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Biologia Celular e Molecular

PROTEINAS DE MICRONEMAS DE T. gondii: NOVOS PAPEIS ATRIBUIVEIS
A SUA INTERACAO COM RECEPTORES DO TIPO TOLL

Carla Duque Lopes
Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina Roque Antunes Barreira
Tese de Doutorado apresentada em 13/09/2012

Toxoplasma gondii, como outros parasitos do Filo Apicomplexa, invadem ativamente as células do hospedeiro
num processo, criticamente, dependente das proteinas de micronema (MICs). Proteina de micronema 1 (TgMIC1), 4
(TgMIC4) e 6 (TgMIC6) formam um complexo sobre a superficie celular, capaz de se ligar a célula hospedeira através de
TgMICI, uma adesina ligante de dcido sidlico e TgMIC4, ligante de glicanas terminadas em galactose. Nosso grupo ja
havia revelado que a imunizagdo com o complexo Lac+ (formado por TgMIC1 e TgMIC4) confere resisténcia contra o
parasito. Entretanto, os mecanismos pelos quais essas proteinas ativam o sistema imune ndo sdo conhecidos. N&s
objetivamos estudar se os efeitos desencadeados pelas proteinas de micronemas em células do sistema imune inato sao
mediados pela ativa¢@o de receptores do tipo toll. A producdo de TgMIC1 e TgMIC4 recombinantes viabilizou a elucidagdo
de atividades exercidas pelas MICs em células do sistema imune inato. A elevada produg¢@o de citocinas pré-inflamatorias
e o padrdo de ativagdo dessas células sugeriram que a resposta ao estimulo com as proteinas de micronemas dependesse
de sua interacdo com receptores da superficie de APCs como TLR-2 e TLR-4. A interagdo foi determinada pelo uso de
células HEK293 transfectadas com TLR-4 ou TLR-2 (homodimero ou heterodimeros TLR2/1 ou TLR2/6), em associagio, ou
ndo, com correceptores CD14 e CD36. Ativacdo de NFkB e produgdo de IL-8 foram usados como pardmetros para a
detecgdo da ativagdo celular. Mostramos que tanto TgMIC1 como TgMIC4 de T. gondii ativam TLR-2/1, TLR-2/6 e TLR-
4. Em ensaios, utilizando macréfagos de camundongos nocautes para MyD88, TLR-2 e TLR-4, mostramos que a producdo
de citocinas pré-inflamatérias foi reduzida em células MyD88'/ -, TLR-2"- ¢ TLR-4-/-. Investigamos ainda se a natureza
lectinica de TgMIC1 e TgMIC4 seria responsdvel pela ligagdo a TLRs, através de ensaios com TLR-2 mutados em seus
sitios de N-glicosilacdo; TgMIC1, mas ndo TgMIC4, liga-se a N-glicanos de TLR-2. Estudos futuros sdo necessarios para
detalhar as interagdes estabelecidas por TgMIC4 e o seu glicoalvo em moléculas TLRs. Assim, em acréscimo a funcédo de
adesdo, atribuimos a TgMIC1 e TgMIC4 o papel de interagir com TLRs e iniciar a ativagdo do sistema imune inato durante
a invasdo de T. gondii.

Bioquimica

ANALISE DAS VIAS PKA/ AMPC E DO SISTEMA PROTEOLITICO UBIQUITINA-PROTEASSOMA COMO
UMA POSSIVEL NOVA SINALIZACAO NO PROCESSO DE OOGENESE DO Schistosoma mansoni

Erika Bueno de Carvalho Moreira
Orientador: Prof. Dr. Vanderlei Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada em 20/09/2012

A esquistossomose € uma das doengas parasitdrias mais importantes em dreas tropicais e subtropicais, que acome-
te mais de 200 milhdes pessoas. Crescentes sdo os casos de linhagens de Schistosoma mansoni resistentes ao Praziquantel,
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atual droga de escolha para seu tratamento, dai a necessidade em se buscar novas ferramentas no combate a esta
parasitose. Em experimentos anteriores realizados em nosso laboratdrio, utilizando vermes adultos tratados com isobutil-
metil xantina (IBMX), foi observado que o composto inibiu a atividade do proteassoma sendo esta inibi¢cdo avaliada pelo
aumento de proteinas ubiquitinadas nos parasitos mantidos na presen¢a do IBMX. Essa redu¢do da atividade do
proteassoma, foi relacionada com uma desmontagem do complexo proteolitico, indiretamente mostrada pelo aumento da
expressao da proteina de maturacdo do proteassoma (SmPOMP), a qual € conhecida como um marcador molecular indican-
do montagem de novas populagdes de proteassoma, bem como pela diminui¢@o nos niveis de proteassomas 20S. Além das
alteracdes que ocorreram no proteassoma, também foi observada uma drastica reducdo no nimero de ovos durante o
cultivo in vitro de casais de S. mansoni sob o tratamento, sendo que essa reducdo, nas concentracdes utilizadas, ndo
causou a separacao dos casais e nem alterou a viabilidade dos parasitos. Além disso, foi observado que a inibi¢ao da
ovoposicao € reversivel. De posse desses resultados, e com auxilio dos crescentes trabalhos nesta drea, no atual trabalho,
procuramos entender o mecanismo da possivel participacido da via AMPc/PKA na inibi¢do da ovoposicao e atividade do
proteassoma causada em vermes adultos de S. mansoni devido ao tratamento com IBMX, utilizando dois conhecidos
inibidores da PKA (H89 e PKI 14-22) e conhecidos inibidor e agonista da adenilato ciclase: SQ 22536 e Foskolina, respec-
tivamente. Continuando a avaliar o efeito de IBMX, utilizamos a metodologia da protedmica para analisar alteragdes na
expressdo proteica total do parasito frente ao tratamento, buscando entender o mecanismo de regulacio da via AMPc/
PKA, bem como identificar o envolvimento de outras provaveis vias de sinalizagio, para tentar entender um pouco mais da
biologia deste parasito.

Clinica Cirurgica

AVALIACAO TEMPORAL DA HISTOLOGIA DA TRAQUEIA APOS
OCLUSAO TRAQUEAL EM FETOS DE RATOS

Rodrigo Melo Gallindo
Orientador: Prof. Dr. Lourenco Sbragia Neto
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 05/07/2012

Introducao/Objetivo: A traqueo-oclusio fetal (TO) aumenta a sobrevida de pacientes com hérnia diafragmatica
congeénita grave. Casos de traqueomegalia apds este procedimento foram relatados recentemente. N6s avaliamos as mudan-
cas histolégicas causadas pela TO na cartilagem e epitélio traqueais de fetos de ratos, em diferentes idades gestacionais.

Material e Métodos: Os fetos de ratos foram divididos em dois grupos: a) Controle externo (CE) e b) Grupo de
intervencdo, composto de ratos operados nos dias gestacionais (DG) 18,5 (termo = 22 dias), o qual foi dividido em triades:
1) TO, 2) Controle interno e 3) Sham (manipulados, mas nao operados). Os dados morfolégicos do peso corporal (PC), peso
pulmonar total (PP) e a razao PP/PC foram coletados e medidos nos DG 19,5, 20,5 e 21,5. As amostras de traqueia foram
processadas histologicamente e a espessura epitelial (EE), espessura da cartilagem (EC) e espessura total da traqueia (ET)
foram medidas em cada DG.

Resultados: O grupo TO mostrou um aumento na razdo PP/PC (p<0,001). Histologicamente, este grupo apresentou
uma maior EE (p<0,05) e menores EC (p<0,05) e ET (p<0,001). Estas diferencas foram mais proeminentes nos DG 20,5 e 21,5.

Conclusdo: A TO levou a expansdo pulmonar e mudou a morfologia traqueal, aumentando a EE e diminuindo
consideravelmente a ET. Essas mudangas poderiam explicar as alteragdes funcionais na parede traqueal de fetos humanos
submetidos a TO.

A RELACAO ENTRE A EXPRESSAO DA LEP, LEPR, DO IGF1E DA IL10 COM OS MICRORNAS:
MIR-27A, MIR-27B, MIR- 143 E MIR-145 NA OBESIDADE MORBIDA DO TIPO CENTRAL

Renata Viesti Advincula Collares
Orientador: Prof. Dr. Wilson Salgado Junior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/07/2012

Obesidade central € caracterizada pelo actimulo de gordura no tecido adiposo ocasionado pelo aumento do tama-
nho e do ndmero de adipdcitos. E um componente da sindrome metabdlica juntamente com a resisténcia a insulina,
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diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo, doengas cardiovasculares e dislipidemia. Esse tipo de obesidade é considerado um
estado inflamatério cronico, devido o aumento de citocinas préinflamatérias no tecido adiposo. Por sua vez, o tecido
adiposo é formado por varios tipos celulares, entre eles, os macréfagos, pré-adipocitos e adipécitos; além de ser reserva-
tério de energia, sabe-se hoje, que é um 6rgdo enddcrino devido a secre¢do de substancias, como a leptina, IL-10 e IGF-1.
A leptina atua por meio de receptores especificos que estdo localizados no hipotdlamo e em 6rgéos periféricos, e tanto este
horménio como o IGF-1 participam da regulagdo do peso corpédreo. A IL-10 € uma citocina anti-inflamatéria, sendo na
obesidade a principal inibidora da produgio de citocinas pré-inflamatdrias, e suas concentragdes encontram-se alteradas
na obesidade com presenga de sindrome metabdlica. Assim como a sindrome metabdlica, a obesidade central €¢ uma doenca
multifatorial, e recentes estudos sugerem sua associagdo com a expressdo de microRNAs. Os microRNAs sdo pequenos
RNAs nao codificadores de proteinas que tem como funcéo a regulagdo da expressdo génica. Como a obesidade é um
problema de sadde publica, que aumenta globalmente a cada ano, afetando todas as idades e grupos socioecondmicos,
estudar eventos moleculares, relacionando os microRNAs especificos com substancias que encontram-se alterada na
presencga de obesidade mérbida do tipo central, justificam este trabalho. Foi verificado em amostras de gordura subcuta-
nea abdominal, epiplon, mesentério e figado de individuos com obesidade mérbida do tipo central, incluindo homens com
circunferéncia abdominal maior que 102 cm e mulheres com circunferéncia abdominal maior que 88 cm, e individuos sem
obesidade, a expressdo dos microRNAs: miR-143, miR-145, miR-27" e miR-27b e dos genes leptina, receptores de leptina,
IGF-1 e IL-10, por PCR em tempo real e correlacionar as expressdes. Encontramos que a LEP estd mais expressa apenas na
gordura subcutinea dos obesos, assim como o IGF1, que mostrou estar mais expresso também no epiplon dos controles.
Encontramos também que o microRNA-27a esta mais expresso apenas na epiplon dos obesos, ndo havendo diferenca de
expressdo entre os obesos € 0s controles nos outros genes € microRNAs envolvidos no estudo.

PERFIL DE EXPRESSAO DE MICRORNAS E GENES ASSOCIADOS AO MECANISMO DE
APOPTOSE EM MENINGIOMAS COM E SEM DELECAO DO CROMOSSOMO 22Q

Marina Augusto Silveira
Orientadora: Profa. Dra. Daniela Pretti da Cunha Tirapelli
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 20/07/2012

Introducao: Os meningiomas sao tumores intracranianos que se originam das células meningoteliais da aracndide,
com incidéncia anual de aproximadamente seis a cada 100.000 pessoas, sendo mais comum em adultos, mulheres e apés a
quinta década de vida. Pouco se sabe sobre os eventos genéticos que sdo importantes na patogenia molecular e sobre a
progressao da malignidade dos meningiomas. O evento genético mais comum e encontrado em aproximadamente 60% dos
casos € a dele¢do no cromossomo 22q. O entendimento da iniciag¢@o e do crescimento dos meningiomas a nivel molecular,
pode ajudar a definir alvos de terapia molecular. A formagao de tumores cerebrais € um processo complexo que envolve um
acumulo de alteragdes genéticas. Os MicroRNAs (miRNAs ou miRs) sdo uma classe de pequenos RNAs néo codificado-
res que regulam expressdo génica, com um papel crucial no desenvolvimento do cancer e recentemente, 0 envolvimento
dos miRNAs na fisiopatologia do cancer cerebral vem se destacando. Considerando-se que a delecio no cromossomo 22
¢ a alteragdo mais freqiiente neste tipo de tumor, as vias moleculares que resultam no comportamento cromossomico
anormal durante a progressdo dos meningiomas estdo relacionados a uma série de complexas interacdes que ainda
precisam ser bem caracterizadas, uma delas € a possivel relacdo entre esta alteracdo cromossdmica e a expressdo de genes
e dos microRNAs.

Objetivos: Avaliar perfis diferenciais de expressdo de genes e microRNAs entre os meningiomas que apresentam
delecdo do cromossomo 22 e comparé-los aos meningiomas que nao apresentam esta delecao.

Pacientes e Métodos: Para este estudo foram utilizadas 90 amostras de meningiomas grau I. Os casos foram seleci-
onados com base em diagndsticos clinicos e histopatoldgicos de meningiomas grau I, segundo critérios da OMS. Como
controles foram utilizados amostras de aracndide obtidas de pacientes submetidos a cirurgia de aneurisma. Para determi-
nar a delegdo do cromossomo 22, foi utilizada a hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), seguido por uma analise global da
expressdo génica por microarrays de genes e miRNAs e posterior validagdo das resultados por PCR em tempo real.

Resultados: Inicialmente foram realizadas andlises de FISH para 50 amostras de meningiomas grau I visando a
obtencdo dos grupos com e sem dele¢do do cromossomo 22. Nos resultados obtidos, 31 amostras (62%) apresentaram
delecdo no cromossomo 22 e 19 amostras (38%) ndo apresentaram dele¢do no cromossomo 22. Pela técnica de microarrays
foram encontrados 2055 genes diferencialmente expressos quando comparamos meningiomas com o grupo controle,
sendo que 761 estavam hipoexpressos e 1294 estavam hiperexpressos. Quando observamos meningiomas com dele¢do no
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cromossomo 22q comparados com meningiomas sem dele¢@o no cromossomo 22q, 1401 genes apresentaram-se diferenci-
almente expressos, sendo que 976 estavam hipoexpressos e 425 hiperexpressos. Na andlise de microarrays de microRNAs
constamos que 36 microRNAs estdo alterados na comparagio entre meningiomas com o grupo controle, sendo que 14
microRNAs estdo hipoexpressos e 22 hiperexpressos. Ao analisarmos a comparacao entre o grupo de meningiomas com
delecdo do cromossomo 22q em relacio o grupo de meningiomas sem delecdo do cromossomo 22q, encontramos 37
microRNAs alterados sendo que 17 encontravam-se hipoexpressos e 20 hiperexpressos. Na valida¢do por PCR em tempo
real o gene SLPI apresentaram-se hiperexpresso apenas nos meningiomas sem dele¢cdo. Também conseguimos identificar
microRNAs hipoexpressos nos meningiomas em relacdo ao grupo controle: miR-326 e miR-1183.

CORRELAGCAO ENTRE A ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA INDUZIDA PELO LASER E AS
ALTERACOES HISTOLOGICAS NA ISQUEMIA E REPERFUSAO RENAL EM RATOS

Marcelo Ferreira Cassini
Orientador: Prof. Dr. Silvio Tucci Junior
Tese de Doutorado apresentada em 20/09/2012

Introduciao: O transplante renal ¢ amplamente reconhecido como a melhor forma de tratamento para os pacientes
que necessitam de terapia de substituicio renal. Frequentemente a equipe transplantadora se depara com a dificil questio
de determinar se 6rgdos, provenientes de doadores cadavéricos marginais ou em parada cardiaca, estdo aptos para serem
transplantados. E dificil quantificar a intensidade do dano provocado pela isquemia no enxerto a ser utilizado, especial-
mente se o doador apresentou quadro de instabilidade hemodinidmica com queda significativa da perfusio tecidual e
aumento do risco de diminuir a fungo do enxerto e afetar adversamente sua sobrevida. Desta forma torna-se justificavel
autilizaco da técnica de espectroscopia de fluorescéncia induzida pelo laser, na tentativa de se avaliar a correlag@o entre
os seus achados e o grau de lesdo histolégica renal experimental, uma vez que se trata de um método objetivo, ndo
invasivo, rapido e em tempo real que, futuramente, pode ser aplicada nos transplantes renais em humanos.

Objetivos: Avaliar a correlacdo entre os dados da espectroscopia de fluorescéncia induzida pelo laser e alteracdes
histolégicas na isquemia e reperfusdo renal em ratos, e se existe diferenca significativa na leitura da espectroscopia entre
0s polos superior, inferior e o terco médio.

Materiais e Métodos: Foram utilizados 33 ratos (Rattus norvegicus) machos adultos da linhagem Wistar que,
depois de anestesiados, tiveram seus rins esquerdos abordados. Inicialmente os rins foram submetidos a deteccido da
espectroscopia de fluorescéncia dos pélos superiores, inferiores e ter¢os médios. As excitagdes foram geradas por lasers
com comprimentos de onda de 408, 442 e 532 nm. Em seguida os pediculos renais esquerdos foram dissecados, isolados
e clampados com auxilio de mini-pinga vascular. Entdo, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos isquémicos
de 30, 60 e 120 minutos de isquemia quente. Em cada um dos grupos, os rins foram novamente analisados pela espectros-
copia de fluorescéncia, bem como apds 5 minutos de reperfusdo, utilizando novamente feixes excitatorios com os mesmos
comprimentos de onda, nas mesmas regides renais. Posteriormente os rins esquerdos foram coletados e enviados para
estudo histoldgico.

Resultados: O tempo de isquemia mostrou forte influéncia com a graduag@o histolégica. Com 30 minutos de
isquemia, nenhum comprimento de onda (408, 442 e 532 nm) apresentou correla¢do com a graduag@o histolégica (p=0,81;
p=0,11; p=0,21, respectivamente). Com 60 minutos de isquemia, o laser de excita¢do de 532 nm (na fase de reperfusio)
apresentou coeficiente de correlacdo negativa significativa (r = - 0,61) com a graduac@o histolégica. Na isquemia de 120
minutos, o laser com 442 nm de comprimento de onda (na fase de reperfusdo) mostrou o coeficiente de correlagdo negativa
significativa (r =- 0,73) com a graduacio histoldgica. O terco médio renal apresentou média estatistica superior a dos polos
(p <0,001) na leitura da espectroscopia de fluorescéncia.

Conclusées: Ha correlagdo entre os dados da espectroscopia de fluorescéncia induzida pelo laser e as alteragoes
histolégicas na isquemia renal em ratos, sendo necessario, durante a investigagc@o, analisar apenas o terco médio renal.
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Farmacologia

PAPEL DA MITOCONDRIA NA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO INDUZIDA
PELA TESTOSTERONA EM CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR EM CULTURA

Rhéure Alves Moreira Lopes
Orientadora: Profa. Dra. Rita de Cassia Aleixo Tostes Passaglia
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 19/07/2012

Os mecanismos pelos quais a testosterona (testo) induz efeitos no sistema cardiovascular ndo sio inteiramente
elucidados, mas podem envolver geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs). A mitocOndria representa importante
fonte de EROs e também alvo para os efeitos danosos de EROs. Aumento na geragdo de EROs ativa vias de sinalizacio que
culminam em morte celular. Recentemente nosso laboratério mostrou que a testo induz geracdo de EROs em células de
musculo liso vascular (CMLV). No presente estudo, hipotetizamos que testo induz geragdo de EROs via mitocondria,
culminando na ativagdo de caspase 3 e apoptose de CMLV. CMLV em cultura, provenientes do mesentério de ratos Wistar,
foram pré-incubadas por 30 min com flutamida (flu, 10-5 mol/L, antagonista de receptor para andrégeno), CCCP (10-6 mol/
L, agente desacoplador mitocondrial), MnTmPyP (3x10-5mol/L, mimético da SOD) ou veiculo e, em seguida, estimuladas
com testo (10-7 mol/L, 2 a 6 h). A geragdo de EROs foi mensurada por ensaio com lucigenina e com 5-(6)-clorometil-2',7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato, acetil ester (CM-H2DCFDA); apoptose celular, por fluorescéncia para 4, 6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) e calceina; expressdo proteica de procaspases 3 e 8 e caspases 3 e 8, por immunoblotting. Para analisar
aexpressao do citocromo C, Bax e Bcl-2 por immunoblotting, foi realizado fracionamento celular para obteng@o de prote-
inas do citoplasma e da mitocondria. Os resultados sdo expressos em unidades arbitrérias e valores com p<0,05 foram
considerados como significativos. A testo aumentou a geracéo de EROs [(2 h) (url/ug de proteina) 162,60 + 15,95 vs 100,00
+ 0,02 (veiculo) n=7], efeito abolido por CCCP (90,43 + 14,94 n=4), MnTmPyP (26,24 + 11,61 n=4) e flu (80,11 £ 13,28 n=4).
Testo induziu clivagem de caspase-3 [(6hs) 166,2 + 11,19 vs 100,00 + 0,02 (veiculo) n=9], efeito abolido por flu (122,70 +
10,60 n=4), MnTmPyP (61,78 £2,52 n=3) e CCCP (71,58 + 13,19 n=3). Testo aumentou a fluorescéncia para DAPI [146,90 +
8.23(2h), 192,1 +10,12 (6 h) vs 100,00 £ 0,01 n=4-5] e diminuiu a fluorescéncia para calceina [34,42 + 6,41 (2 h) vs 100,0 +
0,01 n=7], ambos indicativos de apoptose celular. Apesar da testo induzir clivagem de caspase 3 e apoptose de CMLYV, a
razdo de proteinas Bax (pré-apoptdética)/Bcel-2 (anti-apoptética) na fragdo mitocondrial foi reduzida [65,10 £ 8,78 (6hs) vs
100,00 = 0,01 (veiculo) n=3] e a testo ndo induziu translocacdo do citocromo C da mitocdndria para o citoplasma [70,05 +
26,48 (2h), 110,60 46,28 (6 h) vs 100,0 + 0,02 (veiculo) n=4]. Testo induziu clivagem de caspase 8 [161,10 + 13,47 (6 h) vs
100,0+0,01 n=6].

Em conclusio, a testo induz apoptose de CMLV por mecanismos que envolvem gera¢do de EROs via mitocondrial,
receptor para andrégeno e ativacdo de mecanismos da via apoptética extrinseca.

ASSOCIAGCAO DOS POLIMORFISMOS DO CYP3A5 E DA PGP COM A FARMACOCINETICA DO
TACROLIMUS, NEFROTOXICIDADE AGUDA E REJEICAO DO ENXERTO APOS TRANSPLANTE RENAL

Diego Alberto Ciscato Cusinato
Orientador: Prof.Dr. Eduardo Barbosa Coelho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 1°/08/2012

Tacrolimus (TAC) é um farmaco imunossupressor muito utilizado na prevengao de rejei¢do aguda apds o transplan-
te de 6rgdos. Essa droga apresenta um indice terapéutico muito baixo e grande variabilidade intra e interindividual, sendo
necessario programas de monitorizago terap€utica para se otimizar a eficacia e limitar a toxicidade. O TAC € um farmaco
substrato do CYP3AS5 e transportado pela proteina de efluxo PGP e acredita-se que o polimorfismos genéticos (SNPs)
destas proteinas estejam relacionados a alta variabilidade farmacocinética desta droga. Neste estudo, investigamos a
influéncia dos polimorfismos destas proteinas sobre alguns parametros farmacocinéticos do TAC e também, na incidéncia
de lesdes renais e rejeicio em receptores de transplante renal. Pacientes recebendo TAC a no minimo 12 meses (n=108)
foram genotipados (PCR real time) para os polimorfismos do CYP3A5%3 (rs776746) e do gene ABCB1 1236C>T (rs1128503),
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2677G>T/A (rs2032582) e 3435C>T (rs1045642). Dados da concentracao plasmatica de vale (Co; ng/mL), dose didria
normalizada (mg/dia por Kg do paciente) e a concentrac@o plasmatica do farmaco normalizada pela dose ingerida (Co/dose,
ng/mL por mg/dia por kg do paciente) de TAC foram obtidos dos prontudrios médicos ao longo de trés anos apés o
transplante renal. O desfecho clinico foi analisado avaliando-se a curva de sobrevida o enxerto, a funcao renal obtida pelo
clearance de creatinina (Equacdo de Cockroft-Gault), e desenvolvimento de lesdes renais e rejei¢do aguda e cronica com
diagndsticos estabelecidos mediante suspeita clinica e confirmados pela avaliacdo das bidpsias quanto a presenca de
necrose tubular aguda (NTA) e nefropatia cronica do enxerto (NFC) de acordo com a classificacdo de BANFF 07. Os
haplétipos do gene ABCB1 foram inferidos estatisticamente utilizando o software PHASE (version 2.1). Diferengas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Nao observamos desvios em relacio ao esperado pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg em nossa populacdo para nenhum dos genes estudados. Frequéncias alélicas destes polimorfismos (6986G
74%; 1236C 60%; 3435C 59% and 2677G 64%) e haplotipos (49% 2677G-3435C-1236C e 31% 2677T-3435T-1236T) foram
consistentes com outros estudos realizados na populacio brasileira. Individuos portadores de ao menos um alelo *1 do
gene CYP3AS necessitavam de maiores doses de TAC para obter niveis plasméticos semelhantes aos dos individuos
homozigotos para o alelo *3 (0,09 £ 0,03 vs. 0,06 + 0,03; mg/dia/kg; p<0,001). Ao final do primeiro ano de transplante
pacientes CYP*3/*3 apresentavam praticamente o dobro da razao Co/dose quando comparados com os pacientes CYP*1/
*1 (144,60 £ 67,29 vs. 70,44 + 56,05 ng*mL"!/mg*kg'/dia; p<0,001). Observou-se semelhante em relagdo quando individuos
portadores dos alelos e haplétipo variante da PGP foram avaliados. Ndo encontramos associagdes significativas entre os
gendtipos e a sobrevida do enxerto ou clearance de creatinina. No entanto, observamos que os pacientes portadores do
haplétipo GCC apresentaram maior incidéncia de desenvolvimento de NFC. Este estudo confirma o efeito dos polimorfis-
mos do CYP3AS e, em menor grau da PGP na farmacocinética do TAC. No entanto, ndo encontramos associagdes entre
esses polimorfismos e desfechos clinicos significantes, sugerindo que a genotipagem para o CYP3A5 ou ABCBI1 ainda
nao deva ser incorporada na prética clinica como uma ferramenta para o manejo de transplante renal.

PARTICIPACAO DOS RECEPTORES SEROTONERGICOS DO SUBTIPO 5-HT,.DO
HIPOCAMPO DORSAL DE RATOS NA ANSIEDADE EXPERIMENTAL

Ana Beatriz Sant’ana do Nascimento
Orientador: Prof. Dr. Hélio Zangrossi Jinior
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/08/2012

Estudos com microinjecdes de drogas vém sendo realizados na tentativa de se compreender a participacdo da
neurotransmissdo serotonérgica do hipocampo na modulacao de comportamentos defensivos relacionados a ansiedade.
Nesse sentido, observou-se que a ativagdo dos receptores do tipo 5-HT |, do hipocampo dorsal (HD) promoveu efeito do
tipo ansiogénico sobre a resposta de esquiva inibitdria, sem alterar a resposta de fuga, em ratos submetidos ao labirinto em
T elevado (LTE). Essa alteracdo seletiva na resposta de esquiva inibitdria sustenta a hipdtese da participac¢io do hipocam-
po na fisiopatologia do transtorno de ansiedade generalizada, uma vez que, as respostas defensivas de esquiva inibitdria
e fuga, expressas no LTE, tém sido relacionadas respectivamente ao transtorno de ansiedade generalizada e ao transtorno
do pénico. Além de receptores do tipo 5-HT, ,, destaca-se no HD a presenga de receptores do tipo 5-HT,.. Tem sido
observado que a estimulago desses dltimos em areas limbicas associadas a ansiedade, como a amigdala, promove efeito
do tipo ansiogénico em diferentes modelos animais de ansiedade. Porém, ainda é desconhecida a participagdo desses
receptores presentes no HD sobre as resposta de esquiva inibitéria e fuga, geradas no LTE. Assim, o presente estudo
procurou avaliar a participagdo dos receptores serotonérgicos do tipo 5-HT,. na modulagio de respostas defensivas
relacionadas a ansiedade generalizada e ao transtorno do panico. Os resultados mostram que inje¢des bilaterais intra-HD
dos agonistas de receptores 5-HT, . MK-212 ou RO-600175 prejudicaram a aquisigéo da resposta de esquiva inibitéria, em
ratos testados no LTE, indicando um efeito do tipo ansiolitico. Por outro lado, a administragdo do antagonista de recepto-
res 5-HT, . SB-242084 promoveu efeito oposto sobre essa mesma resposta. Adicionalmente administragdo do agonista
preferencial de receptores 5-HT,, DOI nido foi capaz de promover efeito em nenhuma das doses utilizadas. Nenhum dos
tratamentos empregados alterou a resposta de fuga no LTE. O efeito ansiolitico da ativa¢do dos receptores 5-HT, . bem
como o efeito ansiogénico resultante do seu bloqueio, foram confirmados no teste do beber punido de Vogel. Em suma,
nossos resultados sugerem que os receptores do tipo 5-HT,. do hipocampo dorsal estdo envolvidos na modulagéo de
comportamentos defensivos relacionados ao transtorno de ansiedade generalizada, mas nao ao transtorno do panico.
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O PAPEL DA ALDOSTERONA NO DESENVOLVIMENTO DAS
LESOES TUBULOINTERSTICIAIS EM RATOS HIPERTENSOS 2R-1C

Junya de Lacorte Singulani
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Barbosa Coelho
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/08/2012

A aldosterona participa da progressdo das doencas renais em modelos experimentais e ensaios clinicos. Conside-
rando que o modelo de hipertensio renovascular 2 rins-1 clipe (2R-1C) € caracterizado pela atividade elevada do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, o objetivo desse trabalho foi avaliar o papel da aldosterona na lesdo renal presente
nesse modelo através do bloqueio do receptor mineralocorticéide (RM) com espironolactona. Ratos Wistar foram subme-
tidos ao procedimento cirdrgico para coloca¢do de um clipe de prata na artéria renal esquerda e apds 2 semanas do
desenvolvimento da hipertensao renovascular 2R-1C, foram divididos em 3 grupos sendo que para o primeiro grupo
nenhuma droga foi administrada (n=_8), para o segundo grupo foi administrado por via oral 20 mg/Kg/dia de espironolac-
tona (n=10) e para o terceiro, 7 mg/Kg/dia de amilorida (n=12). O peso e a pressao sistdlica foram monitorados semanalmen-
te. Coletas de urina (durante 24 h) e sangue foram realizadas em 3 periodos distintos: antes do procedimento cirirgico; na
2° semana ap0s a cirurgia (antes do inicio do tratamento) e na 6° semana apds a cirurgia (apés o término do tratamento). As
amostras foram utilizadas para andlise de creatinina, osmolalidade, sédio, potassio e albumintria. Ao final do experimento,
os rins foram perfundidos e pesados. Andlise histolégica para avaliar a extensdo das alteragdes tubulointersticiais foi
realizada. Além disso, marcadores de inflamagdo (ED-1 e p-JNK), de producao de matriz extracelular (fibronectina), de
miofibroblastos (d-actina de musculo liso) e de transdiferenciagao tubular (vimentina) na regiao tubulointersticial cortical
e de lesdo nos poddcitos (desmina) foram avaliados. O tratamento com espironolactona foi capaz de atenuar o aumento na
excre¢do de albumina, o aumento na concentragdo plasmdtica de creatinina e a redu¢@o na depuracio de creatinina. No rim
clipado dos ratos 2R-1C, as lesdes tubulointersticias e podocitarias, demonstradas pelos marcadores estudados, foram
discretas e a terapia com espironolactona ou amilorida nao foi capaz de minimiza-las. Por outro lado, no rim nao clipado, a
administragdo de espironolactona atenuou o aumento de matriz extracelular e a lesdo nos poddécitos. Os efeitos benéficos
da espironolactona ocorreram independentes da reduc@o na pressdo sanguinea e podem ser em parte, dependentes do
bloqueio do canal epitelial de s6dio (ENaC). Tais efeitos trazem perspectiva para espironolactona como uma ferramenta
terapéutica a ser explorada em pacientes com estenose de artéria renal.

EFEITOS DA INIBICAO DAS METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR NA DISFUNCAO
VENTRICULAR DIREITA CAUSADA POR EMBOLIA PULMONAR AGUDA EM CARNEIROS

Evandro Manoel Neto-Neves
Orientador: Prof. José Eduardo Tanus dos Santos
Tese de Doutorado apresentada em 12/09/2012

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) podem estar envolvidas na lesdo cardiaca e disfuncio ventri-
cular direita induzida por embolia pulmonar aguda (EPA). O objetivo do estudo foi avaliar se o pré-tratamento com
doxiciclina (inibidor ndo seletivo de MMPs) poderia proteger contra o desenvolvimento de disfungio ventricular direita
associada a EPA experimental em carneiros.

Carneiros anestesiados receberam pré-tratamento com doxiciclina (10 mg/kg por via intravenosa) ou salina. EPA foi
induzida por infusdo de coagulos aut6logos (350 mg/kg) no atrio direito. Decorridos 30 e 120 minutos apds EPA (ou infus@o
de salina em animais ndo embolizados) os animais foram estimulados com dobutamina (1, 5 e 10 ug/kg/min, 5 minutos para
cada dose) ou receberam salina. A indu¢ao da EPA aumentou a pressdo média da artéria pulmonar e do indice de resisténcia
vascular pulmonar em aproximadamente 185% no grupo EPA (ambos P<0,05). O pré-tratamento com doxiciclina atenuou a
hipertensdo pulmonar (P<0,05). As avalia¢des ecocardiogrificas mostraram que a indu¢do de EPA produziu aumento do
diametro da cdmara ventricular direita (de 10.7+0.8 para 18.3+1.6 mm, P<0.05) e perda da responsividade cardfaca a dobutamina
(viabilidade cardiaca), essas mudangas foram atenuadas pelo tratamento com doxiciclina (P <0,05).

Aumentos na expressio de MMP-9, na atividade gelatinolitica, no estresse oxidativo e diminui¢@o na expressao de
MMP-2 foram observados no ventriculo direito (VD) de animais embolizados (P< 0,05). Embora o pré-tratamento com
doxiciclina ndo tenha produzido mudangas significativas na expressdo das MMP-2 e -9, reducdes foram observadas na
atividade gelatinolitica e na producdo de estresse oxidativo no VD (P< 0,05). A concentracdo de troponina cardiaca I sérica
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e a degradacao de titina no VD, marcadores de lesdo cardiaca, aumentaram ap6s EPA e esses aumentos foram atenuados
pelo pré-tratamento com doxiciclina (P< 0,05). A indugio de EPA foi associada a dissoluc@o e ruptura das fibras coldgenas
no VD. Além disso, o pré-tratamento com doxiciclina evitou a diminui¢do do didmetro dos midcitos e o acimulo de
coldgeno no VD observados apés EPA (P< 0,05).

Concluindo, nossos resultados sugerem que as MMPs participam da lesdo cardiaca e da disfuncdo ventricular
direita induzida por EPA. Consistente com essa sugestao, a inibi¢do das MMPs com doxiciclina atenuou a hipertensao
pulmonar e preservou a fungao cardiaca durante EPA.

Fisiologia

CARACTEBIZAGAO ELETBOFISIOLOGICA DOS NEURONIOS DO NIDOPALIO CAUDOMEDIAL,
UMA AREA RESPONSAVEL PELO PROCESSAMENTO AUDITIVO EM AVES CANORAS

André Luiz A. Dagostin
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Mauricio Xavier Ledo
Tese de Doutorado apresentada em 27/07/2012

Aves canoras aprendem a vocalizar de maneira similar aquela dos humanos. Dentro do circuito auditivo das aves,
o nidopalio caudomedial (NCM) € o nticleo telencefalico responsavel pelo reconhecimento do canto da espécie e também
muito provavelmente responsavel pelo armazenamento do canto do tutor aprendido. De fato, esses neuronios respondem
ao canto da propria espécie (observado pela expressdo de zenk), ao passo que quando cantos de outras espécies ou
outros sons sdo apresentados ao animal, os neurdnios do NCM ndo respondem. Observamos no NCM que estes neuro-
nios podem se comportar de trés maneiras distintas quanto ao disparo de potenciais de a¢do, disparando uma vez apenas
(neurdnios fasicos), disparando algumas vezes e depois cessam (neurénios acomodativos) e ininterruptamente (neurd-
nios tonicos). Todos esses tipos de neurdnios podem expressar mRNA da enzima glutamato descarboxilase (GAD),
caracterizando-os como neurdnios GABAérgicos. Neurdnios fasicos apresentam baixa resisténcia de entrada (Re), menor
constante de tempo de membrana e maior reobase (quantidade de corrente injetada a partir do repouso neuronal necessi-
ria para disparo de um potencial de a¢do) do que neurdnios acomodativos e tonicos. Neurdnios tOonicos expressam uma
corrente ativada por hiperpolarizacdo sensivel a CsCl 5 mM, enquanto neurdnios fasicos e acomodativos apresentaram
uma maior expressdo de uma corrente senfvel a BaCl2 0,2 mM. Todos os neurdnios expressam similarmente correntes de
potéssio retificadoras retardadas sensiveis ao TEA. O bloqueio de correntes de potdssio sensiveis a voltagem tanto por
TEA, 4-aminopiridina e dendrotoxina nio alteram o padrio fasico de disparo, apenas o bloqueio de correntes de vazamen-
to por BaCl2 5 mM o faz. Além disso, demonstramos, através de estudos de correntes evocadas por estimulos no mesopalio
caudomedial (CMM), que os neurénios do NCM e CMM se conectam, produzindo tanto correntes glutamatérgicas como
GABAérgicas no NCM em resposta a estimulos elétricos aplicados no CMM. As correntes glutamatérgicas do NCM sdo
potenciadas pelo bloqueio dos receptores GABAA pela bicuculina, mostrando uma forte inibicio GABAérgica da rede
glutamatérgicano NCM.

ATLAS !ESTEREOTAXIQO DO TELENCEFALO DO PEIXE PIAUGU Leporinus macrocephalus. PARTICIPA-
CAO DO TELENCEFALO DORSOLATERAL NA CONSOLIDACAO DO MEDO CONDICIONADO

Augusto Barbosa Junior
Orientadora: Profa. Dra. Anette Hoffmann
Tese de Doutorado apresentada em 27/07/2012

Em repteis, passaros e mamiferos diferentes tipos de aprendizado, incluindo o medo condicionado, sdo dependen-
tes do hipocampo. Similar aos vertebrados terrestres, os peixes apresentam a habilidade preditiva de associar estimulos
condicionados e incondicionados exibindo elevado nivel de aprendizado. Além disso, evidencias substanciais sugerem
que a capacidade cognitiva em peixes é dependente do prosencéfalo, particularmente do telencéfalo dorsolateral (D1) que
supostamente é¢ homologa ao hipocampo. Estudos recentes tem demonstrado que o telencéfalo DI encontra-se envolvido
com o aprendizado espacial em peixes, porem nada se sabe sobre sua participagdo no medo condicionado. Assim, o
presente trabalho investigou a importancia do telencéfalo DI na consolidacdo do medo condicionado em um teledsteo
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(piaugu, Leporinus macrocephalus). Primeiro foi criado um atlas do telencéfalo com parametros estereotaxicos que permi-
te a localizac@o de estruturas telencefalicas, afim de, facilitar intervengdes cirtrgicas. O experimento seguinte prop0s a
validar a tarefa de medo condicionado que consiste na exposicao simultanea do animal a um estimulo visual (luz azul) e a
substancia de alarme de co-especifico (CAS que foi o estimulo incondicionado empregado e que induz freezing compor-
tamental no piaucu). Concomitantemente, analisamos a expressdo de c-fos no bulbo olfatério e no telencéfalo 90 minutos
apos o teste. Por ultimo investigamos se lesdes no telencéfalo D1 e Dm compromete a consolida¢do do medo condiciona-
do. O atlas foi construido usando um parametro de referencia externo (quarto par de eletroceptores cefilicos) e representa
uma ferramenta util para localizacio precisa de estruturas telencefdlicas sem expor uma grande superficie cerebral. A
andlise da citoarquitetura do telencéfalo do piaugu foi baseada em secgdes transversais coradas pelos métodos de Nisll e
da AChE. Rostralmente, o encéfalo do piaucu € composto por um par de bulbos olfatdrios sesseis acoplados aos hemisfé-
rios telencefalicos. Fora reconhecidas 16 estruturas telencefélicas que foram classificadas em 2 dreas principais: pallium
ou area dorsalis e subpallium ou area ventralis. O pallium € composto por 8 estruturas que estdo organizadas em 5 zonas
principais: dorsomedial (divisdes Dmr e Dmc); dorsocentral (Dc); dorsoposterior (Dp); dorsodorsal (Dd) e; dorsolateral
(divisdes DId, Dlv-d e Dlv-v). O subpallium apresenta 6 nicleos periventriculares: ventrodorsal (Vdd, Vdi e Vdv);
ventroventral (Vv); ventrosupracomissural (Vs); e poscomissural (Vp); e 2 populagdes celulares migradas: ventrolateral
(V1) e ventrointermediario (Vi). Animais experimentais (n=10) treinados com luz e CAS apresentam o comportamento de
freezing e mostram reducio significativa dos pardmetros locomotores quando expostos ao contexto do aprendizado
(teste). Concomitantemente, foi observado um significante aumento na expressdo de c-fos no bulbo olfatério e no telencéfalo
90 minutos apds o teste. Adicionalmente, nossos resultados mostraram que animais sham (n=7) e com ablacdo no telencéfalo
Dm (n=7) apresentam o comportamento de freezing e mostram reducao significativa dos parimetros locomotores durante
o teste. Entretanto, animais com ablacdo do telencéfalo DI (n=7) demonstram comprometimento na consolida¢do do medo
condicionado, similar ao observados em vertebrados terrestres com lesdo hipocampal. Esses achados trazem fortes indi-
cios de que o telencéfalo DI é requerido para o processo de consolidagiao do medo condicionado em peixes, dando suporte
para hipétese de homologia com o hipocampo dos mamiferos.

IMPORTANCIA DO TECIDO ADIPOSO MARROM NA ATIVAGAQ DA TERMOGENESE INDUZIDA
PELA INJECAO CENTRAL DO C75, UM INIBIDOR DA ACIDO GRAXO SINTASE

Priscila Cassolla
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Carvalho Navegantes
Tese de Doutorado apresentada em 13/08/2012

C75, um inibidor sintético da dcido graxo sintase, causa anorexia e perda de peso em roedores, mas 0s mecanismos
envolvidos com esses efeitos ainda nao sdo totalmente conhecidos. A hipétese testada nesse trabalho foi que o tecido
adiposo marrom (TAM), um érgido com importante fun¢io no controle da termogénese, poderia estar envolvido nos efeitos
mediados pelos inibidores da acido graxo sintase. Para isso, ratos Wistar foram submetidos ao implante de canula no
ventriculo lateral direito seguido, ou ndo, pela desnervacdo simpética cirurgica do TAM. Sete dias apds, C75 (150 ug.7,5
uL-1), cerulenina, um inibidor natural da dcido graxo sintase, (150 ug.7,5 uL-1) ou RPMI (veiculo) foi administrado nos
animais com privacdo alimentar de 24 horas. Foi demonstrado que uma tnica injecdo intracerebroventricular de C75
reduziu a ingestdo alimentar no primeiro dia e induziu perda de peso por dois dias. Além disso, as andlises de telemetria
mostraram que o C75 promoveu um rapido aumento na temperatura corporal interna, maior taxa de estoque de calor de 30
minutos a 6 horas da administracio, e um aumento na dissipagao de calor por 4 horas. A desnervac¢do do TAM atenuou os
efeitos do C75 sobre a regulag@o térmica bem como seu efeito sobre o peso corporal e a ingestdo alimentar. Em paralelo, o
C75 induziu aumento na temperatura do TAM (até 8 horas apds a injecdo), no conteido de noradrenalina e na atividade da
citocromo c oxidase mitocondrial e da expressdo do RNAm da UCP-1 no tecido. Todos esses efeitos foram abolidos com
a desnervacao simpatica do TAM. Tal como o C75, a cerulenina, também induziu um aumento na temperatura corporal
interna e do TAM, o qual também foi abolido pela desnervacio do TAM. A atividade locomotora espontanea nao foi
alterada por nenhum inibidor da 4cido graxo sintase. A imunohistoquimica para c-Fos revelou que o C75 aumentou o
nimero de células imunorreativas a c-Fos na drea pré-Optica, nicleo paraventricular, dorsomedial do hipotdlamo,
ventromedial do hipotdlamo, locus coeruleus e rafe palida, regides que estdo envolvidas com a regulagido central da
temperatura. Estes dados sugerem um papel do TAM no aumento da temperatura corporal evocado pelos inibidores da
acido graxo sintase e provém novos mecanismos para explicar a hipofagia e o aumento do gasto energético observados
com a administracdo desses compostos.
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EFEITO DA INIBIQAO DA NNOS SOBRE A EXPRESSAO DE MARCADORES I[\IFLAMATORIOS
NOS NUCLEOS DA BASE DE RATOS PARKINSONIANOS E DISCINETICOS

Roberta Cavalcanti Kwiatkoski
Orientadora: Profa. Dra. Elaine A. Del Bel B. Guimaraes
Tese de Doutorado apresentada em 27/08/2012

AL-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), precursor da dopamina, € o tratamento sintomético mais efetivo da doenga
de Parkinson. Entretanto, sua administracao prolongada provoca complicagdes motoras debilitantes como as discinesias.
Trabalhos do nosso laboratério demonstraram que inibidores de enzimas de sintese de 6xido nitrico (NOS) atenuam as
discinesias induzidas por LDOPA sem comprometer os efeitos motores benéficos. Nosso objetivo geral foi analisar se as
discinesias induzidas pelo tratamento com L-DOPA sdo acompanhadas de alteragdes celulares neuroinflamatdrias nos
nicleos da base e se a inibicdo da nNOS apresenta algum efeito sobre as mesmas. Os objetivos especificos sdo analisar o
efeito do tratamento de animais parkinsonianos com LDOPA e também o efeito do tratamento de animais parkinsonianos
com L-DOPA simultaneamente com a inibi¢do da nNOS, sobre a expressido da nNOS e de marcadores inflamatérios como a
iNOS, a COX-2, astrécitos e micréglia ativada nos nicleos da base. Para tanto, ratos Wistar machos (200g - 250g) foram
submetidos a lesdo da via nigroestriatal pela 6-OHDA no feixe prosencefalico medial. Vinte e um dias ap6s o procedimento
cirdrgico ratos do grupo controle (injec@o de salina no FPM) e ratos parkinsonianos (inje¢do de 6-OHDA no FPM) recebe-
ram: (i) veiculo + Salina (n=6); (ii) veiculo + L-DOPA (n=7); (iii) 7-NI + Salina (n=3) e (iv) 7-NI + LDOPA (n=7) durante 21 dias.
Durante esse periodo os movimentos involuntarios anormais foram avaliados periodicamente. No 21° dia apds o inicio do
tratamento com L-DOPA, os animais foram perfundidos com paraformaldeido 4% sacrificados e os encéfalos removidos
para realizacdo dos procedimentos histologicos. A neurodegeneracdo da via nigroestriatal causada pela 6-OHDA induziu (1)
diminuicdo da imunorreatividade para TH; (2) discreto aumento na densidade de células nNOS positivas no estriado
ispilateral & les@o corroborando resultados obtidos em nosso laboratério (Gomes & Del Bel, 2003; Ponzoni, 2000); (3)
discreta inducio de COX-2 no estriado ipsilateral a lesdo; (4) discreta indug@o de iNOS no estriado ipsilateral e contralateral
alesdo; (5) aumento na marcacio para GFAP e OX-42 no estriado ipsilateral. Além disso, o tratamento continuo dos animais
parkinsonianos com L-DOPA induziu um aumento ainda mais pronunciado de todos os marcadores analisados. O pré-
tratamento dos animais com 7-NI atenuou o efeito do tratamento continuo com L-DOPA sobre as alteracdes celulares
estriatais. Dessa forma, podemos concluir que as discinesias induzidas pelo tratamento cronico com L-DOPA sdo acompa-
nhadas de alteracdes celulares inflamatérias nos nucleos da base, em especial no estriado. Além do mais,assim como as
discinesias, as alteragdes neuroinflamatdrias foram prevenidas pela inibi¢do da nNOS em quase todos os nicleos da base.
As excecdes constituem o globo pélido e substancia negra, que apresentam baixa densidade de células nNOS positivas.

EXPRESSAO DE SUBUNIDADES P2X EM CELULAS DE LEYDIG DE CAMUNDONGOS EM
DIFERENTES IDADES E INTERACOES ENTRE AS SUBUNIDADES P2X2, P2X4 E P2X6
FORMADORAS DE RECEPTORES FUNCIONAIS

Ligia Subitoni Antonio
Orientador: Prof. Dr. Wamberto Antonio Varanda
Tese de Doutorado apresentada em 28/08/2012

A maturagdo sexual em mamiferos resulta da interacao entre diversos sinais celulares, controlados por genes relaci-
onados ao sexo e hormonios produzidos pela Hipéfise e gonadas. As células de Leydig, situadas no intersticio dos
testiculos, s@o responsdveis pela producio de Testosterona e estimuladas principalmente pelo Horménio Luteinizante. O
tratamento dessas células com ATP extracelular induz aumento do célcio intracelular ([Ca2+]i) e, consequentemente, um
aumento na secrecio de Testosterona. Esse influxo de cdlcio ocorre via ativagdo de Receptores Purinérgicos P2X. Até o
momento, sete subunidades de receptores P2X foram identificadas, P2X1 - P2X7, que interagem na forma de trimeros:
homoméricos (subunidades iguais) ou heteroméricos (subunidades diferentes). Cada arranjo de subunidades apresenta
caracteristicas distintas. Atualmente, seis receptores heteroméricos foram descritos, entre eles P2X2/6 e P2X4/6, porém
nenhum envolvendo trés subunidades diferentes. Além disso, algumas subunidades ndo apresentam interagdes entre si,
como as subunidades P2X2/P2X4. Estudos eletrofisioldgicos sugerem a presenca de receptores heteroméricos P2X2/4/6 em
células de Leydig de camundongos adultos. O aumento da [Ca2+]i, decorrente do influxo deste {on através de receptores
P2X, pode indicar uma via de modulagao da Esteroidogénese. Além da dependéncia de cdlcio, o processo esteroidogénico
¢ influenciado pelo envelhecimento do animal. Sendo assim, o presente estudo objetivou estudar a expressdo de subunida-
des P2X em células de Leydig durante os estidgios da maturacdo sexual do camundongo e investigar a formacio de
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receptores heteroméricos P2X2/4/6. A anélise semi-quantitativa de RNA mensageiro (mRNA) em camundongos Suigos
mostrou que os mRNA das subunidades P2X2 e P 2X4 sdo expressos em todas as idades e estdo aumentados nas células
imaturas/adultas, e mesenquimais/adultas, respectivamente. O mRNA da subunidade P2X6 € expresso a partir de 21 apds o
nascimento (pnd) e mostra-se aumentado nas células imaturas/adultas. As subunidades P2X1, P2X3 e P2X5 ndo apresentam
mRNA nas células mesenquimais e seu mRNA estd mais expresso nas células progenitoras/adultas, imaturas/adultas, e
adultas, respectivamente. A subunidade P2X7 apresenta seu mRNA expresso em todas as idades menos aos 07 pnd e a
menor expressdo ocorre aos 28 pnd pnd. As proteinas correspondentes as subunidades P2X2, P2X3, P2X4, P2X6 e P2X7
estdo presentes em todas as idades avaliadas e variam durante o envelhecimento do camundongo. Nao hd marcacio para a
subunidade P2X5 em nenhuma das idades avaliadas. As caracteristicas dos transientes de calcio de células de Leydig de
camundongos com 14, 24, 35, 60 e 100 pnd estimuladas com ATP ou o/fMeATP variam, indicando que a expresséo de
receptores P2X funcionais também se altera durante a maturag@o sexual do camundongo, possivelmente por consequéncia
das alteragdes na expressdao das subunidades. Experimentos de Imunofluorescéncia mostraram que ha co-expressao das
subunidades P2X2/P2X4, P2X4/P2X7 e P2X2/P2X4/P2X6. Além disso, esses trés grupos de subunidades foram co-
imunoprecipitadas entre si quando co-expressas em c€lulas tsA201. Através de experimentos de Ligac¢do Cruzada obser-
vou-se que a interacdo entre as subunidades P2X2/P2X4 e P2X4/P2X7 ocorre preferencialmente na forma de receptores
homoméricos. Imagens de Microscopia de For¢a Atdmica mostraram que o arranjo formado entre as subunidades P2X2/
P2X4, P2X4/P2X7 é uma dimerizagdo de receptores trimeros. Além disso, mostraram que as subunidades P2X2/P2X4/P2X6
formam um unico receptor heteromérico, evidenciado pela decoracao dupla das subunidades com anticorpo e fragmento
Fab de anticorpo. Concluimos que a expressio de subunidades P2X em células de Leydig varia durante o envelhecimento
do camundongo, sugerindo que esses receptores podem participar da modulagio da secre¢@o de Testosterona. Concluimos
também que as subunidades P2X2/P2X4 e P2X4/P2X7 interagem, na forma de dimeros de receptores homomeéricos. Por
ultimo, concluimos que e as subunidades P2X?2, P2X4 e P2X6 interagem em conjunto, na forma de um receptor heteromérico
ainda nao descrito P2X2/4/6.

Genética

EFEITOS DA INIBICAO DE GENES ASSOCIADOS AO CONTROLE
DO CICLO CELULAR EM GLIOBLASTOMA

Andressa Gois Morales
Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga Tone
Tese de Doutorado apresentada em 17/07/2012

Os tumores astrociticos sdo originados a partir dos astrdcitos e classificados de acordo com a Organiza¢do Mun-
dial de Saude em astrocitoma pilocitico (grau I), astrocitoma subependimal de células gigantes (grau I), xantoastrocitoma
pleomérfico (grau II), astrocitoma difuso (grau II), astrocitoma anaplasico (grau III) e glioblastoma (GBM) (grau IV). Este
ultimo € o tumor cerebral mais frequente em adultos, possuindo uns dos piores progndsticos, devido principalmente a
radioresisténcia do tumor, com uma sobrevida média de 14 meses. Varios estudos t€m procurado encontrar novos alvos
terapéuticos e os genes da familia BUB s@o candidatos promissores, devido ao seu papel no controle do ciclo celular. Estes
genes participam do mecanismo do ponto de checagem do fuso mitético, prevenindo a separagio prematura das cromatides
irmds. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a expressdo de BUBI, BUB3 e BUBRI em amostras de pacientes portado-
res de gliomas de baixo grau (I e II) e glioblastoma, relacionar as expressoes destes genes a sobrevida e estudar os efeitos
da inibi¢do dos genes BUBI e BUBRI, por RNAI, na linhagem pedidtrica SF188. Nossos resultados mostraram que tanto
BUBI quanto BUBRI foram hiperexpressos nos glioblastomas e nos gliomas de baixo grau em relagio a substancia branca
(p<0,05). A andlise da expressdo destes genes em amostras de glioblastomas em relacdo a amostras de grau I e II demons-
trou uma hiperexpressdo dos genes BUBI e BUBRI e uma hipoexpressao do BUB3 em glioblastoma (p<0,05). Em relagdo
a sobrevida, os baixos niveis de expressdo dos genes BUBI e BUBR1 foram relacionados a uma melhor sobrevida quando
analisado o total de todos os pacientes. Paralelamente, a inibi¢do dos genes BUBI e BUBRI na linhagem SF188 resultou
em uma diminui¢do da proliferacdo e também da capacidade clonogénica, além de um aumento na apoptose quando
combinado com temozolomida (TMZ). Também foram realizados experimentos com inibi¢des dos genes com ou sem a
presenca de irradia¢do. Esta combinag@o resultou em uma diminuicdo tanto da proliferagdo quanto da capacidade
clonogénica. Estes resultados sugerem que o BUBI e o BUBRI podem ser considerados alvos interessantes para o
tratamento de glioblastoma, porém estudos adicionais sdo necessarios para confirmar tal potencial.
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EXPRESSAO DO GENE IAAM DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS NO ESTIGMA DE Nicotiana
tabacum: EFEITOS DE NIVEIS AUMENTADOS DE AUXINA NO DESENVOLVIMENTO DO PISTILO

Luis Antonio Alves de Toledo Filho
Orientadora: Profa. Dra. Maria Helena de Souza Goldman
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/08/2012

A reprodugdo das plantas € um tépico de grande interesse para a ciéncia basica e para a agricultura. O pistilo, a
estrutura reprodutiva feminina das angiospermas, ¢ um 6rgao que desempenha papéis importantes no sucesso reproduti-
vo. E responsével por receber os grios de pélen, fornecer as condi¢des para a hidratagdo destes e a emissdo de tubos
polinicos que crescem em dire¢ao ao ovario. Adicionalmente, o pistilo produz frutos e sementes apds a fecundacao dos
6vulos, contidos no interior do ovario. H4 muito tempo se estuda o fito-hormdnio auxina e muito se sabe sobre sua agio
fisioldgica e molecular. Contudo, embora avangos recentes sugiram uma grande influéncia deste hormdnio no controle do
desenvolvimento do pistilo, s@o escassos os dados na literatura sobre a influéncia de niveis aumentados de auxina no
desenvolvimento das partes superiores do pistilo: estigma e estilete. Para preencher esta lacuna, este projeto teve como
objetivos: I) produzir plantas transgénicas de Nicotiana tabacum com niveis aumentados de auxina no pistilo, através da
expressdo da enzima de biossintese de auxina triptofano-monoxigenase (iaaM), de Agrobacterium tumefaciens, sob con-
trole do promotor de N. tabacum STIG1, o qual confere expressdo especifica no estigma; II) analisar o fenétipo do pistilo
das plantas transgénicas obtidas, comparando-as com plantas selvagens, principalmente quanto a morfologia do pistilo e
aos parametros reprodutivos; e III) caracterizar, através de RT-PCR quantitativa, os padrdes de expressdo de diferentes
genes putativos de resposta a auxina nos pistilos de plantas transgénicas e controle. No total, 19 plantas transgénicas
estaveis foram obtidas, das quais 13 apresentaram alteragdes morfoldgicas evidentes no pistilo. Os estiletes das plantas
transgénicas STIG1prom::iaaM apresentaram-se mais compridos nos estadios iniciais do desenvolvimento floral, porém
mais curtos e espessos nos estadios finais. Juntos, tais fatos sugerem um modo diferencial de percepc¢do de niveis
elevados de auxina pelo pistilo ao longo de seu desenvolvimento. Na antese, observou-se nestas plantas uma diminui¢ao
da drea da superficie estigmatica, com concomitante redugdo na secre¢do de exudato. Adicionalmente, plantas
STIG1prom::iaaM apresentaram dificuldades no processo de auto-polinizagdo e frutos, produzidos a partir de polinizagido
manual controlada de pistilos transgé€nicos, apresentaram um tamanho final reduzido, evidenciando efeitos deletérios de
niveis aumentados de auxina no desenvolvimento do pistilo e/ou no processo de polinizacdo. Medi¢des de auxina via LQ-
MS confirmaram um consideravel incremento dos niveis endégenos deste hormdnio nos pistilos de uma planta transgénica
(STIG1prom::iaaM 4), para os trés estddios do desenvolvimento analisados. Andlises de expressdo génica para 9 genes
putativos de resposta a auxina, por qRT-PCR, para pistilos de trés plantas transgénicas de trés estadios distintos do
desenvolvimento floral, revelaram significativas alteragdes no transcriptoma do pistilo das plantas transgénicas, sugerin-
do uma contribuicdo molecular para alguns dos genes analisados no estabelecimento dos fenétipos observados. Além de
fornecerem informagdes relevantes sobre o papel da auxina no desenvolvimento do pistilo, as plantas transgénicas
STIG1prom::iaaM, obtidas neste projeto, constituem excelentes ferramentas para investigagdes futuras sobre os efeitos
da auxina na regulag¢do da expressdo gé€nica em nivel transcricional e pds-transcricional de genes expressos no pistilo.

ABORDAGEM COMPUTACIONAL PARA IDENTIFICAR NOVOS SNVS EM BASES DE DADOS DE ESTS

Rodrigo Guarischi Mattos Amaral de Sousa
Orientador: Prof. Dr. Wilson Aradjo da Silva Jr.
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/08/2012

Individuos nio relacionados apresentam apenas 1% de diferencas entre seus genomas. Estas variacdes ocorrem na
forma de substitui¢des, inser¢des, delecdes, rearranjos complexos ou até estruturais. Dentre essas variagdes, aquelas que
apresentam uma frequéncia populacional acima de 1% sdo denominadas de polimorfismos. Tais varia¢des sdo responsa-
veis por diferencas que vdo desde a resposta imunoldgica até o tratamento com drogas, incluindo sensitividade das
células tumorais, niveis de plasma, efeitos colaterais e toxicidade. A forma mais comum de polimorfismo genético entre
humanos s@o os polimorfismo de base unica ou Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), sendo mais de 47 milhdes
descritos no dbSNP, um banco de dados de pequenos polimorfismos do NCBI. No presente estudo, foi estabelecida uma
abordagem computacional, com etapas de exclusao de regides pardlogas ou de baixa qualidade, com o objetivo de identi-
ficar variantes genéticas em sequéncias expressas gerados pelo método de Open Reading Frame ESTs (ORESTES) durante
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o Projeto Genoma Humano do Cancer. Diferentemente de outros softwares de detec¢do de polimorfismos, a abordagem
computacional descrita neste estudo leva em consideragdo a informacio a priori do nimero de bibliotecas distintas que
reportaram a mesma variagdo. Foram identificadas 1900 mutagoes (853 sindnimas e 1047 ndo-sindnimas) presentes em duas
ou mais bibliotecas distintas, que foram validados in-silico contra o dbSNP v130. O resultado da analise identificou 901
mutagdes ja descritas no dbSNP (47,42%). Para confirmagdo da andlise, foram selecionadas 10 mutacdes (6 novas e 4 ja
presentes no dbSNP) para validacido pelo método de High Resolution Melt (HRM), seguido da caracteriza¢do por sequen-
ciamento de DNA. Nesse caso, o resultado foi a validagdo de 50% das mutagdes selecionadas. A andlise de interacdo
proteica, Protein-Protein Interaction (PPI), realizada com as muta¢des ndo-sindnimas localizadas em dominios funcionais,
revelou redes génicas mais complexas em tecidos tumorais do que nos tecidos normais. Esta observag@o ratificou a
literatura a respeito da transformagio tumorigénica ser desencadeada pela combinagdo de mutagdes que ativam uma série
de processos bioldgicos, para isso, afetando genes, vias génicas e networks de vias génicas relacionados. Em resumo, o
presente estudo descreve uma abordagem computacional eficiente para identificagdo de mutagdes em dados de sequén-
cias expressas, além de avaliar o papel das muta¢des na tumorigénese.

PROCESSOS CELULARES E MOLECULARES NO DESENVOLVIMENTO DO
SISTEMA VISUAL EM OPERARIAS E ZANGOES DE Apis mellifera

David Santos Marco Antonio
Orientador: Prof. Dr. Kalus Hartman Hartfelder
Tese de Doutorado apresentada em 10/08/2012

Mecanismos que regem o desenvolvimento do olho composto e 16bulo dptico tem sido amplamente estudados em
Drosophila melanogaster onde a retina é formada a partir de um disco imaginal anexado com o cérebro e os 16bulos
opticos a partir do primérdio Optico externo. Através de histologia comparativa e andlise de expressdo génica no desenvol-
vimento do sistema visual em Apis mellifera nés procuramos elucidar questdes sobre plasticidade do desenvolvimento
subjacente a fortes diferengas sexo- e casta-especifico no olho assim como contribuir com aspectos evo-devo. O desen-
volvimento dos l6bulos 6pticos ocorre por dobramento neuroepitelial a partir de um centro de diferenciagdo no cérebro
larval. Deste centro, a medula, lamina e 16bula surgem ao mesmo tempo em operdrias e zangdes. Dois passos marcam a
diferenciagdo da lamina (i) sua origem a partir da diferenciagdo de neuroblastos da camada mais externa da medula, isso
coincidindo com o primeiro pico de expressao de roughest, e (ii) 24 horas mais tarde o aparecimento dos omatideos
hexagonais coincidindo com o segundo pico de expressdo de roughest. Com a inclusdo de genes candidatos relacionados
com o desenvolvimento do olho e 16bulos dpticos em insetos [small optic lobe (sol), eyes absent (eya), minibrain (mnb),
sine oculis (so), embryonic lethal, abnormal vision (elav) e epidermal growth factor receptor (egfr)] nés encontramos
distintos picos de expressdo para sol, eya, mnb e so em niveis de transcritos e tempo de apari¢do do pico diferindo entre
operérias e zangdes. Enquanto estes quatro genes mostraram relativa sincronia durante o desenvolvimento em zangoes,
0 mesmo ndo ocorreu em operdrias. Além disso, em operdrias sol € muito mais expresso na pré-pupa do que em zangoes.
Ambos os sexo mostraram padrdes muito similares de expressao de elav, exceto por um atraso em zangdes. Em contraste,
a expressao de egfr ocorre antes em zangdes. Durante a phase chave no desenvolvimento do sistema visual, uma analise
global do transcriptoma, por meio de micro-arranjos mostrou varios genes relacionados com ciclo celular entre os diferen-
cialmente expressos. Em conclusio, a relagio entre tempo e eventos morfolégicos com os padrdes de expressio génica
revelou diferencas possivelmente relacionadas com mecanismos subjacentes ao desenvolvimento do sistema visual
altamente dimorfico de Apis mellifera.

ESTUDO DA INFLUENCIA DE MICRORNAS NA LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

Jaqueline Carvalho de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga Tone
Tese de Doutorado apresentada em 10/08/2012

Recentemente, diferentes estudos tém demonstrado que os microRNAs estdo relacionados com a classificacio e
prognéstico em alguns tipos tumorais, sendo inclusive relatada uma melhor identificagdo do perfil de expressao desses
quando comparados com o perfil de RNAs mensageiros, mostrando o grande potencial da avaliagio dos microRNAs no
diagndstico. Na LLA existem ainda poucos estudos sobre o tema, sendo objetivo do presente trabalho, analisar a expres-
s30 dos microRNAs: miR-92a, miR-100, miR-125a-5p, miR-128a, miR-181b, miR-196b, miR-708 e let-7e em 128 amostras de
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medula 6ssea e em 11 medulas de pacientes livres de doengas hematopoiéticas, e correlacionar a expressio diferencial dos
mesmos com caracteristicas clinicas. Também objetivou-se avaliar os efeitos in vitro da inibi¢do ou hiperexpressao dos
miRNAs evidenciados na andlise de expressdo génica, além do estudo dos alvos preditos para estes. A partir desse
trabalho, foi verificado que os microRNAs miR-100, miR-196b e let-7e estdo hipoexpressos por outro lado, miR-128a, miR-
181b e miR-708 estdo hiperexpressos nos pacientes com LLA em relagdo a amostras de medula §ssea normal. A expressdo
do miR-100 foi associada a contagem de gl6bulos brancos ao diagndstico > 50.000, auséncia de t(12;21) e hiperdiploidia;
o miR-708 associado aos pacientes com idades entre 12 e 108 meses, contagem de glébulos brancos ao diagndstico
<50.000, presenga de CALLA+ e fenétipo B; por outro lado, o miR-196b foi associado ao fenétipo T. Os miR-128a e miR-
181b foram relacionados a auséncia da translocagéo t(4;11), os miR-125a-5p e let-7¢ associados a medula M1 no dia 28,
sendo ainda a expressdo do let-7e associado a auséncia de DRM no dia 14. O aumento artificial do miR-100 levou a uma
diminuigdo de proliferacdo ap6s 120h na linhagem de LLA-B, e a uma diminui¢@o da capacidade clonogénica da linhagem
LLA-T. Com relagdo ao miR-708, o silenciamento da linhagem B levou a diminui¢do de proliferagdo, porém nenhum efeito
foi verificado apds o aumento de expressdo na linhagem T. Como alvos preditos do miR-100 estdo as proteinas CDC25A,
ST5 e TRIB2, além das vias de sinalizagdo Wnt e MAPK e como preditos do miR-708 foram encontradas GONL4, BAG1,
DKK3, USP9X e as vias JAK-STAT e MAPK. Frente a complexidade das regulacdes microRNAs-alvos fica evidente a
necessidade adicional de estudos adiconais a fim de corroborarem e aprofundarem esses achados.

ANALISE CITOQENETICA CLASSICA E MOLECULAR PARA OS GENES AURORA CINASE AE B
EM CELULAS HEMATOPOETICAS E MESENQUIMAIS DA MEDULA OSSEA DE
PACIENTES PORTADORES DE SINDROME MIELODISPLASICA

Sabrina Dias Leite Cueva
Orientadora: Profa. Dra. Aparecida Maria Fontes
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/08/2012

A sindrome mielodisplasica (SMD) é uma doenca hematoldgica heterogénea, caracterizada por hematopoese anor-
mal, displasia e instabilidade gendmica, portanto, a andlise citogenética é determinante no diagndstico, progndstico e
acompanhamento evolutivo da doenca. Considerando que as células hematopoéticas (CHs) e as estromais mesenquimais
multipotentes (CTMs) estdo em estreita associacdo, estudos que visem a caracterizacdo destas poderdo contribuir para
elucidar os mecanismos que governam a progressao tumoral e identificar novos alvos terapéuticos.

Objetivo: Caracterizar e comparar as CHs e CTMs derivadas de pacientes através da citogenética convencional e
molecular para os genes aurora cinase A e B. Avaliar as propriedades bioldgicas das CTMs derivadas de SMD e controles
saudaveis. Métodos: o estudo iniciou-se com a avaliacdo clinica de 25 pacientes e 8 controles sauddveis doo HCFMRP-
USP e HAC-Jai. Em seguida, foi realizada a andlise cariétipica das CHs e CTMs da medula éssea pelo bandamento G e por
FISH para os genes aurora A e B e o perfil imunofenotipico, bem como potencial de diferenciagdo em adipdcito e ostedeito
das CTMs de pacientes portadores de SMD e controles sauddveis.

Resultados: A avaliagdo clinica mostrou plaquetopenia (76%), neutropenia (100%), hemoglobina baixa (16%). A
andlise citogenética das CHs revelou caridtipo alterado em 13 pacientes (52%), com cari6tipo complexo resultando em
alteragdes numeéricas e estruturais. Ao contrario, nas CTMs, o cari6tipo se mostrou alterado em sete pacientes (28%) e um
padrdo de menor complexidade, apenas quatro pacientes apresentaram alteracdes nas duas populacdes celulares, porém,
diferentes. Foram encontradas apenas alteragdes numéricas (sendo 86% monossomia e 14% ganho de cromossomo). As
CHs e CTMs dos controles apresentaram caridtipos 100% normais. Na andlise de FISH ndo foi evidenciada amplificagdo
dos genes AURKA e AURKB. As CTMs dos pacientes e controles apresentaram-se semelhantes quanto a morfologia e
potencial de diferenciac@o. Entretanto, as CTMs de pacientes mostraram-se alteradas para dois antigenos de superficie,
CD90 e CD146, os quais mostraram niveis de expressao mais elevados nas amostras dos pacientes (p= 0,04, p = 0,001
respectivamente).

Conclusao: Observou-se que as CTMs se encontram alteradas embora em menor frequéncia e diferindo das altera-
¢oes encontradas nas CHs. Esses dados sugerem que as CTMs devem exercer importante papel na progressio tumoral e
devem ser consideradas como alvos na busca de novas terapias e melhor esclarecimento dos mecanismos que governam
a progressao tumoral. Apesar de néo ter evidenciado amplificagdo dos genes AURKA e AURKB em SMD, estudos futuros
que visem avaliar o nivel de expressdo dessas enzimas em pacientes portadores ou ndo de alteracdes citogenéticas
poderdo contribuir para a compreensdo do envolvimento ou ndo desse gene com a evolucdo da doencga. Além disso, ndo
foi evidenciada associacdo de anemia profunda e citogenética alterada.

479



Medicina (Ribeirdo Preto) 2012;45(4):466-502
Resumos de Dissertagdes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP http://revista.fmrp.usp.br

PADROES DIFERENCIAIS DE EXPARESSAO GENICA NO DESENVOLVIMENTO DAS
CASTAS DE Apis mellifera, COM ENFASE NA DIFERENCIACAO DAS OPERARIAS

Aline Carolina Aleixo Silva
Orientadora: Profa. Dra. Zila Luz Paulino Simoes
Tese de Doutorado apresentada em 13/08/2012

Nas abelhas sociais Apis mellifera a determinacdo de castas estd relacionada a nutri¢do diferencial durante o
desenvolvimento larval. Os individuos sdo alimentados com geléia real até o terceiro estagio larval, quando aqueles que sdo
destinados a se tornarem operdrias passam a receber uma mistura de secre¢des glandulares, mel e pélen. O contetido da
dieta recebida apds o terceiro estdgio larval ativara respostas enddcrinas diferenciais que resultardo no estimulo de vias
distintas de expressao génica que culminardo no desenvolvimento de rainhas e operarias. Varios modelos de determinacao
de castas foram propostos envolvendo diferentes fatores que atuam sobre o desenvolvimento de cada uma, em especial o
Hormonio Juvenil (HJ), as vias de sinalizagao por insulina/IGF e TOR (target of rapamycin) a metilag¢do diferencial e a
proteina recentemente descoberta, royalactin, que favorecem o desenvolvimento de rainhas. Para o desenvolvimento de
operarias foi sugerido estimulo de outras vias de sinalizacdo, que possivelmente envolveria a participagdo dos genes
ultraspiracle (usp), cryptocephal (crc) e retinoid- and fatty acid-binding protein (RfaBp). Utilizando diferentes aborda-
gens avaliamos a participacdo destes genes no processo que culmina no desenvolvimento das castas. Através da andlise
de expressao génica em larga escala utilizando microarrays, observamos a existéncia de genes diferencialmente expressos
em rainhas e operarias, sendo a maior que parte deles apresentou expressao preferencial em operarias. Muitos destes genes,
inclusive esterase do hormoénio juvenil (jhe), failed axon connections (fax), activating transcription factor-3 (atf-3),
cathepsin-D (cath-D) e peptidoglycan recognition protein-SC2 (pgrp-sc2), preferencialmente expressos em operdrias,
estdo envolvidos, segundo andlises de fungdo por Gene Ontology, em processos essenciais no desenvolvimento das
castas como crescimento, reproducdo, apoptose, neurogénese, degradacio do hormdnio juvenil, entre outros. A partir
destes resultados, incluimos o gene da esterase do hormonio juvenil (jhe) em nossas andlises, como um possivel candidato
a determinante do desenvolvimento diferencial das operarias. Além disto, foi determinado o perfil de expressao de usp, crc,
RfaBp e jhe, durante o desenvolvimento de rainhas e operdrias. Observamos que os maiores niveis de expressdo de cada um
sdo encontrados em fases posteriores ao periodo critico de determinacio de castas e que em geral, os maiores niveis de
expressao sio encontrados em operdrias, especialmente crc, RfaBp e jhe. Para usp, os niveis sdo distintos em rainhas e
operaria apenas em pontos especificos entre o quinto estagio larval e a fase pré-pupal. Adicionalmente avaliamos a influén-
cia da diminuicéo, através de interferéncia por RNA (RNAIi), dos niveis de expressdo de cada um destes genes sobre os
niveis dos outros genes estudados, e também sua atuac@o no desenvolvimento. Vimos que mesmo pequenas modificagdes
nestes niveis inibem ou estimulam a expressdo de outros genes e, em alguns casos causam alteragdes no desenvolvimento
das abelhas. Sabendo da importancia dos microRNAs (miRNAs) na regulagio da expressio génica e do desenvolvimento,
avaliamos os niveis de expressdao dos miRNAs preditos como reguladores de jhe. Os resultados obtidos mostraram que
alguns deles, como let-7, miR-2796 e miR-263b, por apresentarem correlacido negativa com os niveis do gene alvo, sdo
realmente fortes candidatos a seus reguladores. Além disto, alteragdes nos niveis do gene alvo, mostraram a capacidade de
alterar os niveis de expressdo da maioria dos miRNAs preditos. Este resultado foi corroborado por sequenciamento em larga
escala das amostras tratadas com dsjhe e controle, que apontou também outros possiveis reguladores de jhe, entre eles miR-
100, miR-306 e mi-13b. Analisando os resultados obtidos de forma conjunta podemos sugerir que o desenvolvimento de
operarias esta sob complexa regulacdo que envolve a participacio dos genes aqui estudados, além de outros fatores como
os miRNAs. Estes genes agem de maneira coordenada, inclusive com os miRNAs, em momentos especificos do desenvol-
vimento atuando sobre cascatas de expressiao génica de forma a ativar ou inibir a expressdo uns dos outros e também de
outros genes, o que culminara no desenvolvimento diferencial de rainhas e operarias em A. mellifera.

CARACTERIZAGAO CITOGENETICA MOLECULAR DE REARRANJOS CROMOSSOMICOS
APARENTEMENTE EQUILIBRADOS ASSOCIADOS AO FENOTIPO DE INFERTILIDADE

Juliana Dourado Grzesiuk
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Martelli

Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/08/2012

A translocagdo reciproca € o rearranjo equilibrado mais comum em humanos. Frequentemente, individuos com
rearranjos equilibrados nao apresentam manifestacdes clinicas, entretanto, na meiose, 0 pareamento entre Cromossomos
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translocados forma uma figura quadrivalente em forma de cruz que torna a disjuncio cromossdmica incerta e dependendo
do rearranjo, o individuo pode vir a ser infértil, apresentar um risco aumentado de abortamento espontaneo e/ou da prole
apresentar alteracdes fenotipicas. Neste projeto, investigamos duas familias de pacientes inférteis, portadores de
translocagdes cromossdmicas. O objetivo foi caracterizar as alteragdes citogenéticas e citogendmicas relacionadas a
infertilidade masculina em pacientes portadores de rearranjos aparentemente equilibrados, associando técnicas de citoge-
nética classica (bandeamento GTG), citogenética molecular (FISH) e citogendmica (array-CGH). Foram estudados sete
individuos da familia 1, sendo diagnosticados trés portadores da translocacao (X;22), sendo um deles azoospérmico.
Nesta familia foram ainda detectados dois casos de mosaicismo para sindrome de Turner. A familia 2 foi composta por dois
irmdos oligozoospérmicos, portadores de translocagdo (8;13). Com a aplicagdo da técnica de FISH, definimos o cariétipo
final dos portadores dos rearranjos como 46,XX ou 46,XY,t(X;22)(p22.3;q11.2) para a familia 1 e 46,XY,t(8;13)(q13;q14) para
a familia 2. A técnica de array-CGH (plataforma 2x400K, Agilent) detectou altera¢cdes no nimero de copias de algumas
sequéncias candidatas relacionados ao fendtipo de infertilidade, sendo 132 sequéncias de piRNAs, os genes DDX11, Jag
2 e ADAM18 na familia 1 e o gene candidato ADAM18 nos pacientes 8 e 9 e POTE no paciente 9.

CARACTERIZA(;AO DE UM NOVO GENE DA FAMILIA F-BOX EXPRESSO
NO PISTILO DE Nicotiana tabacum L.

Samantha VieiraAbbad
Orientadora: Profa.. Dra. Maria Helena de Souza Goldman
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/08/2012

O estudo da reprodugdo sexual de plantas e uma drea de crescente interesse devido a importancia de sementes e
frutos em nossa dieta didria, ambos resultantes do desenvolvimento de partes do pistilo, apos fertilizagdo. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar um novo gene F-box expresso no pistilo de N. tabacum. Proteinas F-box atuam na interagao
proteina-proteina, geralmente direcionando proteinas alvo para degradacio pela via ubiquitina-proteassomo. Foram iden-
tificados cinco genes de fung@o desconhecida que codificam putativas proteinas F-box, em duas bibliotecas de cDNAs de
estigmas/estiletes de N. tabacum (Depaoli, 2006; Quiapim et al., 2009) previamente construidas em nosso laboratério. A
expressdo de cada um destes genes foi analisada nos diferentes 6rgdos de N. tabacum, por qRT-PCR. O clone 085H05 da
biblioteca TOBEST (Quiapim et al., 2009) apresentou expressao preferencial nos 6rgdos florais. Este clone foi selecionado
para uma caracterizacio funcional mais detalhada. O padrdo de expressdo deste gene foi avaliado no estigma/estilete
durante os 12 estadios do desenvolvimento floral de N. tabacum (Koltunow et al., 1990). O resultado revelou que sua
expressdo e regulada durante o desenvolvimento, atingindo o maior nivel de expressdo na antese (estadio 12). Isto sugere
que este gene esteja envolvido no desenvolvimento do estigmal/estilete. A sequencia codificadora do gene corresponden-
te a 085HO5 foi determinada e, apos amplificacdo e clonagem, este gene foi denominado S/S_F-box (Stigma/Style_F-box).
Para compreender a fungdo da proteina de S/S_F-box, plantas transgénicas de superexpressdo e de silenciamento (por
RNAI) deste gene foram geradas. As plantas de RNAi apresentaram o estilete e o ovario reduzidos quando comparados ao
controle SR1. Em concordancia, as plantas de superexpressdo produziram flores com o estilete mais alongado do que o
controle, além do estigma e do ovario de maior tamanho. Altas concentragdes de exudato foram observadas na superficie
do estigma destas plantas, a partir do estddio 7 tardio. No controle SR1, concentragdes equivalentes apenas sdo observa-
das nos estadios finais do desenvolvimento. Os fenétipos observados nas plantas transgénicas sugerem que a proteina
codificada por S/S_F-box esteja envolvida com o desenvolvimento do pistilo e com o controle do tamanho deste 6rgao.
Adicionalmente, as plantas de RNAIi apresentaram o fendtipo de perda da dominéncia apical. Os niveis de expressdo do
gene S/S_F-box foram avaliados em plantas que tiveram aumento na produc@o de auxina no estigma/estilete (plantas
STIG1prom::iaaM), revelando que este gene ndo e regulado, a nivel transcricional, por este hormonio. Experimentos de
localizac@o subcelular, realizados por expressdo transitéria da sequencia de S/S_F-box fusionada a sequencia dos genes
reporteres GFP e YFP (S/S_F-box::GFP; S/S_F-box::YFP), indicaram que a proteina S/S_F-box esta localizada no citoplasma
e no nicleo celular. Adicionalmente, foi realizado o screening de uma biblioteca de cDNAs de estigma/estilete, construida
no sistema de duplo-hibrido, para investigar proteinas candidatas a interagirem com a proteina de S/S_F-box. Os resulta-
dos indicaram interagdo da proteina S/S_F-box com SKP1, confirmando a participagdo de S/S_F-box no complexo SCF, que
promove a degradag@o de proteinas alvo pela via ubiquitina-proteassomo. Duas proteinas candidatas a alvo foram iden-
tificadas: os fatores de transcri¢do VOZ1 e SIP1, ambos envolvidos com a proliferacdo celular. Em suma, e possivel propor
que a proteina codificada por S/S_F-box tenha fun¢@o relacionada a proliferagdo celular e ao desenvolvimento dos 6rgaos
vegetais, incluindo o pistilo.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS MEIS PRODUZIDOS POR Apis mellifera
E ABELHAS SEM FERRAO NATIVAS DO BRASIL

Matheus de Oliveira Bazoni
Orientador: Prof. Dr. David De Jong
Tese de Doutorado apresentada em 14/08/2012

Nos avaliamos a atividade antimicrobiana do mel coletado de ninhos de 12 espécies de abelhas nativas sem ferrao
comumente encontrados no Brasil e 25 amostras de mel de Apis mellifera ndo pasteurizados que foram identificadas como
sendo unifloral e uma amostra de mel multifloral. A atividade antimicrobiana de cada amostra de mel foi testada contra cinco
espécies de bactérias patogénicas, uma espécie de fungo patogénico e uma espécie de levedura patogénica, comparando
esta atividade com o mel terapé€utico de manuka produzido por abelhas Apis mellifera na Nova Zelandia a partir do néctar
de Leptospermum scoparium (Myrtaceae). Cinco das treze amostras de mel das abelhas sem ferrdo foram bactericidas e
oito foram fungicidas contra o fungo patogénico Trichophyton rubrum. Somente a levedura Candida albicans foi resis-
tente a todas as amostras de mel. As amostras de mel de Apis mellifera que apresentaram atividade bactericida foram caju,
roma e cana, nenhuma das amostras de mel de A. mellifera afetou o fungo 7. rubrum. Os meis de Nannotrigona testacei-
cornis, Plebeia remota, Tetragona clavipes e Scaptotrigona depilis todos com alto nivel de atividade antimicrobiana,
foram significativamente mais eficiente em termos de atividade antimicrobiana que o mel de manuka, especialmente contra
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e T. rubrum. O mel artificial feito com os principais agticares encontrados no mel
e com teor de d4gua semelhante, ndo teve atividade antimicrobiana em nossas andlises. Nos também fizemos analises de
espectrometria de massas das amostras de mel e encontramos alguns "fingerprint" caracteristicos que foram associadas
com a atividade antimicrobiana.

DISSOMIA UNIPARENTAL E MOSAICISMO SOMATICO COMO MECANISMOS
DE ALTERAGCOES EPIGENETICAS DO imprinting GENOMICO

Filipe Brum Machado
Orientadora: Profa. Dra. Ester Silveira Ramos
Tese de Doutorado apresentada em 16/08/2012

O imprinting gendmico € um processo regulado epigeneticamente que faz com que os alelos sejam expressos de
acordo com a sua origem parental. No cromossomo 11 (11p15.5), existem duas regides controladoras de imprinting (ICR1
e ICR2), que controlam a expressio de genes marcados (imprinted). Os padroes de metilacdo dessas regides podem ser
alterados pela dissomia uniparental (DUP), que ocorre quando parte de ou um cromossomo inteiro do mesmo par de
homologos € herdado de somente um genitor. Erros mit6ticos podem gerar mosaicismo com uma linhagem de células com
DUP e a outra biparental. As sindromes de Silver-Russell (SSR) e Beckwith-Wiedemann (SBW) sdo doencas de alteracdes
do imprinting gendmico, envolvendo os cromossomos 7 (SSR) e 11 (SSR e SBW). A Hemihiperplasia Isolada (HHI) parece
corresponder a uma forma mais leve da SBW.. No presente trabalho, foi realizada uma varredura in silico para busca de
novos microssatélites nos cromossomos 7 e 11, e selecionados seis do tipo tetra ou pentanucleotideos, no cromossomo
7,e 12, no cromossomo 11. O perfil de metilagdo nas ICRs foi verificado por trés técnicas distintas: MS-MLPA, DESM-RT
e por uma nova estratégia desenvolvida neste trabalho denominada DESM-QFPCR. Foram avaliados 32 pacientes com
SBW, 16 HHI, 20 com SSR e seus pais, quando disponiveis, além de um paciente com fendtipo aparentemente normal com
caridtipo 46,XX/46,XY e cuja placenta apresentou displasia mesenquimal placentdria (DMP) a qual estd associada a SBW.
Os novos marcadores apresentaram alta taxa de heterozigose (média de 70%), e auséncia das caracteristicas indesejaveis
dos dinucleotideos predominantemente utilizados para deteccio de DUP. Seis marcadores estdo entre genes controlados
pelas ICRs 1 e 2. ADUP paterna do cromossomo 11 (DUPpat Cr11), sempre restritaa 11p15.5, foi responsavel por 13% dos
casos de HHI e 19% dos de SBW. As alteragdes estruturais foram confirmadas por minissequenciamento quantitativo de
SNPs e por MS-MLPA. Um paciente apresentou duplicagdo paterna abrangendo ambas as ICRs. Uma dele¢ao nio descrita
anteriormente no gene CDKNC foi observada em uma paciente e sua mae. Para os pacientes com DUPpat Cr11, foram
investigados microssatélites em 13 autossomos e nos cromossomos sexuais para detec¢do de mosaicismo global. Apenas
o paciente com DMP apresentou mosaicismo [células androgenéticas (25-30%) e biparentais], sugerindo evento de dupla
fertilizag@o. Nos pacientes com SSR, foi observada hipometilagdo na ICR1 em 25% dos casos. Para a SBW, foi observada
hipermetilagdo na ICR1 e hipometilacdo na ICR2 em 6% e 42% dos casos, respectivamente. Os casos com DUPpat Cr11
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apresentaram alteracdo de metilacdo em ambas as ICRs. As frequéncias de alteracSes (epi) genéticas encontradas foram
semelhantes as previamente descritas na literatura para as SBW, SSR e HHI. Neste trabalho, foi desenvolvida uma nova
técnica para estudo de metilagcdo do DNA de ICRs e testados marcadores microssatélites inéditos na regido 11pl5, que
quando comparados com metodologias mais tradicionais de avaliacdo, como DESM-RT e MS-MLPA, mostraram elevada
correlacdo dos resultados. Os achados mostram a complexidade da etiologia das doencas estudadas no presente trabalho
e os dados moleculares serdo imprescindiveis para o aconselhamento genético adequado para cada caso em particular e
suas familias.

ESTUDO DA EXPRESSAO DOS GENES DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, MGMT E
EFEITOS DA ZEBULARINA EM GLIOBLASTOMA (TESE)

Daniel Antunes Moreno
Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga Tone
Tese de Doutorado apresentada em 24/08/2012

Os gliomas sdo tumores que surgem a partir de células da glia e sdo considerados os mais comuns do sistema
nervoso central. Sdo subdivididos em quatro grupos: astrocitoma pilocitico (grau I), astrocitoma difuso (grau II), astrocitoma
anapldsico (grau III) e glioblastoma (grau IV ou GBM). Entre esses, 0 GBM € o tumor mais agressivo e mais freqiiente.
Apesar de ser encontrado em qualquer faixa etdria, esse tumor é raro em criangas. Atualmente a cirurgia seguida de
radioterapia e quimioterapia com temozolomida (TMZ) tem sido utilizado como protocolo de tratamento padrao para a
maioria dos pacientes e mesmo assim a sobrevida se mantem extremamente baixa. Além disso, grande parte dos pacientes
nao respondem ao tratamento com TMZ indicando a necessidade de agentes quimioterdpicos alternativos. A zebularina
(ZB) é um agente inibidor de DNA metiltransferases (iDNMTs) estavel, pouco téxico, que promove radiosensibilizacdo e
tem mostrado efeitos promissores em diversos tipos de neoplasias, entretanto pouco se sabe a respeito dos efeitos da ZB
em glioblastoma. Os objetivos deste trabalho foram analisar a expressdo dos genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, MGMT
em 5 amostras de substancias brancas (SB), 6 linhagens de GBM e 33 amostras de gliomas (13 graul,2 grauIl e 18 grauIV),
correlacionar a expressio desses genes com os diferentes graus de gliomas e analisar os efeitos da ZB combinada ou néo
com TMZ em linhagens de GBM irradiadas e ndo irradiadas. Para andlise da expressio génica foi realizada a técnica de PCR
em tempo Real. Os ensaios de proliferagdo celular, clonogénico, radiacéo e apoptose foram realizados em 3 linhagens de
GBM (U251, SF188 e T98G) e uma de fibroblastos (MRCS5). Também foi realizado o ensaio de proliferacdo celular em 5
culturas primdrias de GBM tratadas com zebularina. Os genes DNMT3A e MGMT mostraram expressao maior nas amostras
de SB comparando-se com gliomas e linhagens de GBM. O gene DNMT3B foi mais expresso nas linhagens de GBM
comparando-se com as SB. O gene DNMT! nido mostrou diferencas significativas entre as amostras analisadas. Os
ensaios de proliferag@o celular mostraram diminui¢do na proliferacdo com doses a partir de 50-100uM de ZB e de 250-
500uM de TMZ nas linhagens e a partir de S0uM de ZB para as culturas primarias de GBM. As combinacdes de ZB com
TMZ ndo mostraram sinergia na grande maioria das doses testadas. A ZB aumenta a apoptose nas 3 linhagens com doses
a partir de 100uM. A ZB e TMZ mostraram diminui¢do na formagdo de coldnias com as doses de 100uM e 10uM nas
linhagens U251 e SF188 ndo irradiadas e irradiadas com 2, 4 e 6 Gy. A linhagem T98G expressa o gene MGMT, mostrou
resisténcia a 10uM de TMZ e respondeu ao tratamento com 100uM de ZB. Também foi observado que 10uM de TMZ é
mais citotoxico do que 100uM de ZB em fibroblastos néo irradiados e irradiados (2Gy). Os resultados obtidos neste estudo
mostram que a ZB pode representar um alvo terapéutico interessante para o estudo em glioblastoma.

INFLUENCIA DA IDADE GESTACIONAL NO PERFIL EPIGENETICO PLACENTARIO

Sarah Blima Paulino Leite
Orientadora: Profa. Dra. Ester Silveira Ramos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 18/09/2012

O imprinting gendmico, processo regulado epigeneticamente segundo o qual os genes se expressam de acordo
com sua origem parental, estd envolvido no crescimento e desenvolvimento placentario. Naregido 11p15.5 encontram-se
véarios genes regulados por duas regides controladoras de imprinting (ICR1 e ICR2), onde se encontram as regides
diferencialmente metiladas HI9DMR e KvDMRI1. Acredita-se que o padrao de imprinting seja dinamicamente regulado
durante o desenvolvimento da placenta. Em humanos, ha poucas informagdes sobre imprinting gendmico e desenvolvi-
mento placentario, principalmente para estagios precoces do desenvolvimento devido as dificuldades técnicas de obten-
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cdo dessas placentas. A descricao de mosaicismo do padrdo de metilagio restrito a placenta ou entre a placenta e o feto
evidencia um perfil epigenético tnico deste 6rgdo. A 5-hidroximetilagdo, a qual ndo tem um papel de silenciamento génico,
pode ser confundida com a metilagdo do DNA nas andlises moleculares. O objetivo principal do presente estudo foi o de
verificar a influéncia da idade gestacional (IG) no perfil de metilagdo do DNA das ICRs 1 e 2 em vilosidade coridnica, bem
como a existéncia de mosaicismo do perfil de metilagio intra-placentario. Neste trabalho também foi investigada a presenca
de hidroximetilagdo na KvDMR 1. Foram coletadas amostras de tecido placentario, sendo 25 de vilosidades coridnicas (VC)
(15 de 3° trimestre gestacional e 10 do 1° trimestre) e nove de cordao umbilical (UC) de 1° trimestre (pareadas com a VC).
Quatro placentas de 3° trimestre foram analisadas em separado para o estudo de mosaicismo. O perfil de metilacdo do DNA
das regides foi verificado por PCR Especifica para a Metilagdo (MS-PCR), Anélise Combinada de Bissulfito e Restri¢do
Enzimética (COBRA) e Método de Digestao Enzimética Sensivel a Metilacdo Associada 8 PCR em Tempo Real (DESM-RT),
além do ensaio para hidroximetilagdo na KvDMR1. Com os ensaios qualitativos (MS-PCR e COBRA) foi observado um
perfil de metilagdo monoalélico, sendo que na HI9DMR foi identificada a presenga de CpGs diferentemente metilados. Para
a HI9DMR foram observadas médias de 0,43 de metilagio em VC e 0,31 em UC de 1° trimestre, e de 0,41 em VC de 3°
trimestre. Para a KvDMR1, foram encontradas médias de 0,47 em VC e 0,57 em UC de 1° trimestre, e de 0,41 em VC de 3°
trimestre. A presenca de hidroximetilacao na KvDMR1 foi excluida. Ndo foram observadas diferengas significativas entre
as médias das diferentes IGs ou entre tecidos pelos testes t e F para ambas as regides. Nao foi observada correlagido
positiva no perfil de metilagdo para HI9DMR e KvDMRI entre os tecidos. Em relagdo ao mosaicismo, ndo houve diferen-
cas significativas no perfil de metilagdo entre os diferentes cotilédones amostrados numa mesma placenta. Os resultados
demonstram uma discordancia entre tecido embriondrio (UC) e extraembriondrio (VC). Apesar de ndo serem observadas
alteracdes significantes nos perfis de metilacdo da HI9DMR e KvDMR1 em diferentes IGs, as informagdes apresentadas
sdo importantes para as pesquisas sobre a dindmica do fendmeno de imprinting gendmico ao longo da gestacdo, para os
estudos de mosaicismo intraplacentario bem como o perfil epigenético da placenta em relagio a outros tecidos.

Ginecologia e Obstetricia

EFEITO DO IMPLANTE LIBERADOR DE ETONOGESTREL SOBRE O SISTEMA
HEMOSTATICO DURANTE O PUERPERIO DE MULHERES SADIAS

Milena Bastos Brito
Orientadora: Profa. Dra. Carolina Sales Vieira Macedo
Tese de Doutorado apresentada em 30/07/2012

O puerpério representa o periodo de maior risco para trombose durante a vida reprodutiva feminina e, representa,
também, um momento muito oportuno para inicio de uma contracepgao eficaz. Os contraceptivos de progestagénios
isolados, como o implante de etonogestrel, representam uma opg¢ado para uso no puerpério. Classicamente, recomenda-se
seu uso, a partir da sexta semana apds o parto, mas sabe-se que para um grupo de pacientes de risco para curtos intervalos
intergestacionais (com baixa adesdo ou pouco acesso as orientagdes contraceptivas neste periodo), os mesmos podem
ser prescritos no puerpério imediato. Porém, estudos sdo necessdrios para avaliar a seguranga sobre o sistema hemosta-
tico materno do implante de etonogestrel (ENG), quando inserido no puerpério imediato. O objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos do implante contraceptivo subdérmico liberador de ENG,; inserido no puerpério imediato, sobre o sistema
hemostatico de mulheres higidas, comparadas a usudrias do acetato de medroxiprogesterona de depdsito (AMPD) seis
semanas apds o parto, durante as primeiras 12 semanas do puerpério. Foram randomizadas 40 mulheres, entre 18-35 anos,
no Ambulatério de Pré-Natal de Baixo Risco do HCFMRP-USP, para dois grupos: 20 para uso do implante liberador de
etonogestrel (grupo ENG), inserido 24-48 horas ap6s o parto;e 20 para uso de 150 mg de acetato de medroxiprogesterona
de dep6sito a partir da 6" semana de puerpério (grupo de controle). Os parametros hemostaticos avaliados foram: fibrino-
génio, fatores de coagulagdo (F), proteina C, proteina S livre, antitrombina, razdo normalizada de sensibilidade a proteina
C (nAPCrs), 72 -antiplasmina, inibidor do ativador do plasminogénio (PAI)-1, complexo trombina-antitrombina (TAT),
fragmento da protrombina (FP) 1+2, D-dimeros, tempos de coagulagdo.

As pacientes apresentavam caracteristicas clinicas e laboratoriais basais semelhantes, com exce¢@o para antitrombina
e proteina S. No puerpério imediato, a concentracdo dos marcadores globais da hemostasia (nAPCrs,TAT, D-dimero e
FP1+2) estava acima dos limites de normalidade em ambos os grupos. Nas primeiras seis semanas (comparacao entre o
implante de ENG e auséncia de contracep¢ao hormonal no grupo de controle) observou-se redugao nos fatores: II, VII, X
e, fibrinogénio e; elevacdo do FV maior no grupo de controle que no ENG. Os fatores de coagulacéo permaneceram dentro
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dos limites de normalidade durante todo o estudo. Entre seis e doze semanas (comparacio do implante de ENG e uso do
AMPD), observou-se reducdo do FVII e proteina C no grupo ENG comparada a elevacio dos mesmos no grupo de
controle. As demais varidveis ndo diferiram entre os grupos no periodo do estudo. O mais importante resultado foi que a
inser¢do do implante contraceptivo de ENG nio alterou a redugo fisioldgica dos marcadores globais da coagulagdo (TAT
e FP1+2) e da fibrindlise (D-dimero) ou nAPCrs (marcador mais importante de risco de trombose em contracepgio hormo-
nal). Podemos concluir que a inser¢do do implante liberador de ENG no pés-parto imediato ndo alterou a reducao fisiolo6-
gica dos marcadores globais da coagulagdo, sugerindo uma seguranca do mesmo sobre o sistema hemostdtico materno.

AVALIACAO DA EXPRESSAO CITOPLASMATICA DA TUMOR M2-PK EM NEOPLASIAS MALIGNAS
DE OVARIO ORIGEM EPITELIAL E SUAS IMPLICACOES CLINICO-PATOLOGICAS
EM UMA COORTE RETROSPECTIVA

Christiani Bisinoto de Sousa
Orientador: Prof. Dr. Francisco José Candido dos Reis
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 10/08/2012

Cancer de ovério é a malignidade ginecoldgica mais letal. A maioria das pacientes tem a doenga diagnosticada em
estadios avancados e as opcdes de tratamento ficam restritas a cirurgia citorredutora e a quimioterapia baseada em
derivados de platina. Como estas modalidades terapéuticas sdo parcialmente efetivas, a maioria das pacientes apresentam
recorréncia e 6bito em fungdo da doenga. A investigagcdo de novos fatores progndsticos se faz fundamental a medida que
se desenvolvem novas terapéuticas cada vez mais especificas. O metabolismo tumoral é uma area, atualmente, de grande
interesse em pesquisas e a glicélise aerébica para o metabolismo da glicose uma caracteristica comum do crescimento
tumoral. As células de cancer expressam a isoenzima M2-PK que é necessaria para a glicélise aerdbica e proliferagao celular
in vivo. Para se avaliar a expressao da isoenzima tumor M2-PK no citoplasma de células de tumores epiteliais de ovério e
verificar suas implicagdes clinico patoldgicas, foram avaliadas 282 pacientes atendidas nos servigos de Oncologia Gineco-
l6gica do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto e do Hospital de Cancer
de Barretos no periodo de janeiro de 1990 a abril de 2010. A média de idade das pacientes no estudo foi 54anos + 16. A
amostra era representada por 171 tumores serosos, 30 mucinosos, 25 endometrioides, 12 de células claras, 43 tumores
indiferenciados e 1 tumor de Brenner. Foi observado que 74% dos tumores serosos eram estadios III e I'V. 45 tumores
tinham grau histolégico I e 237 com graus Il e III. Com relacdo ao estadio, 24,1%(n=29) e 67,5%(n=81) se encontravam no
estadio I e III/IV, respectivamente. Todos os pacientes foram submetidos a procedimento cirtirgico, sendo que citorredugio
otima foi realizada em 46,8%(n=132) e destas 35,6%(n=47) correspondem a estadios avangados. A sobrevida global em 60
meses para as pacientes segundo o estadio foi de 92,2%, 80,7%, 41,5% e 13,1%, para estadios I, II, Il e IV respectivamente.
A tu-M2-PK esta expressa em todos os carcinomas ovarianos, apresentando expressio citoplasmatica, ndo foi evidencia-
da expressao nuclear ou em célulasestromais. Quando a expressdo semiquantitativa da tu-M2PK foi relacionada com o
estadio, tipo e grau histolégico, apresentou grandevariabilidade, mas sem diferenca significante entre os grupos separa-
dos por estes parametros. Quando avaliamos a sobrevida global das pacientes, o score de expressao da tu-M2PK mostrou
uma mediana de 0,5 nas sobreviventes e 0,5 nas que foram a 6bito, mas ndo foi capaz de predizer 6bito em 5 anos pela
doenca em nenhum de seus valores; quando avaliado em relag@o a recorréncia, o score também apresentou uma mediana
de 0,5 nas com recorréncia e de 0,5 nas sem, mas nao foi capaz também de predizer recorréncia em nenhum de seus valores.
Deste estudo experimental podemos concluir que a tu-M2-PKest4 expressa em todos os carcinomas ovarianos, demons-
trando atividade glicolitica nestes tumores e que é promissora para terapéuticas clinicas no futuro.

ESTUDO CASO-CONTROLE DAS ALTERA(’;OES METABOLICA’S NO COMPRIMENTO
DO TELOMERO NAS MULHERES COM SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

Daiana Cristina Chielli Pedroso
Orientadora: Profa. Dra. Rosana Maria dos Reis
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 28/08/2012

Introducio: Distirbios metabdlicos estdo associados a SOP, como a presenca de hiperinsulinemia, Resisténcia a
Insulina (RI), Diabetes Mellitustipo 2 de inicio precoce, dislipidemia e aumento de risco para doeng¢a cardiovascular. Estas
repercussdes metabdlicas da SOP por estarem relacionadas com a resposta inflamatdria e ao estresse oxidativo, podem ter
uma acao direta no tamanho do telémero.
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Objetivo: Analisar o tamanho do telomero nas mulheres com SOP e a associacdo do comprimento do telémero com
a RI e os marcadores inflamatérios. Desenho do estudo:Estudo caso-controle.

Casuistica e Metodologia: Cada mulher com SOP foi pareada com uma mulher controle,saudavel e com ciclo
menstrual ovulatdrio. Estas foram pareadas por idade (+ 2 anos) e indice de massa corporal (IMC) (+ 2kg/m?). A pressao
arterial sistémica, circunferéncia da cintura, perfil lipidico, glicemia, insulina, indice HOMA-IR (modelo homeostético da
sensibilidade a insulina), LH (hormdnio luteinizante), FSH (hormonio foliculo estimulante),testosterona, androstenediona,
17-hidroxiprogesterona, prolactina, globulina de ligacdo de hormonio sexual (SHBG), proteina C reativa (PCR), homociste-
ina, Indice de androgénio livre (FAI) e hormonio estimulador da tireéide (TSH) foram analisados. Para a avaliagdo do
teldmero, o DNA foi extraido a partir de leucocitos e mensurado por qRT-PCR. Os dados foram analisados através do teste
nao paramétrico de Wilcoxon para as amostras dependentes, e 0 modelo de regressdo linear com efeitos mistos foi utilizado
para avaliar as varidveis preditoras do tamanho do telémero.

Resultados: 50 mulheres com SOP (Idade 28,78 anos + 5,36 e IMC29,17 kg/m2 + 6,59) e 50 mulheres Controle (Idade
28,64 anos + 5,58 e IMC 28,98 kg/m2 + 6,33) foram avaliadas. O grupo SOP apresentaram niveis mais elevados de Pressado
arterial sist6lica (116,6 mmHg + 9,55 vs 112,11 + 12,64, p=0,02), Insulina (8,14 ulU/ml + 7,37 vs 4,98 + 4,52, p<0,01), HOMA-
IR (2,27 +2,18 vs 1,42 + 1,35, p=0,03), LH (7,4 mU/ml + 5,21 vs 4,98 + 3,26, p<0,01), FSH (4,39 mU/ml + 2,05 vs 3,57 + 1,93,
p=0,03), Testosterona (86,78 ng/dl + 31,5 vs 66,5 £ 29,76, p<0,01), Androstenediona (104,68 ng/dl + 45,24 vs 87,2 + 32,04,
p=0,01) e FAI (8,98 +9,61 vs 4,92 + 3,43, p<0,01). O TL no grupo SOP (3347,56 Kb + 536,27) naodiferiu do controle (3435,18
Kb +483,02) (p=0,52). Ndo houve associacido da RI e da PCR com o comprimento do teldmero.

Conclusao: Ndo encontramos encurtamento do telomero em mulheres com SOP. Também nio foi encontrada asso-
ciacdo da RI e da PCR com o tamanho do teldmero. Mais estudos em diferentes faixas etdrias sdo necessarios para
determinar a influéncia das alteracdes metabdlicas da SOP durante a vida reprodutiva no comprimento do teldmero.

AVALIAGAO DA FORGA MUSCULAR E COMPOSIGAO CORPORAL EM
MULHERES COM ANOVULACAO HIPERANDROGENICA

Gislaine Satyko Kogure
Orientadora: Profa. Dra. Rosana Maria dos Reis
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 29/08/2012

E evidente o perfil androgénico elevado e a predisposicio a resisténcia insulinica (RI) na maioria das mulheres
sindrome dos ovarios policisticos (SOP). A hipdtese que se apresenta decorrente dessas caracteristicas fenotipicas € de que
as mulheres com SOP apresentam alteracdes nos componentes da composi¢ao corporal (CC) comparada com mulheres com
ciclos menstruais regulares (CO), podendo apresentar maior for¢a muscular (FM). Portanto, o objetivo desse estudo foi
comparar a CC e a FM de mulheres com SOP a um grupo CO e investigar a relagao dessas varidveis com a RI. Trata-se de um
estudo caso controle, onde estudamos voluntérias com SOP e CO, entre 18 e 37 anos, com o IMC de 18 a 39,9 Kg/m 2, ndo
fumantes e ndo praticantes de atividade fisica regular e orientada.O grupo de mulheres com SOP estudadas apresentou
niveis elevados de testosterona e FAI e reducdo do SHBG, assim como diminuicio da sensibilidade a insulina, com quadro
de RI. A CC foi avaliada através do método antropométrico de dobras cutineas e através da absorciometria radiolégica de
dupla energia (DEXA), e os resultados mostraram que nio houve diferenca em nenhuma varidvel estimada para gordura
corporal e massa muscular magra em mulheres com SOP. No entanto, observou-se uma prevaléncia da distribui¢do de
gordura do tipo andréide no grupo SOP em relac@o ao grupo CO (SOP - 72% versus CO - 27,78%) associada a RI. A forca
isométrica (FIPM) foi testada através da preensio manual no membro dominante e a for¢a muscular dindmica através do
teste de 1-RM (FMDM) nos exercicios supino reto, cadeira extensora e rosca biceps direta, onde avaliou-se respectivamen-
te forca do musculo peitoral maior representando a regido do tronco, a forca dos misculos extensores do joelho para os
membros inferiores e a forca do musculo biceps braquial para os membros superiores. Foram também calculadas a forca
relativa ao peso corporal total (FMRPC) e forga relativa a massa muscular magra regional (FMRMMmg) determinada
previamente pelo DEXA, no tronco e nos membros superiores e inferiores dominantes. O grupo SOP apresentou maior FM
nos testes FIPM, de FMDM no supino reto e na FMRMMg do membro inferior dominante. Apesar das mulheres com SOP
apresentarem niveis mais elevados de insulina e de HOMA-IR, a RI ndo se apresentou como preditor para o desempenho de
FM. Adicionalmente, ser portadora de SOP esteve associado a um maior desempenho de FM nos exercicios para tronco e o
IMC esteve associado a quase todas as varidveis estimadas para andlise da FM. Concluiu-se nesse estudo que a RI nao foi
uma varidvel preditora da MMmg, mas estd associada a obesidade centripeta. As mulheres com SOP apresentam maior FM
no tronco, nos membros inferiores e nas maos, sem diferenga na CC. A RI nio esteve associado ao desempenho da FM.
Possivelmente a FM pode estar relacionada ao hiperandrogenismo nas mulheres com SOP.
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Imunologia Basica e Aplicada

ASSOCIACAO DOS POLIMORFISMOS DOS FC R E DO CR3 NO LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO E SUA INFLUENCIA NO BURST OXIDATIVO DOS NEUTROFILOS

Juliana Escher Toller Kawahisa
Orientadora: Profa. Dra. Cleni Mara Marzocchi Machado
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 30/07/2012

As infec¢des constituem a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes com lipus eritematoso sist€émico
(LES), representando 20-55% das mortes e sendo 80% delas causadas por bactérias. O LES € uma doenca autoimune
inflamatéria cronica e a suscetibilidade as infec¢des estd associada as préoprias anormalidades imunolégicas da doenca,
bem como a sua terapia, particularmente imunossupressora e citotoxica. Além disso, os polimorfismos genéticos dos FcyR,
FcyRlIla e FeyRIIIb, nos neutréfilos, t€ém sido associados com as disfungdes imunes do LES. Os FcyR sdo importantes
mediadores das funcdes efetoras do neutrdfilo e atuam em sinergismo com os CR. O polimorfismo dos genes FCGR2A e
FCGR3B determina a expressao de variantes alélicas com diferengas funcionais, as quais podem influenciar as respostas
bioldgicas e a suscetibilidade e o prognéstico das doencas infecciosas. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos
polimorfismos dos receptores FcyRIla (H/R131), FcyRIIIb (HNA-1a, HNA-1b e HNA-1c) e CR3 (HNA-4a) no burst oxidati-
vo de neutréfilos de pacientes com LES. Neutréfilos de pacientes com LES (n=36) e individuos saudaveis (n=36) foram
purificados do sangue periférico (0.5x10%/500uL) e estimulados com 30ug de IC, IC/soro humano normal (SHN), IC/SHN
inativado ou PMA 10"M. O burst oxidativo foi medido por quimioluminescéncia (QL) na presenca de luminol 10*M ou
lucigenina 10*M. As frequéncias dos gendétipos de FcyRIla, FcyRIIIb e HNA-4a em pacientes com LES (n=157) e individu-
os saudaveis (n=147) foram determinadas por PCR com primers oligoespecificos e gel de agarose 2%. Quanto aos polimor-
fismos genéticos, foi observado que o alelo positivo de HNA-4a contribui para a protecdo e o alelo negativo para a
suscetibilidade ao LES. Entre os pacientes com LES, as infec¢des foram mais frequentes quando os alelos R131 de
FCGR2A, HNA-1b de FCGR3B e HNA-4a positivo do CR3 estavam presentes. Para o burst oxidativo com luminol, no grupo
controle, as homozigoses H131, HNA-1b e HNA-4a negativo foram associadas a redug@o do burst oxidativo dos neutré-
filos comparado as homozigoses para os respectivos alelos correspondentes. No LES, o burst oxidativo foi maior na
homozigose R131 do grupo LES inativo comparado ao homozigoto HI131 controle; menor na homozigose HNA-1b do
grupo LES ativo comparado ao homozigoto HNA-1a do controle e, também, na heterozigose HNA-4a positivo/negativo o
burst foi menor no grupo LES ativo comparado ao LES inativo. A auséncia de diferencas entre os grupos com LES e
controle, nos ensaios de burst oxidativo com lucigenina e com PMA, sugerem que a NADPH oxidase, responsavel pela
geragdo do burst oxidativo, ndo estd comprometida nos neutrdfilos dos pacientes com LES. Esses resultados tém implica-
¢des para a fisiopatologia do LES e, sobretudo, reforcam a hipétese de que os polimorfismos dos FCGR2A, FCGR3B e
HNA-4a modulam o burst oxidativo de neutréfilos nos individuos sauddveis e no LES. Assim, o presente estudo contribui
para o entendimento das anormalidades nas fun¢des dos neutréfilos no LES.

PRODUCAO DE RNAS INFECCIOSOS A PARTIR DE CDNAS DE CLONES DO ViRUS DA
DENGUE TIPO 3 (DENV-3) E CLONES QUIMERICOS DE DENV-3/ViRUS ROCIO

Alberto Anastacio Amarilla Ortiz
Orientador: Prof. Dr. Victor Hugo Aquino Quintana
Tese de Doutorado apresentada em 28/08/2012

A dengue é uma doencga infecciosa causada pelo virus da dengue (gé€nero Flavivirus, familia Flaviviridae), e
transmitida pela picada de mosquitos do género Aedes, principalmente Aedes aegypti. Esta doenca é um importante
problema de satde publica em todo o mundo e, segundo a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS), cerca de 50 a 100 milhdes
de pessoas s@o infectadas anualmente em mais de 100 paises de todos os continentes. A dengue apresenta-se em trés
formas clinicas principais; doenga febril indiferenciada, febre classica do dengue (FD) e dengue hemorragica com ou sem
choque (DHF/DSS). Recentemente, viu-se um dramético aumento do nimero de casos de DHF/DSS nas Américas, e este
aumento coincidiu com a introdug¢@o sorotipo 3 do virus da dengue (DENV-3) especificamente o genétipo I11.
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A proteina E € o principal componente da superficie viral, responsavel pelas propriedade antigénicas, entrada do
virus na célula assim como também pelo neurotropismo de alguns flavivirus. Na década de 70, a emergéncia de um novo
arbovirus causou um importante surto de encefalite no Brasil em 1975, na regido do Vale do Ribeira, localizado no sul do
estado de Sdo Paulo. Este novo arbovirus foi denominado de Rocio virus (ROCV), o qual ¢ membro do sorocomplexo do
virus da encefalite Japonesa. Recentemente foi desenvolvido um modelo animal para avaliar a patogénese da doenca,
observando que o ROCV causa uma inflamacéo aguda no SNC e que este virus tem capacidade neuroinvasiva. Mas os
mecanismos envolvidos na neuroviruléncia e neuroinvasividade ainda nao foram investigados. O objetivo deste trabalho
foi a construgdo de uma ferramenta para estudo da patogenia de DENV-3 e ROCV. Dois clones infecciosos de isolados
Brasileiros de DENV-3 (D3BR/RP1/2003 e D3BR/SL3/2002) e dois virus quiméricos de ROCV (SPH34675) foram construidos.
A proteina E dos isolados D3BR/RP1/2003 e D3BR/SL3/2002 foram substituidas pela proteina E do ROCV usando a
plataforma de clonagem em levedura. Apds a sinteses e transfeccdo dos RNA virais, os genomas virais foram detectados
no sobrenadante de células C6/36 e Vero E6, sugerindo a capacidade infectiva das constru¢des. Estas construgdes virais
servirdo como uma importe ferramenta para estudar os aspectos relacionados a patogénese, assim como também poderiam
fornecer subsidios para futuras vacinas.

Neurologia

CORRELATOS DE MEDIDAS VOLUMETRICAS E METABOLITAS DE EXAMES DE RESSONANCIA
MAGNETICA COM MEDIDAS COGNITIVAS E FISIOLOGICAS DO TESTE DE
CONTROLE POSTURAL EM PACIENTES COM FOBIA A ARANHA

Ila Marques Porto Linares
Orientador: Prof. Dr. José Alexandre de Souza Crippa
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/07/2012

O Transtorno de Fobia Especifica (FE) é um transtorno de ansiedade com prevaléncia de 9% a 13% na populagio
geral, sendo caracterizado por medos irracionais associados com evitagio a estimulos especificos ou situagdes determina-
das. Sdo exemplos de estimulos relacionados a FE: animais, altura, trovao, sangue, agulha, avido. A fobia a animais € uma
categoria importante na FE; e particularmente, a fobia a aranha aparece como uma das formas mais comuns deste transtor-
no de ansiedade. O objetivo do presente trabalho foi: registrar o balango corporal (teste de controle postural -estabildmetro)
de dezenove pacientes com FE a aranha e dezenove voluntarios sauddveis submetidos a diferentes estimulos visuais,
incluindo estimulos de aranha. Paralelamente, avaliar medidas fisiolégicas (condutancia da pele e freqiiéncia cardiaca -FC)
e psicométricas (Escala Analdgica Visual de Humor -EAH, "termOdmetro", inventdrio de ansiedade traco estado - IDATE),
visando o estudo dos mecanismos cognitivos e fisioldgicos manifestados no distirbio. Posteriormente, foram coletadas
imagens de Ressonancia Magnética Estrutural (RMe), buscando examinar possiveis alteracdes de espessura cortical; bem
como quantificados, por meio de Espectroscopia de Préton por Ressonancia Magnética (HIERM), os niveis de diferentes
metabdlitos presentes no cértex cingulado. Por fim, investigou-se possiveis correlagdes entre as medidas obtidas através
dos exames de imagem, tanto com os dados sécio-demograficos quanto com os achados psicométricos e fisiolégicos. O
presente estudo registrou diminui¢@o na espessura cortical no cingulo anterior do grupo com FE a aranha em comparacao
aos voluntarios saudaveis, porém nio foram encontradas alteracdes metabdlitas no cértex cingulado. Medidas psicométricas
de estados subjetivos (EAH, termdmetro e IDATE) e medidas fisiol6gicas como FC e condutancia da pele convergem com
resultados que indicam aumento de ansiedade do grupo FE em comparacio aos voluntdrios saudédveis durante todo o
protocolo experimental, bem como durante a exposi¢do dos estimulos visuais. Os dados do teste de controle postural
registraram aumento no balango corporal dos grupo FE quando expostos a imagens de aranha. Nao foram encontradas
correlacdes entre os achados de neuroimagem e os outros parametros de avaliacdo. Os dados de neuroimagem reiteram a
importancia do cingulo anterior na neurobiologia da FE e os dados do teste de controle postural indicam aumento de
balango corporal do grupo FE, o que nos permite inferir uma resposta defensiva de fuga.
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AVALIACAO QUANTITATIVA POR RE§SONANCIA MAGNETICA PREDIZENDO A RESPOSTA
DE METASTASES ENCEFALICAS A RADIOTERAPIA HOLOCRANIANA

Augusto Elias Mamere
Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos dos Santos
Tese de Doutorado apresentada em 30/07/2012

Os pacientes com metdstases encefélicas tem progndstico desfavoravel e a radioterapia holocraniana é geralmente
aplicada como tratamento paliativo. Ha evidéncias relatadas em estudos anteriores da correlagdo entre hipdxia, vascularizacao
e resposta tumoral a radioterapia nas neoplasias cerebrais. Com o objetivo de testar a hipdtese de que os valores do volume
sanguineo cerebral relativo (rCBV), do fluxo sanguineo cerebral relativo (rCBF) e do coeficiente de difusao aparente (ADC)
medidos no interior das metastases encefalicas antes do inicio da radioterapia holocraniana podem ser utilizados como
ferramentas preditivas da resposta tumoral ao tratamento, foram estudados 25 pacientes submetidos a exames de ressonan-
cia magnética antes do inicio da radioterapia e 1 més e 3 meses ap0s o seu término. Estes pacientes foram divididos em 2
grupos: o grupo respondente, formado pelos pacientes com resposta completa (desaparecimento) ou resposta parcial
(reducio do volume = 50%), e o grupo nao respondente, formado pelos pacientes com doenga estdvel (reducio do volume
<50% ou aumento < 25%) ou com doen¢a em progressao (aumento do volume >25%). As médias dos valores dorCBV e do
rCBF nas metastases antes do inicio do tratamento foram, respectivamente, 6,33 e 5,24 no grupo respondente e 3,03 ¢ 2,77
no grupo ndo respondente, com diferenca estatisticamente significante entre os grupos nestas duas variaveis (p=0,002 para
rCBV e p=0,001 para rCBF). As médias dos valores do ADC nas metastases antes do inicio do tratamento foram 129,03 (x 10
> mm?/s) no grupo respondente e 105,03 (x 10> mm?/s) no grupo néo respondente, sem diferenca estatisticamente significan-
te (p=0,120). Para avaliar se os valores do rCBV e rCBF medidos nas lesdes antes do inicio do tratamento podem ser
utilizados como ferramentas preditivas do tempo de sobrevida global e para identificar os fatores prognésticos clinicos e
bioldgicos (sexo; idade; sitio do tumor primario; indice de desempenho de Karnofsky (KPS); controle do sitio primario;
metastases extracranianas; classificacdo pela analise recursiva fragmentada (RPA); nimero de nédulos) relacionados ao
tempo de sobrevida global, foram estudados, retrospectivamente, 136 pacientes com metastases encefalicas submetidos a
radioterapia holocraniana paliativa. O tempo de sobrevida global mediano destes pacientes foi de 2,3 meses. Néao foi
observada diferenca estatisticamente significante do tempo de sobrevida global comparando pacientes com nédulos apre-
sentando baixos valores de rCBV e rCBF e pacientes cujos valores foram altos. As categorias das covaridveis associadas a
pior prognéstico, ou seja, a menor tempo de sobrevida global, na andlise univariada pelo método de Kaplan-Meier, foram
KPS <70 (p <0,001), a presenca de mais de 2 nédulos encefélicos (p = 0,043) e RPA classe 3 (p =0,001). Com base nos
resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a medida dos valores do rCBV e do rCBYV nas metastases encefilicas,
antes do inicio da radioterapia holocraniana paliativa, tem potencial na previsdo da resposta tumoral, mas nao do tempo de
sobrevida global. As covaridveis que se correlacionaram significativamente com o tempo de sobrevida global (fatores
prognosticos) sdo o KPS, a classificacdo pela RPA e o niimero de nédulos encefalicos

AVALIACAO SENSORIO-MOTORA DE RATOS WISTAR FEMEAS E MACHOS APOS ESTIMULACAO
DOLOROSA NO PERIODO NEONATAL AO LONGO DO DESENVOLVIMENTO

Elisabete de Cassia do Carmo
Orientadora: Profa. Dra. Valeria Paula Sassoli Fazan
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/08/2012

Evidéncias sugerem que procedimentos dolorosos realizados em recém-nascidos em uma Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal (UTIN), podem levar a uma sensibilizacio de suas respostas a dor em longo prazo. A exposi¢do do
neonato a dor pode ser preditiva de respostas globais a dor na infincia e no adulto. Entretanto, ainda s@o poucas as
investigacdes sobre os efeitos dolorosos na evolugio sensério-motora em longo prazo, particularmente em modelos
experimentais. O objetivo do presente estudo foi avaliar o desenvolvimento sensério-motor de ratos Wistar, expostos a
estimulagdo dolorosa apés o nascimento. Foram utilizados 66 animais que foram acompanhados desde o nascimento até os
180 dias de vida. Os animais foram separados em quatro grupos experimentais: f€émeas controle (n=17), machos controle
(n=17), fémeas dor (n=16) e machos dor (n=16). Os animais do grupo dor foram submetidos a procedimentos dolorosos que
consistiram de rapidas agulhadas nas regides lateral e plantar da pata posterior direita, logo apds o nascimento, durante 15
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dias consecutivos. Os animais do grupo controle receberam estimulos tateis através de um cotonete, nas regides lateral e
plantar da pata posterior direita, logo apds o nascimento durante 15 dias consecutivos. Todos os animais foram avaliados
com 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de vida. A avaliac¢@o funcional consistiu em avalia¢do sensorial e motora através do
teste de retirada da pata com os monofilamento de von Frey (alodinia mecanica), teste de pressdo da pata (hiperalgesia
mecanica) e Grip Strength Meter (GSM) (forga de garra). Os animais foram pesados, em seguida foram posicionados em
caixas de acrflico individuais por 15 minutos para periodo de adaptacdo ao ambiente, em seguida receberam estimulos
tateis com os monofilamentos de von Frey, iniciando com o filamento de menor valor, de forma crescente até a resposta de
retirada da pata. A hiperalgesia mecanica foi avaliada através do teste de pressdo da pata, onde um férceps conectado a
dois "strain gauges" medidores de tensdo sdo conectados a um indicador digital. Durante o teste, o pesquisador exerce
uma compressao nos bragos do férceps do aparelho, que € entdo convertida para a pata traseira do animal, a forca aplicada
pelo examinador é aumentada gradualmente, até que o animal retire a pata e entdo, o aparelho registra os valores obtidos.
Para avaliagdo da forca de garra, os animais foram posicionados no GSM, com suas patas traseiras voltadas para a barra,
sendo entdo incentivado a agarrar a barra do aparelho, logo em seguida o examinador exerce uma pequena forca, afastando
o animal do aparelho, a for¢a de preensdo é entdo determinada pela for¢a (média) registrada no GSM. A andlise estatistica
dos dados foi realizada através da comparacio dos dados obtidos entre machos e fémeas (teste t de student ndo pareado
para dados com distribuiciio normal) e entre as diferentes idades no mesmo género (One way ANOVA, seguida de um pos-
teste de Tukey para dados com distribui¢ao normal). Diferencas significativas foram consideradas quando p<0,05. Nossos
resultados sugerem que a dor no periodo neonatal pode alterar o peso corporal, bem como provocar alodinia, hiperalgesia
e alteragdes nas funcdes musculares, como a diminui¢do da capacidade de preensio da pata.

PLASTICIDADE SINAPTICA NO CORTEX PRE-FRONTAL INDUZIDA POR ESTlMU}Ang DO
TALAMO MEDIODORSAL DE RATOS IN VIVO: EFEITOS DA MODULAGAO
COLINERGICA MUSCARINICA E NICOTINICA

Lézio Soares Bueno Junior
Orientador: Prof. Dr. Joao Pereira Leite
Tese de Doutorado apresentada em 17/08/2012

O nucleo talamico mediodorsal (Tmd) e o cortex pre_frontal (CPF) comunicam_se mutuamente, formando um
circuito envolvido em funcoes executivas e transtornospsiquiatricos. As fungdes executivas estdo sujeitas aos niveis de
alerta gerados pela atividade oscilatéria talamocortical, que por sua vez e controlada pela transmissao colinergica. Possi-
velmente, a plasticidade sinaptica do circuito Tmd_CPF e sensivel tanto aos padrdes oscilatérios do proprio circuito
quanto a modulacao colinergica.Porem, esta possibilidade ainda nao foi testada, muito menos dissociando_se a participacao
dos receptores muscarinicos e nicotinicos.Assim,nosso objetivo foi examinar como a plasticidade Tmd_CPF emodulada
sob estados oscilatorios globais mediados pelo sistema colinergico, e se esta modulacdo varia com os tipos de receptores
recrutados. Anestesiamos ratos com ureta na e implantamos um eletrodo de estimulacdo no Tmd, um eletrodo de registro
no CPF e uma cinula de microinjecao acima do ventriculo. Emitimos 90 pulsos elétricos no Tmd(0,05Hz) para evocagdo de
potenciais pos_sinapticos de campo (PPSCs) no CPF formando uma linha de base de 30min. Em seguida, aplicamos injecao
intraventricular do agonista muscarinico pilocarpina (PILO), do agonista nicotinico nicotina (NIC), ou veiculo_controle
(Veic). Os efeitos das substancias sobre potenciais de campo locais (eletrencefalograma) foram monitorados através dos
mesmos eletrodos. PILO e NIC induziram aumento das oscilacdes rapidas (4_80Hz) e proporcional reducdo da oscilacoes
lentas mantidas pela anestesia (0,5_4Hz) e tais efeitos duraram ~10_15min, conforme padronizacio previa das concentra-
¢oes das drogas. Justamente durante este periodo, aplicamos estimulacao em alta freqiiéncia (EAF) ou baixa freqiiéncia
(EBF) para inducdo de, respectivamente, potencializacao (PLD) ou depressao (DLD) de longa duracao, que sao modelos
bem conhecidos de plasticidade sinaptica. Em grupos_controle, a injecao de PILO, NIC ou Veic foi desacompanhada de
EAF/EBF. Por fim, retomamos a coleta de PPSCs a 0,05 Hz por 240 min. Os resultados mostraram que a EAF ndo afetou os
PPSCs quando aplicada a pos Veic. Porem, nos ratos PILO e NIC, os PPSCs tiveram amplitude aumentada a partir de 150min
apos EAF, indicando que a pre_ativacao colinérgica foi necessaria a indugdo de uma PLD tardia. Inversamente, quando a
EBF foi aplicada ap6s Veic, a amplitude dos PPSCs foi reduzida de modo estavel por240min. Isto nao ocorreu quando a EBF
foi aplicada apos PILO eNIC, sugerindo que a modulacéo colinérgica suprimiu a DLD. Nos grupos_controle, PILO, NIC e
Veic sozinhos ndo afetiramos PPSCs em longo prazo, confirmando que os resultados de PLD e DLD sao devidos a uma
interacao entre a pre_ativacao colinergica e mecanismos sinapticos desencadeados pela EAF/EBF. Portanto, as oscilacdes
rapidas induzidas pela transmissdo colinérgica favor e cema PLD no circuito Tmd_CPF, enquanto impedem uma DLD
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dependente de oscilacoes lentas. Alem disto, os efeitos muscarinicos e nicotinicos sobre a plasticidade de longo prazo sdao
iguais, apesar de os mecanismos celulares destes receptores serem diferentes. Nossos achados ajudam a esclarecer a
regulacdo dos inaltalamico no CPFs obmodulacao colinérgica fisioldgica (atencaoes onoparadoxal) e disfuncional
(esquizofrenias e doenca de Alzheimer).

Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco

EFICACIA DA FONOTERAPIA NO POS-OPERATORIO DE EDEMA DE REINKE EM MULHERES

Fernanda Maria de Oliveira
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 02/07/2012
Orientador: Prof. Dr. Hilton Marcos Alves Ricz

O tratamento mais indicado para o edema de Reinke € a cirurgia, podendo ser associada a fonoterapia, que deve ser
baseada nas orientagdes de satde vocal e no treinamento utilizando técnicas vocais, com objetivo de promover adequada
cicatrizacao e restabelecimento da voz em menor periodo de tempo. Diante disso, faz-se necessario avaliar a importancia da
terapia vocal como um instrumento que auxilia e influencia o restabelecimento da qualidade da voz e a reestruturagio
anatomofisioldgica da prega vocal em individuos submetidos a fonomicrocirurgia. O objetivo deste estudo foi avaliar a
eficacia da fonoterapia apés fonomicrocirurgia em mulheres com edema de Reinke, por meio da auto-percepgao de sinais
e sintomas vocais, dos parametros acusticos e perceptivo-auditivos da voz. Foram avaliadas 22 mulheres, com idade média
de 52 anos, submetidas a microcirurgia de laringe para tratamento de edema de Reinke e encaminhadas para avaliagdo
fonoaudiolégica no pré-operatdrio. Os sujeitos foram divididos em: grupo estudo (GE), composto de oito individuos que
apresentaram adesdo ao tratamento fonoaudiolégico e grupo controle (GC), com 14 sujeitos, que nao foram considerados
aderentes. Os critérios de adesdo foram: execucéo dos exercicios orientados, eliminagdo do abuso/mau uso vocal, realiza-
¢do do repouso vocal, hidratacao adequada, eliminagio do tabagismo e comparecimento a fonoterapia. Foram oferecidos,
em média, cinco atendimentos fonoaudiolégicos semanais. As mulheres foram submetidas a aplicac¢ao de escala visual
analdgica para auto-avaliacdo auditiva e tdtil-cinestésica, utilizando o Questiondrio de Sintomatologia Vocal, mensuragao
do tempo méaximo de fonac¢do (TMF) e captura da amostra vocal para avaliacdo actstica, utilizando o software MDVP-Adv
(KayPentax®), realizando analise da frequéncia fundamental e medidas de perturbac@o, de ruido, complementares e de
estabilidade; e andlise perceptivoauditiva realizada por trés juizes fonoaudiélogos especialistas em Voz, fazendo-se uso da
escala GIRBAS, acrescida do pitch e loudness. A coleta de dados foi realizada em quatro momentos: pré-operatério, uma
semana de pds-operatdrio, de quatro a seis semanas depois da cirurgia e no retorno médico, cinco meses apds. Observou-
se reducdo dos sintomas vocais referidos pelos sujeitos de ambos os grupos, com o GE referindo melhora significativa
para os sintomas titeiscinestésicos, especialmente a fadiga vocal, e para os auditivos, como rouquidao e pitch, compara-
do ao GC. Na avaliagdo perceptivo-auditiva e actstica, houve melhora nos sujeitos de ambos os grupos. Quando compa-
rados, apds o término do tratamento, o GE apresentou aumento significativo do TMF, da FO e medidas de estabilidade,
além de melhor desempenho para os parametros pitch e rugosidade, em relagdo ao GC. A maioria do GE continuou
apresentando melhora dos parametros vocais nas avaliagdes perceptivo-auditiva e acistica, mesmo quatro meses apos a
alta fonoaudioldgica. Com a comparacéo dos grupos, foi possivel concluir que a fonoterapia oferecida foi eficaz, promo-
vendo a melhora das queixas tateis-cinestésicas e de pitch grave referidas pelos sujeitos, o aumento da estabilidade vocal
e da FO obtidos pela andlise acustica e a adequacdo do padrdo vocal revelada pela avaliagdo perceptivo-auditiva.

ESTUDO DA FARMACOCINETICA VITREA E TOXICIDADE DA CICLOSPORINA
INTRAVITREA EM OLHOS DE COELHOS

Felipe Piacentini Paes de Almeida
Orientador: Prof. Dr. André Marcio Vieira Messias
Tese de Doutorado apresentada em 16/07/2012

O tratamento de pacientes com doencas inflamatérias oculares cronicas frequentemente implica no uso prolongado
de drogas anti-inflamatdrias sist€émicas como corticosteroides e outros imunossupressores, podendo acarretar efeitos
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colaterais importantes. O uso local destas drogas pode contribuir para aumentar seus efeitos desejaveis e reduzir os
colaterais. Implantes intraoculares biodegradaveis sao capazes de disponibilizar o firmaco diretamente na cavidade vitrea
em doses terapéuticas por periodo prolongado. O copolimero do dcido latico e glicélico (PLGA) € um cldssico exemplo
entre os polimeros sintéticos biodegraddveis aplicados em sistemas de liberacio de farmacos devido a sua biocompatibilidade
e auséncia de toxicidade em testes in vivo. A ciclosporina A (CsA) é um imunossupressor largamente utilizado na clinica
médica, e também tem sido empregada no tratamento de vérias doencas inflamatérias intraoculares. O objetivo deste
estudo foi avaliar a farmacocinética vitrea da CsA, quando aplicada por meio de implante biodegradavel de PLGA intravitreo
na concentrac¢do de 350 pg em olhos de coelhos, assim como avaliar a ocorréncia de toxicidade retiniana causada pela
presenga intraocular do sistema de liberagdo de farmacos por meio de eletrorretinografia (ERG) e histopatologia. Dos
sessenta coelhos que foram utilizados neste estudo, 38 receberam o implante intravitreo de PLGA contendo CsA e 22
somente os veiculos. Somente o olho direito dos coelhos foi analisado na pesquisa. O estudo teve duragdo de oito
semanas. Quatro coelhos do grupo CsA e dois do grupo controle foram sacrificados semanalmente para a coleta do vitreo
e posterior estudo farmacocinético. Quatro animais de cada grupo foram escolhidos para terem a pressdo intraocular
aferida semanalmente. Seis coelhos foram submetidos 8 ERG no inicio e ao final do estudo, sendo entdo sacrificados, € os
olhos processados para estudos histolégicos da retina. O periodo inferido de permanéncia da CsA na cavidade vitrea foi
de 17 semanas. Nos dois grupos, com e sem CsA, ndo foram observadas alteracdes histoldgicas na retina, entretanto
houve importante reducdo da onda b nas fases escotdpicas da ERG no grupo CsA, indicando toxicidade na via dos
bastonetes apds as oito semanas de seguimento. Em resumo, estes resultados mostraram que a CsA aplicada por meio de
implantes oculares de PLGA na dose de 350 ug ndo causa alteracdes histolégicas da retina, mas provoca um padrio
exclusivo de diminui¢cdo da onda b. Em estudos futuros, seria interessante avaliar os efeitos de implantes contendo
concentragdes inferiores a 350 ug de CsA, e também, veiculos que permitam que sua liberac@o seja mais lenta, evitando-
se, assim, a toxicidade observada nos ERGs e confirmar sua aplicabilidade clinica como alternativa interessante para o
tratamento de doencas oculares inflamatdrias cronicas.

EXPRESSAO GENICA DOS FATORES DE APOPTOSE NA RINOSSINUSITE CRONICA COM
POLIPOSE NASOSSINUSAL E SUA CORRELACAO COM O iNDICE DE RECIDIVA

Daniel Salgado Kiipper
Orientadora: Profa. Dra. Wilma T. Anselmo-Lima
Tese de Doutorado apresentada em 03/08/2012

Introdugao: Arinossinusite cronica (RSC) com polipose nasossinusal (PNS) € uma doenca inflamatdria cronica, de
carater proliferativo e benigna. O gatilho de perpetuagdo do processo inflamatdrio tem sido amplamente estudado, porém,
na literatura, pouco se encontra sobre a morte celular. Desse modo, a avaliacdo molecular dos mecanismos envolvidos na
apoptose celular pode fornecer informagdes para melhor entendimento da patogénese da RSC com PNS.

Objetivos: Avaliar a diferenca de expressdo génica dos fatores de apoptose caspases 3, 7 ¢ 9 e p53 em pacientes com
polipos nasais e controles e correlacionar essa expressao com o indice de recidiva da doenga.

Casuistica e Métodos: A expressio génica dos RNAm, foi analisada por meio de Rtq-PCR, em 26 amostras de
polipos nasais (PN) e em 19 controles dos seguintes mediadores de apoptose: caspases 3, 7 € 9 e p53. Elaborou-se um
protocolo clinico, sendo realizada endoscopia nasal e estadiamento radioldgico pela escala de Lund-Mackay no pré e pds-
operatorio.

Resultados: A expressdo génica dos fatores caspase 3 e 9 e p53 se mostrou significativamente menor nos pacientes
com RSC com PNS quando comparados aos controles. Em relag@o a caspase 7, nao foi encontrada diferenca estatistica na
expressdo génica quando comparada aos controles. Nao foi observada nenhuma relacgio direta quando realizada a corre-
lagdo entre a expressdo génica e o indice de recidiva dos pacientes com RSC com PNS.

Conclusao: Os pacientes com RSC com PNS apresentaram menor expressdo da caspases 3 e 9 e da p53, quando
comparados aos controles, ndo sendo observada diferenca na expressdo da caspase 7. E ndo foi observada correlagio
entre a menor expressdo de caspase 3 e 9 e proteina p53 eo indice de recidiva na RSC com PNS.
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ESTUDO DA OSCILACAO CORPORAL RELACIONADO A ELETRONISTAGMOGRAFIA
COMPUTADORIZADA E AO DIZZINESS HANDICAP INVENTORY (DHI)

David Greco Varela
Orientador: Prof. Dr. José Fernando Colafémina
Tese de Doutorado apresentadaem 11/09/2012

Introducao: Os sistemas proprioceptivo, visual e vestibular devem ser avaliados da melhor forma no caso de
pacientes com tontura. Informagdes referentes ao reflexo vestibulo espinal e a integracdo do mesmo com outros sistemas
nao sdo disponiveis nos exames eletronistagmograficos. A aplicagdo de um novo sistema com sensores eletromagnéticos
para monitoracao dos movimentos corporais € importante para o desenvolvimento e a disseminacdo da avaliacdo
posturografica.

Objetivos: Verificar se ha diferenga na oscilagdo corporal entre voluntarios higidos e voluntdrios com queixa de
tontura em diferentes condi¢des sensoriais (superficie estavel e instavel, de olhos abertos e fechados), segundo a presen-
ca ou auséncia de exame eletronistagmografico compativel com vestibulopatia e positividade ou ndo das manobras de
Epley e Dix Hallpike e relacionar as alteracOes de oscila¢do corporal com o questiondrio Dizziness Handicap Inventory
(DHI).

Casuistica e Métodos: Participaram 29 mulheres e 22 homens higidos entre 18 e 59 anos. Oito homens e 22 mulheres
integraram o grupo 1, com provas caldricas e eletronistagmografia compativeis com disfuncio vestibular periférica; quinze
homens e 39 mulheres formaram o grupo 2, com manobras de Dix Hallpike e exames eletonistagmograficos normais; um
homem e oito mulheres integraram o grupo 3, com manobras de Dix Hallpike e Epley positivas e exame eletronistagmografico
normal e apenas dois homens fizeram parte do grupo 4, em que as manobras labirinticas e eletronistagmografia foram
alteradas. Todos realizaram avaliagdo posturografica com o equipamento Polhemus Patriot® em diferentes posicdes
sensoriais e foi procedida andlise intergrupos tomando-se p<0,05 e p<0,01 como valores significativos. O questiondrio
DHI foi aplicado no grupo de casos.

Resultados: No grupo de mulheres com tontura houve maior nimero de varidveis com significancia estatistica do
que o de homens, bem como maior niimero de correlacdes, com p<0,01. Os grupos 1 e 2, com casos de mulheres, apresen-
taram alteragdes significativas em relacdo ao grupo controle, havendo concordancia em 29 das 32 varidveis examinadas,
sendo a situagdo OFSI (olhos fechados em superficie instdvel) a mais sensivel. No grupo 3 de mulheres, apés ajuste por
idade, houve diferencas estatisticas em relagdo ao grupo controle na posi¢do OASE (olhos abertos superficie estavel). O
grupo 1 de homens apresentou diminui¢do dos padrdes de oscilagdo corporal na posi¢do OASE (p<0,05).

Conclusao: Houve diferenca nos padroes de oscilag@o corporal entre voluntarios higidos e com tontura a avaliacio
posturografica estatica, e também diferenca dos padrdes de oscilagio de homens e mulheres e associados a idade. As
variaveis velocidade e trajetéria de oscilagdo foram as mais sensiveis na deteccdo do aumento da oscilagido corporal,
principalmente nos grupo 1 e 2 de casos de mulheres.

ANALISE DA FUNCAO MASTIGATORIA POR MEIO DE METODOS CLINICOS E “DIFFERENTIAL
LISSAJOUS EMG FIGURE’ EM PACIENTES COM DESORDEM TEMPOROMANDIBULAR

Claudia Lucia Pimenta Ferreira
Orientadora: Profa. Dra. Claudia Maria de Felicio
Tese de Doutorado apresentada em 20/09/2012

Objetivo: analisar a fungdo mastigatéria em pacientes com DTM articular, de longo prazo, por meio dos métodos
clinicos de auto-avaliacdo da dificuldade para mastigar e avaliagdo miofuncional e do método instrumental “differential
Lissajous EMG figure”, comparativamente a sujeitos controles, bem como verificar a relagdo entre as variaveis obtidas por
esses métodos.

Método: Participaram 55 pacientes com DTM articular, segundo o Research Diagnostic Criteria for TMD, eixo I
(grupo DTM: 50 mulheres e 5 homens; média de idade 32, DP 11,34 anos) e 35 sujeitos saudaveis (grupo C: 31 mulheres e
4 homens; média de idade 29, DP 8,57 anos). As medidas empregadas foram: (a) auto-avaliagdo dos sinais e sintomas de
DTM de acordo com o protocolo validado ProDTMmulti, (b) escala de dificuldade para mastigar; (c) avaliacdo miofunci-
onal orofacial, de acordo com o protocolo validado AMIOFE, andlise clinica da mastiga¢@o de acordo o protocolo AMIOFE-
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E, (d) eletromiografia de superficie (EMG) dos musculos temporais e masseteres (direito e esquerdo), registrada durante a
realizacdo de teste mastigatério padronizado com goma de mascar, analisada pelo “Differential Lissajous EMG Figure”
(DL-EMG). A anilise dos dados intervalares foi efetuada por estatistica ndo paramétrica (Mann-Withney para amostras
nao pareadas). Aos dados continuos, como da EMG, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA), com dois fatores de
variagdo (grupo e lado) e o teste #-Student para amostras ndo pareadas, para o indice Simetria. As correlacdes entre as
variaveis foram calculadas pelo coeficiente de correlacido de Spearman. O nivel de significancia estabelecido foi P < 0,05.

Resultados: Os sujeitos do grupo DTM, em comparagio ao grupo C, indicaram maior severidade da sintomatologia
(média 129,04, DP 82,04 x média 2,91, DP 4,75) (P < 0,000); maior dificuldade para mastigar (média 44,98, DP 17,84 x média
16,66, DP 10,04) (P < 0,000); pior condi¢ao miofuncional orofacial global (média 85,96, DP 5,61 x média 94,91, DP 4,74) (P <
0,000), pior escore quanto ao tipo mastigatério pelo AMIOFE-E (média 7,05, DP 3,03 x média 8,74, DP 1,84) (P <0,01), e maior
tempo despendido na mastigacdo do alimento (média 50,84, DP 11,50 x média 41,53, DP 11,02), (P <0,001). Na EMG, o grupo
DTM apresentou, na mastigacao do lado direito, maior incoordenacao que do lado esquerdo, bem como em comparagdo a
mastigacdo a direita e a esquerda do grupo C, como verificado pelos valores médios do indice Fase direita (média 93,21, DP
103,05 x média 54,30, DP 73,79) e Fase esquerda (média 48,96, DP 36,36 x média 31,27, DP 18,63) (P<0,01). A Simetria entre
a mastigacao dos lados direito e esquerdo foi menor no grupo DTM (média 45,91, DP 29,86 x média 68,52, DP 18,88) (P <
0,0001), o qual também utilizou maior atividade muscular total, representada pelo Impacto direito (média 1791,55, DP
1797,48 x média 1229,89, DP 573,39) e Impacto esquerdo (média 1762,98, DP 2097,67 x média 1159,16, DP 591,01) (P <0,01)
para a realizagdo da funcgio, bem como maior atividade percentual em relacio a maxima contragio voluntaria, representada
pelo Impacto% direita (média 89,61, DP 79,64 x média 66,20, DP 25,30) e Impacto% esquerda (média 89,09, DP 99,47 x média
65,82, DP 33,39) (P <0,05). O escore de dificuldade para mastigar foi correlacionado de modo significante e negativo com
a Simetria (r=-0,25, P=0,019) da DL-EMG e escore total do AMIOFE (r =- 0,49, P <0,000).

Conclusao: Pacientes com DTM articular relataram maior severidade da sintomatologia e maior dificuldade para
mastigar. Clinicamente foi observado padrdo mastigatério unilateral, o que pode explicar o menor indice de Simetria e o
recrutamento aumentado dos musculos do lado de balanceio, que se refletiu na Fase (angulo). A avaliacdo clinicae a EMG
sdo métodos de diagndstico complementares e tteis para o planejamento da reabilitagdo das fun¢des motoras orofaciais.

ALTERACOES DA AMPLITUDE DE PULSO OCULAR E DA PRESSAO INTRAOCULAR
RELACIONADAS AO USO DE OCULOS DE NATACAO

Ana Paula Branco de Paula
Orientadora: Profa. Dra. Maria de Lourdes Veronese Rodrigues
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/09/2012

As variagdes da pressdo intraocular (PIO) de curto e de longo prazo tém sido consideradas como importantes
fatores de risco para o glaucoma. Estudos prévios mostraram que os éculos de natacdo podem promover a elevacao da
PIO. O objetivo deste estudo foi investigar os fatores relacionados ao aumento da PIO causado pela compresséo periocular
resultante do uso de 6culos de natagdo. Trinta e cinco olhos de voluntéarios saudaveis foram aleatoriamente selecionados
para avaliagdo com dois 6culos de natagdo profissionais. Um deles teve a parte central das lentes retiradas (ON1) para
permitir a medi¢do da PIO e da amplitude de pulso ocular (APO) durante o seu uso (com tondmetro de Aplanacio de
Goldmann — TAG e com o Tondmetro de Contorno Dindmico Pascal — TCD, respectivamente) e o outro ficou inalterado
(ON2). As leituras da TAG e TCD foram realizadas antes do uso do ON1 e do ON2, durante (2,0 minutos de uso - ON1) e 5,0
minutos apds (ON1 e ON2). A rigidez escleral (calculada com base nas leituras do tondmetro Schiotz), drea de rebordo
orbitario, exoftalmometria de Hertel, equivalente esférico, comprimento axial do olho, a espessura central da cornea e forca
elastica da borracha dos éculos de natagdo foram consideradas como varidveis potencialmente relacionadas com as
alteracdes da PIO. Os resultados observados demonstraram que o uso dos 6culos de natagdo pode levar ao aumento
significativo da PIO avaliada pelo TAG (13,14 vs 20,6 mmHg; p< 0,0001), mas ndo significativo da APO média avaliada pelo
TCD (1,87 vs 2,17 mmHg; p>0,05). Apds a sua retirada, houve redugao significativa tanto da PIO (9,19 mmHg; p< 0,0001),
quanto da APO (1,54 mmHg; p=0,012). Dentre os fatores anatdmicos estudados da regido periocular, a drea do rebordo
orbitario (p= 0,0052) e a forga eldstica (p= 0,0019) foram os unicos que apresentaram correlag@o significativa com a
elevacdo da PIO verificada com o TAG. Tais observacdes sugerem a necessidade de escolha adequada dos modelos de
oculos de natag@o por parte de seus praticantes, assim como podem nortear estudos futuros voltados ao desenvolvimen-
to destes equipamentos de forma personalizada, principalmente para portadores de glaucoma.
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VALIDAGAO DO PROTOCOLO DE AVALI:AGAO MIOFUNCIONAL OROFACIAL COM
ESCALAS PARA IDOSOS E RELACAO COM O INDICE DE SAUDE ORAL

Maria do Rosario Ferreira Lima
Orientadora: Profa.Dra. Claudia Maria de Felicio
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 21/09/2012

Instrumentos validados sdo necessarios para a avaliacido fonoaudiolégica. Na literatura, somente um protocolo,
apropriado para triagem, foi validado considerando as condi¢des miofuncionais orofaciais de idosos. O objetivo deste
trabalho foi analisar o Critério de Validade do Protocolo de Avaliagdo Miofuncional Orofacial com escalas (AMIOFE)
modificado para idosos (AMIOFE-I), comparando-o ao protocolo “NOT-S” e verificar a capacidade do AMIOFE-I para
diferenciar sujeitos com base no indice de satde oral (Oral Health Index: OHX). A amostra foi composta por 83 individuos
idosos (média de idade= 69, DP 7,24), avaliados com os protocolos AMIOFE-I, NOT-S e OHX, e complementada pela
andlise de imagens gravadas em video, pela examinadora 1 (E1), cirurgii-dentista e fonoaudiéloga. A E1 realizou novas
andlises de 20% da amostra para os protocolos AMIOFE-I e NOT-S, e uma segunda examinadora (E2), fonoaudidloga,
procedeu andlises de 20% da amostra com o AMIOFE-I, para os calculos de confiabilidade intra e entre-examinadores. O
coeficiente de correlagdo de Spearman foi calculado para a validacdo do AMIOFE-I em relagdo ao NOT-S. Para verificar a
capacidade do AMIOFE-I em diferenciar sujeitos idosos com base no indice OHX, foram compostos cinco grupos: grupo
I (OHX d” 50%, n=15), grupo II (50,1% < OHX < 66,23%, n=17), grupo 111 (66,24% < OHX < 84,71%,n=17), grupo IV
(84,72% < OHX <92,05%, n=17) e grupo V (OHX > 92,05%, n= 17). Como ndo houve diferenca entre os grupos I, [l e IV,
estes foram agrupados, formando trés grupos: grupo I (OHX d” 50%, n=15), grupo II (50% < OHX d” 92,05%, n=51), grupo
I (OHX >92,05%, n=17) e a Analise de Variancia (ANOVA) foi aplicada. O pés-teste de Tukey foi aplicado aos dados que
apresentaram diferengas significantes (4= 0,05). Foram calculados a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos
do AMIOFE-I. Para isto a mediana foi estabelecida como ponto de corte. Como resultado encontrou-se correla¢do negativa
significante entre as avaliagdes realizadas com o AMIOFE-I e o NOT-S (r=-0,81, P <0,0001), que possuem escalas inversas.
A validade de construto foi demonstrada pela capacidade do AMIOFE-I em refletir as condigdes miofuncionais orofaciais
de acordo com o OHX, com diferengas significantes na aparéncia/postura de labios e mandibula, na degluticdo e na
mastigacdo. As menores médias foram observadas no grupo com menores OHX (média= 41,07) e as melhores para os
grupos com maiores OHX (média= 96,71). Nado houve diferenga de idade entre os trés grupos. O coeficiente de confiabili-
dade entre as examinadoras E1 e E2 para a aplicacdo do AMIOFE-I foi 0,91, e a correlacdo entre as avaliagdes realizadas por
ambas foi significante (r= 0,84, P<0,01). A confiabilidade da E1 para a aplicacao do AMIOFE-I foi excelente (r= 0,99, P<0,01)
e para a aplicagdo do NOT-S foi boa, com coeficiente de 0,89 e correlacdo de 0,80 (P< 0,01). A analise de sensibilidade do
AMIOFE-I foi realizada em relagéo ao escore total do NOT-S (entrevista e avaliacdo) e em relacdo ao escore da avaliagido
apenas. Os valores foram, respectivamente, 67,92% e 64,52%. Para os outros calculos, os valores foram: especificidade
76,67 e 85,71; prevaléncia 63,86 e 74,70; valores preditivos positivo 87,72 ¢ 93,02 e negativo 57,50 e 45%, respectivamente.
Este estudo mostrou que o AMIOFE-I € um instrumento valido para avaliacdo miofuncional orofacial de idosos e sensivel
as condigdes orais, podendo ser utilizado para aplicagdo clinica e pesquisas.

Ortopedia, Traumatologia E Reabillitacao

AVALIAGAO DA FUNCAO MUSCULAR DO ASSOALHO PELVICO, INCONTINENCIA URINARIA
E FUNCAO SEXUAL EM MULHERES NA POS-MENOPAUSA

Maira de Menezes Franco
Orientadora: Prof* Dr” Cristine Homsi Jorge Ferreira
Dissertagdo Mestrado apresentada em 03/07/2012

A p6s-menopausa inicia-se um ano apds o ultimo ciclo menstrual. A reducao dos niveis de estrogénio circulante
leva a alteragdes no aparelho genital como atrofia do epitélio do intréito vaginal e vulvar, que podem favorecer o apareci-
mento de incontinéncia urindria (IU) e disfuncdo sexual. O presente estudo teve como objetivo avaliar a fun¢@o dos
musculos do assoalho pélvico (MAP), os relatos de perda urindria e funcdo sexual entre mulheres na pés-menopausa.
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Trata-se de um estudo clinico transversal que incluiu 76 mulheres na pds- menopausa. O protocolo de avaliacdo dos MAP
incluiu a palpac@o vaginal utilizando a escala de Oxford modificada, e a perineometria com Peritron™ (Neen HeathCare,
East Dereham, Norfolk, UK). Os relatos de incontinéncia urinaria e a funcéo sexual foram avaliados utilizando-se respec-
tivamente o "International Consultation on Incontinence Questionnaire-Short Form" (ICIQ-SF) e o Indice de Funcao
Sexual Feminina (IFSF). Para as varidveis categdricas foi proposto o teste exato de Fisher. Para as correlacdes entre as
varidveis continuas, foi proposto o coeficiente de correlagido de Spearman (p), Para a correlag@o da avaliacdo da fung@do
dos MAP e da severidade com as varidveis continuas, foi calculado o coeficiente de correlacio de Kendall. Para associa-
¢do da avaliag@o da fung¢@o dos MAP e IU e avaliagdo da fungdo dos MAP e a disfungdo sexual foi utilizado Teste Qui-
quadrado e Regressao logistica simples. Das 76 mulheres avaliadas, 34 (45%) apresentavam 1U, 54 (71%), tinham vida
sexual ativa. A func@o dos musculos do assoalho pélvico de 51% das mulheres foi classificada como grau 1 e 2 segundo
a escala de Oxford modificada. A média do pico de perineometria foi de 34,73 cmH,O. Apresentaram disfung@o sexual
segundo o IFSF, 39 (72%) mulheres. As mulheres incontinentes tiveram escores mais baixos segundo a escala de Oxford
modificada, sendo que 58% delas foram classificadas com grau 1 ou 2, comparado a 45% das mulheres continentes
(p=0,18). Nao houve diferenca significativa na média do pico de perineometria entre as mulheres incontinentes (31,92
cmH,0) quando comparado com as continentes (37,18 cmH,0) (p=0,41). Verificou-se uma alta ocorréncia de incontinéncia
urinaria e disfungdo sexual entre as mulheres avaliadas, além disso a fungdo dos MAP da maior parte delas foi deficiente.

A RELACAO DA IDADE E MOBILIDADE DO SEGMENTO VERTEBRAL COM AS SEPARAGOES
ENTRE A PLACA VERTEBRAL TERMINAL E O CORPO VERTEBRAL

Carlos Fernando Pereira da Silva Herrero
Orientador: Prof. Dr. Helton Luiz Aparecido Defino
Tese de Doutorado apresentada em 31/07/2012

O objetivo do estudo foi avaliar por meio de histomorfometria as separagdes entre a placa vertebral terminal e o
corpo vertebral, e sua correlagdo com a idade e a mobilidade do segmento estudado. Foram estudados os segmentos T7-
T8 e L4-L5 de 41 espécimes de cadaveres humanos. Os caddveres foram divididos em dois grupos de idade com o grupo
1 consistindo de 17 caddveres com idade variando entre 20 e 40 anos e o grupo 2 por 24 caddveres com idade que variou
de 41 a 80 anos. Todos os segmentos vertebrais foram removidos por meio da abordagem anterior. Os tecidos moles
adjacentes foram ressecados dos segmentos toracicos (T7-T8) e lombares (L4-L5), foram realizadas osteotomias em cada
pediculo e na por¢do média dos corpos vertebrais dos segmentos vertebrais selecionados para o estudo. Os cortes de 3 a
5 um de espessura foram realizados no eixo sagital e incluiram parte dos corpos vertebrais e do disco adjacente. Os cortes
foram colocados em laminas e corados com hematoxilina e eosina. Os pardmetros avaliados na microscopia 6ptica foram o
comprimento da vértebra estudada, e a quantidade e a extensdo das separacdes entre a placa vertebral terminal e o corpo
vertebral. Enquanto na microscopia com luz polarizada foi qualitativamente analisada a morfologia das fibras coldgenas.
Para excluir o viés dos diferentes tamanhos dos corpos vertebrais, foram criados o indice de separag¢do (nimero de
separacdes/ comprimento da drea estudada) e o indice de separacdo de extensdo (soma das separacdes / comprimento da
area estudada). O indice de separagdo e o indice de extensdo de separacéo foram estatisticamente diferentes (p < 0,05)
quando comparamos os grupos de idade e os diferentes segmentos. A avaliacdo qualitativa por meio de luz polarizada
evidenciou insercdes irregulares do coldgeno adjacentes as separagdes. Os resultados deste estudo indicam que as
separacdes entre a placa vertebral e o corpo vertebral apresentam relagdo direta com a idade e com a mobilidade do
segmento vertebral estudado.

INFLUENCIA DA FORCA E DA POTENCIA MUSCULAR NO CONTROLE POSTURAL DE
IDOSAS DE DIFERENTES FAIXAS ETARIAS

Matheus Machado Gomes
Orientadora - Prof* Dr* Daniela Cristina Carvalho de Abreu
Tese de Doutorado apresentada em 16/08/2012

O controle postural de idosos tem sido estudado com o objetivo de melhor entender os fatores que levam esta
populagdo a sofrer mais quedas que os individuos jovens. A reducdo da forca e da poténcia muscular estd entre os
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aspectos que contribuem para o declinio do controle postural. Entretanto, faltam esclarecimentos sobre a capacidade de
produzir forga e poténcia muscular em idosos de diferentes idades. Adicionalmente, faltam informacdes sobre a relacio
entre forga e poténcia muscular com o desempenho do controle postural em idosas de diferentes faixas etarias. Sendo
assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a forca e a pot€ncia muscular e sua relagdo com o desempenho do sistema
de controle postural de mulheres idosas de diferentes faixas etarias. Participaram do estudo 80 mulheres que foram
divididas em 4 grupos de acordo com a idade: Grupo Jovens (n=20) com idade entre 18 e 30 anos; Grupo 60-64 anos (n=20)
com idade entre 60 e 64 anos; Grupo 65-69 anos (n=20) com idade entre 65 e 69 anos; Grupo 70-74 anos (n=20) com idade
entre 70 e 74 anos. A for¢a (uma repeti¢do maxima - IRM) e a poténcia dos musculos extensores e flexores de joelho
produzida nas intensidades de 40%, 70% e 90% de 1-RM foram avaliadas através de uma cadeira extensora/flexora. A
oscilac@o do centro de pressao (plataforma de forca) e a atividade muscular (Vasto Lateral, Tibial Anterior, Biceps Femoral
e Gastrocnémio Lateral) foram avaliadas durante a manuteng¢éo do controle postural em situagdo estdtica, dindmica e com
perturbagdo da base de suporte. Os resultados revelaram que idosas nas faixas etarias 60-64, 65-69 e 70-74 anos apresen-
tam forga e poténcia muscular semelhantes, porém inferiores em comparacio com as jovens. Além disso, mostraram que o
desempenho do controle postural de idosas nestas faixas etarias é semelhante, mas inferior em relag@o as jovens. Néo
houve diferenca entre os grupos para a ativacao muscular. Analises de regressio linear multipla apontaram que a forga e
a poténcia muscular estiveram fracamente relacionadas com o desempenho do controle postural. Portanto, estes resulta-
dos indicam que, para mulheres com idade entre 60 e 74 anos, a for¢a e a poténcia muscular sdo semelhantes e exercem
pouca influéncia no desempenho do controle postural que também € similar nesta faixa etaria.

ESTUDO EXPERIMENTAL COMPARATIVO DOS EFEITOS DA MENOPAUSA PRECOCE E
FISIOLOGICA SOBRE O CONTROLE AUTONOMICO CARDIOVASCULAR - PAPEL
DO TREINAMENTO FiSICO AEROBIO

Geisa Cristina Singolani Vaccari Tezini
Orientador: Prof. Dr. Hugo Celso Dutra de Souza
Tese de Doutorado apresentada em 29/08/2012

O presente estudo teve por objetivo avaliar e comparar os efeitos da menopausa fisioldgica e da menopausa
precoce sobre o controle autondmico cardiovascular de ratas velhas, assim como as adaptagdes promovidas pelo treina-
mento fisico aerébio nas duas situacdes, utilizando diferentes abordagens; 1) balango simpatovagal cardiaco, avaliado
pela administrag@o de metilatropina e propranolol; 2) analise espectral da variabilidade da freqtiéncia cardiaca (VFC) e da
pressio arterial sistlica (VPAS); 3) sensibilidade barorreflexa (SBR), avaliada de forma espontanea e apds teste farmaco-
16gico com fenilefrina e nitroprussiato de s6dio; 4) estudo da contratilidade cardiaca em preparagdes isoladas, avaliada por
meio da administragio de agonistas 3-adrenérgicos; e 5) quantifica¢do da expressdo de RNAm dos receptores 3-adrenér-
gicos cardiacos. Para tanto, ratas Wistar (N = 144) foram divididas em 3 grandes grupos: Controle (ratas com 22 semanas
de idade, submetidas a cirurgia sham na 10* semana de vida); Menopausa Fisioldgica (ratas com 82 semanas de idade,
submetidas a cirurgia sham na 10* semana de vida) e Menopausa Precoce (ratas com 82 semanas de idade, submetidas a
ovariectomia na 10® semana de vida). Em cada grupo, metade das ratas foram submetidas a um protocolo de treinamento
fisico aerdébio (natag@o) nas tltimas 10 semanas. Os grupos sedentarios, menopausa fisiolégica e menopausa precoce,
apresentaram aumento da pressdo arterial média (PAM) e da freqiiéncia cardiaca (FC) basal e redugdo da FC intrinseca em
comparagdo ao grupo controle sedentario. O treinamento fisico reduziu a PAM somente no grupo menopausa fisioldgica.
Todos os grupos treinados apresentaram reducdo da FC basal, no entanto, apenas os grupos controle e menopausa
fisioldgica treinados tiveram redugdo na FC intrinseca. Em relacdo ao balanco simpatovagal cardiaco, o grupo controle
sedentario apresentou predominincia autondmica vagal, enquanto que os demais grupos sedentdrios, menopausa fisio-
l6gica e menopausa precoce, apresentaram predominancia autondmica simpdatica. Apds o treinamento fisico, o grupo
menopausa fisioldgica passou a apresentar predominéancia vagal. A VFC foi semelhante entre os trés grupos sedentarios
em unidades normalizadas. No entanto, ap6s o treinamento fisico, os grupos controle e menopausa fisiol6gica mostraram
redugdo na poténcia da banda de baixa freqiiéncia (LF; 0,2-0,75 Hz) e aumento na poténcia da banda de alta freqtiéncia (HF;
0,75-3,0 Hz). A anélise da VPAS revelou que os grupos sedentarios, menopausa fisiolégica e menopausa precoce, tiveram
aumento na poténcia da banda de LF. Apés o treinamento fisico, somente o grupo menopausa fisiolégica apresentou
reduc@o. Em relagdo a SBR, os grupos sedentdrios, menopausa fisioldgica e menopausa precoce, apresentaram menor

497



Medicina (Ribeirdo Preto) 2012;45(4):466-502
Resumos de Dissertagdes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP http://revista.fmrp.usp.br

ganho em relacdo ao grupo controle sedentério, e, esses mesmos grupos, quando submetidos ao treinamento fisico,
apresentaram elevagdo na SBR em relacdo aos seus respectivos grupos sedentarios. A avaliagdo da contratilidade em
coracgdo isolado mostrou que a administracdo de dobutamina induziu menores respostas contriteis nos grupos sedentd-
rios menopausa fisioldgica e menopausa precoce, quando comparados ao grupo controle sedentdrio. O treinamento fisico
promoveu aumento das respostas contriteis a dobutamina somente nos grupos controle e menopausa fisiolégica, em
relacdio aos seus respectivos grupos sedentarios. Por outro lado, a resposta contratil ao salbutamol néo foi influenciada,
nem pela menopausa, nem pelo treinamento fisico. Por fim, os grupos sedentarios, menopausa fisiolégica e menopausa
precoce, tiveram aumento na expressao de RNAm dos receptores 1-adrenérgicos, comparados ao grupo controle sedenté-
rio, e, apds o treinamento fisico, houve reduc@o na expressdo nos dois grupos menopausa. A expressido dos receptores 2-
adrenérgicos cardiacos, por sua vez, foi similar entre os seis grupos estudados. Em conjunto, os resultados do presente
estudo mostram que a menopausa fisioldgica e a menopausa precoce promovem prejuizos semelhantes em todos os
parametros avaliados (hemodindmicos, autondmicos e cardiacos). Entretanto, ao contrario do ocorrido com o grupo
menopausa fisioldgica, o treinamento fisico nao foi capaz de atenuar todos os efeitos negativos observados sobre o
controle autondmico cardiovascular no grupo menopausa precoce.

EFICACIA DA UTILIZACAO SIMULTANEA DE APARELHOS DE ESTIMULACAO ELETRICA NERVOSA
TRANSCUTANEA (TENS) EM PACIENTES PORTADORES DE FIBROMIALGIA

Eliana Fazuoli Chubaci
Orientadora: Prof* Dr* Gabriela Rocha Lauretti
Dissertacdo de Mestrado apresentada em 06/09/2012

Introducao: Fibromialgia € caracterizada como sindrome, a qual inclui dor muscular, fadiga e distirbio do sono.
Ansiedade e depressdo estao freqiientemente associados, porém a causa € desconhecida. A intensidade da dor piora ao
se deitar, durante a noite e no despertar. Normalmente a dor se difunde na regido lombar e cervical. ATENS € um método
nao medicamentoso, estabelecido para controle da dor, o qual minimiza o consumo de analgésicos.

Objetivos: Este estudo visou avaliar a utiliza¢@o de dispositivos de TENS simultdneos em pacientes portadores de
Fibromialgia.

Meétodos: Apés aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa e consentimento, 39 pacientes portadores de Fibromialgia
foram avaliados de forma prospectiva, aleatdria e duplamente-encoberta. Avaliou-se a utilidade clinica de um novo, muito
pequeno e leve dispositivo de a TENS (TANYX). Dois dispositivos de TENS, foram aplicados de forma simultdnea em cada
paciente: 1) naregido lombar (perpendicular a coluna sobre LS5), e 2) na regido cervical (perpendicular a coluna, entre C7 e
T1), durante 20-min, a cada 12 horas, durante 7 dias consecutivos (antes de se deitar, a noite, e antes de se levantar, pela
manha). Os pacientes foram divididos em 3 grupos (n=13). O grupo placebo (GP) utilizou adesivos que ndo transmitiam
estimulo elétrico, semelhantes aos originais. O grupo de GinicoTENS (TENS-1) (n=13), utilizou um adesivo de TENS ativo
na drea mais dolorida (cervical ou lombar) e placebo na drea menos doloroa. O terceiro grupo (TENS-2) utilizou dois
adesivos ativos de TENS nas 4dreas cervical e lombar, simultaneamente. Para controlar a dor, diclofenaco (50mg) foi
utilizado como analgésico de resgate, até trés vezes ao dia. Foram avaliados a intensidade da dor através da escala
numérica visual (ENV 0-10 cm), consumo de analgésicos de resgate, qualidade do sono e fadiga.

Resultados: Os pacientes foram demograficamente semelhantes. 36 pacientes completaram o estudo. Trés pacien-
tes do grupo placebo desistiram no 4o dia de auséncia de alivio da dor. A avaliacdo entre cada grupo antes e apds o
tratamento revelou que pacientes do grupo placebo néo apresentaram alivio da dor (ENV 8 cm, p>0,05), da fatiga, ou
melhora do padrao de sono, enquanto o grupo TENS-1 apresentou diminuicdo de 2,5 cm na ENV para dor (ENV anterior 8,5
cm e ap6s 6 cm) (p<0,05). Finalmente, o grupo TENS-2 referiu reducio de 4 cm na intensidade da dor (ENV anterior ao
tratamento 8,5 cm e 4,3 cm ap6s tratamento) (p<0,02). O consumo de analgésicos didrios foi menor para TENS-1 (p<0,05) e
TENS-2 (p<0,02). A comparagido entre os 3 grupos revelou que a analgesia, qualidade de sono e melhora da fadiga foi:
grupo TENS-2 > TENS-1 > GP (p<0,05). Os participantes consideraram os aparelhos ativos tteis. Nao foram observados
efeitos adversos.

Conclusdes: enquanto a aplicagio de um dispositivo de TENS na area dolorida, lombar ou cervical, amenizou a dor
em pacientes portadores de fibromialgia, a fadiga e a qualidade do sono foram minimizadas apenas quando dois disposi-
tivos foram utilizados, demonstrando que este novo dispositivo pode ser adjuvante para dor da fibromialgia.

498



Medicina (Ribeirdo Preto) 2012;45(4):466-502
http://revista.fmrp.usp.br Resumos de Dissertacoes de Mestrado e Teses de Doutorado apresentadas na FMRP-USP

ESTUDO DO EFEITO DA ESTIMULACAO COLINERGICA CRONICA SOBRE AS
ADAPTAGOES AUTONOMICAS CARDIOVASCULARES EM RATOS ESPONTA-
NEAMENTE HIPERTENSOS (SHR) SEDENTARIOS E TREINADOS

Joao Henrique Dutra Blanco
Orientador: Prof. Dr. Hugo Celso Dutra de Souza
Tese de Doutorado apresentada em 20/09/2012

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do treinamento fisico aerébio e da estimulagdo colinérgica
cronica (14 dias), com brometo de piridostigmina (30mg/kg/dia) sobre os parametros hemodinamicos e autondmicos
cardiovasculares, utilizando diferentes abordagens: 1) avaliagdo do efeito autondmico tonico por meio do duplo bloqueio
farmacoldgico com metil-atropina e propranolol; 2) andlise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e da
presséo arterial sistélica (VPAS); 3) avaliacao farmacolégica da sensibilidade barorreflexa (SBR); 4) avaliagao da sensibi-
lidade quimiorreflexa a estimulag@o por meio da hipdxia e hipercapnia; e 5) quantificagio da fragdo de eje¢@o ventricular
esquerda (FE). Para tanto, 100 ratos espontaneamente hipertensos (SHR), com 20 semanas de idade, foram divididos em 04
grupos: SHR sedentdrios controle (SED-H,0), SHR sedentdrios e tratados com brometo de piridostigmina (SED-PYR),
SHR submetidos ao treinamento por meio da natagdo (TRE-H,0) e SHR treinados e tratados com brometo de piridostigmina
(TRE-PYR). Os grupos SED-PYR, TRE-H,0 e TRE-PYR apresentaram redug@o na frequéncia cardiaca (FC) basal, pressdo
arterial (PA) e fragdo de ejecdo (FE). Os grupos treinados também apresentaram reducdo na FC intrinseca. Quanto aos
pardmetros autondmicos, o grupo SED-PYR apresentou aumento na participacdo vagal na determinacio tonica da FC
basal, redugdo na VPAS e menores respostas reflexas quimiorreflexa da FC a estimulagdo por hipdxia e hipercapnia. Por sua
vez, o grupo TRE-H,O, além das respostas observadas no grupo SED-PYR, também apresentou significativa atenuagéo
dos aumentos da PA a ativagcdo quimiorreflexa por hipdxia, menores oscilacdes na banda de LF e maiores oscilagdes na
banda de HF da VFC. Por sua vez, o grupo TRE-PYR apresentou maior predominio tonico vagal na determinacio da FC
basal em relag@o aos demais grupos, reducdo na resposta taquicardica a hipercapnia severa, elevacado nas oscilacdes da
banda de LF e reducdo nas oscilagdes da banda de HF da VFC.

Dessa forma, nés concluimos que o treinamento fisico, bem como, o tratamento crdnico com brometo de
piridostigmina, da forma que foram aplicados, promoveram altera¢cdes hemodinamicas importantes, caracterizadas pela
reducdo da PA, da FC basal e da FE. O tratamento com brometo de piridostigmina em ratos sedentdrios promoveu a
potencializag@o do tonus vagal cardiaco, entretanto sem alterar os demais parametros autondmicos. O treinamento fisico,
por sua vez, melhorou a maioria dos pardmetros autondmicos avaliados, no entanto, quando associado ao tratamento com
brometo de piridostigmina os resultados foram menos favoraveis.

Patologia

AGCAO ANTI-INFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE DO ACIDO ROSMARINICO NA
ISQUEMIA-REPERFUSAO HEPATICA NORMOTERMICA EM RATOS

Angelo Augusto Chiachia Pasta
Orientador: Prof. Dr. Fernando Silva Ramalho
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 03/08/2012

A lesdo do figado secunddria a isquemia e reperfusdo (I/R) € a principal responsavel pela faléncia primaria do
enxerto hepéatico apds o transplante clinico, e também responsdvel pela elevada morbidade das grandes cirurgias de
ressecgdo hepatica. A interrup¢ao do fluxo sanguineo para o figado com subsequente reperfusdao conduzem a intensa
resposta inflamatoéria aguda e a importante déficit microcirculatério hepaticos, capazes de induzir lesdo e disfuncio hepa-
tica graves. O acido rosmarinico (AR), um composto polifendlico encontrado em plantas como o alecrim (Rosmarinus
officinalis), apresenta diversas propriedades terapéuticas, dentre as quais se podem destacar as atividades antioxidante
e anti-inflamatdria. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do AR sobre a lesdo hepdtica por I/R em ratos
machos Wistar. Os animais foram submetidos a I/R normotérmica dos lobos hepaticos lateral esquerdo e mediano por meio
do clampeamento seletivo da triade portal durante periodo de 60 minutos. Os ratos foram divididos em 3 grupos: sham
(cirurgia simulada - n=5), I/R + solucéo glicofisioldgica (controle - n=8) e I/R + AR na dose de 50 mg/kg de peso corporal,
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via intraperitoneal (i.p.), 30 minutos antes da isquemia, 30 minutos antes da reperfusdo e 2 horas pés-reperfusdo (n= 8). Os
ratos foram sacrificados seis horas apds a reperfusao, sendo colhidas amostras de plasma e do figado para andlises
posteriores. Avaliou-se o grau de lesdo hepatocelular (dosagem das aminotransferases ALT e AST, e calculo do escore
histolégico de agressao tecidual), a intensidade do estresse oxidativo [medida da nitrotirosina, glutationa reduzida (GSH),
capacidade antioxidante total e lipoperoxidacdo das membranas celulares hepaticas], os niveis de 6xido nitrico (NO)
hepatico (dosagem do NO e das enzimas eNOS e iNOS hepéticos) e a magnitude da resposta inflamatéria aguda (acimulo
hepatico de neutrdfilos e de citocinas pré-inflamatérias). Constatou-se que a lesdo hepatocelular (avaliagdo bioquimica e
histolégica) e o estresse oxidativo hepético (mensuracio da nitrotirosina, lipoperoxidacdo de membranas, GSH e capacida-
de antioxidante total) foram significativamente diminuidos nos animais submetidos ao tratamento com AR em relagao ao
grupo controle. Adicionalmente, verificou-se reduzida atividade inflamatéria aguda (expressio de citocinas pré-inflamaté-
rias e infiltrado inflamatério neutrofilico hepaticos) e menores niveis de NO e das enzimas eNOS e iNOS no figado dos ratos
que receberam infusdo i.p. de AR em comparagio ao figado dos animais que receberam solugio glicossalina. Diante destes
resultados, pode-se concluir que o AR apresenta importante efeito hepatoprotetor frente a lesdo por I/R normotérmica em
ratos, com énfase para suas atividades anti-inflamatdria e antioxidante.

Saude Mental

ALTERAGCOES DE NEURODESENVOLVIMENTO AVALIADAS POR MEIO DE RESSONANCIA MAGNETI-
CA ESTRUTURAL EM PACIENTES EM PRIMEIRO SURTO PSICOTICO E EM EPILEPSIA

Clarissa Maria Ferreira Trzesniak
Orientador: Prof. Dr. José Alexandre de Souza Crippa
Tese de Doutorado apresentada em 06/08/2012

Introducao: Dentre as hipdteses etiologicas para manifestacio das psicoses e epilepsia, destaca-se a de alteracdes
do neurodesenvolvimento, tais como presenca de cavum septum pellucidum (CSP) e auséncia de adesdo intertalimica
(AD). Em psicose, estudos em ressonancia magnética (RM) sobre CSP/AI tém apresentado resultados conflitantes. Além
disso, ndo hd pesquisas populacionais e investigagdo longitudinal. Na epilepsia, ndo existem estudos que avaliaram CSP/
Al com técnicas semiquantitativas de mensuragao.

ESTUDO (1): Objetivo: Avaliar com RM estrutural o CSP e a nao-Al em esquizofrenia e outras psicoses, realizando
o primeiro estudo de base populacional com intuito de examinar essas alteracdes.

Metodologia: Individuos em primeiro episddio psicético (PEP, N=122 - subdivididos em esquizofrenia (N=62);
transtornos de humor (N=46); e outras psicoses (N=14)) foram comparados a 94 controles saudaveis, os quais residiam na
mesma area geografica dos pacientes. Apds 13 meses, 80 pacientes e 52 controles foram submetidos a segundo exame de
RM. Resultados: Na avaliacdo transversal, foram encontradas redugdes no comprimento da Al em individuos PEP com
esquizofrenia, comparados aos subgrupos humor e controle, sem nenhuma diferenca para o CSP. Em contraste, verificou-
se interacdo diagndstico-por-tempo para o comprimento do CSP, cujo aumento foi mais proeminente para o grupo psicose.
Houve involucdo do comprimento da Al ao longo do tempo para todos os grupos, sem evidéncia de interacoes.

Conclusao: Os resultados sugerem que o CSP parece relacionado a progressado de transtornos com psicose. O fato
de o comprimento da Al mostrar-se mais curto no inicio da esquizofrenia suporta o modelo de neurodesenvolvimento para
o transtorno, indicando que uma alterag¢do nessa juncio de substancia cinzenta pode ser fator de risco para o desenvol-
vimento de psicose.

Estudo (2) Objetivo: avaliar pioneiramente por RM estrutural o CSP/AI na epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM).
Metodologia: 181 pacientes com ELTM foram comparados a 156 controles saudaveis.

Resultados: Pacientes sem esclerose temporal mesial (ETM) apresentaram maior comprimento de CSP do que
aqueles com ETM. Pacientes em geral demonstraram menor prevaléncia e comprimento de Al do que voluntérios sauda-
veis.

Conclusao: Os resultados sugerem que pacientes com e sem ETM parecem ter padrdes morfolégicos cerebrais
extratemporais distintos. As alteragcdes na Al corroboram a influéncia do tdlamo na ELTM. Futuras pesquisas, com dese-
nho longitudinal e pacientes em estdgios iniciais do transtorno, auxiliardo na compreensdo se tais modificagdes seriam
causa ou consequéncia de crises epilépticas recorrentes.
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CARACTERIZACAO DOS ATENDIMENTOS POR TENTATIVA DE SUICIDIO EM
HOSPITAL GERAL DE EMERGENCIAS E EVOLUCAO DURANTE DOIS ANOS

Alcinéia Donizeti Ferreira
Orientadora: Prof* Dr® Cristina Marta Del Ben
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 13/08/2012

Suicidio é uma das dez causas mais frequentes de 6bito, representando um sério problema de satde publica. Varios
fatores sdo associados a um aumento do risco de suicidio, como a presenca de condicdes psiquidtricas e de fatores
s6ciodemogréficos. Os objetivos deste estudo foram a) Tragar o perfil sécio-demografico e clinico de tentadores de
suicidio; b) Verificar a existéncia de possiveis fatores preditores da tomada de decisdo quanto ao tipo de encaminhamento
dado na alta do hospital de emergéncia; c) Verificar a existéncia de possiveis fatores preditores da ocorréncia de novas
tentativas de suicidio graves, a ocorréncia de 6bitos e novo atendimento de emergéncia nos dois anos subsequentes a
tentativa de suicidio indice. Os dados foram colhidos em prontudrios médicos por meio de protocolos criados especifica-
mente para este fim. A amostra foi constituida por 412 pacientes atendidos no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de
2007 com diagndstico de lesdo auto-provocada intencionalmente (CID-10: X60 a X84), para as quais a intengdo suicida foi
confirmada. A populacdo em estudo constituiu-se de pacientes jovens, de ambos os sexos, mas com predominio de
mulheres, com diagnéstico de transtornos psiquidtricos graves, sendo que uma parcela significativa ja se encontrava em
tratamento psiquidtrico e possuia histéria de tentativas de suicidio prévias. Mulheres tentaram suicidio mais frequente-
mente por intoxicacio exdgena e os homens por métodos violentos, Diagndstico de transtornos depressivos e de perso-
nalidade foram mais comuns entre mulheres, enquanto que transtornos psicéticos foram mais frequentes entre homens.
Durante o periodo de internag@o indice 15 (3,6%) pacientes foram a 6bito. Quanto ao encaminhamento dado no momento
da alta do hospital de emergéncia, apds ajuste por regressdo logistica, sexo masculino, uso de método violento na
tentativa de suicidio e histéria de tratamento psiquidtrico prévio foram preditores de encaminhamento para internagio
integral ou parcial em servico psiquidtrico. Dentre os pacientes procedentes do municipio de Ribeirdo Preto e que sobre-
viveram a tentativa inicial (n = 258), 10 (3,9) foram a 6bito nos anos subsequentes, sendo trés (1,2%) por suicidio, 3 (1,2%)
por causas violentas e 4 (1,5%) por causas clinicas e 24 (9,3%). Foram readmitidos no hospital de emergéncias devido a
uma nova tentativa de suicidio. Histérico de tratamento psiquiatrico prévio foi preditor independente de nova tentativa.
Neste estudo a estimativa de risco de morte foi de 3,6%, sinalizando para a gravidade das tentativas de suicidio atendidas
em hospital de emergéncia de referencia.

Saude na Comunidade

PERFIS DE MORBIDADE NOS DIFERENTES TERRITQRIOS DE
ADSCRICAO DA ESTRATEGIA SAUDE DA FAMILIA

Lara Marina Almeida E Fonseca
Orientadora: Prof* Dr* Maria do Carmo Gullaci Guimaraes Caccia-Bava
Dissertag@o de Mestrado apresentada em 06/08/2012

A Atencgdo Basica (AB), através da Estratégia Satide da Familia (ESF), caracteriza-se por um conjunto de acdes de
saide, no ambito individual e coletivo, que abrangem a promog¢do e a prote¢do da saude, a prevencdo de agravos, o
diagndstico, o tratamento. A AB fundamenta-se em quatro atributos essenciais: aten¢io ao primeiro contato, coordenagao
do cuidado, integralidade e longitudinalidade, que operados, possibilitam o acesso, a produg¢ao do cuidado e a identifica-
¢do do perfil da populacdo do territério de adscri¢do. Considerando que dentro do territério municipal encontram-se
grupos heterogéneos, com perfis e necessidades particulares, tracar as caracteristicas sociais e as singularidades do
adoecer dos territérios de adscricdo das ESF pode permitir adequar os servicos da equipe a essas necessidades. O
objetivo do presente trabalho epidemiolégico, é caracterizar, através do perfil de morbidade e sécio demografico, os
grupos cadastrados nas diferentes equipes e territorios de implantag@o da Estratégia Saide da Familia, tendo como campo
de estudo o municipio de Patrocinio/MG. Nele existem 16 equipes da ESF, das quais trés localizam-se na area central, uma
na drea rural e 12 na regido periférica da cidade (trés estratos). A fonte de dados foi os prontudrios de pacientes usuarios
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destas unidades assistenciais. Apds calculado o tamanho amostral em 596 prontudrios, o processo de amostragem ocor-
reu em multiplas etapas. Foi feita uma amostragem estratificada das ESF com partilha proporcional entre os estratos, e
dentro de cada ESF feita uma amostragem sistematica dos prontudrios familiares. Um sorteio casual simples permitiu que
fosse selecionado um individuo daquela familia. Nos prontuarios foram coletados os seguintes dados: idade, sexo, ocupa-
¢do, escolaridade e diagndsticos referentes a tltima consulta médica realizada no ano de 2010. As variaveis foram transferidas
para um banco de dados e descritas posteriormente. Os 564 prontudrios analisados, trouxeram os seguintes resultados: na
regido periférica predominaram mulheres, na faixa etaria de 40 ? 60, maioria alfabetizadas (82%), com ocupagdes conside-
radas fora da Populacido Economicamente Ativa (PEA) e uma maior freqiiéncia das doengas do aparelho circulatdrio (18%).
Na regido central predominaram as mulheres, na faixa etaria dos 20 ? 40, pessoas alfabetizadas (92%), aposentados e
doencas do aparelho circulatério. Na regido rural houve maior prevaléncia de mulheres, idosos, alfabetizados (94%), fora
da PEA e as doencas do aparelho circulatério também prevaleceram. Apesar das regides apresentarem caracteristicas
parecidas, os achados posteriores de idades, ocupagdes e morbidades foram diferentes, o que confirma a idéia de diferen-
cas regionais dentro de um mesmo municipio. Os resultados podem servir de instrumento para um melhor planejamento
direcionado das ac¢des em satde.

O EFEITO DO EXERCICIO FiSICO NA CAPACIDADE FUNCIONAL, MARCHA, EQUILIBRIO E
QUALIDADE DE VIDA DE PACIENTES COM DOENCA DE ALZHEIMER

Fabricia Mabelle Silva
Orientador: Prof. Dr. Jair Licio Ferreira Santos
Dissertagdo de Mestrado apresentada em 17/09/2012

O fendomeno do envelhecimento populacional tem sido observado em todo o mundo e traz consigo o aumento da
prevaléncia das deméncias destacando-se como mais frequente a Doenga de Alzheimer (DA). O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de um programa de exercicios fisicos na capacidade funcional e qualidade de vida de pacientes com Doenga
de Alzheimer residentes em institui¢des asilares privadas do municipio de Ribeirdo Preto. A amostra foi constituida de 34
sujeitos com DA diagnosticada de acordo com os critérios CID-10 e no DSM-1V, sendo que 17 pacientes fizeram parte do
Grupo Experimental, que participaram de programa de exercicios fisicos com duracéo de 10 semanas. Cada sessdo tinha
duracdo de uma hora, sendo dividido em quatro fases: aquecimento, exercicio aerébico (danga), exercicios resistidos,
alongamento/relaxamento. O grupo controle foi formado por 17 pacientes que participaram de rodas de canto com a mesma
frequéncia e duracio das sessoes de exercicios. Antes de iniciar as intervengdes e apds a conclusiao das mesmas, foram
aplicados nos dois grupos o Indice de Barthel e a bateria de testes da AAHPERD para avaliar capacidade funcional e a
escala de qualidade de vida para pacientes com doenga de Alzheimer proposta por Logsdon. Os dados foram avaliados por
meio do modelo linear de efeitos mistos (efeitos aleatdrios e fixos). Em relagao a Qualidade de Vida do paciente na visao do
cuidador observamos evidéncia de melhora somente no grupo experimental (p<0,05), no que diz respeito a Qualidade de
Vida na Visdo do paciente sobre ele mesmo e a Qualidade de Vida Total, ndo observamos evidéncia de melhoras em nenhum
dos grupos. O grupo experimental apresentou evidéncia de melhoras em todos os dominios da capacidade funcional:
Coordenagdo ((p<0,001,),Resisténcia e For¢a (p<0,001), Agilidade (p<0,001), Flexibilidade (p<0,001) e Resisténcia Aerébica
Geral (p<0,001), o mesmo ndo pdde ser observado no grupo controle. Conclui-se portanto, que a prética de exercicios
fisicos aos idosos com Doenca de Alzheimer, deve ser incentivada pois auxiliard na manutencao e melhora da capacidade
funcional dessa populacio.
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