras portadoras de AEC7, ndo correlatas, e
este trabalho tem como finalidade caracteriza-las nos aspec-
tos clinicos e genético-molecular, com énfase ao estudo do
efeito fundador. As caracteristicas fenotipicas dos pacien-
tes das 3 familias foram semelhantes e estdo de acordo com
os achados da literatura. A maioria dos pacientes iniciou a
doenca com ataxia, seguida da queda da acuidade visual. A
idade de inicio da doenga nas geragdes apresentou dife-
renga significativa nas geragoes Il e IV e correlacionou-se
negativamente com os respectivos numeros de repeticdes
CAG na geragdo III (r=-0,813; p=0,000) e na geragédo IV
(r=-668; p=0,002). As trés familias juntas originaram até o

presente momento 147 casos da doenga. A distribui¢do dos
pacientes nas respectivas geragdes, evidenciou um pico
no nimero de acometidos na segunda geracdo das Famili-
as Il e I1I e na terceira geragao da Familia I, fato inédito na
literatura, que sinaliza a existéncia de um provavel ciclo da
doenga. Foram detectados nos familiares sadios 3 indivi-
duos com alelos de tamanhos intermediarios. Um dos indi-
viduos apresentou 24 repetigdes CAG e outros dois apre-
sentaram 36 repeticdes, respectivamente. A existéncia de
alelos intermediarios facilitaria o reinicio de um novo ciclo
da doenga, porque atuariam no sentido inverso ao da
extingdo da doenga. O estudo qualitativo de imagens com-
provou importante atrofia do tronco cerebral em 11 pacien-
tes portadores de AEC7, sugerindo que a ponte € a estrutu-
ra mais comprometida do SNC e que esta alteragao antece-
de o comprometimento do cerebelo e da regido supratento-
rial. Na analise dos haplétipos ficou claro que as 3 familias
brasileiras aqui estudadas apresentam uma origem comum,
sendo portanto descendentes de um mesmo ancestral, su-
gerindo um efeito fundador regional.

OFTALMOLOGIA, OTORRINOLARINGOLOGIA
E CIRURGIA DE CABECA E PESCOCO

HISTOLOGIA DA CONJUNTIVA DE PACIENTES SOROPOSITIVOS PARA O VIRUS DA
IMUNODEFICIENCA HUMANA TIPO 1 COM DISFUNCAO DO FILME LACRIMAL, EM USO DE

TERAPIA ANTIRETROVIRAL COMBINADA

Marcia Lopes Rodrigues
Orientadora: Profa. Dra. Maria de Lourdes V. Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 28/05/2007

Objetivos: verificar a presenca de alteragdes no epi-
télio conjuntival e de ceratoconjuntivite seca em pacientes
com aids, em uso de HAART,; verificar se ha influéncia da
recuperagdo imunoldgica na superficie ocular de pacientes
com aids; comparar as caracteristicas do epitélio conjuntival
e da ceratoconjuntivite seca em pacientes com aids em uso
de HAART e em pacientes imunoldgicos soronegativos;
avaliar a reposta terapéutica ao tratamento de olho seco.
Pacientes e métodos: estudo observacional, quantitativo e
analitico, realizado no Centro de Especialidades da Prefei-
tura de Votorantim e no CHS (Sorocaba). Os pacientes fo-
ram divididos em 2 grupos: Controle — pacientes imunolo-

gicos soronegativos para o HIV; Estudo — paciente com
HIV em uso de HAART, subdivididos em grupo I (com re-
cuperagao imunologica) e grupo II (sem recuperacdo imu-
nologica). A defini¢do para recuperagdo imunologica foi a
contagem de linfocitos TCD4, de pelo menos 60cels/mm? e
manutenc¢do dessa contagem por pelo menos 2 meses. Os
pacientes foram avaliados d acordo com a sintomatologia
(OSDI), teste de Schirmer coloragao rosa bengala, BUT e
citologia de impressao conjuntival. Os pacientes foram tra-
tados com colirio lubrificante, gel ou solugéo topica de Ci-
closporina A de acordo com a intensidade do quadro de
olho seco. Tempo de acompanhamento: 90 dias. Método
estatistico: qui-quadrado. Resultados: 60 pacientes foram
examinados, sendo 15 do grupo controle e 45 do grupo
estudo, com tempo médio d doencga de 13,2 anos ¢ 8,3 anos,
respectivamente. 86,67% dos pacientes do Grupo Controle
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e 88,8 % dos pacientes do Grupo estudo apresentaram quei-
xas de olho seco. Os pacientes do Grupo estudo apresenta-
ram maior nimero de alteragdes a coloragdo com rosa ben-
gala (p<0,05). Pacientes com HIV e retinite inativa por CMV
apresentaram maior risco de desenvolverem disfunco do
filme lacrimal. Pacientes imunoldgicos soronegativos apre-
sentaram melhor resposta a terapia durante o acompanha-
mento. Nenhum medicamento anti-retroviral esteve direta-
mente relacionado ao risco de desenvolver olho seco. En-
tretanto, pacientes que ja haviam utilizado mais de um es-
quema de poliquimioterapia apresentaram maior sintomato-
logia de olho seco. Pacientes com recuperagdo imunoldgica
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mostraram maior niumero de alteragdes ao BUT ¢ a colora-
¢do com rosa bengala. Conclusio: a etiologia da disfungéo
do filme lacrimal nos pacientes soropositivos ¢ multifato-
rial; a sindrome do olho seco manifesta-se mais precoce-
mente nestes pacientes; infeccdo viral prévia pelo CMV pode
desencadear processo inflamatdrio autoimune na glandula
lacrimal, causando olho seco; a alta toxicidade medicamen-
tosa das drogas anti-retrovirais pode levar a disfung@o la-
crimal e ceratites inespecificas; os pacientes soropositivos
respondem mais lentamente a terapéutica para olho seco; a
Ciclosporina A aparece como tratamento promissor da sin-
drome de olho seco nos pacientes soropositivos.

PERFIL DE FLUENCIA DA FALA E ATIVIDADE DOS MUSCULOS OROFACIAIS DE SUJEITOS

COM GAGUEIRA E FALANTES FLUENTES

Rosana Luzia Rodrigues Gomes de Freitas
Orientadora: Profa. Dra. Claudia Maria de Felicio
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 31/05/2007

O objetivo desta pesquisa foi comparar sujeitos com
queixa de gagueira e sem queixa de fala quanto: ao perfil de
fluéncia da fala, a condigdo miofuncional orofacial, a ativi-
dade eletromiografica dos musculos masseteres, temporais,
orbicular da boca, fasciculos superior e inferior e supra-
hidideos. Participaram 10 sujeitos com gagueira e 10 sem
gagueira, denominados como grupo controle, pareados por
género e idade, cuja média foi 13,4 anos (minimo = 10 ¢
maximo = 18 anos). Os grupos foram definidos a partir da
analise de amostras de fala, de acordo com a avaliagdo do
perfil de fluéncia da fala do ABFW-Teste de Linguagem.
Posteriormente, os sujeitos passaram por avaliagdo das
condi¢des miofuncionais orofaciais, na qual foi utilizado o
protocolo com escores AMIOFE. Para a analise da ativida-
de muscular foi utilizado o Eletromiografo K6-1 EMG Light
Channel Surface Electromyography (Myo-tronics Co.
Seattle, WA, EUA) de oito canais. Foram empregados ele-
trodos duplos, de superficie de cloreto de prata, descarta-
veis (Duotrodes, Myo-tronics Co., Seattle, WA), contendo
um gel condutor (Myogel- myo-tronics Co., Seatlle, WA).
Os eletrodos foram posicionados nos musculos masseter e
temporal, bilateralmente, orbicular da boca, fasciculos su-
perior e inferior e na musculatura supra-hiddea, seguindo a
orientacdo das fibras musculares. Um eletrodo de referén-
cia (terra) foi posicionado proximo a nuca do sujeito. As
condigdes clinicas investigadas foram: apertamento dental
em maxima intercuspidagdo habitual, emissdo de uma pala-
vra e duas frases; compressao labial, lateralizagdo dos labi-
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os unidos para a direita e esquerda, protrusdo labial,
retracdo labial, mastigacdo de barra de cereais, repouso
antes e apos 0s exercicios, e as tarefas de lingua, envolven-
do sua protrusdo, lateralidade intra e extra bucal direita e
esquerda, retragdo, elevacdo intra-oral, abaixamento intra-
oral e vibrag@o. Os dados relativos ao perfil de fluéncia da
fala e as condi¢des miofuncionais orofaciais foram analisa-
dos pelo teste Mann-Withney. Os dados da eletromiogra-
fia foram normalizados pela atividade do apertamento den-
tal em méaxima intercuspidagao habitual e transformados em
logaritmo na base 10. A comparag@o dos grupos foi realiza-
da pelo teste ¢-Student para dados nao pareados. Nao hou-
ve diferencga entre os grupos quanto a freqiiéncia de
disfluéncias comuns, mas sim quanto a freqiiéncia de
disfluéncias gagas. A analise do perfil de fluéncia da fala
permitiu caracterizar precisamente os grupos de sujeitos
gagos e falantes normais. Nas condi¢des miofuncionais
orofaciais o desempenho na funcéo de deglutigdo foi a inica
diferenga verificada entre os grupos. Nao houve diferenga
entre os grupos estudados quanto a atividade eletromio-
grafica dos musculos temporal e masseter e do musculo
orbicular da boca, fasciculo inferior, nas condi¢des clinicas
analisadas. A atividade do musculo orbicular da boca, fas-
ciculo superior, do grupo com gagueira foi significante-
mente menor do que no grupo controle, para a maioria das
condigdes clinicas analisadas. O presente estudo permitiu
concluir que os grupos estudados apresentaram perfis de
fluéncia diferentes na fala espontanea, fato que permitiu a
caracterizagdo destes como grupo de sujeitos com gagueira
e grupo controle. Em relacdo a eletromiografia, a diferencga
entre os grupos foi evidenciada pela menor atividade do
musculo orbicular da boca, fasciculo superior, no grupo
com gagueira em comparagao ao grupo controle.
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ORTOPEDIA

AVALIACAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DE BAIXA DOSE DE NEOSTIGMINA OU DEXAME-
TASONA POR VIA ESPINHAL ASSOCIADA A CLONIDINA NA DOR AGUDA POS-OPERATORIA

Fabricio dos Santos Veloso
Orientadora: Profa. Dra. Gabriela Rocha Lauretti
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 03/05/2007

Introducio e Objetivos: Dados recentes direcionam
para a utilizagdo da analgesia multimodal para o controle da
dor pos-operatoria. O objetivo do estudo foi avaliar se a
associaco de neostigmina intratecal, dexametasona epidural
ou ambas exacerbaria o efeito analgésico da anestesia
raquidiana com doses pré-fixadas de bupivacaina e clonidi-
na (GC). Métodos: 60 pacientes submetidos a procedimen-
tos ortopédicos de pequeno porte sob raquianestesia com
30 pgde clonidina e 10 mg de bupivacaina foram avaliados
de forma prospectiva, aleatoria e duplamente-encoberta. Os
pacientes foram divididos em 4 grupos e receberam como
farmacos adicionais 10 mg de dexametasona epidural (GD);
1 pg de neostigmina intratecal (GN); ou 10 mg de dexameta-

sona epidural associada a inclusdo de 1 pg de neostigmina
a combinagdo de clonidina e bupivacaina intratecal (GDN).
Foram avaliados analgesia e efeitos adversos. Resultados:
Os grupos foram demograficamente semelhantes. O tempo
para requisi¢do do primeiro analgésico (cetoprofeno) e o
consumo de analgésicos foi semelhante entre 0 GC e 0 GN.
A adicdo de 10 mg de dexametasona via epidural resultou
em 16 horas de analgesia p6s-operatdria, e menor consumo
do cetoprofeno em 24 horas de avaliagdo. A combinaggo
dos quatro farmacos (30 pg de clonidina, 10 mg de bupiva-
caina e 1 pg de neostigmina) a 10 mg de dexametasona
epidural resultou em 20 horas de analgesia pds-operatoria e
menor consumo de cetoprofeno (p < 0,05) comparado ao
GD. Discussao e Conclusdes: Adi¢ao de 1 ug de neostigmi-
na intratecal aumentou o tempo de analgesia da combina-
¢do de bupivacaina e clonidina intratecal com dexametaso-
na epidural, sem aumentar a incidéncia de efeitos adversos.

ENXERTO CORTICOESPONJOSO HOMOGENO PROCESSADO QUIMICAMENTE, ESTERILIZADO
EM OXIDO DE ETILENO E EMBEBIDO EM MEDULA OSSEA AUTOGENA. ESTUDO EXPERIMEN-

TAL EM CAES (Canis familiaris, LINNAEUS 1758)

Vitor Aparecido Castania
Orientador: Prof. Dr. José Batista Volpon
Tese de Doutorado apresentada em 04/05/2007

Foi estudado experimentalmente o desempenho bio-
logico de um tipo de enxerto 6sseo homodgeno, processado
quimicamente, esterilizado em 6xido de etileno e embebido
em medula 6ssea autdogena. De caes doadores adulto-jo-
vens foram obtidos blocos cilindricos de 1,0 x 1,0 cm da
epifise distal do fémur, com auxilio de uma trefina. Os ossos
assim obtidos foram clareados, desengordurados, esterili-
zados em 6xido de etileno e mantidos em estoque. Trinta
caes adultos jovens foram usados como receptores do en-
xerto e foram alocados em dois grupos. No grupo I (experi-
mental) os animais foram operados e, criado, transversal-
mente, com trefina de 1,0 cm de didmetro externo, um espa-
¢o cilindrico de 1,0 cm de didmetro por 1,0 cm de altura na
epifise distal do fémur direito, onde foi encaixado o enxerto
preparado e que foi previamente embebido em medula 6s-
sea do proprio animal retirada por pungdo dssea na crista

iliaca. Trés semanas depois, 0 mesmo animal foi submetido
ao mesmo procedimento cirurgico no fémur esquerdo. Os
cdes deste grupo foram sacrificados seis semanas apos a
primeira cirurgia. O grupo II constituiu o controle e foi for-
mado por vinte cdes adulto-jovens em que, primeiro, foi
retirado um cilindro de osso da epifise distal do fémur es-
querdo e, em seguida, no mesmo tempo cirtrgico, foi criado
0 mesmo espago no fémur direito, com uma trefina de um
centimetro de didmetro interno e, entdo, encaixado o bloco
de osso retirado do fémur do outro lado do mesmo animal.
Estes animais foram subdivididos em dois subgrupos de
dez cdes cada, em relagdo ao tempo de sacrificio. Em um
subgrupo os cdes foram sacrificados trés semanas apos,
enquanto que, no outro subgrupo, foram sacrificados seis
semanas apos a cirurgia de implantagdo do enxerto. O pro-
cesso de incorporagao do enxerto foi avaliado pela histolo-
gia convencional e histologia de fluorescéncia dssea, pela
injecdo prévia de tetraciclina. A comparagdo foi entre os
grupos I e I, nos periodos de trés e seis semanas pos-
implante. As areas dos enxertos homogenos com 21 dias
pos-implante, geralmente mostraram-se visiveis, na maioria
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das vezes, formadas por trabéculas finas irregulares, sem
ostedcitos, porém com areas de neoformagdo ossea. J& os
enxertos autdgenos, a area do osso implantado era bem
visivel, com trabéculas de osso antigo, mais adelgagadas,
em menor nUmero que o 0sso receptor, porém com intensa
deposic¢do de osso neoformado. Para os enxertos homoge-
nos com 42 dias pos-implante, a area do enxerto estava bem
definida e integrada ao osso adjacente, composta por
trabéculas antigas com predominio de osso neoformado
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sobre a superficie. Nos enxertos autégenos com 42 dias
pos-implante, as trabéculas tinham orientagdo comum, com
espago intertrabecular preenchido por tecido conjuntivo
denso, em algumas areas, e por medula 6ssea madura em
outras. O enxerto homogeno processado e esterilizado em
oxido de etileno e embebido em medula dssea apresentou
boa atividade bioldgica, embora, com integragdo mais lenta
e menor desempenho em relacdo ao enxerto autdégeno, o
que o torna um bom substituto para este ultimo.

ANALISE HISTOMORFOMETRICA DA INTERFACE DO PARAFUSO EXPANSOR COM O TECIDO

OSSEO

Leandro Sérgio da Silva
Orientador: Prof. Dr. Helton Luis Aparecido Defino
Dissertagao de Mestrado apresentada em 05/06/2007

Foi realizado um estudo experimental para a avalia-
¢ao histomorfométrica da interface dos parafusos expan-
sores utilizados no sistema de fixagdo anterior da coluna
cervical. Foram utilizadas no estudo cinco vértebras cervi-
cais de ovelhas (C4), nas quais os parafusos foram inseri-
dos. O parafuso expansor de 18,5mm de comprimento e
5,0mm de didmetro externo (Ulrich) foi inserido em ambos
os lados da véterbra C4. Apos a perfuragdo com broca de
2,5mm, no lado esquerdo o parafuso era inserido sem o
parafuso interno de expansdo. No lado direito o parafuso
era inserido com o parafuso interno de expansao. Na por-
¢do inferior da vértebra foi confeccionado o orificio piloto
com broca de 2,5mm sem a introdugdo de implante. A regido
da vértebra contendo os parafusos e o orificio piloto foi
processado para estudo histoldgico da interface dos im-

plantes e o tecido 6sseo e da parede do orificio piloto. Por
meio do estudo histomorfométrico foi avaliada a densidade
Ossea total, fora da rosca, dentro da rosca e a medida linear
de contato entre o tecido 6sseo e o implante. Nao foi obser-
vada diferenca da densidade 6ssea total e densidade dssea
fora das roscas entre a interface 6ssea dos parafusos ex-
pandidos e ndo expandidos, tendo sido observada diferen-
¢a entre o parafuso expandido e o orificio piloto. A densida-
de dssea fora das roscas ndo apresentou diferenga estatis-
tica nas comparagdes entre os parafusos expandidos, ndo
expandidos e orificio piloto. A densidade 6ssea dentro da
rosca apresentou diferenga entre o parafuso expandido e o
ndo expandido, e ambos apresentaram diferenca estatistica
em relacdo ao orificio piloto. A medida linea de contato
osso e implante expandido e ndo expandido, apresentaram
diferenga estatistica, e o orificio piloto apresentou diferen-
¢a estatistica com o parafuso expandido. A expansdo do
parafuso alterou os pardmetros histomorfométricos de ava-
liagdo do contato entre o implante e o tecido 6sseo sem
provocar alteragdes no tecido 6sseo adjacente.

PATOLOGIA

ALCOOLEMIA EM VITIMAS FATAIS DE CAUSA VIOLENTA OCORRIDAS EM RIBEIRAO PRETO

E REGIAO NO PERIODO DE 2002 A 2004

Carolina Melo Candido de Paula
Orientador. Prof. Dr. Bruno Spinosa De Martinis
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 13/04/2007

O Laboratorio de Toxicologia Forense/CEMEL/

FMRP/USP analisou 400 amostras de sangue de vitimas fa-
tais, de causa violenta, para a determinagéo de alcoolemia.
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Em relagdo as causa juridicas de morte, as amostras foram
provenientes de vitimas de acidentes, homicidios, suicidios
e de outras causas externas. Os acidentes de transito foram
estudados com maior énfase devido a importancia e impac-
to socio-econdmico que essas mortes representam em todo
o mundo. A existéncia de legislacdo no nosso Pais sobre o
consumo de etanol e a condug¢ao de veiculos automotores,
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que estabelece o limite maximo permitido de 0,6 g de alcool
por litro no sangue para a conducdo de veiculos, torna obri-
gatorio os exames toxicoldgicos em vitimas nessas condi-
¢des. O estudo teve como objetivos conhecer a relagdo en-
tre a concentracdo de alcool no sangue e as mortes de causa
violentas considerando os parametros sexo e faixa etdria,
com a finalidade de prover dados cientificos as autoridades
legais brasileiras, que contribuam para melhorar o controle e
alegislag@o sobre o consumo de bebidas alcoolicas na soci-
edade, e evidenciar a necessidade do exame de alcoolemia
em outros tipos de causas de morte violenta como homici-
dios e suicidios. Para a investigagdo da alcoolemia, foram
coletadas amostras de sangue em artérias periféricas ou cen-
tral, durante o exame necroscopico. Estas foram acondicio-
nadas em frascos apropriados, identificadas e imediatamen-
te armazenadas sob refrigeracdo até o momento das anali-
ses. As analises de etanol foram realizadas pela técnica de
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizaggo
por chama (GC-FID) utilizado amostrador automatico para a
introducdo da amostras na fase vapor (Headspace). Foram
preparadas concentracdes de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 g/L de etanol
para a construcdo da curva analitica para quantificacdo e
determinag@o dos tempos de retencdo, limites de detecgio e
quantificac@o da técnica. A identificag@o positiva de etanol
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foi feita pela comparagdo dos tempos de retencdo do pico
eluido na amostra com o pico do padrdo do etanol. A quan-
tificagdo foi realizada através do método de padronizagio
interna utilizando isobutanol como padrdo interno. Quanto
aos resultados, as amostras mais analisadas para alcoole-
mia, entre as mortes violentas foram, respectivamente, os
acidentes, principalmente os de transito, seguidos dos ho-
micidios, suicidios e outros tipos de morte violenta. A média
de idade dos individuos envolvidos nessas ocorréncias foi
de 36,3 anos, havendo predominéncia das amostras do sexo
masculino, sendo que mais que 50% das vitimas apresenta-
ram alcoolemia positiva, com valores acima do permitido por
lei. Concluimos que, na amostra de referéncia, o alcool esta
altamente correlacionado com as mortes de causas violen-
tas; que € imprescindivel a solicitacdo e realizagdo do exame
de alcoolemia em todas as mortes de causa externa, inde-
pendentemente do motivo, género e faixa etaria. Ainda po-
demos concluir que existe a necessidade da investigacdo de
outras drogas licitas e ilicitas, com especial aten¢do em viti-
mas fatais que ndo apresentaram resultados de alcoolemia
positivos. Tais resultados toxicoldgicos poderdo ser uteis
para melhor interpretacdo dos casos e elucidagdo das mor-
tes, podendo contribuir para o estabelecimento de medidas
legais, preventivas e punitivas.

TOXICIDADE DA CLOREXIDINA INJETADA NA PATA DE CAMUNDONGOS E ADICIONADA EM

CULTURA DE FIBROBLASTOS 1929

Gisele Faria
Orientador: Prof. Dr. Marcos A. Rossi
Tese de Doutorado apresentada em 04/06/2007

Como a clorexidina (CHX) tem sido recomendada
como solugdo irrigadora de canais radiculares e como cura-
tivo de demora, o objetivo do presente estudo foi caracte-
rizar in vivo a lesdo induzida pela injegdo de CHX a 0,125,
0,25, 0,5 e 1,0% na pata de camundongos em intervalos de
tempo selecionados (24 e 48 horas e 7 e 14 dias) e in vitro o
modo e a causa morte celular (necrose e/ou apoptose) € o
estresse causado pela exposigdo de fibroblastos 1.929 em
cultura a concentragdes crescentes da droga (0,000125,
0,00025, 0,0005, 0,001, 0,002, 0,004, 0,008 ¢ 0,016%) por 24
horas. A proliferagao celular foi avaliada por meio da incor-
poragdo de metil-3H-timidina ao DNA das células e imuno-
marcagao para PCNA. A ultraestrutura foi analisada em mi-
croscopio eletronico de transmissdo e de varredura e o ci-
toesqueleto das células por meio de marcagdo para actina e
o-tubulina. Citometria de fluxo (Anexina-V FITC/iodeto de
propideo) foi empregada para diferenciar células necroti-
cas de apoptéticas. Também, foi efetuada marcagio para
reticulo endoplasmatico, Bel-2 (B-célula CLL/linfoma 2),

Hsp70 (proteina de choque térmico 70) e Grp78 (glucose-
regulated protein 78). Quando injetada no espago
subplantar da pata traseira de camundongos, a CHX indu-
ziu alteragdes necroticas na epiderme, derme e tecido sub-
cutdneo em associacdo com uma resposta inflamatoria
reacional, particularmente nas concentragdes mais eleva-
das. Em cultura de fibroblastos, a CHX induziu a diminui¢io
da proliferagdo celular, causou morte celular por apoptose e
necrose, desestruturagdo do citoesqueleto, alteragdo da
morfologia celular, aumento da area das células, dilatagdo
do reticulo endoplasmatico rugoso e acimulo de proteinas
nas cisternas. Além disso, a CHX causou aumento da ex-
pressao de Hsp70, de Grp78 (indicadores de estresse celu-
lar) e de Bcl-2 (proteina anti-apoptotica). Em conclusdo, a
CHX injetada no espago subplantar da pata traseira de ca-
mundongos induz efeitos toxicos severos. Além disso, a
CHX adicionada em cultura de fibroblastos causou estresse
do reticulo endoplasmatico como consequéncia do acimu-
lo de proteinas nas cisternas e induziu a morte celular por
necrose ¢ apoptose via estresse do reticulo endoplasmati-
co, além de causar estresse celular. Os resultados sugerem
que a CHX poderia ter um efeito desfavoravel na resolugéo
de lesdes periapicais em decorréncia de sua agdo toxica so-
bre as células do tecido em torno do apice dentario.

477



Resumos de Dissertagdes de Mestrado ¢ Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP

Medicina (Ribeirdo Preto) 2007;40 (3): 415-85

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

AVALIACAO DA CONCORDANCIA EM DIFERENTES FASES DO PROCESSO DIAGNOSTICO,
EMBASADA NA NECROPSIA, NO HCFMRPUSP, NOS ANOS DE 1980, 1990 E 2000

Marcio Henrique Carvalho Grade
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Britto Garcia
Tese de Doutorado apresentada 04/06/2007

O processo diagnostico na medicina traduz-se por
uma complexa interagdo entre conhecimentos, habilidades
e procedimentos técnicos em condigdes de incerteza. As
variaveis que o cercam sdo inimeras e de dificil caracteriza-
¢do, dificultando o desenvolvimento de estudos mais
aprofundados sobre o processo de elaboragdo do diag-
noéstico. O papel da necropsia na avaliagdo da performance
do diagnéstico clinico ja estd bem demonstrado, sendo ge-
ralmente aceito que ela pode ser usada como uma ferramen-
ta para analisar possiveis discrepancias. A literatura médi-
ca vem apresentando com maior freqiiéncia a questao dos
erros no cuidado a saude, e t€ém proposto que novos estu-
dos s@o necessarios para avaliar os erros diagnosticos e
com isto propiciar condi¢des para uma melhora desta ques-
tdo. Nos propusemos um estudo para verificar a concor-
dancia diagnostica em trés fases deste processo, em paci-
entes do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. Analisa-
mos retrospectivamente todos os diagnosticos de trezen-
tos pacientes que faleceram em nosso hospital, sendo cem
pacientes para cada ano escolhido para este estudo (1980,
1990 e 2000). Classificamos os diagnosticos em: clinicos
iniciais, considerados aqueles de entrada do paciente sem
o0 apoio de exames complementares dentro do hospital; cli-
nicos finais, todos os realizados durante a internagdo e
apos o Obito; necroscopicos, todos os diagndsticos elen-
cados no relatorio final deste procedimento. Utilizamos trés
grandes grupos para comparar estas fases: concordancia,
discordancias maiores e discordancias menores. Com es-
tes achados realizamos uma avaliagdo do processo diag-

noéstico. As doengas do aparelho circulatorio formaram o
maior grupo de causas bésicas de obito seguido pelas neo-
plasias. O percentual de realizag@o de necropsias foi ao re-
dor de 75%. O niimero total de procedimentos diagndsticos
pesquisados aumentou de 236 em 1980 para 366 em 2000,
principalmente devido a exames ndo invasivos como as
ultrassonografias e as tomografias. As discrepancias maio-
res ndo apresentaram melhora percentual, mantendo-se es-
taveis ao redor de 21% no periodo do estudo. Houve um
aumento das concordancias diagnosticas (de 41 para 55%)
confrontando o diagndstico clinico final e o necroscopico,
porém as custas de diminui¢do das discrepancias menores.
Das variaveis analisadas de idade, género, tempo de esta-
dia hospitalar, admissdes anteriores, vulnerabilidade, exa-
mes comuns, modernos e totais, apenas a de admissoes
apresentou diferenga estatistica na comparagao de pacien-
tes com discrepancias maiores em relagdo aos demais, com
p=0,006, tendo o grupo dos demais pacientes uma média
maior (de 1,85 x 1,35).A avaliagdo do processo diagndstico
através da comparagao entre o diagnostico clinico inicial e
o clinico final mostrou concordancia entre os passos em
cerca de 80%. Os casos com discrepancias maiores a
necropsia em relacdo ao diagnostico clinico final, apresen-
taram 90% de concordancia entre o diagnostico clinico ini-
cial e o final. Este achado reforga a tese de que o encerra-
mento prematuro do diagndstico parece ser o principal fa-
tor relacionado com a manuten¢ao destas discrepancias. O
aumento de concordancia diagnostica deu-se, portanto,
com a diminui¢ao de discrepancias menores, sem alteracao
nas maiores que sdo aquelas que poderiam ter influenciado
no prognoéstico do paciente. A disponibilidade de novos
exames e tecnologias de ponta nao foi suficiente para alte-
rar este quadro.

SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

VALOR DIAGNOSTICO DA INTERLEUCINA IL- 6 E PROTEINA C- REATIVA (PCR) EM INFECCAO
BACTERIANA DE INiCIO PRECOCE EM RECEM-NASCIDOS PRE-TERMO COM DESCONFORTO

RESPIRATORIO

Maria Aparecida do Carmo Rego
Orientadora: Prof. Dra. Marisa Marcia Mussi Pinhata
Tese de Doutorado apresentada em 16/04/2007

Objetivo: Avaliar o valor da quantificagdo da pro-
teina C-reativa (PCR) e interleucina-6 (IL-6) para o diagnos-
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tico de infecgdo de inicio precoce em recém-nascidos pré-
termos com desconforto respiratorio.

Métodos: Coorte prospectiva de 186 recém-nasci-
dos nos quais os niveis séricos de PCR e IL-6 foram
mensurados ao inicio do desconforto respiratorio (suspei-
ta de infecc¢do) e 24h apds. Os neonatos foram classifica-
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dos em Grupo I: Infectados (sepse ou infecg¢@o confirma-
da, sepse ou infecgdo clinica e pneumonia); Grupo II: pos-
sivelmente infectados e Grupo IlI: ndo infectados. Apos
defini¢do dos pontos de corte pela curva ROC, calcularam-
se os valores de sensibilidade e especificidade para cada
um dos testes ou combinagdo desses.

Realizou-se analise de regressdo multipla para ex-
plorar a associagdo entre PCR e IL-6 e as seguintes varia-
veis hipertensdo arterial materna, tipo de parto (vaginal ou
cesarea), escore de Apgar de 5° minuto, peso de nascimen-
to, idade gestacional, restricdo de crescimento intra-uteri-
no e presenga de ventilagdo mecanica (ventilagdo manda-
toria com pressdo positiva intermitente ou ventilagdo de
alta frequéncia).

Resultados: Grupo I : n=44 (sepse ou infecc¢do con-
firmadas, n=3; sepse ou infeccdo clinica, n=17; pneumonia,
n=24). Grupo II: =42 e Grupo II1: n=100. As quantificagdes
séricas de IL-6 e PCR foram realizadas em amostras de 155
criangas. Em 19 criangas s6 foram obtidas amostras a sus-
peita de infecc@o e em 12 delas somente 24h apds. Em todas
as amostras disponiveis quantificaram-se ambas PCR e
IL-6. Com excegao dos valores de IL-6 (24h), os niveis séri-
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cos de IL-6(0h); PCR(0h) e PCR(24h) foram significantemen-
te maiores no Grupo I do que nos outros dois grupos.
Considerando-se apenas os Grupos I e IlI, a PCR (24h) foia
que apresentou maior area sob a curva ROC (0,80; IC95%:
0,71-0,89; p=0,000). Em termos de indices fixos, o melhor
desempenho dos testes foi obtido quando IL-6(0h) = 36
pg/dl foi combinada a PCR(24h) = 1mg/dl, resultando em
sensibilidade de 93%, especificidade de 40%, Valor Prediti-
vo Positivo (VPP) de 42%, Valor Preditivo Negativo (VPN)
de 92% e taxa de probabilidade negativa de 0,19.

Pela analise de regressdo IL-6 (Oh), PCR (0h) e PCR
(24h) foram positivamente associadas a infeccdo e parto
vaginal. A resposta de 24h da IL-6 foi associada positiva-
mente somente a ventilagdo mecanica.

Concluséao: Devido aos baixos valores de especi-
ficidade e VPP, a IL-6 e PCR, mesmo que associadas, sdo
limitadas para distinguir recém-nascidos com infecgdo
daqueles sem infec¢@o. No entanto, dosagens de I1L-6 (Oh)
<36 pg/dl combinadas as de PCR(24h)<1mg/dl podem re-
forgar a ndo administra¢do de antibidticos aos recém-nas-
cidos com desconforto respiratorio, devido ao VPN eleva-
do e a taxa de probabilidade negativa baixa.

ESTADO VACINAL DE CRIANCAS COM ARTRITE REUMATOIDE JUVENIL

Cassia Maria Barduco de Carvalho
Orientadora: Prof Dra Virginia Paes Leme Ferriani
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 23/04/2007

O termo Artrite Reumatoide Juvenil (ARJ) designa
um grupo heterogéneo de doengas de etiologia desconhe-
cida cuja principal caracteristica é a presenca de artrite cro-
nica. Uma das preocupagdes em relagdo aos pacientes com
ARIJ se refere a indicagdo adequada das vacinas. Ainda ndo
ha um consenso em relacdo a vacinagdo nessas criangas.
Avaliando os protocolos de imunizagio praticados em crian-
cas, ha poucas informagdes especificas com relagdo as do-
encgas reumaticas, o que torna dificil a indicagio de algumas
vacinas, pois os efeitos da imunossupressio da ARJ e de seu
tratamento podem afetar a seguranga e eficacia de certas
vacinas. Além disso, ha relatos de casos na literatura asso-
ciando imunizagdo e desenvolvimento de doengas reumati-
cas. No Brasil, ndo ha uma orientacdo especifica para crian-
cas e adolescentes com doengas reumaticas. O objetivo prin-
cipal desse estudo descritivo e retrospectivo foi avaliar, atra-
vés de consulta ao cartiio de vacinas, entrevista com pacien-
tes e responsaveis e revisdo de prontuarios, o estado vacinal
de 60 criangas com ARJ em acompanhamento no ambulato-
rio de Reumatologia Pediatrica do Hospital da Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto-Universidade de
Sé&o Paulo ha pelo menos um ano. A média de idade do inicio
dos sintomas da ARJ foi de 6,2 anos e a maioria dos pacien-
tes apresentavam ARJ poliarticular (55%). Observamos que

todos os pacientes com ARJ haviam recebido as vacinas
contra tuberculose (BCG), pdlio, sarampo e a vacina triplice
bacteriana (difteria, tétano e coqueluche). No entanto, foi
detectado atraso de algumas das vacinas preconizadas pelo
Ministério da Satde do Brasil (principalmente as vacinas
contra hepatite B e febre amarela) em 30 pacientes (50%).
Alguns pacientes receberam vacinas especiais (que nio
constam no calendario basico do Ministério da Saude do
Programa Nacional de Imunizacdo): vacina contra hepatite
A (22 pacientes-36%), varicela (16 pacientes-26%), pneu-
mococo (21 pacientes-35%) e meningococo (11 pacientes-
18%), a maioria delas indicadas pela equipe médica de Reu-
matologia Pediatrica durante o acompanhamento. Durante
o seguimento, foram identificados seis pacientes que apre-
sentaram piora ou reativacdo da ARJ ap6s imunizagdo e as
vacinas relacionadas foram: hepatite B (2 pacientes), vacina
oral contra polio (2 pacientes), hepatite A (1 paciente). Além,
disso, outros seis pacientes receberam vacinas num perio-
do menor de um més antes do inicio dos sintomas de ARJ:
dois receberam vacina contra hepatite B; um recebeu vacina
oral contra poélio e hepatite B, um recebeu vacina oral contra
polio e triplice bacteriana; um recebeu vacina oral contra
polio; e um recebeu vacina contra sarampo. Portanto, hou-
ve uma associagdo temporal entre a administracdo dessas
vacinas e o inicio, reativa¢do ou piora da ARJ. Nao pode-
mos afirmar que houve uma relagdo causal, pois devem ser
realizados estudos clinicos controlados e prospectivos com
maior numero de pacientes para melhor elucidagio.
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DETERMINACAO DO TEMPO DE EQUILIBRIO (PATAMAR) DO OXIDO DE DEUTERIO NA SALI-

VA DE RECEM-NASCIDOS A TERMO SAUDAVEIS

Luis Angelo Marti Traver
Orientador: Prof.Dr. José Simon Camelo Junior
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 12/06/2007

A analise de composi¢ao corporal constitui tema de
grande importancia para pratica clinica diaria, sendo que
diversos métodos podem ser empregados para a determi-
nagdo da composicdo corporal. Dentre esses métodos, o
interesse no uso de isdtopos estaveis tem ganhado cada
vez mais espago entre a comunidade cientifica. Dentre os
isotopos estaveis, o deutério tem despontado como marca-
dor de escolha para pesquisas clinicas em diversas faixas
etarias, sobretudo em Pediatria. Entretanto, para que as ana-
lises que utilizam o método de dilui¢do do deutério no cal-
culo da agua corporal total possam apresentar real confia-
bilidade, etapas rigorosas da metodologia de seu uso de-
vem ser respeitadas. Um aspecto fundamental para o uso
do deutério é o conhecimento de seu tempo de equilibrio
ou momento em que ¢ atingido o patamar de equilibrio
isotopico de seus niveis no fluido corporal a ser utilizado,
uma vez que a coleta de amostras bioldgicas em periodos

de tempo inadequados pode levar ao erro dos resultados
obtidos. Com o objetivo de se determinar o tempo de equi-
librio do deutério na saliva de pacientes neonatais apos a
ingestdo de uma dose oral desse isotopo, este estudo ava-
liou vinte recém-nascidos a termo saudaveis, sendo dez do
sexo masculino e dez do sexo feminino. Cada recém-nasci-
do avaliado teve uma amostra de saliva coletada antes de
receber uma dose oral de 100mg/Kg de 6xido de deutério na
concentracdo de 10 atomos%. Posteriormente foram cole-
tadas amostras salivares por cinco horas consecutivas, com
intervalo de tempo de uma hora entre cada coleta. A andlise
dos niveis de enriquecimento do deutério para a constata-
¢do de seu tempo de equilibrio foi realizada através do
espectrometro de massas de razdes isotopicas, conforme
as normas padronizadas pela Agéncia Internacional de Ener-
gia Atomica (IAEA). O resultado obtido permite afirmar que
o equilibrio ou patamar do 6xido de deutério na saliva dos
recém-nascidos estudados ocorreu a partir da terceira hora
apos a ingestdo oral do is6topo. Para o melhor de nosso
conhecimento, este € o primeiro estudo sobre o tempo de
equilibrio do deutério em saliva de recém-nascidos a termo,
amamentados ao seio durante as avaliagdes.

SAUDE MENTAL

“VIGILANCIA DO DESENVOLVIMENTO” EM PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA: TRIAGEM
PARA DETECCAO DE RISCOS PARA PROBLEMAS DE DESENVOLVIMENTO EM CRIANCAS

Margaret Rose Santa Maria Mengel
Orientadora: Profa. Dra. Maria Beatriz Martins Linhares
Tese de Doutorado apresentada em 20/04/2007

O Programa de Satide da Familia (PSF) no Brasil deve
manter agdes preventivas orientadas para a detecgdo de
riscos ao desenvolvimento e a saude da crianga, assim como
aidentificagdo de recursos para aliviar e neutralizar o efeito
de adversidades. O presente estudo teve por objetivo geral
sistematizar, aplicar e avaliar um procedimento de “Vigilan-
cia do Desenvolvimento”, que consistiu na triagem para
rastrear riscos para problemas de desenvolvimento e com-
portamento da crianga e para identificar recursos proteto-
res na crianga e no ambiente familiar. Para tanto, os objeti-
vos especificos foram: a) identificar os problemas de de-
senvolvimento e comportamento da crianga; b) identificar
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os problemas no ambiente familiar; c) identificar os re-
cursos da crianga e do ambiente familiar; d) verificar as
associagdes entre os indicadores globais de desenvolvi-
mento, de linguagem e de comportamento das criangas e as
variaveis da propria crianga e do seu ambiente psicosso-
cial; ) identificar o melhor modelo de predi¢do dos proble-
mas de desenvolvimento e comportamento da crianga e da
inser¢do na educacao infantil; f) avaliar a validade preditiva
dos procedimentos de avaliagdo de Vigilancia do Desen-
volvimento. A amostra foi constituida por 120 criangas nao-
clinicas, de seis a 44 meses de idade, provenientes de uma
comunidade cadastrada no Nucleo IV do PSF da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Na avaliacdo utili-
zou-se o Teste de Denver-II, Lista LAVE, Roteiro de Entre-
vista para Risco Psicossocial, Indice de Risco Psicossocial
(Rutter), Inventario HOME, CBCL 1% - 5, Escala de Even-
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tos Vitais, Escala Modos de Enfrentamento de Problemas e
Questionario ABIPEME. O procedimento de coleta envol-
veu uma visita domiciliar para avaliagdo da crianga, entre-
vista com o cuidador e observacdo do ambiente familiar.
Ap0s cerca de um ano foi realizada a reavaliagdo das crian-
cas. Verificou-se que 33% delas encontravam-se em risco
para problemas de desenvolvimento; esta porcentagem foi
proxima as encontradas em estudos brasileiros e america-
nos. Verificou-se alta incidéncia na amostra de indicadores
de problemas de linguagem (39%) e de comportamento
(48%). As familias apresentavam risco psicossocial devido
as condigdes de moradia precaria, baixa escolaridade e qua-
lificacdo profissional dos pais, e problemas financeiros. Em
que pese essas adversidades, foi encontrada boa estimula-
¢do ambiental e adequada interag@o no contexto familiar,
situando-se na média pelo HOME. A baixa escolaridade
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paterna foi preditora do risco no desenvolvimento global
da crianca. A linguagem expressiva em risco foi predita tan-
to pela historia do estado nutricional da crianga abaixo do
normal aos seis meses, quanto pelo alto indice de risco
psicossocial familiar. Os problemas de comportamento, por
sua vez, foram preditos por auséncia de renda propria da
mie e temperamento negativo da crianca. O fato de a crian-
cando ter antecedentes morbidos, a mée ter renda propria e
enfrentar problemas buscando suporte social foram predi-
tores da insercdo da crianga na educagdo infantil. O modelo
de triagem de vigilancia do desenvolvimento mostrou ser
sensivel para detecgdo de riscos no desenvolvimento das
criangas ap6s um ano da avaliagdo. Os achados do presen-
te estudo fornecem subsidios para planejamento de medi-
das preventivas na area de desenvolvimento e saiide men-
tal da crianga no ambito do PSF.

ESTUDO DA PREVALENCIA DE USO DE ALCOOL EM MUNICIPIO COM CARACTERISTICAS

RURAIS NO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

Evani Helena Coelho de Azevedo Marques
Orientador: Prof.Dr. Frederico Guilherme Graeff
Tese de Doutorado apresentada em 05/05/2007

Estima-se que dois bilhdes de pessoas sejam usua-
rias atuais de bebidas alcodlicas no mundo e que seu uso
indevido seja a terceira causa mais comum de anos de vida
perdidos por incapacidades. A prevaléncia de problemas
relacionados ao uso de alcool varia nas diferentes regides
do mundo, atingindo cerca de 10% dos homens adultos na
Europa e partes do Leste Europeu, em 2000. No Brasil, a
totalidade dos estudos sobre o uso de alcool refere-se a
grandes centros urbanos, sentindo-se caréncia de dados
referentes as areas rurais.

Esta pesquisa objetiva estudar algumas caracteris-
ticas referentes ao uso de alcool numa pequena cidade com
caracteristicas rurais da regido nordeste de Sao Paulo (Cas-
sia dos Coqueiros, 2.800 habitantes), tendo sido apresen-
tada ao Programa de Satide Mental da Faculdade de Medi-
cina de Ribeirdo Preto para obtengdo do titulo de doutor.
Um questionario estruturado que investigava dados de-
mograficos, padrdes de consumo e problemas relaciona-
dos ao uso de alcool (o qual incluia o “Alcohol Use
Disorders Identification Test” - AUDIT) foi aplicado a 1.902
habitantes, com idade igual ou superior a 12 anos, corres-
pondente a 87,6% da populacdo-alvo.

A prevaléncia de usuarios atuais de alcool foi de
30,8%, com valores de 44,5% para os homens e 16,9% para
as mulheres. Verificou-se aumento significativo dessa pre-
valéncia em relagdo a idade até a faixa dos 25-34 anos, com
progressiva diminui¢do ap6s a mesma. Observou-se uma

relagdo diretamente proporcional quanto a escolaridade,
com valores extremos de 41,0% entre aqueles com curso
superior e de 20,5% entre os que nunca freqiientaram esco-
la. Fenomeno idéntico foi observado em relagdo ao estrato
social, com valores extremos de 40,4% e 28,8% para os indi-
viduos pertencentes ao conjunto dos estratos sociais B+C
comparados aqueles dos estratos D+E, conforme o Critério
de Classificagdo Econdmica Brasil. Os individuos perten-
centes as religides denominadas “pentecostais” (agrupa-
das segundo a preconizagdo de algum tipo de abstinéncia)
apresentaram grau significativamente menor de uso de al-
cool atual. Ndo foram encontradas associagdes estatisti-
cas significativas entre este ultimo e area de residéncia (ru-
ral ou urbana) ou estado civil.

Entre os usuarios atuais de alcool, 3,2% iniciaram o
seu uso com idade de 7 a 11 anos e 55,7% antes dos 18
anos. A maioria desses usuarios consumia alcool numa
freqiiéncia de até 2-4 vezes por més. Cerveja foi o tipo de
bebida mais consumida por ambos os sexos nos diferentes
estratos sociais. A intengd@o de interromper o consumo foi
demonstrada por 15,9% dos usuarios atuais de alcool, sen-
do que a maioria pertencia a classes de menor renda. Uso
indevido de alcool, conforme o resultado do AUDIT asso-
ciou-se significativamente ao sexo masculino e uso conco-
mitante de tabaco. Ndo foram observadas associagdes es-
tatisticas entre o resultado do AUDIT e area de residéncia,
escolaridade, estrato social, estado civil e religido.

Pela sua consideravel relevancia o problema do uso
indevido de alcool faz por merecer o desenvolvimento de
programas dirigidos a sua profilaxia e ao seu controle nes-
sa populacdo de caracteristicas rurais.
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ALTERACOES VOLUMETRICAS NO TRANSTORNO DO PANICO: UM ESTUDO DE MORFOME-

TRIA BASEADA NO VOXEL

Ricardo Riyoiti Uchida
Orientador: Prof. Dr. Frederico Guilherme Graeff
Tese de Doutorado apresentada em 23/05/2007

Introducio: Anormalidades em estruturas cerebrais
envolvidas na neurobiologia do medo e da ansiedade t€m
sido implicadas na fisiopatologia do Transtorno do Panico
(TP). Objetivo: Determinar anormalidades cerebrais estru-
turais em pacientes com TP comparados com controles sau-
daveis. Método: O volume de estruturas cerebrais relacio-
nadas com ansiedade foram adquiridos em imagens de Res-
sonancia Magnética (RM) de 19 pacientes com TP e 20

controles saudaveis através da Morfometria Baseada no
Voxel (MBV) otimizada. Resultados: Aumento relativo de
substancia cinzenta foi encontrado através da MBV em
insula e giro temporal esquerdos, bem como em tronco ce-
rebral de pacientes com TP. Diminuigdo de volume de subs-
tancia cinzenta ocorreu em cingulo anterior direito. Conclu-
soes: Estes resultados identificam em pacientes com TP
alteragdes em regides que t€ém sido implicadas na ansieda-
de e seus Transtornos. A insula e o cingulo anterior podem
ser relevantes na fisiopatologia do TP, visto que participam
do processo de percepcdo e avaliagdo de estimulos intero-
ceptivos. As estruturas anormais em tronco cerebral po-
dem estar envolvidas na geracdo de ataques de panico.

PADROES DE REATIVIDADE A DOR E RECUPERACAO EM NEONATOS PRE-TERMO

Juliana Thomazatti Chimello
Orientadora: Profa. Dra. Maria Beatriz Martins Linhares
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 01/06/2007

Estudos sobre dor em neonatos baseiam-se mais em
indicadores comportamentais e fisiologicos pontuais do
tipo escore do que padrdes processuais de respostas. O
presente estudo teve por objetivo descrever padrdes indi-
viduais de reatividade a dor e recuperagdo de neonatos
pré-termo em procedimento de coleta de sangue e verificar
o efeito do sexo e idade gestacional nos padrdes de reativi-
dade e recuperagao dos neonatos. A amostra foi composta
por 48 neonatos pré-termo (Med=31 semanas) e muito bai-
xo peso (Med=1.145 gramas) internados na Unidade de Te-
rapia Intensiva Neonatal do HCFMRP/USP. Foram estabe-
lecidas cinco fases na observagao do procedimento de co-
leta de sangue: Linha de Base (LB), Preparagdo para Pun-
¢do (PP), Pungdo (P), Recuperagao Com Manuseio (RCM)
e Recuperagdo Sem Manuseio (RSM). Foi realizada filma-
gem da atividade facial do neonato e o estado de vigilia e
sono e a freqiiéncia cardiaca foram registrados a beira da
incubadora. Os prontudrios médicos foram analisados, a
fim de se obter dados sobre caracteristicas e evolugao cli-
nica dos neonatos. As video-gravagdes da atividade facial
dos bebés foram analisadas posteriormente pelo Neonatal
Facial Coding System (NFCS) e o padrdo de reatividade a
dor e recuperagd@o dos neonatos foi analisado utilizando-se
escores ¢ medidas de laténcia, magnitude e duracdo das
respostas comportamentais e fisioldogica, com comparagao
intra-grupo das fases de observagdo. O observador era
“cego” em relagdo a fase analisada e as caracteristicas cli-
nicas dos neonatos. Na fase de Preparacdo para Pungio,
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o0s neonatos passaram significativamente a estados de maior
ativacdo fisiologica e comportamental em relagdo a fase de
Linha de Base, indicando antecipagdo da reatividade a dor
frente ao estimulo do manuseio. Na fase de Pungao, os
neonatos apresentavam significativamente maior ativagdo
comportamental e fisioldgica do que na Linha de Base e na
fase de Preparacdo para Pungdo. Na fase de Recuperacao
Com Manuseio os neonatos apresentaram freqiiéncia car-
diaca significativamente mais alta do que nas demais fases.
Na fase de Recuperagdo Sem Manuseio 31% dos neonatos
continuaram ativados do ponto de vista comportamental
em relagdo a Linha de Base, sendo que a freqiiéncia cardia-
ca permaneceu aumentada em 83% dos neonatos em rela-
¢do ao padrdo basal. A analise dos escores do NFCS indi-
cou que na fase de Recuperacdo em relagdo as demais fa-
ses houve uma diminuigao da atividade facial indicativa de
dor. Entretanto, ao se analisar as magnitudes de resposta
de atividade facial, observou-se que apenas 10% dos neo-
natos se recuperou. Nao foi detectada diferenca significati-
va entre os padrdes de reatividade e recuperagdo a dor de
acordo com o sexo. Os neonatos de menor idade gestacio-
nal apresentaram maior magnitude de resposta de freqiién-
cia cardiaca frente ao estimulo doloroso da puncéo, en-
quanto que os de maior idade gestacional apresentaram
maior magnitude de resposta de freqiiéncia cardiaca frente
ao estimulo do manuseio. Nota-se a importancia de se ava-
liar os padrdes de reatividade comportamental e fisiologica
a dor e recuperagio em neonatos pré-termo com muito bai-
X0 peso, a fim de melhor compreender o funcionamento
desses neonatos, o que contribui para as medidas de alivio
da dor, minizando seus efeitos adversos a médio e longo
prazo no desenvolvimento da crianga.
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EQUIPES DE SAUDE MENTAL: AVALIACAO DA SATISFACAO E DO IMPACTO DO TRABALHO

EM HOSPITALIZACAO INTEGRAL E PARCIAL

Sérgio Ishara
Orientador: Prof. Dr. Anténio Waldo Zuardi
Tese de Doutorado apresentada em 15/06/2006

Os avanc¢os na compreensao da doenga mental, em
uma perspectiva bio-psico-social, ampliaram os recursos
terapéuticos, promovendo a utilizagdo de abordagens mul-
tidisciplinares e o surgimento de servigos substitutivos ao
hospital psiquiatrico tradicional. Estudos sobre a satisfa-
¢do e a sobrecarga de profissionais que integram equipes
de servigos de saude mental tém sido recomendados pela
Organizagdo Mundial de Satde, visando a sistematizagdo
de processos de avaliagdo e o aprimoramento da qualidade
dos servigos. Neste estudo, trabalhadores que integram
equipes em servigos de hospitalizagdo integral e parcial, do
municipio de Ribeirdo Preto, responderam as escalas da OMS
de avaliagdo da satisfagdo (SATIS-BR) e do impacto no tra-
balho (IMPACTO-BR) em profissionais de servigos de sall-
de mental e o Inventario de Sintomas de Stress de Lipp
(ISSL), visando a investigacdo dos niveis de satisfagao,
sobrecarga e estresse profissional. Participaram do estudo
172 sujeitos, sendo 136 profissionais contratados e 36 médi-
cos residentes de psiquiatria. A coleta de dados foi realizada
em seis unidades psiquiatricas, das quais trés eram de um
hospital universitario, sendo um hospital dia, uma enferma-

ria ¢ uma enfermaria de internagdo breve. As outras trés
unidades foram um centro de atengdo psicossocial e duas
unidades de um hospital psiquiatrico, sendo uma masculina
e uma feminina. Na amostra de profissionais contratados,
os resultados apontaram escore médio de satisfagdo de 3,26
(faixa entre 1 e 5), tendo ocorrido maior satisfagio nos fato-
res “Qualidade do Servigo” e “Relacionamentos no Traba-
lho” e, menor nos fatores “Condig¢des de Trabalho” e “Par-
ticipag@o no Servigo”. Diferengas significativas entre esco-
res de satisfacdo puderam ser observadas entre duas unida-
des de um mesmo complexo hospitalar. Para a amostra de
profissionais contratados, o escore médio de sobrecarga foi
1,85 (faixa entre 1 e 5) e os resultados da aplicagdo do ISSL
mostraram ocorréncia de estresse em 23% dos participan-
tes, estando quase todos na fase de resisténcia, com predo-
minancia de sintomas psicologicos. Na comparagdo das
amostras estudadas, foram observados maiores escores de
sobrecarga e maior ocorréncia de estresse entre os médicos
residentes, em relagdo aos profissionais contratados. Ob-
servou-se correlagdo negativa entre resultados da satisfa-
¢do e sobrecarga. Conclui-se pela necessidade de realizar
avaliagdes continuas e regulares dos servigos, a fim de
monitorar a satisfagdo e o impacto do trabalho, visando ao
desenvolvimento dos servigos, com qualidade de vida dos
profissionais e um melhor atendimento aos usuarios.

SAUDE NA COMUNIDADE

ALTERACOES LIPIDICAS NA POPULACAO NIPO-BRASILEIRA DE MOMBUCA, GUATAPARA - SP

Roberta Carvalho de Figueiredo
Orientador: Prof. Dr. Laércio Joel Franco
Dissertagao de Mestrado apresentada em 18/04/2007

Introducio: Estudos epidemiol6gicos com popula-
¢des migrantes trazem resultados promissores para a com-
preensdo da etiopatogenia das DCNT. A observagdo que
populagdes migrantes apresentam padrdes distintos de
morbimortalidade, quando comparados aos residentes de
seu local de origem, em conseqiiéncias de mudangas em
seus habitos e costumes, no processo de adaptagdo ao novo
ambiente, tem propiciado a produgdo de vasta literatura ci-
entifica sobre o assunto. Elevadas prevaléncias de obesida-
de abdominal, diabetes, dislipidemias e hipertensdo arterial
ja foram descritas, em estudo realizado com a populagéo

nipo-brasileira adulta de Bauru, SP. Uma populacao de ori-
gem japonesa, que ainda mantenha muito de seus habitos
de vida tradicionais, apresentaria baixa freqiiéncia de disli-
pidemias e de diabetes? Para tentar responder essa pergun-
ta, estudou-se uma populagao de origem japonesa que vive
no distrito de Mombuca, Guatapara-SP, que chegou ao Bra-
sil mais recentemente (1962) e que até os dias atuais vive em
uma comunidade semi-rural, mantendo muito de seus habi-
tos de vida tradicionais. Objetivo: Analisar as alteracdes
lipidicas dos nipo - brasileiros adultos de Mombuca,
Guatapara — SP, relacionando-as com algumas condi¢des
clinicas. Casuistica e métodos: Total de 131 individuos, de
ambos 0s sexos, sem miscigenacgao, participaram do estudo
transversal conduzido no ano de 2005. Foram aplicados
questionarios (s6cio-demografico, de saude e nutricional) e
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coletadas amostras de sangue para realizagdo de exames
bioquimicos. Foram considerados alterados os valores de
colesteral total =200 mg/1, de HDL-colesterol <40 mg/dl e
< 50 mg/dl, respectivamente para homens e mulheres, de
LDL-colesterol =130mg/dl e de triglicérides = 150 mg/dl. Os
individuos com pelo menos uma das fra¢des lipidicas altera-
da, ou que estivessem em uso de medicacéo hipolipémica,
tiveram o diagndstico de dislipidemia. Resultados: A popu-
lagdo de estudo apresentou uma média de idade de 56,7
anos, com predominancia de individuos de 1? geragdo (issei),
70,4% dos homens e 67,5% das mulheres. Empregando-se
os pontos de corte do IMC para adultos asiaticos, encon-
trou-se 21,4% dos individuos com sobrepeso e 42,0% com
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obesidade. Os homens apresentaram valor médio de CA de
88,6cm e as mulheres 83,1cm. Na populagio total, a preva-
1éncia de hipertenséo foi de 48,1% e de diabetes mellitus de
13,7%. Sindrome Metabolica foi diagnosticada em 20,4%
dos homens e em 32,5% das mulheres. A prevaléncia de
dislipidemia foi elevada, 76,3% para a populac@o total, 68,5%
para o sexo masculino e 81,8% para o sexo feminino. Con-
clusdo: Os resultados mostraram uma alta prevaléncia de
dislipidemia nessa populacdo, mais freqiiente no sexo femi-
nino e nos individuos obesos ou com obesidade abdomi-
nal, evidenciando possuirem alto risco para o aparecimento
de doengas cardiovasculares e a necessidade programas de
intervencdo para prevenir esse grupo de doencas.

ESTUDO DE DOADORES DE SANGUE COM SOROLOGIA REAGENTE PARA HEPATITES B E C,
HIV E SIFILIS NO HEMOCENTRO DE RIBEIRAO PRETO

Oranice Ferreira
Orientador: Prof.Dr. Afonso Dinis Costa Passos
Dissertagao de Mestrado apresentada em 27/04/2007

Uma das maiores preocupagdes relacionadas a se-
guranga transfusional € a possibilidade de transmissao de
doengas/infec¢des através de sangue transfundido, entre
as quais se encontram as hepatites B e C, o HIV e a sifilis.
Este trabalho teve como objetivo estudar doadores que
passaram pelo processo de sele¢do pré-doagdo no Hemo-
centro de Ribeirdo Preto e apresentaram resultados de tes-
tes soroldgicos positivos para essas doengas/infecgoes.
Estudou-se a freqiiéncia dos resultados positivos entre os
individuos que doaram sangue no Hemocentro de Ribeirdo
Preto ou em seu Posto de Coleta Central, de 1° de julho de
2005 a 31 de julho de 2006. Os individuos com resultados
sorologicos positivos confirmados em um segundo teste
foram caracterizados segundo algumas variaveis demogra-
ficas e socioecondmicas, tendo sido identificados seus fa-
tores de risco e as causas determinantes de sua ndo-detec-
¢do na triagem clinica (TC). Estudaram-se também o com-
portamento dos doadores em relagdo a auto-exclusdo con-
fidencial (AEC) e os fatores determinantes desse compor-
tamento.

Participaram da pesquisa 106 doadores, predominan-

temente do sexo masculino e casados, com menos de 40
anos de idade e baixa escolaridade. Eram principalmente
doadores de primeira vez, procedentes de Ribeirdo Preto e
da regido de Ribeirdo Preto e pertencentes aos estratos
econdmicos Ce D.

As freqiiéncias de marcadores sorologicos positi-
vos encontradas foram: 0,07% para o HbsAg; 0,03% para o
anti-HIV; 0,13% para o VDRL; 0,21 para o anti-HCV .

Cerca de 40% dos participantes assumiram ter omiti-
do fatores de risco na TC. Os motivos mencionados foram:
nado se sentir a vontade para falar ou ndo achar relevante
fazé-lo; confiar totalmente nos exames; ter como objetivo
conhecer sua condi¢do soroldgica; encontrar problemas
relacionados a entrevista/triador; ndo confiar no sigilo das
informagdes; sentir constrangimento diante de acompa-
nhantes. Apenas 1,9% dos participantes utilizaram a AEC,
e as justificativas alegadas foram: estar se sentindo bem e,
por isso, ndo julgar necessario; nao se considerar de risco;
ndo achar que tivesse mentido na entrevista.

Os achados indicam a necessidade de mudar a
abordagem dos doadores na TC, de rever os procedimen-
tos de captacdo de doadores e de reavaliar profundamente
os procedimentos de orienta¢do/conscientizagdo dos can-
didatos a doag@o, procurando tornar esses procedimentos
mais eficazes.

MULHERES ESTERILIZADAS VOLUNTARIAMENTE PELO SISTEMA UNICO DE SAUDE EM RIBEI-
RAO PRETO - SP, SEGUNDO O TIPO DE PARTO

Adriana Martins Rodrigues
Orientadora: Profa.Dra. Elisabeth Meloni Vieira
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 03/05/2007
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No Brasil, a saude, como direito do cidadao e dever
do Estado, ¢ garantida pela constitui¢do de 1998. Em 1983
foi criado o PAISM, propondo a perspectiva de atendi-
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mento integral a saude da mulher, com o objetivo de consi-
derar, no Ambito da saude, também o entorno social, emo-
cional e psicologico da mulher, bem como as questdes rela-
cionadas a contracepg¢do. No entanto, sua implantagao ain-
da ndo se realizou efetivamente até o momento atual, o que
pode ser observado pela alta prevaléncia de gestagdes
indesejadas, dificuldade de acesso a informagdes sobre pla-
nejamento familiar, predominio da esterilizagdo cirtirgica
feminina como método contraceptivo e da cesarea como
via de parto, aspectos que ferem os direitos sexuais e
reprodutivos das mulheres. Um novo contexto tem se de-
senhado a partir da implantacdo da Lei 9 263, que regula-
menta o planejamento familiar, e pela qual a esterilizagdo
cirargica € aprovada e passa a ser ofertada pelo sistema
publico de satide, o que, por sua vez, permite a desvincula-
¢do da esterilizagdo com o parto. O presente estudo tem por
objetivo conhecer as caracteristicas das mulheres que se
esterilizaram pelo SUS, em Ribeirdo Preto, entre 2000 e 2004,
segundo o tipo de parto, cesarea e parto vaginal. A amostra
foi composta por 235 mulheres esterilizadas nos primeiros
cinco anos de oferta da esterilizagio cirurgica (2000-2004).
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Os dados foram coletados através de entrevistas domi-
ciliares, utilizando-se questionario estruturado. Os resul-
tados demonstraram que a maioria das mulheres esteriliza-
das era branca, casada, com escolaridade até o ensino fun-
damental e pertencia a categoria socioecondmica C e D. A
maioria foi esterilizada entre 30 e 39 anos de idade, com
média de 33,3 e mediana de 33 anos, 52,3% faziam uso da
pilula como método contraceptivo antes da esterilizagdo.
Elas tém, em média, 3,2 filhos e 51,7% teve o primeiro filho
entre 13 e 19 anos de idade. Este estudo indicou que as
mulheres esterilizadas, em sua maioria, tém mais filhos, co-
megaram a ter filhos mais cedo, usaram mais contracepti-
vos enquanto esperavam pela cirurgia e se esterilizaram
mais tarde quando comparadas aos resultados de outros
estudos. Em relag@o ao tipo de parto, 71,2% dos partos ao
longo da trajetoria reprodutiva dessas mulheres foram va-
ginais, enquanto 28,8% cesareas, o que aponta para o im-
portante aspecto da desvinculagdo da esterilizagdo com a
cesarea, como objetiva a Lei, e que essas mulheres que
tiveram, em sua maioria, partos vaginais, estdo tendo me-
lhor acesso a esterilizagdo.
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O aumento dos gastos e custos na satide ¢ acompa-
nhado com preocupacdo pelos gestores. O conhecimento
dos custos ¢ passo fundamental para a gestdo dos hospi-
tais. Na composi¢ao dos custos hospitalares, o item mate-
rial de consumo representa parcela significativa. Nos hos-
pitais de ensino, organizagdes complexas, a gestdo dos cus-
tos de materiais de consumo vem assumindo grande impor-
tancia. Este trabalho foi desenvolvido no Hospital das Cli-
nicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Uni-
versidade de Sao Paulo. Os objetivos foram: caracterizar os
gerentes dos centros de custos auxiliares e produtivos; ve-
rificar o gerenciamento de custos de material de consumo,
nas dimensdes dire¢do, planejamento e controle; verificar a
utilizagdo das informagdes disponibilizadas pela institui¢do
sobre custos de material de consumo; identificar o conheci-
mento dos gerentes sobre conceitos elementares de custos
e acerca dos materiais de consumo com maior impacto fi-
nanceiro na programagao dos centros de custos. A popula-
¢do do estudo constituiu-se dos gerentes dos centros de
custos auxiliares e produtivos. Participaram da pesquisa 40
responsaveis aos quais foi aplicado um questionario que
incluia uma escala tipo Likert com 29 afirmativas. Dos geren-

tes participantes ha predominancia do sexo feminino (70%);
65% so profissionais da area da saude; 80% tém mais de 15
anos de formado; 87,5% atuam no Hospital ha mais de 10
anos denotando experiéncia no setor; 82,5% assumiram o
cargo ha menos de 19 anos; 70% sem especializagdo em
administragdo, gestdo em saude ou gestdo de servigos, po-
rém, 57,5% informaram possuir outra titulagdo técnica. Das
afirmativas, 55% apresentaram, em média, repostas dos ge-
rentes coerentes com uma gestdo adequada de custos com
materiais de consumo. Pela importancia do tema entende-se
que este indice € baixo, sem possibilidade de comparacdo
com outro pardmetro na literatura disponivel. O planeja-
mento e controle sdo as fungdes do gerenciamento dos
custos com materiais de consumo mais desenvolvidas pe-
los gerentes, enquanto que a fungdo dire¢do apontou pra-
ticas pouco rigorosas. Os gerentes apresentaram baixo co-
nhecimento sobre os conceitos elementares de custos hos-
pitalares. Demonstraram conhecer os materiais de consu-
mo com maior impacto financeiro na programacéo dos cen-
tros de custos sob sua responsabilidade. As informacdes
disponibilizadas pela Institui¢do sdo pouco aproveitadas,
ndo sendo bem compreendidas e, segundo os responden-
tes, ndo representam a realidade da area. A melhoria desse
resultado requer maior capacitagdo e conscientizagdo dos
gerentes dos centros de custos e também aprimoramento
do sistema de gestdo institucional, de forma a propiciar
maior autonomia e responsabilizacdo dos gerentes.
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