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XVI1I CONGRESSO ANUAL DE INICIACAO CIENTIFICA

A Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) tem por objetivo desenvolver, em nivel de
exceléncia, atividades inter-relacionadas de ensino, pesquisa e extensdo. As atividades de ensino
compreendem as areas de graduacgdo, pds-graduacao e de extensao.

A UNIFESP criada em 15 de dezembro de 1994, resulta da transformacdo da Escola Paulista de
Medicina, fundada em junho de 1933, federalizada em janeiro de 1956 e transformada em
estabelecimento isolado de ensino superior de natureza autarquica em setembro de 1964. O curso de
enfermagem teve inicio em 1939, com a criacdo da Escola Paulista de Enfermagem. A pesquisa inicia-
se em 1948, com a instalacdo do laboratério de farmacologia e bioquimica. Novos cursos de graduacéao
sdo iniciados em meados da década de 60: Ciéncias Biomédicas, 1966; Fonoaudiologia, 1968 e
Tecnologia Oftalmica, 1970.

Em 2003, a universidade cria, depois de mais de 35 anos, novos cursos de graduacéo. Hoje, 25 sédo
cursos distribuidos nos diferentes campi:

Baixada Santista: Educacdo Fisica, Fisioterapia, Nutricdo, Psicologia, Terapia Ocupacional e Servico
Social

Diadema: Ciéncias Bioldgicas, Engenharia Quimica, Farmécia/Bioquimica, Quimica, Ciéncias
Quimicas e Farmacéuticas;

Guarulhos: Ciéncias Sociais, Filosofia, Historia, Pedagogia, Histdria da Arte e Letras;

Sao José dos Campos: Ciéncias da Computacdo e Matematica Computacional;

Sao Paulo: Medicina, Enfermagem, Ciéncias Biomédicas, Fonoaudiologia, Tecnologias em Saude.

Deixamos de ser uma universidade tematica, integrando em nossas atividades as trés grandes areas
do saber.

O ensino de graduagdo na UNIFESP, universidade dedicada ao ensino e a pesquisa é fortemente
influenciado por algumas caracteristicas da Instituicdo que evidenciam a importancia de programa
institucional de iniciagéo cientifica:
integracdo cientifica e geogréfica entre os Departamentos das areas basicas e profissionais;
corpo docente com titulacdo pos-graduada em porcentagem superior a 90%;
grupos de exceléncia em pesquisa e
significativo envolvimento de alunos em programa de iniciagéo.

O PIBIC (Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica) completa em 2010 dezoito
anos na UNIFESP. Esta importante acdo indutora do CNPg ampliou de maneira consideravel a
iniciacdo cientifica na Instituicdo. No periodo de agosto/2009 a julho/2010, trezentos e quarenta e dois
(352) alunos de graduacéo receberam bolsa de IC do CNPq (PIBIC e PIBITI), que agora apresentardo
seus trabalhos durante o XVIII Congresso de Iniciagdo Cientifica, seja na forma de painéis ou de
apresentagéo oral. Ainda, deverdo participar deste Congresso alunos de IC bolsistas da FAPESP, e de
outras agéncias de fomento que desenvolvem projetos na nossa Instituicdo, bem como em outras
universidades. Nesta edicdo do congresso serdo apresentados 510 trabalhos de IC desenvolvidos pelos
estudantes de graduacdo nas diferentes areas do conhecimento.

O Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNIFESP tem como objetivos a divulgacdo dos resultados
de projetos de pesquisa que vem sendo desenvolvidos pelos estudantes de graduacdo, bem como o
treinamento na apresentacdo e discussdo dos trabalhos. Todos os estudantes, bolsistas ou ndo do
PIBIC, apresentam seus resultados tanto em sessdes tematicas, seja sob a forma de cartazes como
apresentacdo oral. Ainda, os estudantes sdo os responsaveis pela coordenacdo dos trabalhos orais,
atuando como presidentes de sessdao. Com isso, pretende-se estimular:

¢ 0 treinamento do estudante de graduagdo na analise e na interpretacdo dos dados de sua pesquisa,
bem como na divulgacao de seus resultados;

e 0 treinamento na elaborac¢do dos dados para divulgacao oral e de cartaz;
e atroca de experiéncia entre pesquisadores de grupos de pesquisa ja consagrados e emergentes;



e 0 apoio e a oferta de subsidios tedricos, visando ao aperfeicoamento daqueles que se qualificam
para a investigacdo cientifica;

e a\vocacao e os talentos potenciais para o pensar € o criar cientificamente;

e a divulgacdo de trabalhos de pesquisa desenvolvidos atraves dos Programas Institucionais da
UNIFESP e de outras Instituicoes.

Em nome dos docentes e funcionarios técnico-administrativos da UNIFESP, em especial de todos
da Pré-Reitoria de Graduacdo, damos as boas vindas aos participantes, desejando sucesso nesta
reunido, e que as discussdes dos resultados sejam de grande proveito no encaminhamento dos
trabalhos de cada um.

Helena Bonciani Nader
Lucia de Oliveira Sampaio
Miguel Roberto Jorge

Pro-Reitoria de Graduacgao



PROGRAMACAO

XVIII CONGRESSO~ DE INICIAQAO CIENTIFICA - PIBIC )
111 CONGRESSO DE INICIACAO EM QESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO E
INOVACAO - PIBIT!
11l CONGRESSO DE EXTENSAO - PBEX
21/06
17:00 horas Abertura
Palestrante Profa. Dra. Wrana Maria Panizzi
Vice Presidente do CNPq
Local: Teatro Marcos Lindenberg
Prédio dos Anfiteatros - Edificio Costabile Galucci
Rua Botucatu, 862

22/06

08:00 as 10:30 horas - Apresentacao Oral
Local: Prédio dos Anfiteatros - Edificio Costabile Galucci

11:00 as 12:00 horas - Apresentacao Poster
Local: Cobertura Estacionamento C

13:00 as 15:30 horas - Apresentacédo Oral
Local: Prédio dos Anfiteatros - Edificio Costabile Galucci

16:00 as 17:00 horas - Apresentacao Poster
Local: Cobertura Estacionamento C

23/06

08:00 as 10:30 horas - Apresentacéo Oral
Local: Prédio dos Anfiteatros - Edificio Costabile Galucci

11:00 as 12:00 horas - Apresentacdo Poster
Local: Cobertura Estacionamento C

13:00 as 15:30 horas - Apresentacao Oral
Local: Prédio dos Anfiteatros - Edificio Costabile Galucci

16:00 as 17:00 horas - Apresentacdo Poster
Local: Cobertura Estacionamento C



DISTRIBUICAO DOS TRABALHOS POR AREA

No XVIII Congresso teremos a apresentacdo de trabalhos nas seguintes areas:

Area Total
Ciéncias Basicas Moleculares 88
Ciéncias Basicas Morfoldgicas 29
Cirurgia Aplicada 12
Cirurgia Experimental 11
Disturbios da Comunicacédo e Audicao 13
Enfermagem 28
Exatas 44
Humanas 91
Medicina Aplicada 91
Medicina Experimental 43
Saude Coletiva 60
Monitoria 40
Extenséo 50
Total geral 600




XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  AgAo de elastase de neutréfilo humano em cultura de células pulmonares
Autores: Gozzo A.J.; Cruz-Silva, |.; Aratjo, M.S.; Nogueira, N.S.; Praxedes-Garcia, P

Bolsista: Nayara Soares Nogueira - UNIFESP

Orientador:  Mariana da Silva Araujo

Resumo:

Células epiteliais do alvéolo pulmonar do tipo Il (CEAP II) sdo as mais suscetiveis a danos que possam acometer o pulm&o. Elas sdo capazes de produzir uma
substancia surfactante que é classicamente descrita como responsavel por reduzir a tens&o superficial entre o ar e o liquido nos alvéolos, impedindo seu colabamento
ao final de cada expiragéo. Sabe-se também que a elastase de neutréfilo (EN), protease liberada em varias doengas inflamatérias pulmonares, por leucécitos
polimorfonucleares, € a principal responsavel pela formagéo do edema pulmonar. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a agdo da EN no crescimento
especifico de CEAP II. Primeiramente, foi feita a extragdo e separagdo das células do parénquima pulmonar; apds o crescimento adequado, utilizou-se a proteina C
associada a surfactante pulmonar, conjugada ao anticorpo secundario contendo Cy 3, para a identificagdo das células por microscopia confocal. Confirmada a
populagéo celular, avaliou-se seu crescimento por quinze dias. Para isso, as células foram incubadas em placas de seis pogos com meio de cultura DMEM, contendo
1% de antibitticos e 10% de soro fetal bovino. Apés o crescimento adequado, as células foram contadas em camaras de Neubauer, na presencga de azul de trypan. A
anélise da proliferacéo celular foi feita, usando-se o método do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT), na auséncia ou na presenca de EN (0,1 —
160 nM) ou estaurosporina (2 ?M), classico indutor de apoptose. A fragmentagdo do DNA também foi avaliada por citometria de fluxo. Todos os resultados mostraram
que a EN é capaz de induzir morte nessa populagéo celular (CNPq e FAPESP).

Participantes:  Andrezza Andreotti Justino Gozzo, llana Cruz Silva, Mariana da Silva Araujo, Nayara Soares Nogueira, Priscila Praxedes Garcia
NUm.Com.Etica em Pesquisa:1161/06 o



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  Acao de inibidores de plantas brasileiras em células de endometriose
Autores: Lobo, Y.A.

Bolsista: Yara Aparecida Lobo - UNIFESP

Orientador:  Maria Luiza Vilela Oliva

Resumo:

A partir das sementes de vegetais, como as leguminosas, € possivel isolar inibidores de proteinases. Os inibidores podem agir como substratos altamente especificos
para as enzimas, no entanto, diferem do complexo enzima-substrato e enzima-produto, que se dissociam muito rapidamente, o complexo enzima-inibidor & muito
estavel. Diversos inibidores de proteinases, pertencentes principalmente a familia Kunitz, vém sendo isolados das sementes de plantas brasileiras e seus efeitos tém
sido avaliados sobre enzimas da coagulagao sanguinea, como calicreina plasmatica, fator Xlla, fator Xa e trombina, enzimas envolvidas nos processos digestivos
como fripsina e quimotripsina, além de enzimas envolvidas nos processos inflamatorios como elastase.

Recentemente varios estudos vém investigando os efeitos do inibidor isolado de sementes de Bauhinia bauhinioides, o BbKI (inibidor de calicreina plasméatica humana
de B. bauhinioides), e de Enterolobium contortisiliquum, o EcTI (inibidor de tripsina isolados das sementes de E. contortisiliquum), pertencentes & familia Kunitz, em
modelos de inflamagéo e tumor. A endometriose é condigdo cronica caracterizada pela presenca de tecido endometrial fora da cavidade uterina. Alguns pesquisadores
correlacionam os eventos da endometriose com aqueles descritos no cancer, principalmente nos eventos relacionados aos processos angiogénicos e de proliferagao
celular. Os inibidores de proteinases isolados pelo grupo da Profa. Dra Maria Luiza Vilela Oliva tém se mostrado instrumento importante para o estudo de células
tumorais, pela especificidade de inibicdo de enzimas envolvidas nos diferentes processos relacionados a turmorigéneses como a ades&o, invasdo, angiogénese e
proliferagdo que, como mencionados também s&o observados na endometriose.

O objetivo deste estudo é avaliar a agéo dos inibidores de proteinase isolado da semente E. contortisiliquum (EcTI) e do inibidor recombinante de B. bauhinioides
(rBbKI) em células endometriais. O inibidor EcTI extraido a partir de sementes de Enterolobium contortisiliquum e o inibidor rBbKI obtido por expresséo heteréloga em
E. coli (BL21DE3) foram purificados utilizando técnicas cromatograficas estabelecidas em nosso laboratério. Para o estudo da ag&o desses inibidores na proliferacéo
foram utilizadas células endometriais humanas isoladas a partir de tecidos da cavidade endometrial de pacientes atendidas no Setor de Algia Pélvica e Endometriose e
gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Ismael Dale Cotrim Guerreiro da Silva do Departamento de Ginecologia da UNIFESP. Posteriormente seréo realizados ensaios de
adeséo e ciclo celular na presenca dos inibidores.

Participantes: ~ Yara Aparecida Lobo
NUm.Com.Etica em Pesquisa:2004/09 Rt



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  Acdo de Radicais Livres no Controle da Proliferagéo e Diferenciagdo de Células Leucémicas

Humanas HL-60
Autores: Teixeira, A.F.; Cesario, T.A.M.
Bolsista: Thalyta Aparecida Munhoz Cesario - Centro Universitario Sao Camil
Orientador:  Alice Teixeira Ferreira

Resumo:

As células-tronco hematopoéticas (CTHs) s&o células capazes de produzir células diferenciadas da linhagem mielocitica € monocitica. Sendo que, o microambiente
hematopoético regula a auto-renovagéo, a potencialidade e a quiescéncia.

As CTHs apresentam a capacidade de proliferar renovando-se ou diferenciando-se em células especializadas sendo que a maior parte destas células encontra-se em
estado quiescente.

Estas células encontram-se entre uma malha de células estromais aderidas ao endésteo (superficie dssea recoberta de osteoblastos), sugerindo que os osteoblastos
tém a capacidade de sustentar as CTHs, em especial nas regides denominadas trabéculas dsseas (regides de invaséo 6ssea medular).

As CTHs localizam-se na regido endosteal em contato com os osteoblastos, afastadas dos vasos sanguineos, em estado quiescente; enquanto a sua progénie
diferenciada, aproxima-se dos vasos sangiineos. As células hematopoéticas, proximas aos vasos sangiineos, tém maior atividade celular, pois neste microambiente
ha maior quantidade de O2 e estes fatores produzem aumento de radicais livres.

Desta forma, a condigdo de hipdxia medular das CTHs, junto aos osteoblastos, poderia favorecer o estado quiescente, enquanto que, o aumento de radicais livres, na
area proxima dos vasos sanguineos poderia estar relacionado com a diferenciagdo das CTHs. Contudo, sdo desconhecidos vérios aspectos celulares da relevancia da
presenga dos radicais livres no tecido hematopoético.

Assim, neste projeto, foi proposto estudar o efeito dos radicais livres sobre a hematopoese, investigando se estes atuam diretamente na proliferagao e diferenciacéo de
células primitivas hematopoéticas e quais mecanismos de sinalizagéo intracelulares s&o ativados pela presenca de radicais livres. Para este fim utilizou-se a linhagem
pro-mielocitica HL-60, a qual possui a capacidade de diferenciar-se em macréfagos e granulécitos.

As células HL-60 foram estimuladas com peréxido de hidrogénio em varias concentragdes de modo a aferir a toxicidade do composto sob essas células. A viabilidade
celular foi avaliada por citometria de fluxo, j& que a analise por citometria de fluxo com anexina V e iodeto de propideo permite avaliar as células em necrose e
apoptose, a proliferacdo foi avaliada pela contagem de células na camera de Neubauer e a diferenciagéo por imunofenotipagem. As concentragdes utilizadas de H202
(1 nM — 1000 nM) n&o induziram diminui¢do do numero de células viaveis de forma significante, ou seja, ndo induziram diminui¢do da viabilidade celular. A contagem
do nimero de células mostrou que o numero de células aumenta pelo estimulo com H202 com concentragbes acima de 10 nM. Além disso, a andlise da
imunofenotipagem mostrou que a concentragao de 1000 nM induziu a diminui¢ao de células primitivas CD34+CD38-.

As concentraces testadas (de 1 a 1000 nM) ndo causaram significante aumento de morte celular quando comparado ao grupo controle. Com relacéo a diferenciacéo
foi visto que ocorreu uma ligeira diferenciacéo referente & diminuicdo da expresséo da populagdo CD34+CD38- nas concentragdes utilizadas. No entanto néo se
observou variagdo da expressdo da marcagdo mieléide com CD15+CD11b- ou CD15+CD11b+.

Portanto, os radicais livres contribuem para a regulagdo e comportamento das células-tronco hematopoéticas: as baixas concentragées oxigénio podem regular a
resposta hipdxica e o microambiente da célula, em parte pela expressao da atividade de moléculas de ades&o para manutengao da quiescéncia. O aumento de radicais
livres pode afetar o ciclo celular e a proliferagéo em parte pela modificagéo de moléculas envolvidas nesses processos, e induzem apoptose pela ativagdo da morte
celular programada. Sendo assim, os ROS podem ajustar o comportamento celular e regular as interagdes celulares em determinado microambiente.

Participantes:  Alice Teixeira Ferreira, Thalyta Aparecida Munhoz Cesario
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XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  AgAo de rBbKI em modelo de Ulcera gastrica em camundongos
Autores: Valois, M.V.

Bolsista: Mayara Vioto Valois - UNIFESP

Orientador:  Misako Uemura Sampaio

Resumo:

As serinoproteinases constituem uma das classes de endoproteinases, que s&o enzimas que catalisam a hidrélise de ligagbes peptidicas internas em proteinas e
polipeptideos. As serinoproteinases possuem uma fungéo essencial em diversos processos fisiolégicos fundamentais como a digestdo, a coagulagdo sanguinea, a
ativacdo do complemento, a fibrindlise, a reproducéo e o desenvolvimento. Dentre as serinoproteinases mais estudadas estdo as de mamiferos como tripsina,
quimotripsina e elastase.

A Ulcera géstrica € uma les&@o provocada por multiplos fatores, os quais ndo sdo plenamente conhecidos; sendo o desequilibrio entre fatores agressores e protetores a
principal causa da formagéo da lesdo gastrica. Em condigdes fisioldgicas, existe um equilibrio entre agentes agressores, como &cido cloridrico (HCI) e pepsina, e
protetores, como muco-bicarbonato, prostaglandinas, grupos sulfidrilas, poliaminas, além da caracterizagao do fator relaxante de endotélio (NO) e da dopamina como
gastroprotetores.

A partir das espécies pertencentes ao género Bauhinia, popularmente conhecidas como pé-de-boi, pata-de-vaca, pé-de-vaca e unha-de-vaca, foram obtidos inibidores
do tipo Kunitz que foram devidamente caracterizados. Esses inibidores s&o extremamente interessantes, tanto pela especificidade de inibicdo quanto pelas
caracteristicas estruturais e atividades bioldgicas. Mais recentemente foi demonstrado que uma dessas proteinas, o BbKI (inibidor de calicreina isolado de Bauhinia
bauhinioides) além da fungao inibitéria & capaz de se ligar ao receptor B2 e induzir a produgéo de 6xido nitrico (NO).

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi verificar a agdo do inibidor recombinante de Bauhinia bauhinioides (rBbKI) em modelo de Ulcera gastrica em camundongos.
O inibidor recombinante BbKI foi obtido por expresséo heteréloga por Escherichia coli BL 21DE3 e purificado conforme estabelecido por Aratjo, 2005 e devidamente
titulado para a determinagéo da real concentragdo ativa a ser utilizada no experimento.

As etapas de purificagéo foram repetidas para acumulo de material para estudos in vivo com camundongos da linhagem F1, machos de 120 dias, pesando entre 30 a
50 g, em modelo de Ulcera gastrica induzida por estresse através de imobilizagdo e frio (4°C), com intuito de analisar seu possivel efeito protetor. Para tanto, os
estomagos foram isolados para avaliagdo das lesdes gastricas, por analise macroscdpica, ou para congelamento imediato a —70°C, para as dosagens bioguimicas.
Essa etapa do trabalho encontra-se em andamento.

Apoio: FAPESP, CNPq FAP/FADA, CAPES/DAAD, MCT/CNPq.

Participantes:  Mayara Vioto Valois
NUm.Com.Etica em Pesquisa:1999/09 o
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XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  Andlise da expressdo génica do receptor serotoninérgico Htr1a no hipocampo, complexo
amigdaldide e cortex pré-frontal de ratos com tratados com Extrato padronizado de Ginkgo biloba
(EGb 761)

Autores: Oliveira, D.R.; Cerutti, J.M.; Moraes, L.S.; Cerutti, S.M.; Favaro, V.M.
Bolsista: Lais de Sousa Moraes - UNIFESP
Orientador:  Suzete Maria Cerutti

Resumo:

O Extrato padronizado de Ginkgo Biloba (EGb761) é atualmente o fitoterapico mais vendido e utilizado para o tratamento e prevengéo de problemas de memoéria.
Clinicamente seu uso vem sendo associado a patologias do sistema nervoso central, como a doenga de Alzheimer’s, perda de meméria decorrente do envelhecimento
normal do sistema nervoso e, recentemente, a um efeito preventivo do mesmo. Dados comportamentais e moleculares obtidos pelo nosso grupo sugerem que o uso
agudo, subagudo e cronico do EGb761 modula comportamentos defensivos avaliados pela supressdo da resposta emocional condicionada e sugerem que a
modulagdo pode estar associada ao efeito ansiolitico do extrato, sendo assim, o EGb761 pode ser uma alternativa aos ansioliticos sintéticos tradicionais que
sabidamente causam prejuizo de memoéria.

O papel da serotonina na meméria e ansiedade esta diretamente relacionada a interagdo com diferentes subclasses de receptores 5-HT. Dentre os subtipos de
receptores 5-HT, o receptor 5-HT1A encontra-se descrito como envolvido com os processos de aquisicdo e evocacdo da meméria do medo condicionado e
diferentemente expresso em estruturas neurais como hipocampo, complexo amigdaléide e cortex pré-frontal, descritas como envolvidas na meméria do medo
condicionado. Esses dados em conjunto com a via de sinalizagéo descrita para o receptor 5-HT1A que é acoplado a uma proteina G trimérica inibitéria que acaba por
inibir o fator de transcri¢do CREB, ja descrito como alterado para animais tratados com EGb761, sugerem uma possivel via de atuag&o para esse extrato.

Assim, com o objetivo de analisar a expresséo génica dos receptores Htr1a (gene do receptor 5-HT1A) no hipocampo, complexo amigdaléide e cortex pré-frontal de
ratos submetidos ao tratamento agudo, subagudo e cronico com o EGb761, foi empregada a metodologia de PCR quantitativo. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em grupos de acordo com o tratamento e dose (EGb 761 0.5 g.Kg-1, n=10 ou 1.0 g.Kg-1, n=10) e grupos controles (a) solugdo aquosa de Tween 80-
12% (n=10), (b) Diazepam (0.4 mg.Kg-1, n=10), (c) manipulado e (d) Buspirona (10.0 mg.kg-1, n=4), sendo que esse Ultimo corresponde ao grupo controle para a
expressao génica do receptor de serotonina Htr1a. A administragéo de uma dose Unica 30 minutos antes do condicionamento, caracterizou o tratamento agudo. Ja no
tratamento subagudo e no tratamento cronico foram administradas doses diarias das diferentes substéncias durante 7 e 21 dias, respectivamente. Para a andlise
estatistica foi realizado o teste de one-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

Dados obtidos com amostra do cértex pre-frontal demonstram que no tratamento agudo com EGb761 1.0 g.kg-1 houve uma diminuig¢ao da expressao do receptor 5-
HT1A quando comparados com os demais grupos (p<0.05). No tratamento subagudo houve um aumento da expresséo do receptor no grupo Diazepam 0.4 mg.kg-1. Ja
no tratamento crénico houve uma diminuicdo da expresséo do receptor no grupo Diazepam 0.4 mg.kg-1 quando comparados aos demais grupos.

Esses dados do cortex pré-frontal demonstram que o EGb761 esta modulando os niveis de expresséo do receptor 5-HT1A por um mecanismo de agao diferente do
observado para o Diazepam em todos os tratamentos e sugerem um efeito ansiolitico do EGb761 no tratamento agudo e subagudo.

Participantes:  Daniela Rodrigues Oliveira, Janete Maria Cerutti, Lais de Sousa Moraes, Suzete Maria Cerutti, Vanessa Manchim Favaro
Num.Com.Etica em Pesquisa:1746/09 e
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Titulo:  Andlise das caracteristicas de amostras de Escherichia coli enteropatogénica pertencentes ao

sorotipo 0119:H6 isoladas de pacientes diarréicos
Autores: Garcia, B.G.; Mateus, L.; Vieira, M.A.M.; Sampaio, S.C.F.; Gomes, T.A.T.
Bolsista: Lucas Mateus - UNIFESP
Orientador:  Tania Aparecida Tardelli Gomes do Amaral

Resumo:

Escherichia coli diarreiogénicas compreendem importantes agentes de diarréias em todo o0 mundo. De acordo com o conjunto de marcadores de viruléncia e os sinais e
sintomas que geram no hospedeiro, séo classificadas em seis patotipos distintos. Um desses patotipos denomina-se E. coli enteropatogénica (EPEC), cujo principal
mecanismo de viruléncia é a formacéo da lesdo attaching and effacing em enterécitos. Em células HeLa e HEp-2, EPEC formam microcolonias bem delimitadas que
caracterizam o chamado padréo de adeséo localizada (AL). Este padréo é determinado por Bundle-forming pilus (BFP), uma fimbria codificada pelo plasmidio EAF
(EPEC adherence factor) que medeia ligagdo bactéria-bactéria e bactéria-células. E. coli enteroagregativa (EAEC) compreende outro importante patotipo
diarreiogénico, que se caracteriza pela formagéo do chamado padréo de ades&o agregativa (AA) e conseqtiente formag&o de biofilmes. A identificagéo da expressdo
de AL e AA em células HelLa (adenocarcinoma de colo uterino humano) e HEp-2 (carcinoma de laringe humana) permite a classificagéo de amostras de E. coli como
EPEC ou EAEC, respectivamente. Amostras de EPEC pertencem a nimero limitado de sorotipos, sendo 0119:H6 um dos sorotipos mais frequentes em nosso meio ha
décadas. Tipicamente, amostras desse sorotipo expressam AL, porém, curiosamente, em estudos epidemiologicos recentes, temos isolado amostras de EPEC
0119:H6 que expressam simultaneamente AL e AA (AL/AA). As relagdes entre as amostras O119:H6 que expressam AL ou AL/AA ainda ndo foram analisadas, sendo
que se desconhece se amostras que expressam AL poderiam ter adquirido, por transferéncia horizontal, determinantes genéticos associados com a expresséo de AA
no meio ambiente ou mesmo no ambiente intestinal. O objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar diferentes aspectos fenotipicos e genotipicos de amostras
selecionadas do sorotipo 0119:H6 apresentando padréo AL e AL/AA. Foram analisadas 6 amostras de EPEC O119:H6 isoladas de pacientes com diarréia, sendo que
3 expressam AL e 3 amostras expressam AL/AA. Dentre os aspectos fenotipicos, as amostras foram comparadas quanto a algumas atividades metabdlicas (provas
bioquimicas: descarboxilacdo de I-lisina e fermentagéo de 8 agucares distintos), e a interagéo com células intestinais Caco-2 diferenciadas. Embora néo tenham sido
detectadas diferengas significativas quanto a fermentagao dos diferentes aglcares, as amostras AL/AA ndo descarboxilaram I-lisina, ao contrario das amostras AL. Os
padrdes AL ou AL/AA foram também detectados em células Caco-2, sugerindo que, potencialmente, esses padrdes podem ser expressos em enterécitos in vivo. Foi
também pesquisada a capacidade de produzir biofilmes em superficies biéticas (células HelLa) e abiéticas, por ensaios qualitativos e quantitativos, sendo a produgéao
significativamente mais intensa nas amostras AL/AA. Quanto aos aspectos genotipicos, avaliou-se a presenga de 9 genes que codificam estruturas de aderéncia em
outros patotipos de E. coli (inclusive em EAEC) por meio de PCR. Curiosamente, ao contrario das amostras AL/AA, as amostras AL carrearam o gene paa, que codifica
uma adesina (Paa) ndo relacionada com os padrdes AA ou AL. Todas as amostras foram desprovidas dos demais genes testados. Os perfis de bandas de DNA
plasmidial foram analisados, apds extragdo plasmidial e corrida eletroforética em gel de agarose. Embora bandas comuns de alto peso molecular tenham sido
observadas, independentemente do padrao de adesdo, as amostras diferiram quanto a bandas de baixo peso, ndo havendo, portanto, perfil em comum entre as
amostras estudadas. A presenga de plasmidios de peso semelhantes aos do plasmidio EAF (que codifica BFP), foi identificada nas seis amostras, por meio de
Southern Blotting com o gene bfpA (associado a BFP). Na tentativa de se identificar se a expresséo de AA estaria associada a esse plasmidio, foram conduzidos
experimentos para transferéncia, por conjugagdo, de plasmidios de uma amostra AL/AA selecionada (EC404/03) para amostra laboratorial ndo aderente. Foram
obtidos trés transconjugantes, os quais expressaram o padrdo AL/AA e compartilharam uma banda plasmidial que reagiu com bfpA, sugerindo que o plasmidio EAF
pode também codificar a adesina associada ao AA. Alternativamente, um plasmidio de tamanho semelhante poderia conter os genes associados ao padrdo AA.
Embora as informagdes reunidas até este momento ndo tenham permitido se estabelecer se ha uma relagéo evolutiva entre as amostras 0119:H6 que expressam AL
ou AL/AA, a ocorréncia de um plasmidio autotransferivel, que contém genes que codificam diferentes propriedades de aderéncia, pode favorecer o aparecimento de
amostras de E. coli com maior potencial de viruléncia em nosso meio.

Participantes:  Bruna Gil Garcia, Lucas Mateus, Monica Aparecida Midolli Vieira, Sueli Carlos F. Sampaio, Tania Aparecida Tardelli Gomes
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Titulo:  ANALISE DAS MODIFICAGOES EPIGENETICAS OBSERVADAS EM CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO MEDIANTE INFECGAO PELO VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV-1)

Autores: Moreira, P.C.F.
Bolsista: Patricia Cristina Fincatti Moreira - UNIFESP
Orientador:  Luiz Méario Ramos Janini

Resumo:

A epigenética é o campo dedicado ao estudo das modificagdes do genoma que ndo envolvem mudancas na seqiiéncia do DNA. Os fendmenos epigenéticos — a
metilagdo de citosinas e as modificagdes pos-traducionais nas histonas, proteinas responsaveis pelo estado de condensagao da cromatina — estdo envolvidos em uma
ampla gama de fendémenos, como o aparecimento de mudangas fenotipicas em resposta ao ambiente e também doencas. Uma das interferéncias ambientais sobre um
organismo € o contato com patégenos, os quais podem perturbar os padrdes epigenéticos do hospedeiro e também sofrer modificagées epigenéticas em seu préprio
genoma como resultado de sua entrada numa célula.

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), causada pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), constitui ainda um grave problema de satde publica
apesar dos avangos alcancados em seu tratamento. Desta forma, entender os mecanismos virais de atuagao sobre seu hospedeiro tem grande importancia tanto para
a pesquisa basica acerca do HIV-1 quanto para as possiveis repercussdes desta sobre novas abordagens terapéuticas.

Os trabalhos mais recentes relacionando o HIV-1 e a epigenética tém se concentrado em entender como o genoma viral sofre modificagbes uma vez dentro da célula
hospedeira. Pretendemos com o presente projeto analisar se ha alteragdes no padrdo epigenético da célula mediante infeccéo pelo HIV-1 e, caso haja, determinar o
tempo em que estas mudangas ocorrem apds a infecgdo e também quais séo elas. Analisaremos mudangas no padréo global de metilagado do DNA celular e o estado
das modificagdes pos-traducionais das histonas. Este estudo pode desvendar novos mecanismos virais de interagéo entre o HIV-1 e a célula hospedeira.

As ferramentas usadas para alcangar tais objetivos s&o, primeiramente, culturas de células mononucleares de sangue periférico humano infectadas com o HIV-1,
sendo que a infecgdo em cada uma sera interrompida a tempos distintos (6, 12, 24 e 36 horas apés infecgéo). Destas células seréo obtidos o DNA, o RNA e o extrato
protéico. A partir do RNA sera obtido o cDNA, que sera usado como molde na reagéo de PCR em tempo real utilizando-se um kit que analisa, por PCR em tempo real,
84 genes que codificam para as enzimas associadas a modificagdo da cromatina.

Também serdo realizados uma eletroforese do DNA digerido com enzimas de restri¢do — que clivam diferencialmente o DNA metilado em comparagéo ao no-metilado
- e ensaios de Western blotting para analise das modificagdes pos-traducionais das histonas utilizando o extrato protéico obtido e anticorpos anti-histonas com marcas
epigenéticas — mais especificamente lisinas trimetiladas.

Participantes:  Patricia Cristina Fincatti Moreira
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Titulo: Andlise de apoptose e necrose em modelo de oscilagdo de glicose extracelular em células
mesangiais humanas.

Autores: Teixeira, L.

Bolsista: Thais Machado Mariano Correa - Metodista
Orientador:  Valdemar da Silva

Resumo:

A maioria das células é capaz de reduzir o transporte de glicose dentro da célula quando elas sao expostas a hiperglicemia, de modo que sua concentragdo de glicose
interna permanega constante. Anormalidades na célula mesangial (CM) desempenham um papel central no desenvolvimento da nefropatia diabética. Variagdes nos
niveis de glicose no plasma podem contribuir para disfungdes na célula mesangial. Evidéncias recentes mostram que a concentracéo de glicose alta provoca a geragao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células mesangiais, levantando questdes sobre o efeito do estresse oxidativo na sobrevivéncia da célula mesangial. ROS
tambem tém sido implicado na ativagéo de programas de morte (necrose e apoptose) e pré-condicionamento isquémico. Este estudo ira examinar os efeitos das
alteragdes periodicas de glicose extracelular na viabilidade das células, sendo avaliadas as mortes por necrose e apoptose. Com trés grupos de culturas de células
mesangiais, sendo o primeiro em meio continuo com 5mM de glicose, 0 segundo em meio alternado diariamente entre 5 e 30 mM de glicose, e o terceiro em meio
continuo com 30 mM. Cultivadas durante 10 dias. Serdo feitas andlises quantitativas diérias pelo método hoescht e acridina-orange, para estabelecer uma curva da
morte celular contemplando todos os dias. Sera usado também o método ELISA para detecgéo de morte celular.

Participantes:  Luciana Teixeira
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Titulo:  ANALISES DA EXPRESSAO LIPIDICA E SUA INFLUENCIA NA RESISTENCIA A ANTIFUNGICOS
EM CANDIDA SPP

Autores: Oliveira, A.C.B.
Bolsista: Ana Carolina Barris de Oliveira - UNIFESP
Orientador:  Marcos Sergio de Toledo

Resumo:

A andlise de diversas moléculas e de suas vias biossintéticas tem sido importante para o desenvolvimento de tratamentos e diagnésticos para patologias causadas por
diferentes fungos. A presenga de glicoesfingolipideos mostrou-se fundamental para a sobrevivéncia de diversos fungos patogénicos depois de incubados com
inibidores da sintese destes componentes. A fase inicial deste projeto propds averiguar a composig&o lipidica total (esterdis, fosfolipideos e glicolipideos), de cepas de
Candida albicans e Candida dubliniensis cultivadas no meio PGYM (peptona, glucose, extrato de levedura e extrato de malte), a 250C e 370C. Estas analises foram
realizadas por extragdo lipidica, seguida por cromatografia em camada delgada de alta resolugdo (HPTLC), utilizando-se solventes com diferentes polaridades, e
coloragao diferencial: sistema A- solvente cloroférmio:metanol:CaCl2 0,02% (90:60:13,5; v/v/v) e corada com primulina, que sob a luz UV permite a visibilizagéo de
lipideos, seguida por coloragdo com orcinol/H2SO4 que apds aquecimento permite a visibilizagéo de carboidratos; sistema B- cloroférmio:metanol:NH4OH (40:10:1;
vlvlv) corada com primulina e orcinol para identificagdo de esteril-glucosideo e monohexosil-ceramida (CMH); sistema C- cloroférmio:metanol:metilamina 40%
(63:35:10; v/viv) corada com reagente de Dittmer-Lester para identificagéo de fosfolipideos e sistema D- cloroformio:éter etilico:acido acético (97:2,3:0,5; viviv) corada
com sulfato de cobre para identificagdo de ergosterol. As composices lipidicas foram também analisadas por imunocoloragdo em placa de HPTLC desenvolvida no
solvente A, apds bloqueio inicial com albumina sérica bovina (BSA) 5%, seguiu-se a incubag@o com o anticorpo monoclonal MEST-3 “overnight” a 40C e, anticorpo
secundario conjugado a peroxidase por duas horas em temperatura ambiente, a revelacdo foi feita por quimioluminescéncia e as imagens capturadas por
fotodocumentagao (Syngene). Entre cada uma das etapas, a placa foi lavada 5 vezes com PBS. Também foram realizados experimentos de imunofluorescéncia
indireta, o que permitiu a identificagao de compostos da membrana plasmatica dos fungos. Cerca de 1x107 fungos/ml, foram fixados em formaldeido 4%, bloqueados
com BSA 5%, incubados com ascite dos anticorpos monoclonais MEST-2 (anti-glucosilceramida) e MEST-3 (anti-manoinositol-fosfoceramida) diluidos 50 vezes em
BSA 1% por 1 hora e meia, seguido de incubagao por 1 hora com anticorpo secundario conjugado com Alexa-Fluor diluido 800 vezes em BSA 1%. Os fungos foram
lavados entre as etapas com PBS. As amostras foram montadas em lamina/laminula de vidro. Resultados dos HPTLCs indicam diferengas entre as composigées
lipidicas das Candidas utilizadas, como: 1- diferencas na composigao lipidica e de esteréis das Candidas spp em cultura com diferentes drogas; 2- presenca de
diferentes fosfolipideos entre as culturas de C. dubliniensis controle e com cetoconazol, com destaque para o aparecimento de apenas fosfoinositol na cultura com
cetoconazol; 3- aparecimento de um esterol ndo identificado nas culturas de C. dubliniensis com cetoconazol e; 4- variagéo dos tipos e quantidade de fosfolipideos de
acordo com o tempo de cultura das cepas de C. dubliniensis. A imunocoloragdo com MEST-3 permitiu a visibilizagdo de manoinositol-fosfoceramida na amostra de C.
dubliniensis. Nos ensaios de imunofluorescéncia indireta observamos uma maior fluorescéncia de C. albicans 5997 em relagéo a C. dubliniensis quando incubados
com 0 mAb MEST-2, enquanto a marcagéo da C. albicans 5997 com MEST-3 foi muito fraca e a de C. dubliniensis ndo foi observada. A continuidade do trabalho esta
na realizagdo de experimentos que comparem as Candidas crescidas em diferentes temperaturas, meios de cultura e doses sub-letal de drogas, com as quais
realizaremos caracterizagbes mais detalhadas da composig&o lipidica destes micopatogenos.

Financiamentos: FAPESP, CAPES e CNPq

Participantes:  Ana Carolina Barris de Oliveira
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Titulo:  Aperfeicoamento da metodologia de genotipagem usando PCR e enzimas de restricdo para a

manutengéo de colénias de modelos de obesidade e diabetes: ratos Zucker e camundongos ob/ob
Autores: Azevedo, A.C.; Bertoncini, C.R.A.; Marinho, D.S.; Ko, G.M.; Vieira, K.K.
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Resumo:

Modelos animais de doengas humanas so utilizados na pesquisa para uma melhor compreensao dos mecanismo de desenvolvimento, prevengao, tratamento e cura.
Por exemplo, o rato zucker possui uma alteragéo no receptor de leptina e o camundongo ob/ob produz leptina ndo funcional ou em baixos niveis, que fazem com que
estes modelos animais desnvolva diabetes e obesidade. Como animais obesos geralmente s&o incapazes de copular ou tornam-se estéreis, é necessario identificar os
heterozigotos, magros que ndo expressam a mutagéo em seu fenétipo. Assim, o principal objetivo deste trabalho foi 0 de aperfeigoar a metodologia de genotipagem
dos modelos Zucker e ob/ob, de modo a otimizar os cruzamentos para a perpetuagdo das colonias. Com base na metodologia de genotipagem publicada para ratos
Zucker (Takaya et al., Biochem Biophys Res Commun. 225; 75, 1996) e camundongos ob/ob (Friedman et al., Genomics 11; 1054, 1991), modificamos os protocolos,
principalmente pela diminui¢do das temperaturas de anelamento e extens&o das reagdes de PCR (Reagdo em cadeia da polimerase), e alteragbes nos tempos de
digestdo com as enzimas de restricdo que cortam o DNA no local exato da mutagéo, MSP1 e DDE1 para ob/ob e Zucker, respectivamente. Foram analisadas amostras
de DNA de 30 ratos Zucker e 36 camundongos ob/ob, logo ap6s o desmame. Os animais foram nascidos e mantidos no Biotério do CEDEME (Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina). As amostras de DNA foram extraidas a partir de uma bi6psia da ponta da cauda dos camundongos ou de
um furo na orelha dos ratos. Como resultado do trabalho, num periodo de seis meses, aumentamos em 30% a eficiéncia de identificagdo do gendtipo dos animais
analisados, em relag&o ao periodo inicial deste estudo. Na colonia de camundongos ob/ob foram identificados 58,33% heterozigotos (ob/+) entre 36 animais. Na
colénia de ratos Zucker haviam 46,67% de heterozigotos entre 30 animais. Estes resultados indicaram uma produgdo de quantidade suficiente de animais
heterozigotos para a perpetuagéo das colonias de camundongos ob/ob e ratos Zucker nas maternidades do CEDEME. Portanto, este trabalho pode contribuir para os
estudos desenvolvidos por varios pesquisadores, fornecendo subsidios para uma melhor prevengao e tratamento de diabetes e obesidade. Apoio financeiro: FAPESP,
CNPg e UNIFESP.

Participantes:  Aline de Cassia Azevedo, Clelia Regiane Antonio Bertoncini, Darci Souza Marinho, Gui Mi Ko, Karina Kristina Vieira
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Titulo:  Atividade bioldgica de heparinas de baixo peso molecular e heparino-miméticos de crustaceos,
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Resumo:

A farmacoterapia com agentes anti-angiogénicos é bastante promissora para tratamento de doengas degenerativas e cancer. Os glicosaminoglicanos e proteoglicanos
sdo macromoléculas presentes na matriz extracelular e superficie celular e estdo envolvidos na modulagdo da neovascularizagdo em condigdes fisiolégicas ou
patoldgicas, que ocorre pela interagdo com fatores de crescimento angiogénicos ou ainda com reguladores negativos da angiogénese. Heparinas de baixo peso
molecular e seus fragmentos possuem a capacidade de inibir a angiogénese.

O objetivo deste trabalho é estudar atividade anti-angiogénica e anti-tumoral de diferentes heparinas de baixo peso molecular, heparino-miméticos de crustaceos e
algas extraidos e purificados por nosso grupo.

O ensaio de formagao de estruturas do tipo capilar em Matrigel mimetiza o processo de angiogénese que envolve a organizagdo de células endoteliais em redes
tridimensionais. As células endoteliais tratadas com o heparindide de camardo mostraram uma significante diminuiao da formagao de estruturas do tipo capilar em
todas as concentragdes da droga testadas.

O efeito do heparindide de camardo sobre a proliferagédo de células endotelais foi analisado, e 0 ensaio de incorporagdo de BrdU, que é um andlogo da timidina,
demostrou que o heparindide de camaréo inibe a sintese de DNA pelas células endoteliais em todas as concentragdes testadas, mostrando assim que o composto
estudado possui atividade anti-proliferativa nas células endoteliais.

O efeito do heparindide de camardo sobre a viabilidade de células endoteliais e células do epitélio pigmentado da retina foi analisado pelo ensaio de MTT. Os
resultados mostram que o heparindide nao afeta a viabilidade de ambas as células analisadas, mesmo nas maiores concentragdes.

Pode-se concluir que o heparindide de camaréo possui propriedades anti-angiogénicas, anti-proliferativas e ndo afeta a viabilidade celular tanto de células endoteliais
quanto de células do epitélio pigmentado da retina (ARPE-19), a qual foi usada neste trabalho ja que existe o interesse do desenvolvimento de novos tratamentos para
a neovascularizagdo em cordide.

A continuagéo deste trabalho pretende avaliar a sinalizagdo celular disparada pelo heparinéide assim como avaliar a morte celular induzida por este composto.
Investigaremos também outros heparino-miméticos e heparinas de baixo peso molecular na biologia de células endoteliais buscando novos compostos anti-
angiogénicos.

Participantes: ~ Caio V. Regatieri, César Gomes Almeida, Gabriel L. A. Cunha, Gabrielly Maria Denadai Chiarantin, Helena Bonciani Nader, Juliana L. Dreyfuss,
) Renan P. Cavalheiro
Num.Com.Etica em Pesquisa:0660/05 e
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Titulo:  Autofagia: sobrevivéncia ou processo que antecede a morte celular induzida pela Staurosporina em

células de adenocarcinoma mamario MCF-7.
Autores: Bincoletto, C.; Antunes, F.; Hirata, H.; Muler, M.L.; Smaili, S.
Bolsista: Fernanda Antunes - UNIFESP
Orientador: ~ Soraya Soubhi Smaili

Resumo:

A autofagia € uma via lisossomal envolvida no turnover de macromoléculas e organelas celulares. Os autofagossomos fundem-se com lisossomos ou endossomos
para formarem os vacuolos autofagicos onde sera catalisado o material celular através de enzimas atuantes em pH &cido. Portanto, podemos descrever a autofagia
como um processo nho qual a célula recicla suas proprias organelas e proteinas. Varios genes conservados durante a evolugéo, denominados ATGs, séo estritamente
requeridos para o processo de autofagia em leveduras (Klionsky et al., 2003). Em células de mamiferos, ha o gene Atg8/LC3 (Kabeya et al., 2000). No entanto, a
inativagdo destes genes nem sempre € suficiente para inibir totalmente a autofagia em alguns tipos celulares. Sendo assim, este processo parece também mobilizar
varios efetores que participam do processo de morte celular programada.

Em células tumorais sob estimulos apoptéticos, ha a formagédo de vactolos autofagicos. Ndo se sabe se estes vactolos representam um mecanismo de protecéo ou
que anteceda a morte celular. Canceres humanos frequentemente apresentam mutagdes que inativam genes pré-autofagicos (Beclina-1, p53) e mutagdes que ativam
genes anti-autofagicos (Ras, Bcl-2). Dessa forma, a autofagia pode inibir a transformagao celular e a falta dela, associada com a inibi¢do da apoptose, pode contribuir
para o desenvolvimento do tumor (Corcelle et al., 2009). Portanto, torna-se necessario estudar as bases bioquimicas e moleculares da autofagia bem como a
compreensdo dos mecanismos que modulam esse processo. Desta forma, serd possivel o desenvolvimento de novas terapias (Tsujimoto & Shimizu, 2005) para
tratamentos mais eficazes e efetivos contra doengas malignas como o cancer.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo caracterizar os efeitos modulados pela indugéo e/ou inibigdo da autofagia sobre a resposta de células de cancer
mamaério humano (MCF-7) apds indugao apoptdtica pela Staurosporina. Para tanto, foi utilizada a linhagem celular estabelecida de adenocarcinoma mamario (MCF-7)
mantida em DMEM high glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de Penicilia/Estreptomicina.

Na etapa inicial deste projeto, foram estabelecidos os procedimentos e protocolos necessarios para o descongelamento e cultivo das células. Apos estabelecida a
cultura de maneira estavel, foram realizados ensaios de citometria de fluxo em células previamente tratadas com Rapamicina (1 M), Staurosporina (500 nM) e EBSS
(starvation) por 24 horas. As células foram entéo carregadas com Acridine Orange, para verificar os niveis de compartimentos acidos que indica o grau de autofagia;
bem como com lodeto de Propideo (PI), que indica os niveis de apoptose.

Os resultados mostraram que a Staurosporina induziu 79,46% de morte celular apoptética; e o tratamento com Rapamicina ou EBSS néo foram capazes de causar
apoptose. Por outro lado, o EBSS induziu a autofagia como esperado; no entanto, a autofagia n&o foi observada com a Staurosporina.

Esses resultados indicam que em células MCF -7 as vias apoptética e autofagica podem néo estar imbricadas.
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Resumo:

Objetivo: Plasticidade no sistema dopaminérgico (tanto no estriado ventral como no dorsal) tem relagdo direta com a dependéncia de drogas. Do ponto de vista
comportamental, 0 aumento na locomog&o e no comportamento estereotipado esta relacionado com plasticidade no estriado ventral e dorsal, respectivamente. Em
camundongos suicos, parte dos animais é vulneravel, enquanto que outros animais sdo resistentes, ao desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora induzida pelo
etanol. Neste trabalho, foi verificado se estes animais apresentam caracteristicas similares quanto a atividade estereotipada induzida pela apomorfina e anfetamina.
Sabe-se que o sistema endocanabin6ide modula ativamente o sistema dopaminérgico. Portanto, adicionalmente, foi avaliada a expressao dos receptores canabindides
CB1 e CB2 nestes animais.

Métodos e Resultados: Camundongos suicos machos (90 dias, 30-40g, N=40) receberam tratamento diario com etanol a 15 % (2 g/kg, i.p.), durante 21 dias
consecutivos. Apos 4 dias de abstinéncia, foram desafiados com a droga (1,4 g/kg, i.p., 15%). A atividade locomotora foi avaliada por 15 minutos, antes do inicio do
tratamento (atividade basal), logo apds a 12, 72, 142 e 212 administracdo de etanol (aquisi¢éo) e logo apds o desafio com etanol (expressao). De acordo com os dados
da expressao, os animais foram classificados como sensibilizados (Et_Sens — N=08) (1 desvio padrdo acima da média) e ndo sensibilizados (Et_NSes — N=08) (1
desvio padréo abaixo da média). Animais tratados com salina durante a fase de aquisi¢ao e desafiados com etanol formaram o grupo Controle (N=08). Um dia ap6s o
desafio, os animais foram perfundidos e seus encéfalos processados para imuno-histoquimica para CB1 e CB2. Nao houve diferenga entre os grupos na atividade
locomotora basal [F(2,21)=2,11; P=0,16]. O grupo Et Sens apresentou uma maior atividade locomotora apds o desafio quando comparado aos demais grupos
[F(2,21)=57,93; P<0,01]. Os grupos Et_Sens e Et_NSens apresentaram um aumento de CB1 no nucleo basolateral [F(2,21)=16,08 P<0,01] e central da amigdala
[F(2,21)=13,21 P<0,01] e no cértex infralimbico [F(2,21)=14,997 P<0,05], quando comparado ao grupo Controle. No entanto, no cortex infralimbico o grupo Et_Sens
teve maior express@o de CB1 quando comparado ao Et_NSens (P<0,05). Finalmente, somente o grupo Et_Sens apresentou aumento de CB1 no cértex pré-limbico
[F(2,21)=4,37 P<0,05], cortex cingulado [F(2,21)=6,17 P<0,01] e estriado dorsomedial [F(2,21)=3,96 P<0,05] quando comparado ao grupo controle. Em relagdo ao
CB2, o grupo Et_NSens apresentou um aumento de CB2 na regido CA1 do hipocampo quando comparado ao grupo Controle [F(2,21)=3.39; P<0.05], no nucleo central
da amigdala quando comparado ao grupo Et_Sens [F(2,21)=4.81; P<0.05] e na &rea tegmental ventral quando comparado aos demais grupos experimentais
[F(2,21)=3.43; P<0.05]. Outros grupos de animais, apés serem submetidos a sensibilizagao locomotora induzida pelo etanol, foram tratados com apomorfina 0,1 mg/kg
s.c. ou anfetamina 5,0 mg/kg i.p. sendo quantificado durante 1 min, de 10 em 10 min, durante 120 min, a intensidade do comportamento estereotipado. Nestes
experimentos houve a insercdo de um grupo adicional naive que n&o foi tratado com apomorfina ou anfetamina. Para os animais tratados com apomorfina, houve
diferenga no fator grupo [F(3,28)=10,74 P<0,01] mas n&o no fator tempo [F(11,308)=1,17 P=0,44] e teve interagdo significativa entre os fatores [F(33,308)=1,99
P<0,01]. Quanto a anfetamina, houve diferenga no fator grupo [F(3,31)=20,41 P<0,01] e tempo [F(11,341)=17,29 P<0,01], além de interagdo entre os fatores
[F(33,341)=3,42 P<0,01]. Porém, em ambos os casos, Tukey pos hoc mostrou que as diferengas encontradas foram restritas aos grupos experimentais (Controle,
Et_Sens, Et_NSens) em relagdo ao grupo Naive.

Conclusao: O aumento de CB1 no cértex pré-limbico, cortex cingulado e estriado dorsomedial esta relacionado com o desenvolvimento da sensibilizagéo locomotora
induzida pelo etanol. Por outro lado, o aumento de CB2 no CA1, no nlcleo central da amigdala e na area tegmental ventral esta relacionado com resisténcia ao
desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora. Finalmente, animais com alto indice de sensibilizagédo locomotora ndo s&o necessariamente mais predispostos a
apresentar comportamento estereotipado induzido pela apomorfina e anfetamina. Sendo assim, parece ndo existir uma relagdo direta entre sensibilizagdo
dopaminérgica no estriado ventral e no estriado dorsal em camundongos tratados cronicamente com etanol.
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Resumo:

Introdug&o:

O processamento emocional tem sido relacionado a estruturas como a amigdala,hipocampo,cortex pré-frontal,nicleo accumbens,entre outros. Déficits nesse
processamento tém sido associados a diversos transtornos psiquiatricos, como a esquizofrenia.Ratos da linhagem SHR apresentam déficit na tarefa de medo
condicionado ao contexto,modelo para estudo do processamento emocional, que é especificamente revertido por antipsicoticos. Assim, sugerimos que este déficit
possa ser utilizado como modelo para o estudo dos prejuizos de entendimento emocional associados a esquizofrenia.

Objetivos:

O objetivo geral desse projeto foi avaliar a participagéo de receptores dopaminérgicos D1, localizados no cértex pré-frontal,por meio dos efeitos de injegdes locais de
agonistas e antagonistas de receptor D1 (SKF 38393 e SCH 23390,respectivamente) sobre o déficit de medo condicionado ao contexto nas linhagens Wistar e SHR.
Material e métodos:

1. Sujeitos experimentais

Foram utilizados ratos machos das linhagens Wistar e SHR adultos (4-5 meses), originarios do Biotério da Universidade Federal de Sdo Paulo (CEDEME).Os animais
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagdo de canulas na area pré-limbica do cortex pré-frontal (+3.2mm AP; 0.6mm L; 4.0mm P). Uma semana apds
a cirurgia, os animais foram injetados com salina, 1ug/0,5uL/lado de SKF 38393(agonista D1) ou 1ug/0,5uL/lado de SCH 23390 (antagonista D1) no cértex pré-frontal.
Quinze minutos ap6s a injecéo, os animais foram submetidos & sesséo de treino da tarefa de medo condicionado ao contexto. Nessa sesséo, os animais séo colocados
individualmente em um compartimento escuro de uma caixa de medo condicionado ao contexto. Dois minutos € meio apés o inicio do treino, os animais recebem
choques de 0,4 mA por 5 segundos a cada 30 segundos até completar os 5 minutos da sess&o.Vinte e quatro horas apds, os animais foram submetidos a sessao de
teste. Nesta sessdo, os animais s&o novamente colocados no mesmo compartimento, sem a apresentagdo dos choques, e o tempo de congelamento (resposta de
medo que indica que houve o condicionamento entre o contexto e o choque),definido como a completa auséncia de movimentos exceto pela respiragdo,é quantificado
por 5 minutos.

Resultados:

Os animais SHR tratados com salina apresentaram uma diminuigéo do tempo de congelamento quando comparados a linhagem Wistar. Os ratos Wistar tratados com
SKF 38393 e SCH 23390 apresentaram diminuigcdo do tempo de congelamento quando comparados ao grupo salina. Para a linhagem SHR, os animais tratados com
SKF 38393 apresentaram um aumento no tempo de congelamento quando comparado aos tratados com salina ou com SCH 23390.

Concluso:

A administragao do agonista D1 SKF 38393 na &rea pré-limbica do cortex pré-frontal atenuou o déficit de medo condicionado ao contexto apresentado pela linhagem
SHR. Esses resultados estdo de acordo com a hipofuncionalidade cortical sugerida na esquizofrenia. Assim, reforcam a sugestdo de que o déficit de medo
condicion?do ao contexto apresentado pela linhagem SHR possa ser utilizado como modelo para o estudo de prejuizos de processamento de informagdes associados
a esquizofrenia.
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Resumo:

Introdug&o:

O processamento emocional tem sido relacionado a estruturas como a amigdala,hipocampo,cortex pré-frontal,nicleo accumbens,entre outros. Déficits nesse
processamento tém sido associados a diversos transtornos psiquiatricos, como a esquizofrenia.Ratos da linhagem SHR apresentam déficit na tarefa de medo
condicionado ao contexto,modelo para estudo do processamento emocional, que é especificamente revertido por antipsicéticos. Assim, sugerimos que este déficit
possa ser utilizado como modelo para o estudo dos prejuizos de entendimento emocional associados a esquizofrenia.

Objetivos:

O objetivo geral desse projeto foi avaliar a participagao de receptores dopaminérgicos D2 ,localizados no nucleo accumbens, por meio dos efeitos de injecdes locais de
agonistas e antagonistas de receptor D2 (quimpirole e raclopride, respectivamente) sobre o déficit de medo condicionado ao contexto nas linhagens Wistar e SHR.
Material e métodos:

1. Sujeitos experimentais

Foram utilizados ratos machos das linhagens Wistar e SHR adultos (4-5 meses), originarios do Biotério da Universidade Federal de So Paulo (CEDEME).Os animais
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagéo de canulas na regido do shell do nicleo accumbens (coordenadas: +2.7mm AP; 1.4mm L; 7mm P). Uma
semana apds a cirurgia, os animais foram injetados com salina, 1ug/0,5uL/lado de raclopride(antagonista D2) ou 1ug/0,5uL/lado de quimpirole (agonista D2) no nlcleo
accumbens. Quinze minutos apés a injegéo, os animais foram submetidos a sesséo de treino da tarefa de medo condicionado ao contexto. Nessa sesséo, os animais
sé&o colocados individualmente em um compartimento escuro de uma caixa de medo condicionado ao contexto.Dois minutos e meio apés o inicio do treino, os animais
recebem choques de 0,4 mA por 5 segundos a cada 30 segundos até completar os 5 minutos da sess&o.Vinte e quatro horas apés, os animais foram submetidos a
sessdo de teste. Nesta sessao, os animais sdo novamente colocados no mesmo compartimento, sem a apresentagdo dos choques, e o tempo de congelamento
(resposta de medo que indica que houve o condicionamento entre o contexto e o choque),definido como a completa auséncia de movimentos exceto pela respiragao,é
quantificado por 5 minutos.

Resultados:

Os animais SHR tratados com salina apresentaram uma diminuigéo do tempo de congelamento quando comparados a linhagem Wistar. Os ratos Wistar tratados com
quimpirole e raclopride apresentaram diminui¢do do tempo de congelamento quando comparados aos animais Wistar tratados com salina.J4 para a linhagem
SHR,aqueles tratados com raclopride apresentaram aumento significante do tempo de congelamento quando comparados tanto com o grupo salina como com o0 grupo
quimpirole.

Concluséo:

A administragéo do antagonista D2 raclopride na porgéo shell do nucleo accumbens atenuou o déficit de medo condicionado ao contexto apresentado pela linhagem
SHR. Esses resultados estdo de acordo com a hiperfuncionalidade mesolimbica sugerida na esquizofrenia. Assim, reforcam a sugestdo de que o déficit de medo
condicionado ao contexto apresentado pela linhagem SHR possa ser utilizado como modelo para o estudo de prejuizos de processamento de informagdes associados
a esquizofrenia.
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Resumo:

1.ntrodugéo

A retinose pigmentar em sua forma ligada ao X compreende mutacées como aquelas encontradas no hotspot ORF15 do gene RPGR, o que resulta na produgéo de
proteinas defeituosas ou inativas que impedem a realizagdo do processo fisiologico da fotorrecepgéo. Estudos mostram que ha outros genes relacionados a Retinose
Pigmentar ligada ao X, entre eles destacam-se: RP2, RP3 (RPGR), RP15, RP23 e RP34. No caso particular do RPGR, lécus ORF15, a isoforma C (Exon 15 long) é
aquela que contém o ORF15 que engloba desde seu exon 15 até grande parte do intron 15, enquanto a isoforma A (Exon 15 short) compreende apenas o exon 15,
conforme relatado previamente na literatura.

2 Justificativa

Foram selecionados para esse estudo pacientes que apresentaram resultado negativo apés pesquisa de mutagdes no chip de DNA gendmico APEX (Asper Biotech,
Estonia), que engloba 184 mutacdes descritas nos genes RP2 e RP3. Uma analise mais detalhada na regiao hipervariavel ORF15 do gene RPGR pode mostrar
alteragdes néo detectadas pelo chip devido a alta incidéncia de mutagdes nesse hotspot. Dessa maneira, a realizagdo do sequenciamento pelo método de Sanger,
permite detectar mutagdes ainda ndo descritas ou ndo inclusas no chip de DNA gendmico utilizado com screening para esses pacientes.

3.0bjetivos

Avaliar a presenga de mutagdes no gene RPGR , lIécus ORF15, em pacientes portadores de Retinose Pigmentar ligada ao X.

4 Materiais e métodos

Casuistica

Sete pacientes do sexo masculino, com diagnéstico para Retinose Pigmentar ligada ao X foram selecionados para este estudo pela Dr Juliana M. Ferraz Sallum,
oftalmologista do Instituto da Visdo da Unifesp/EPM. Um individuo sabidamente ndo portador de Retinose Pigmentar ligada ao X foi incluido no estudo como controle.
Para extragdo do DNA foi utilizado o QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, USA), segundo protocolo descrito pelo fabricante.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram desenhados de modo a englobar as regides com maior frequéncia de mutagdes ja descritas no do 16cus ORF15 do
gene RPGR. O fragmento de DNA genémico amplificado pelo par de oligonucleotideos iniciadores 1F/1R possui 518 nucleotideos, o fragmento de DNA gendmico
amplificado pelo par 2F/2R , possui 1238 nucleotideos e o amplificado pelo par 3F/3R possui 215 nucleotideos. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados e as
condicdes reagbes em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas segundo Yokoyama et al.(2001) com modificagdes.

Os fragmentos amplifcados por PCR foram inicialmente analisados em gel de Agarose 1,5% mediante migragao eletroforética em tamp&o Tris-Borato-EDTA (TBE 1x).
Os géis foram corados por agente intercalante de DNA (GelRed), observados e fotografados sob luz ultravioleta (? 300nm).

Em seguida, os fragmentos foram purificados com a utilizagdo do kit Wizard PCR & gel Clean-up (Promega, USA) para a realizagdo das reagbes de
sequenciamento.Foram realizadas reagfes de sequenciamento com o kit comercial Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems, USA). Para essas reacdes foram
utilizados os oilgonucleotideos iniciadores especificos na concentragédo de 10pmol e 10-20ng de produto de PCR purificado. Apés precipitagéo, as amostras foram
sequenciadas no aparelho ABI Prism?3100 Genetic Analyzer.

Foram realizadas analises in silico das sequencias obtidas com o auxilio do programa computacional Sequence Analyzer software que determina a qualidade das
sequencias obtidas. Em seguida, as sequéncias foram editadas com a utilizagdo do aplicativo Chromas 2.0 e posteriormente comparadas as seqiiéncias obtidas no
banco de dados universal GenBank disponiveis no NCBI, e com a sequéncia do DNA controle (individuo do sexo masculino ndo diagnosticado para XLRP), com o
intuito de encontrar mutag8es nos individuos afetados. Para a comparagdo e alinhamento dessas sequéncias foram utilizados algoritmos da ferramenta BLAST e
programas computacionais adequados (DNAStar, Lasergene Co.).

5.Resultados

Foram extraidas amostras de DNA gendmico dos sete pacientes além do individuo controle. As reagdes de PCR para as trés regides selecionadas e as reagdes de
sequéncia foram padronizadas com amostra de DNA do individuo controle. Apds a obtengdo dos produtos de PCR das trés regifes avaliadas para os sete pacientes e
padronizagéo das reacées de seqiiéncia foram realizados o seqlienciamentos. Até o presente momento, a analise das sequéncias dos primeiros pacientes ndo revelou
mutacdes, porém o alinhamento das restantes estad em curso. Além disso, novos seqlienciamentos estdo sendo realizados para confirmar os resultados encontrados
até o presente momento.
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Resumo:

Introdugéo: A obesidade é uma doenga muito prevalente no mundo e este fato tem levado a um aumento do consumo de drogas anoréticas. No intuito de oferecer
novas alternativas de tratamento para a obesidade, foram avaliadas duas plantas popularmente utilizadas para este fim: Hibiscus sabdariffa (Hibisco) e o Syyigium
cumini (Jambol&o). O objetivo deste estudo foi tragar um perfil farmacolégico dos extratos das respectivas plantas, assim como avaliar o seu possivel efeito anorético.
Métodos: O extrato seco das partes aéreas das plantas foi obtido de uma solugdo hidroalcodlica 50%, extraido por turbdlise e posteriormente liofilizado. Foram
utilizados camundongos machos, albinos, Suicos, de 3 meses de idade, pesando entre 30-50g, e ratos Wistar, machos, de 3 meses de idade, pesando entre 200-350g,
ambos provenientes do biotério do Departamento de Psicobiologia, e do Biotério Central (CEDEME) da UNIFESP, e mantidos em salas com controle de temperatura
(21 £ 2°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e comida ad libitum.

Foi realizada uma avaliagao fitoquimica através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e farmacolégica dos extratos das duas plantas.

Foram realizados os seguintes testes: “screening” farmacoldgico (1,10 e 100 mg/kg via ip e 10, 100, 1000 mg/kg via oral, além dos controles); avaliagdo da atividade
motora e da coordenagao motora (controle, 250, 500 e 750 mg/kg via oral); toxicidade aguda (2g/kg ip e 5g/kg oral) e avaliagdo do consumo de alimentos (controle e
500 mg/kg oral). A avaliagéo do trénsito Intestinal (controle e 500 mg/kg oral) esta em andamento.

Resultados: A avaliagéo fitoquimica revelou a presenga de diglicosideo de quercetina, rutina, miricetina e canferol, glicosideo de quercetina e glicosideo de canferol,
tanino, &cido clorogénico, delfinidina, cianidina no extrato de hibisco e tanino, rutina, miricetina, glicosideo de quercetina, canferol e quercitrin no extrato de jambol&o.
No screening farmacolégico do hibisco, foram observados: pélos arrepiados e permanéncia no canto da gaiola, perda de tonus muscular (10, 100 mg/kg) e perda de
reflexo a estimulos sonoros (10 mg/kg) por via ip e redugdo de tonus muscular, ptose palpebral (10 e 1000 mg/kg), pélos arrepiados (100 e 1000 mg/kg) e permanéncia
no canto da gaiola (todas as doses) na administragéo oral.

No screening farmacolégico do jamboldo, foram observados: permanéncia no canto da gaiola, perda de ténus muscular (10, 100 mg/kg), ataxia (100 mg/kg), writhes
(10 e 100 mg/kg), redugdo da atividade motora (10 e 100 mg/kg) por via ip; e ptose palpebral (10 e 100 mg/kg), permanéncia no canto da gaiola (todas as doses) e
tremor (100 e 1000 mg/kg) na administragao por via oral.

A administracéo de hibisco reduziu (*p ? 0,05) a atividade motora aos 15 minutos nas doses de 500mg/kg (586,1 + 302*, C= 817,5 + 489,1) e 750 mg/kg (325,7+
397,85%, C=817,5 + 489,1) e aos 30 minutos na dose de 750 mg/kg (100,4 + 200,57*, C= 382,4 + 344,21). A administragéo do jamboldo provocou uma diminui¢éo (*p
?0,05) aos 15 minutos nas doses de 250 mgl/kg (657 + 290,12*), 500 mg/kg (524,2 + 341,34%) e 750 mg/kg (672,4 + 396,08") em relagdo ao controle (C= 912,3 +
218,53) e aos 30 minutos nas doses de 250 mg/kg (132,2 + 141,21%), 500 mg/kg (251,9 + 286,37*) e 750 mg/kg (327,6 + 285,82*) em relagéo ao controle (C= 550,4 +
299,62).

A administragdo das duas plantas néo alterou a coordenagao motora (p > 0,05) em relagdo ao controle nos diferentes tempos testados.

A via ip provocou 100% de morte dos animais ao passo que a via oral provocou 10% de morte em ambas as plantas.

O hibiscus (500mg/Kg) reduziu de forma significativa (* p ? 0,05) o consumo de alimentos ap6s 2 horas (C=7,17+1,8; jamboldo = 6,8+ 2,30; Hibisco =5,36+1,8%). e 5
horas (C =10, 6+2,2; Jamboldo = 10,1+ 1,8; hibisco =8,34+2,7*)

Discussao: Foram encontrados flavonoides derivados da quercetina e do canciferol, rutina e miricetina em ambas as plantas, enquanto as antocianinas estao presentes
somente no extrato de hibisco.

Em ambos os extratos, a via ip se mostrou bastante téxica. O hibisco apresentou indicios de um efeito depressor em baixas doses e diminui¢do do ténus muscular e
dos reflexos em altas doses; ja o jamboldo diminuiu a micg&o e a defecacéo e produziu um efeito depressor nos animais. A dose de 100mg/kg por via ip provocou o
aparecimento de cauda de Straub, o que sugere um efeito analgésico.

A dose de 500mg/kg do hibisco mostrou um efeito anorético.

Participantes:  Elisaldo Luiz de Aradjo Carlini, Paulo Rodrigues Andrade, Ricardo Tabach, Thiago Fernandes Negris Lima
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Titulo:  AVALIAGAO DO EPITELIO SEMINIFERO EM MODELO ANIMAL DE MUCOPOLISSACARIDOSE
TIPO |
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Orientador:  Vania D'Aimeida

Resumo:

Introdugéo: Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é uma doenca autossémica recessiva de armazenamento lisossémico causada pela deficiéncia de alfa-L - iduronidase-
(IDUA), o que leva ao acumulo de dois glicosaminoglicanos : dermatan sulfato e heparan sulfato. A grande variedade de manifestages clinicas observadas em
pacientes com MPS | pode ser devida a alteragdes celulares e metaboélicas, como conseqiiéncia do defeito enzimatico primario. Estudos recentes tém demonstrado
que o acumulo de moléculas ndo degradadas ou parcialmente degradada em algumas doengas de depésito lisossdmico podem alterar alguns processos complexos de
sinalizagdo celular em diferentes tecidos, o que poderia levar a danos e morte celular. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a espermatogénese e a integridade
do epitélio seminifero neste modelo animal. Material e Métodos: Seis ratos machos (C57/BI6, linhagem transgénica IDUA - / -) com 6 meses de idade foram utilizados.
Ratos da linhagem normal C57/BI6 foram usados como controle. Os testiculos foram removidos e imersos em solugéo fixadora Alfac (85% de etanol 80, formol a 10% e
5% de &cido acético) por 24 horas. Cortes em parafina com seis micrémetros de espessura foram corados com hematoxilina e eosina para andlise histopatolégica. Os
cortes foram examinados em microscopio de luz e as imagens foram capturadas com o software MoticPlus. Resultados: A andlise histolégica em animais controle
revelou, em média, 250 tibulos seminiferos, como ja descrito na literatura, e ocorréncia normal da espermatogénese. Tubulos em degeneragao foram escassos neste
grupo. Testiculos de animais MPS | apresentaram 20% de redugdo no nimero de perfis tubulares e um nimero elevado de tubulos atrofiados, com predominéncia de
células de Sertoli, foram encontrados. Além disso, células germinativas esfoliadas foram visualizadas no limen de alguns tibulos seminiferos. A quantidade desses
tubulos ndo-funcionais variou entre os animais MPS . Unidades funcionais com didmetro normal também foram observadas. Conclusdes: O estado funcional do epitélio
seminifero nos camundongos MPS | assemelha-se a condicéo vista perante privagdo hormonal (condi¢ao hipoandrogénica). No entanto, ndo existem descricbes de
baixos niveis de testosterona nesse modelo. A atividade endocitica das células de Sertoli € essencial na manutengdo da homeostase durante as fases da
espermatogénese, desde a eliminagao de células germinativas, a apoptose e fagocitose de restos celulares, que sao imprescindiveis para o processo. Parece razoavel
supor que a deficiéncia enzimatica na MPS | afeta a capacidade endocitica das células de Sertoli, devido ao aciimulo de glicosaminoglicanos néo digeridos. Esta
situacdo parece criar uma instabilidade funcional com consequiente perda da capacidade global de tais células na manutengdo da espermatogénese, levando a
desestruturagéo epitelial aqui descrita.

Apoio Financeiro: FAPESP, CNPq, CAPES, AFIP e IGEIM.
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Titulo:  AVALIACAO DO PERFIL DE METILACAO DE PROMOTORES GENICOS EM margens cir(rgicas de
pacientes com carcinoma epidermdide de cabega e pescogo

Autores: Caron, K.
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Orientador:  André Luiz Vettore de Oliveira
Resumo:

O carcinoma epidermdide de cabega e pescogo (CECP) é uma doenga com alta incidéncia e mortalidade, ocupando o sexto lugar no ranking mundial. Varias
estratégias tém sido utilizadas no tratamento do CECP, mas a taxa de sobrevida global em 5 anos ainda continua préxima a 50%. O desenvolvimento de recorréncias
loco-regionais é a principal raz&o para a falha no tratamento, sendo que a presenga de tumor microscdpico nas margens cirdrgicas contribui para 0 aumento da taxa de
recorréncia local e redugdo da sobrevida global. Considerando esses fatos, a obtengdo de margens cirtrgicas livres de tumor torna-se importantissima para a
sobrevida livre de doenga dos pacientes.

A extensdo da ressecgdo cirurgica é determinada durante a cirurgia através de exame histoldgico de tecido congelado corado com Hematoxilina-Eosina (H&E).
Entretanto, este exame tem baixa sensibilidade, ndo detectando alteragdes moleculares que ndo implicam em alterages histolégicas nas margens cirirgicas. Uma
vez que as alteragdes moleculares precedem as alteragées histoldgicas, torna-se de extrema importancia a identificagdo de marcadores moleculares que permitam
identificar células que ja tenham acumulado alteragdes malignas, sem que ainda tenham apresentado sinal histologico, néo sendo, portanto, detectadas pelos exames
e técnicas histopatoldgicas convencionais. Sendo assim, este estudo visa avaliar o perfil de metilagéo da regido promotora de diversos genes em amostras de tumores
primarios e de margens cirdrgicas de pacientes, e com isso, verificar a utilidade destes marcadores em detectar a presenga de células tumorais em margens cirdrgicas
com histologia negativa.

Foram selecionadas 9 amostras de carcinomas epidermdides de cabega e pescogo primarios e de margens cirlrgicas pareadas para a avaliagdo do perfil de metilagao
dos genes AIM1, CCNA1, p16 e DCC pela técnica MSP Quantitativa. A analise de metilagao dos genes AIM1 e CCNA1 em 20 amostras de tecido normal apresentou
especificidade de 95% e 100%, respectivamente. Quanto a sensibilidade o gene AIM1 estava metilado em 11% (1/9) das amostras tumorais e em 0% das amostras de
margem. Os préximos experimentos avaliardo os genes CCNA1, p16 e DCC.

Participantes:  Kaio Luis Caron Leonardo
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Titulo:  Avaliagdo do perfil de metilagdo de um painel de genes como marcadores moleculares em amostras

de saliva e soro de pacientes com tumores de cabega e pescogo
Autores: Cesar, P.G.C.
Bolsista: Paula Gabriela Casa Cesar - UNIFESP
Orientador:  André Luiz Vettore de Oliveira

Resumo:

Carcinoma epidermdide de cabega e pescogo (CECP) é um dos mais freqlientes tipos de cancer, porém, a falha na detecgao precoce e as altas taxas de recaida loco

— regional, levam a uma alta mortalidade. No entanto, quando o cancer é diagnosticado em um estagio inicial, ha uma melhora nas taxas de sobrevida dos pacientes.

Por esse motivo, é importante desenvolver novos marcadores moleculares Uteis como indicadores de diagnéstico e progndstico.

Um importante mecanismo da inativagéo transcricional é a hipermetilagéo das ilhas CpG presentes nos promotores génicos, 0 que provoca perda da expressao génica.

Portanto, a metilagdo do DNA esta relacionada com o silenciamento do gene. O objetivo desse estudo foi avaliar a hipermetilagéo da regido promotora de genes

supressores de tumor através da MSP quantitativa PCR em amostras de saliva e soro para detectar alteragdes epigenéticas especificas em pacientes de CECP.

O perfil de metilagéo aberrante do gene MGMT foi avaliado em 53 amostras de saliva de pacientes com CECP, e obteve-se uma especificidade de 60% e sensibilidade

de 23%, sendo descartado o uso desse gene como potencial marcador molecular. O gene DCC foi avaliado por uma aluna de doutorado e portanto o projeto seguiu

com a andlise do perfil de metilagdo em amostras de soro de pacientes com CECP.

Uma avaliag&o preliminar foi feita em 17 amostras de soro de individuos sem cancer usando um painel de 10 genes, dos quais, 5 (MINT31, P14, MLH1, THBS1 e

HIN1) mostraram boa especificidade, sendo entdo testados em amostras de soro de pacientes. Na andlise destes soros, ndo foi detectada metilagdo nos genes

MINT31, P14 e MLH1 (0% de sensibilidade), e o gene THBS1 apresentou apenas 8% de sensibilidade. Estes genes foram descartados do estudo. O gene HIN1, a

principio, pareceu ter boa especificidade (88%) e boa sensibilidade (47%), este é o nosso melhor candidato e ele devera ser analisado em um nimero maior de

amostras.

Até o final do projeto pretende-se ainda avaliar mais genes, procurando obter um bom marcador molecular para diagnéstico precoce e progndstico de pacientes com
ECP.

Participantes:  Paula Gabriela Casa Cesar
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Titulo:  Avaliagdo do receptor B1 de cininas como biomarcador em doengas reumaticas inflamatérias
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Autores: Eloi, M.
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Resumo:

As cininas exercem suas fungdes por acdo sobre dois tipos de receptores, B1 e B2. O receptor B1 (KB1R) é pouco expresso em condi¢des normais, mas &
rapidamente induzido em condicdes patoldgicas por varios estimulos pré-inflamatdrios como IL-1, IFN-? e TNF-?. Durante o processo inflamatério, uma grande
quantidade de cininas sofre a agéo de carboxipeptidases, produzindo altas taxas dos metabdlitos ativos no receptor B1, des-Arg9-BK e des-Arg10-Lis-BK, e altas
concentragdes desses agonistas endégenos sdo também responsaveis pela maior expressdo do receptor. Véarias doengas reumaticas apresentam um componente
inflamatério cronico, como por exemplo, a artrite reumatéide (AR) que pode levar & destruigdo da cartilagem e do osso, desenvolvimento de deformidades e importante
incapacidade funcional. Varios componentes do sistema calicreinas-cininas foram identificados no sangue, liquido sinovial e na sindvia de pacientes com AR. A busca
de marcadores de atividade de doenca é de interesse ndo s para monitoragdo de pacientes como por abrir perspectivas para novas opgdes terapéuticas. Objetivo -
Estudar a expressao do receptor B1 de cininas em células linfomononucleares e neutréfilos de sangue periférico de pacientes em doencas reumaticas inflamatérias
cronicas. Metodologia - Amostras de sangue periférico de pacientes e controles saudaveis serdo coletadas e analisadas por citometria de fluxo para detecgéo do
receptor B1 de cininas empregando dois métodos em paralelo. No primeiro sera usado um agonista funcional do receptor B1 marcado com uma cauda de 6 histidinas
(6xHis-tag) e anticorpo monoclonal anti-His/PE. No segundo sera usado anticorpo policlonal anti-KB1R produzido em coelho e um monoclonal anti-lgG de coelho
marcado com Alexa Fluor 568. Simultaneamente serdo empregados conjugados para marcagdo de CD3, CD4, CD8, CD14, CD15 e CD19, de modo a quantificar a
expressdo do receptor nas diferentes populagdes de células circulantes. A compreensédo do papel do KB1R no processo inflamatério cronico visto nessas doengas
reumaticas pode trazer importantes subsidios para uma melhor compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos.

Participantes:  Marina Eloi
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Titulo:  Caracterizagdo biologica de fatores de viruléncia de amostras de Escherichia coli isoladas de

bacteremia classificadas como ndo ExPEC
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Bolsista: Ricardo Francisco Tavares Romano - UNIFESP
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Resumo:

Sabe-se que Escherichia coli compreende centenas de sorotipos dos quais apenas alguns s@o patogénicos. Dentre estes encontram-se as amostras que causam
doengas entéricas, conhecidas como “diarrheagenic E. coli” (DEC) e as amostras que causam doengas extra-intestinais, denominadas ExPEC (extra-intestinal
pathogenic E. coli). Muitos fatores de viruléncia (FVs) tém sido descritos para amostras de E. coli envolvidas em infeccbes extra-intestinais. Atualmente, esses FVs ja
somam algumas dezenas que incluem diversas adesinas, toxinas, sistemas de captagdo de Ferro, capas de polissacarideos e invasinas. Projetos de pesquisa
realizados em nosso laboratério vém estudando o perfil de viruléncia e a relagéo filogenética de um conjunto de amostras de ExPEC isoladas de bacteremia de
pacientes internados no Hospital Sdo Paulo, no periodo de 2005-2006. Inicialmente, a pesquisa de 23 marcadores genéticos relacionados a viruléncia de ExPEC
detectou oito de 74 amostras, que se destacaram por apresentar apenas o gene fimH (seis amostras) ou nenhum dos genes pesquisados (duas amostras). Além disso,
seis dessas amostras pertenciam ao grupo filogenético B1 e duas ao grupo A, os quais albergam amostras, em sua maioria, ndo relacionadas a ExXPEC de origem
humana. Entretanto, ndo ha indicios de que os pacientes infectados com essas amostras sejam portadores de imunodeficiéncia que propicie a infecg@o por bactérias
sem qualquer potencial patogénico. Este trabalho ampliou o estudo sobre o potencial de viruléncia dessas oito amostras de EXPEC. Estudos empregando a técnica de
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores especificos mostraram que seis amostras possuiam quatro, enquanto outras duas possuiam apenas trés dos
seguintes marcadores de viruléncia: FimA,H (proteina estrutural e adesina da fimbria tipo I, respectivamente), Mat (fator de invasdo de amostras causadoras de
meningite), OmpA (proteina com fungéo de invasina), OmpT (protease), Iss (proteina ligada a resisténcia ao Complemento) , Sit (ligada & captagéo de Ferro). Uma
Unica amostra apresentou além destes, outros trés marcadores: Hra (adesina), CvaC (colicina) e Iro (captagao de Ferro). A pesquisa de fatores por métodos bioldgicos
revelou que todas as amostras foram resistentes & agao bactericida do Complemento presente no soro; no entanto, somente 50% apresentaram um marcador genético
relacionado a essa propriedade. Ainda, seis das oito amostras foram capazes de aderir a células eucaritticas em cultivo, na presenga de D-manose (inibidora da
ades&@o mediada pela fimbria tipo 1), sem que apresentassem qualquer marcador genético atualmente descrito, relativo a essa propriedade. Todas as amostras foram
capazes de captar Ferro do meio de cultura, embora apenas trés delas apresentassem marcador genético para sideréforos. A persisténcia em macréfagos, avaliada
com células isoladas de peritdnio de ratos Wistar, resultou positiva para sete das oito amostras, sendo que duas persistiram por, pelo menos, 8 hs; duas por 6 hs; duas
por 4 hs e uma por 2 hs. Outro aspecto estudado nas oito amostras de E. coli isoladas de bacteremia foi seu perfil de sensibilidade a uma variedade de antimicrobianos
rotineiramente utilizados no ambiente hospitalar e a alguns de uso na comunidade. Foram pesquisados 28 antimicrobianos, sendo 11 betalactamicos, cinco
aminoglicosideos, cinco quinolonas, e sete de outras classes. Quatro amostras (50%) foram resistentes a 10 ou mais drogas (maximo de 19), duas amostras
apresentaram apenas sensibilidade intermediaria a duas drogas, enquanto as duas restantes foram sensiveis a todas as drogas testadas. Os resultados obtidos até o
momento com as oito amostras de E. coli isoladas de casos de bacteremia humana mostram que, embora sejam desprovidas da maioria dos marcadores genéticos de
viruléncia descritos para EXPEC, e pertencerem a grupos filogenéticos néo relacionados a esse grupo patogénico, elas apresentam atividades biolégicas fundamentais
para a patogenicidade, quais sejam: resisténcia ao Complemento (fator de escape das defesas inatas do hospedeiro); interagdo com células eucariéticas (propiciando
colonizacgéo e, eventualmente, invas&o tissular), captagéo de Ferro (essencial para sobrevivéncia bacteriana em ambientes pobres em Ferro livre como € o caso do
hospedeiro). A resisténcia a maltiplos antimicrobianos, observada em metade das amostras também contribui para a viruléncia, a medida que propicia a persisténcia
bacteriana no hospedeiro. Esse conjunto de fatores sugere fortemente que essas amostras ndo podem ser consideradas meras comensais que estdo associadas a
casos de infeccdo grave apenas em fungdo das deficiéncias de seus hospedeiros. Ao contrario, elas devem possuir propriedades de viruléncia ainda néo
caracterizadas geneticamente.
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Resumo:

Assim como nos demais eucariotos, a cromatina de Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da Doenca de Chagas, é formada pela associagdo do DNA a proteinas
altamente basicas, as histonas. No entanto, as suas histonas divergem consideravelmente quando comparadas as sequéncias dos demais eucariotos. Em nosso
laboratdrio identificamos acetilagdes nas lisinas 4, 10 e 14 na histona H4 de T. cruzi, que possivelmente correspondem as acetilagdes em K5, K12 e K16 da histona H4
dos demais eucariotos. A adigao destas modificagdes é catalisada por enzimas denominadas acetiltransferases (HATs). Essas modificagdes neutralizam a carga
positiva das lisinas, afetando a interagdo com o DNA, ou alternativamente atuam como sitio de reconhecimento e ligagdo para uma série de fatores protéicos afetando
uma série de processos, tais como compactagdo da cromatina, expressao génica e reparo de DNA. No genoma de T. cruzi, foram identificadas quatro possiveis
acetiltransferases de histonas (HAT 1 a 4), uma a mais do que foi identificado em Trypanosoma brucei, outro parasita pertencente a familia Trypanosomatidae. Neste a
HAT2 catalisa a acetilagdo da lisina na posi¢ao 10 da histona H4 e outra acetiltransferase, a HAT3 a lisina na posi¢do 4 da histona H4. Nao foi mostrado se estas
enzimas s&o responsaveis pela acetilagdo da lisina 14. Sendo assim, o objetivo deste projeto foi caracterizar outras duas HATs (1 e 4) em T. cruzi, sendo que HAT 4 é
aquela ausente em T. brucei.

A nossa metodologia consistiu em superexpressar estas enzimas no proprio parasita para analisar se haveria um aumento das modificacdes, passiveis de serem
detectadas por anticorpos j& desenvolvidos no nosso laboratério. Para tanto as HATs foram clonadas a partir de amplificagdo dos respectivos genes por PCR e
inseridas em vetores de expressdo para o T. cruzi. Utilizamos o vetor pTcindex que permite a expressdo da HAT em fusdo com um proteina fluorescente vermelhar
(RFP) de maneira regulada nesse parasita através da adi¢do de tetraciclina. N&o foi possivel ainda obter clones da HAT 4, somente de HAT 1, que quando
transfectadas nos parasitas gerava células com pontos fluorescentes no citoplasma diferentemente de T. brucei que se localizava no nicleo. O mesmo foi obtido para a
HAT 1 clonada em um vetor de expresséo constitutiva também em fus&o com a proteina RFP. Estes resultados sugerem que a HAT 1 pode ser diferente em T. cruzi.
Alternativamente, a localizag&o atipica no citoplasma pode ser devido a presenga da RFP, que é conhecida por formar tetramero, o que estaria impedindo o transporte
da proteina para o nucleo do parasita. Para responder esta questdo estamos obtendo células expressando tanto a HAT 1 como a HAT 4 fusionadas a proteina verde
fluorescente (GFP).
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Resumo:

Introducéo

A superficie ocular apresenta naturalmente uma microbiota bacteriana constituida, principalmente, por Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) que, em algumas
ocasides, podem se tornar patogénicas, causando sérias infecgdes.

Para o tratamento dessas infecgdes sdo utilizados diversos antimicrobianos que, com o uso indiscriminado, podem levar a uma sele¢&o de microrganismos resistentes.
As fluoroquinolonas sao antimicrobianos com atividade bactericida de amplo espectro, usados frequentemente para o tratamento e profilaxia de infecgdes oculares.
Ciprofloxacina, levofloxacina e ofloxacina apresentam excelente atividade contra microrganismos gram-negativos, mas sdo menos potentes contra microrganismo
gram-positivos.

As 8-metoxifluoroquinolonas gatifloxacina (GX) e moxifloxacina (MX) tém sido preconizadas na profilaxia em cirurgias oftalmolégicas por apresentarem maior atividade
contra os principais patégenos oculares gram-positivos, em relagdo as outras quinolonas. Estudos anteriores utilizando amostras de SCN isoladas de infecgdes que
ocorreram no pos operatorio no Laboratério de Oftalmologia da UNIFESP mostram que S. epidermidis sdo os SCN mais frequentemente isolados (35,71%), seguidos
por S. auricularis (21,43%). A porcentagem de sensibilidade a MX e GX foi de 64,3% em 2006, sendo que Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) elevadas foram
encontradas com maior freqiiéncia entre S. epidermidis. Amostras isoladas em anos anteriores foram 100% sensiveis a esses dois antimicrobianos. Além disso, uma
tendéncia de aumento no isolamento de SCN em conjuntivites, ceratites e endoftalmites foi observada no Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Oftalmologia da UNIFESP (LOFT) durante o periodo de 2000-2006.

Objetivos

Identificar espécies de SCN isolados da microbiota conjuntival e casos de blefaroconjuntivite coletados antes e apés o uso de moxifloxacina, bem como determinar seu
perfil de sensibilidade a GX, MX e oxacilina (OX) e mutagdes das regides determinantes de resisténcia a quinolona (QRDR).

Material e Métodos

Trinta e duas amostras de SCN isolados da microbiota conjuntival (14 amostras) e blefaroconjuntivite (18 amostras) antes e ap6s o uso de moxifloxacina (colirio 0,5%)
foram incluidas. As amostras foram identificadas quanto a sua espécie por método automatizado (Phoenix, BD). A CIM para GX, MX e OX foi determinada pela
metodologia de E-test. Amostras resistentes isoladas apds o uso de colirio de moxifloxacina foram submetidas ao sequenciamento dos genes gyrA e parC. As
amostras sensiveis e resistentes da mesma espécie, coletadas antes e ap6s o tratamento respectivamente, foram avaliadas quanto a sua similaridade genética pela
técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE).

Resultados

Trinta e duas amostras foram isoladas de 14 pacientes, sendo 10 S epidermidis, 8 S. hominis, e um isolado de cada espécie a seguir: S. capitis sub. ureolyticus, S.
haemolyticus, S. warneri, S. saprophyticus. Nove amostras néo foram identificadas em nivel de espécie.

As amostras isoladas apds o uso de MX tiveram suas CIM para GX e MX mais elevadas quando comparadas com as CIM das cepas isoladas antes do uso do calirio,
excetuando-se apenas uma amostra com CIM resistente (2,0 e 3,0 ug/mL para MX e GX respectivamente). A CIM das amostras isoladas pré-tratamento variou de
0,032 pg/mL a 2,0 pug/mL para MX e 0,064 ug/mL a 3,0 pug/mL para GX. A CIM das amostras pés-tratamento variou de 1,0 ug/mL a ? 32 pg/mL para MX e de 1,5
pg/mL a ? 32 pg/mL para GX. Dentre as amostras isoladas 14 (43,75%) foram sensiveis & meticilina sendo 12 (85,7%) isoladas pré-tratamento e 2 (14,3%) pos-
tratamento. Entre as 18 (56,25%) amostras que foram resistentes a meticilina, 4 (22,2%) foram coletadas antes do uso de MX e 14 (77,7%) apds o uso.

Foram realizadas até o momento a andlise de similaridade genética através da técnica de PFGE dos isolados de trés pacientes sendo elas considerados subespécies
pertencentes ao mesmo clone, segundo critérios estabelecidos por Tenover et al., 1997.

Isolados resistentes as fluoroquinolonas estdo sendo submetidos ao seqiienciamento dos genes gyrA. Foram seqiienciados até o momento 11 isolados e foram
observadas mutagbes na posicdo dos aminoacidos 84 e 88, sendo elas: Ser84Phe (4 isolados), Ser84Tyr (3 isolados), Ser84Phe+Glu88Lys (2 isolados),
Ser84Phe+CGlu88Gly (1 isolado) e Ser84Phe+Glu88Ala (1 isolado).

Concluséo

S. epidermidis e S. hominis tem sido o principal SCN isolado. A persisténcia de SCN de colonizagéo da conjuntiva e o desenvolvimento de resisténcia a GX e MX apds
0 uso de MX foi observada até o momento em amostras relacionadas geneticamente por PFGE isoladas de 3 pacientes. Essas amostras apresentaram também
mutagdes no gene gyrA. O uso de MX foi associado com isolamento de amostras de SCN com CIM para fluoroquinolonas mais elevadas. Vigilancia epidemiolégica,
incluindo estudos dos mecanismos de resisténcia as novas fluoroquinolonas, deve contribuir para avaliagdo de novas abordagens para a profilaxia e tratamento de
infecgdes oculares.

Participantes:  Ana Luisa Hofling de Lima Farah, Antonio Carlos Campos Pignatari, Maria Cecilia Zorat Yu, Michel Eid Farah Neto, Paulo José Martins Bispo,
. Tiago Massao Yamanaka
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0396/10
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Titulo: Caracteriza¢do de um novo tipo de morte celular (entose) em linhagens de melanoma murino
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Autores: L'Abatte, C.; Pérez, E.C.; Oliveira, F.l.; Machado Jr, J.
Bolsista: Felipe Itihara de Oliveira - UNIFESP
Orientador:  Joel Machado Junior

Resumo:

Recentemente foi caracterizado em células epiteliais de mama um novo processo de morte celular ndo apoptética, a entose, que se caracteriza por um processo de
interiorizagdo entre duas células viaveis de mesma origem, durante o cultivo destas células mediante o impedimento da ades&o1. Além disso, célula interiorizada e ndo
a hospedeira poder ser: (1) levada a morte celular por uma forma n&o apoptética; (2) ser liberada da célula hospedeira apos certo tempo; (3) se dividir no interior da
célula hospedeira. Estudos do nosso grupo, relacionados ao mecanismo de resisténcia a morte celular por perda de adeséo (anoikis) em linhagens de melanoma
murino, sugerem que durante o cultivo em suspens&o, células de melanoma estariam sendo interiorizadas por suas semelhantes. Desta forma, esse trabalho tem por
objetivo a caracterizagdo do processo de entose em nosso modelo de estudo e de fatores que regulem esse processo. Através da marcagéo de duas populagdes de
células da linhagem de melanoma murino, Tm-5, com dois corantes vitais que emitem comprimentos de onda distintos e cultivo em suspensao por diferentes tempos,
as células foram analisadas em um microscdpio confocal o que revelou que nessa linhagem ha ocorréncia do processo de entose. Adicionalmente, o tratamento
dessas células na presenca de quelante de calcio, EDTA, inibe o processo de entose sugerindo a participacdo das caderinas nesse processo.

10verholtzer M,Mailleux AA,Mouneimne G,Normand G,Schnitt SJ,King RW,Cibas ES,Brugge JS (2007) Cell.13 966-979
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Titulo: Caracterizacédo dos genes relacionados a ERK e envolvidos no processo metastético do melanoma

murino.
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Resumo:

O estabelecimento de tumores no organismo depende de diversos eventos, muitos deles ainda desconhecidos. Células tumorais necessitam de um microambiente
altamente especializado e favoravel para se desenvolverem, porém poucos modelos foram desenvolvidos até agora que permitissem visualizar as modificagdes
génicas ocorridas durante o processo de transformagao tumoral. Recentemente, nosso laboratério mostrou que interagdes in vitro entre as células de melanoma murino
B16 e linfocitos B1, um subtipo de linfécito B presente nas cavidades peritonial e pleural, levaram ao aumento do potencial metastatico das células de melanoma B16.
Estes estudos demonstraram aumento nos niveis de fosforilagdo da quinase ERK (quinase regulada por sinais extracelulares) nas células de melanoma apds contato
com linfocitos B-1. Além disso, estudos de expresséo génica em células de melanoma B16 que entraram em contato com linfécitos B-1 mostraram que houve aumento
na expressdo de alguns genes envolvidos com metastases tumoral. Considerando que aumento da ativagdo de ERK pode estar intimamente ligada a formag&o de
metastases em melanomas, o objetivo deste trabalho foi verificar se a expressao dos genes aumentados nas andlises por microarray em células de melanoma B16
apods contato com linfocitos B-1 séo dependentes ou néo da ativagdo da via ERK1/2 MAPK. Para tanto, andlises de expresséo génica por PCR em tempo real de
células de melanoma antes e apds contato in vitro com linfécitos B-1 e tratadas ou n&o com inibidor de fosforilagdo de ERK foram realizados. Resultados ainda
preliminares de PCR em tempo real mostraram que os genes stat3, ctss e cxcl2 tiveram aumento de sua expresséo apos contato com linfocitos B-1 murinos e
diminuiram de expressdo na presenga do inibidor de ERK/MAPK. Ja o gene ccl5 teve sua expressdo aumentada apos o contato com linfocitos B-1, mantendo os
mesmo hiveis mesmo apds tratamento com o inibidor da via de ERK/IMAPK. Esses estudos poderdo contribuir para esclarecer melhor o papel destes genes e da via
ERK/MAPK no processo de metastatizagdo de células de melanoma.

Participantes:  Elizabeth Cristina Pérez, Jaqueline Maciel Pozzibon, José Daniel Lopes, Patricia Xander
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0261/09 Rt

33



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares
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Resumo:

Cistatinas s&o inibidores de cisteinoproteases amplamente distribuidas na natureza. Esses inibidores ja foram descritos em diversos organismos, como, por exemplo,
mamiferos e plantas, porém suas fungdes ainda ndo s&o conhecidas em artrépodes, tais como o inseto hematéfago Triatoma infestans. Um fragmento de DNA que
codifica para uma cistatina foi encontrado em seqiienciamento de clones de uma biblioteca de cDNA do intestino médio anterior de T. infestans. O objetivo do presente
trabalho foi clonar (utilizando o vetor pGEM-T easy) o DNA da cistatina do intestino médio de T. infestans (gutcys). A sequéncia de amino&cidos predita do inibidor
apresentou o residuo de glicina N-terminal, o motivo Glutamina-X-Valina-X-Glicina e o dipeptideo Prolina-Triptofano, os quais sdo importantes para a atividade inibitria
das cistatinas. Além disso, foram identificados residuos de cisteina, os quais provavelmente formam pontes dissulfeto na proteina. O DNA de gutcys foi corretamente
amplificado por PCR, apresentando banda de DNA de aproximadamente 280 pb em gel de agarose (1%). A partir desta etapa, foi entéo realizada a sub-clonagem do
DNA da cistatina no vetor pGEM-T easy, para sua subseqente transformagéo de E. coli cepa DH5?. Em seguida, foi feita uma midi preparagdo plasmidial (midiprep)
utilizando um dos clones da bactéria contendo a construgao correta. O seqiienciamento de nucleotideos do plasmideo purificado confirmou a insergdo correta do DNA
de gutcys, com a qual confirmamos as regides conservadas caracteristicas do inibidor. Apos esta etapa, o plasmideo foi digerido e o inserto correto (288 pb) liberado
para prossegurimos com a clonagem em vetor de expressdo pET 26b. As perspectivas do presente trabalho sdo sub-clonar o DNA de gutcys de intestino de T.
infestans em vetor pET 26b e expressar a proteina na E. coli cepa BL21 para futuramente caracterizar bioguimicamente a cistatina gutcys.

Suporte Financeiro: CNPq e FAPESP.
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Titulo:  Co-localizagdo de inositolfosforilceramida e fosfatidilserina em formas apoptéticas de Leishmania
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Resumo:

Leishmania sdo parasitas dimérficos causadores de infecgdes denominadas leishmaniose. O tratamento dessa doenca esté baseado primariamente na quimioterapia
de antimoniais. Com intuito de buscar novas drogas para o tratamento, nosso laboratério tem avaliado a presenga de moléculas/vias metabélicas especificas para este
parasita. Assim, o inositolfosforilceramida (IPC), um esfingolipidio predominante em Leishmania e ausente em mamiferos, bem como a enzima responsavel pela sua
sintese, IPC sintase, seriam possiveis alvos para quimioterapia. A fosfatidilserina (PS), um fosfolipidio presente na porgdo interna de membranas de células
eucaridticas, esta relacionada com a apoptose, passando ser expressa na por¢do externa da bicamada lipidica em células apoptéticas. O objetivo deste trabalho é
avaliar a localizacdo do IPC e PS em formas promastigotas apoptéticas de L.(L.) amazonensis através da reatividade do mAb LST-1 e marcagdo de Anexina V,
respectivamente. Ensaios de TUnel também foram realizados para marcagéo do DNA fragmentado em parasitas apoptéticos e o lodeto de Propidio (PI) para a
viabilidade dos promastigotas. Os resultados demonstraram que, na cultura de promastigotas em fase estacionaria de crescimento, houve co-marcagéo do LST-1 e
Anexina V nos parasitas que apresentaram morfologia arredondada (caracteristicos de parasitas apoptoticos), mostrando que o IPC e a PS estdo sendo expressos na
porcdo externa da membrana plasmatica desses parasitas. Quando avaliada a viabilidade dessas células, os parasitas marcados com Anexina V ndo foram marcados
com PI, mostrando que eram células viaveis. Para confirmagdo de que os parasitas estavam em apoptose foi feito 0 ensaio de Tunel que detectou fragmentagéo do
DNA. Esses resultados demonstram pela primeira vez a expressao de IPC na porgao externa da membrana plasmatica em parasitas apoptoticos, podendo portanto o
anticorpo LST-1 ser utilizado como ferramenta para identificagéo de promastigotas apoptéticos. Estudos estdo sendo conduzidos visando determinar o papel do IPC
na porgao externa da membrana plasmatica em células apoptoticas.

Financiamento: CNPq, FAPESP, CAPES
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Titulo: Comparacéo de diferentes meios de cultura para cultivo de células epiteliais do limbo ex vivo
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Resumo:

Introdug&o: Véarias questdes tém sido levantadas sobre qual a melhor técnica para cultivo das células epiteliais limbicas ex vivo. Varidveis tais como meio de cultura,
co-cultivo com feeder layer, substrato (scaffold) para cultura devem ser melhor estudadas, pois podem influenciar a sobrevida e a manutengéo da stemness das células
a serem transplantadas.

Objetivo: No presente estudo tem-se como objetivo avaliar a eficacia de diferentes meios de cultura em relagéo a crescimento, proliferagéo, apoptose e diferenciagéo
de células limbicas cultivadas ex vivo.

Métodos: Culturas epiteliais foram obtidas a partir de explantes de fragmentos dos anéis corneo-esclerais remanescentes de transplantes de cérnea. Os explantes
foram cultivados com os meios de cultura a serem testados. As culturas foram avaliadas quanto a migragéo e expressao de citoqueratina 3 (CK3, epitélio de cornea
diferenciado), ABCG-2 (célula epitelial indiferenciada), p63 (célula epitelial indiferenciada) e Ki-67 (proliferagéo) por imunocitoquimica e PCR de tempo real.

Resultados: As células epiteliais cultivadas no meio SHEM apresentaram crescimento rapido e progressivo, com células de aspecto claro e relagdo nlcleo-citoplasma
1:3. No meio KSFM, as células formaram um epitélio uniforme. As células cultivadas em Epilife apresentaram crescimento mais lento, porém mais homogéneo, com
células bem definidas e de aparéncia cuboidal e relagéo nicleo-citoplasma 1:2.

Com relagao aos resultados dos experimentos de imunocitoquimica, observou-se que as células no meio SHEM apresentaram maior percentagem de positividade para
CK3 quando comparadas com os outros meios. Ja as células no meio KSFM e Epilife apresentaram maior percentagem de células positivas para ABCG2, p63e Ki67.
Com relagao aos ensaios do real time PCR, observou-se que a expressao de CK3 foi maior no grupo SHEM; o grupo KSFM foi 0 que menos expressou CK3.
Conclusdes: As culturas de células epiteliais do limbo foram estabelecidas nos trés meios de cultura. Células do meio SHEM apresentaram maior diferenciagéo
epitelial. Nos meios KSFM e Epilife, as células epiteliais expressaram maior quantidade de células positivas para Ki67, indicando proliferagéo, e para p63 e ABCG2,
indicando presenca de mais células indiferenciadas. Com isso, nossos resultados sugerem que uma grande porcentagem de células cultivadas em KSFM e Epilife
apresentam potencial de proliferagdo e mantém-se indiferenciadas, o que de acordo com a literatura s&o caracteristicas sugestivas de células-tronco. Baseando-se
nestes achados, sugere-se que Epilife e KSFM sejam os melhores meios para o cultivo de células epiteliais do limbo com finalidade experimental e terapéutica.

Apoio Financeiro: CNPq
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Titulo: Comparacgdo do mecanismo de agédo de peptideos antimicrobianos em vesiculas gigantes

unilamelares via microscopia optica
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Resumo:

Peptideos antimicrobianos (PAMs) e antifingicos tém sido encontrados e isolados de uma variedade de organismos, tais como: anfibios, invertebrados, plantas e
mamiferos. Em geral, o alvo desses compostos é a membrana dos microrganismos, entretanto o mecanismo de agéo é ainda controverso, ja que os detalhes da
interagéo entre os PAMs e as membranas permanecem incertos. Dentre os inumeros peptideos antimicrobianos, neste trabalho decidimos comparar a magainina 2 e a
gomesina. A magainina foi isolada do sapo africano Xenopus laevis e apresenta uma conformagao em ?-hélice. Ja a gomesina foi isolada dos hemécitos da aranha
Acanthoscurria gomesiana, e adota uma estrutura do tipo ?-hairpin. Os peptideos foram sintetizados pelo método da fase solida manual, foram purificados por RP-
HPLC e caracterizados por LC/ESI-MS e analise de aminoacidos. Para melhor entender os mecanismos de agdo foram realizados estudos da interagdo de ambos os
peptideos com vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), compostas de uma mistura de palmitoilfosfatidil-colina e palmitoilfosfatidil-glicerol (POPC:POPG, 1:1),
utilizando microscopia 6ptica. Nossos resultados indicam que a gomesina induz uma subita explos&o das vesiculas, acompanhada de répida liberagdo do conteldo
interno das mesmas. Por outro lado a magainina 2 é capaz de formar poros estaveis, através dos quais ocorre a perda da assimetria inicial entre sacarose/glicose das
GUVs. Apesar de ambos os peptideos interagirem fortemente com as vesiculas fosfolipidicas, induzindo sua desestruturagéo, seus mecanismos de agéo foram
distintos e puderam ser caracterizados por microscopia dptica das vesiculas gigantes. Da analise dos resultados obtidos, concluimos que a gomesina age via o
“modelo de carpete”, enquanto que a magainina 2 age formando poros do tipo toroidal. Nosso objetivo futuro € utilizar a microscopia 6ptica das GUVs para determinar
0 mecanismo de agéo dos outros peptideos antimicrobianos.

Projeto financiado pela FAPESP, CNPq e Capes.
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Titulo:  Comportamento dos GAGs na regeneragao dssea apds a aplicagdo de terapia por ondas de choque
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Resumo:

O tecido 6sseo é uma forma diferenciada de tecido conjuntivo composto por células e matriz extracelular altamente especializada. Este tecido passa por constante
processo de remodelamento influenciado por fatores mecénicos (sobrecargas mecénicas), enddcrinos (distirbios hormonais) e metabélicos (deficiéncia de calcio e
vitamina D). Glicosaminoglicanos (GAGs) sé&o heteropolissacarideos lineares formados por unidades dissacaridicas repetitivas e que apresentam-se como elementos
importantes na constituicdo dssea e cartilaginosa. Estes GAGs geralmente encontram-se ligados covalentemente a macromoléculas complexas constituidas de um
esqueleto protéico, os proteoglicanos (PGs). A onda de choque é um pulso sdnico, que apresenta caracteristicas fisicas e que transformam energia elétrica em energia
mecanica. Na area da ortopedia e traumatologia, o tratamento por ondas de choque tem sido utilizado principalmente em tendinopatias crénicas. Os possiveis efeitos
positivos gerados pelas ondas de choque na expressdo de GAGs podem levar ao conhecimento de tratamento para processos degenerativos como artrose. Dessa
forma, o presente trabalho procura estudar a agéo da terapia por ondas de choque sobre reparagao da matriz 6ssea neoformada, analisando as possiveis alteragdes
no comportamento dos GAGs no processo de reparo do tecido dsseo. Neste estudo (CEP 0048/09) utilizaremos ratos machos da linhagem Wistar cujos fémures do
membro inferior esquerdo foram submetidos a uma perfuragdo de 2mm de didmetro na medular 6ssea até a cortical oposta, sem atingi-la. Os grupos de animais
tiveram ou n&o o fémur esquerdo submetido & aplicagéo das ondas de choque (modelo EVOTRON-Vet da SwiTech — Suica, 500 impulsos, energia 0,13 mJ/mm2) ao
nivel da perfuragdo 6ssea. Os animais foram eutanasiados em camara de CO2 1 e 2 semanas ap6s tratamento e a reparagao dssea sera analisada. Os exemplares de
fémures encontram-se em processo de descalcificagdo e conseqliente analise de possiveis alteragdes no comportamento dos GAGs. Estes serdo extraidos,
caracterizados e quantificados por eletroforese em gel de agarose e andlise densitométrica, e seu envolvimento no processo de reparo do tecido dsseo sera
investigado. Suporte: CNPq, CAPES e FAPESP.
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Resumo:

A Oftalmopatia de Graves (OG) é uma doenga auto-imune intimamente associada a doenca de Basedow-Graves (90% dos casos), embora ambas possam ocorrer de
maneira independente. A doenga apresenta duas fases evolutivas: a primeira caracterizada por um intenso processo inflamatério que evolui, durantes meses ou anos,
para fibrose. Analise microscopica da musculatura e tecido adiposo retro-oculares de pacientes com OG revela intenso infiltrado linfo-monocitério na matriz extracelular
desses tecidos. Acredita-se que citocinas produzidas por estas células inflamatérias estimulariam os fibroblastos locais a sintetizar macromoléculas, em especial os
GAGs (como o &cido hialurénico), cujo carater altamente hidrofilico levaria ao aumento do volume dos tecidos retro-oculares e justificariam praticamente todos os sinais
e sintomas da doenca ocular. O &cido hialurbnico (AH) é uma molécula pertencente ao grupo dos glicosaminoglicanos e é constituida por um longo polimero
dissacaridico linear com repeticbes alternadas de acido ?-D-glucurénico e ?-D-N-acetilglucosamina, unidos por ligagdes glicosidicas do tipo (1-3) e (1-4),
respectivamente. Diversos trabalhos tém buscado determinar um pardmetro confidvel para a definicdo da atividade inflamatéria da doenga ocular, seja de forma clinica
ou laboratorial. Exames de imagem por ultra-sonografia, ressonancia magnética e mapeamento com analogos de somatostatina, além de determinagdes séricas e/ou
urindrias de marcadores especificos de inflamagéo, como citocinas e GAGs, j& foram utilizados. Embora os trabalhos anteriores ndo tenham conseguido definir os
niveis de GAGs como marcadores da fase ativa da doenga, muito pode ser devido a limitagdo metodolégica para as dosagens. Recentemente, no nosso meio, foram
desenvolvidos métodos confiaveis, praticos e relativamente baratos para a dosagem de GAGs sulfatados urinrios € AH para o estudo da OG. Utilizando estes
métodos, um estudo demonstrou que pacientes com OG apresentavam concentragdo de AH na lagrima cerca de duas vezes maior que individuos normais, entretanto,
tal estudo ndo classificou os pacientes quanto a fase de atividade da doenga, nem com relagdo a evolugdo da doenga apds o tratamento do hipertiroidismo. No
presente estudo, foram utilizadas amostras de lagrimas de 60 individuos divididos entre portadores de OG, tanto da forma ativa (inflamatéria) como inativa (fibrética) da
doenca, além de controles normais. Foram analisadas lagrimas de 60 pacientes (120 érbitas) portadores de OG classificados, conforme a atividade inflamatéria (CAS),
em trés grupos: CAS 0 (auséncia de sinais inflamatdrios; n= 45), CAS 1-2 (presenca de 1 a 2 sintomas inflamtérios; n=30) e CAS 3 (> 3 sintomas inflamatérios; n= 25).
O AH foi dosado por ensaio fluorométrico desenvolvido em nosso laboratdrio e a concentragdo da proteina na lagrima, eluida em 500 ?L de &gua, feito no equipamento
NANODROP (A280nm). O resultado final do AH foi expresso em ng/mg de proteina. Os resultados mostraram: CAS 0, AH= 29,1 + 22,1 ng/mg proteina, CAS 1-2, AH=
454 + 30,1 ng/mg proteina; CAS 3, AH= 37,9 + 31,7 ng/mg proteina. Embora as médias de AH nos pacientes com sinais inflamatérios tenham se mostrado mais
elevadas, essas médias s6 foram estatisticamente diferentes na comparagéo de CAS 0 com CAS 1-2 (p=0,0117), ndo havendo diferenga estatisticamente significativa
na comparagdo de CAS 0 X CAS 3 (p= 0,309) nem na comparagdo de CAS 1-2 X CAS 3 (p=0,217). Até 0 momento néo encontramos evidéncias de que o AH na
lagrima possa ser usado como indicador de atividade inflamatéria na OG. Mais estudos, com aumento no nimero de analises, serdo necessarios para compreender
melhor esse comportamento.

Financiamento: CNPq e FAPESP
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Titulo:  CONSTRUGAO DE UMA BIBLIOTECA METAGENOMICA DA COMPOSTAGEM DO ZOOLOGICO
DE SAO PAULO PARA TRIAGEM DE GENES DE INTERESSE BIOTECNOLOGICOS.

Autores: Principal, L.A.; Pascon, R.C.
Bolsista: Luciana Pruncipal Antunes - UNIFESP
Orientador:  Renata Castiglioni Pascon

Resumo:

Até a década de 90, o uso de técnicas tradicionais de isolamento de microrganismos limitava o acesso & diversidade microbiana, uma vez que permitia o conhecimento
somente dos microrganismos cultivaveis (1%). Essa limitagdo foi superada com o surgimento da Metagendmica, a qual se baseia no principio de que néo é preciso
cultivar os microrganismos de uma amostra para conhecé-los, sendo o DNA o seu objeto de estudo. Com isso pode-se ter acesso a uma grande diversidade
microbiana ainda inexplorada, a qual pode suprir a alta demanda o mercado por novos produtos derivados dos microrganismos, como as enzimas hidroliticas. Diante
disso, este projeto teve como objetivo a construcdo de uma biblioteca metagenémica da compostagem da Fundagéo Parque Zoolégico de S&o Paulo, bem como a
padronizagéo das metodologias referentes a extragéo e purificagdo do DNA da compostagem e a triagem de genes codificadores de enzimas quitinoliticas como forma
de testar a qualidade da biblioteca. A extragdo do DNA total da comunidade microbiana da compostagem foi feita por meio de uma combinagao de métodos fisicos e
quimicos. Para a purificagdo do DNA foram testadas varias condi¢des cromatograficas, como diferentes resinas de gel filtragéo, seguidas de purificagdo em resina de
troca iénica. O DNA foi clonado em vetor plasmidial e transformado em E. coli. Foram desenhados primers degenerados com base no alinhamento de sequencias de
exoquitinases de bactérias , os quais foram usados em reagdes de amplificagdo da biblioteca e do gDNA da compostagem. Este projeto possibilitou a padronizacéo de
uma metodologia rapida e eficiente para a obtengdo de DNA de qualidade proveniente da compostagem (que possui alto grau de contaminagdo com substancias
hamicas) que € exigido para a construgdo de uma biblioteca metagendmica. A biblioteca construida possibilitara a prospec¢do de genes de interesse biotecnologicos,
entre eles, os codificadores de quitinases.
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Resumo:

Objetivos: Estudos mostram que a Angiotensina IV (VYIHPF), proveniente da metabolizagdo de Angiotensina Il (DRVYIHPF), prolonga o potencial de longa duracéo
(LTP) e produz facilitagédo da meméria. Um dos provaveis mecanismos para esta facilitagdo da memoria seria pela inibigéo da insulin-regulated aminopeptidase (IRAP,
E.C. 3.4.11.3), uma aminopeptidase co-localizada com o transportador de glicose 4 (GLUT 4) em vesiculas sinapticas, principalmente no hipocampo. Conhecida
também como oxitocinase, a IRAP é responsével pela metabolizagéo de uma série de peptideos biologicamente ativos, como oxitocina, vasopressina e somatostatina.
Os objetivos deste trabalho sdo: 1) Avaliar a expressdo génica da IRAP, GLUT 3 e GLUT 4 nos modelos de restricdo crénica de sono paradoxal, assim como
quantifica-las através de Western Blot ; 2) Avaliar a atividade enzimatica da IRAP nos animais restritos de sono. Métodos: Ratos machos Wistar com seis meses
(n=8 por grupo) foram restritos de sono paradoxal, pelo método de plataformas mdltiplas, durante dezoito horas por quinze dias. Apés a eutanasia foram retirados o
hipocampo, hipotdlamo e cortex, e quantificadas a expressdes génica por técnica de PCR em tempo real, usando o gene de ?-Actina (F:5™-
AGGCCAACCGTGAAAAGATG-3"; R:5'-CCAGAGGCATACAGGGACAAC-3") como controle enddgeno. O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de S& Paulo (CEP 1687/09). Resultados: Foi feita a validagdo dos primers de IRAP(F:5'-GCTTACGTTCCGAGAAGAGAC-3; R:5™-
TTAGCCACAGGTCATTCCAC-3'), GLUT  3(F:5-AGGATGTCACAGGAGAAGCA-3';  R:5-GCATTGATCCCAGAGAACTG-3) e GLUT 4 (F5-
CTACCCTTTGGGCTCTCTCC-3"; R: CCAGCATAGCCCTTTTCCTT-3"), que ndo apresentaram formagdo de dymer, e foram testados em animais controle. Concluséo:
Pode-se concluir que a técnica de PCR em tempo real foi validada, podendo entdo ser utilizada nos animais experimentais. Nas préximas etapas serdo feitas as
medidas de atividade da IRAP, a quantificagéo das proteinas através de Western Blot, assim como a avaliagdo da express&o génica de proteinas do grupo de animais
restritos.

Apoio financeiro CNPq, FAPESP, AFIP
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Titulo: Distribui¢éo, caracterizagao estrutural e expressdo dos proteoglicanos e glicosaminoglicanos nos

diferentes tecidos de Callithrix jacchus
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Resumo:

O primata da familia Callithrichidae, o Callithrix jacchus que habita os biomas de Caatinga e Mata Atlantica € um animal pequeno e com capacidade de se reproduzir
rapidamente em cativeiro, assim sdo geralmente utilizados em experimentagéo animal em diferentes projetos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a distribuicéo e
caracterizagdo estrutural de glicosaminoglicanos (GAGs) em diferentes tecidos deste primata como rim, cerebelo, traquéia, coragdo, pancreas, cérebro, figado e
vesicula de 4 animais. Os 6rgaos foram coletados e picotados em acetona, para desidratagdo e deslipidizagao e deixados neste solvente por pelo menos 24 horas. Em
seguida, o material foi seco e entdo submetido a protedlise com a enzima maxatase 4 mg/mL em tampao Tris-HCI 0,05M + NaCl 1M pH 8,0 (60°C, 16 horas). Ao
sobrenadante foi adicionado &cido tricloroacético 90% (concentragéo final = 10%) para precipitagdo de proteinas. A seguir os glicosaminoglicanos foram precipitados
pela adicdo de 2 volumes de metanol lentamente e sob leve agitacéo. Para a identificagdo dos GAGs foi realizada eletroforese em gel de agarose em tampao 1,3-
diaminopropano acetato (PDA) 0,05M, pH 9,0. A corrida eletroforética foi realizada em uma caixa refrigerada, com uma diferenga de potencial elétrico de 100V. Apés a
corrida, os GAGs foram precipitados no gel com brometo de cetiltrimetilaménio 0,1% por 2 horas. Apds secagem do gel, este foi corado com azul de toluidina 0,1% em
acido acético 1% e etanol 50%. A quantificagdo dos GAGs foi realizada por densitometria, e os dados foram obtidos em quantidades absolutas e relativas. O érgdo que
apresentou a maior quantidade de GAGs/mg de tecido seco foi a traquéia seguida por rim, vesicula, pancreas, cérebro, coragéo, cerebelo e figado, respectivamente.
Os resultados mostraram que a traquéia é o 6rg@o mais rico em condroitim sulfato (CS), seguido pelo cérebro e cerebelo. J& o dermatam sulfato (DS) é o GAG mais
abundante na vesicula, pancreas, coragéo e figado deste primata. O heparam sulfato (HS) foi o GAG predominante no rim do C. jacchus. Ainda pode-se observar a
presenca de HS na vesicula, pancreas, coragdo, cérebro, cerebelo e figado, em ordem decrescente para quantidade de HS. Também foram realizadas analises
relativas quanto ao contetido dos diferentes glicosaminoglicanos nos diferentes 6rgéos de C. jacchus, e o figado apresentou 71% DS e 29% HS; o coragao 75% DS e
25% HS; a vesicula 87% DS e 13% HS; o cérebro 85% CS e 16,5% HS; o rim 1,5 % CS, 35% DS e 65% HS; o cerebelo 79% CS e 21% HS; a traquéia com 100% CS e
o0 pancreas 86% DS e 14% HS. Uma vez estabelecidas as quantidades absolutas e relativas de cada glicosaminoglicano presente nos diferentes orgéos de C. jacchus,
serdo analisadas as estruturas destes compostos. Assim como a detecg&o, andlise da expressao e localizagédo de componentes da matriz extracelular nos diferentes
tecidos também seréo realizadas.

Participantes: ~ César Gomes Almeida, Elsa Y. Kobayashi, Gabriel L. A. Cunha, Gabrielly Maria Denadai Chiarantin, Helena Bonciani Nader, Juliana L.
. Dreyfuss, Leny Toma, Renan P. Cavalheiro
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Resumo:

INTRODUGAO E OBJETIVO- A adiponectina é uma adipocina de propriedades antiinflamatdrias bem conhecidas, que apresenta efeitos anti-aterogénicos e melhora a
resisténcia a insulina. Em individuos obesos observa-se diminuigdo na sua concentragéo sérica.  Foi demonstrado que a adiponectina em cultura de adipécitos inibe a
via do NFkB que leva a redugdo na expressao de citocinas inflamatdrias Por outro lado, 0 aumento da producéo de TNF-alpha e de IL-6 pelos adipdcitos na obesidade
parece estar associado a elevagao correspondente na produgéo LPS enddgeno, que se ligaria a receptores TLR4 no tecido adiposo ativando a via do NFkB. O exposto
acima permite pressupor que o tratamento com adiponectina possa vir a acarretar redugéo na taxa de lipdlise em adipécitos, via diminuigdo da expressao de citocinas
inflamatorias e lipoliticas, notadamente o TNF-alpha. A enzima lipase horménio sensivel (HSL) € uma das enzimas importantes na ativagdo da lipélise, vez que age
hidrolisando os triglicerideos armazenados nos adipécitos. Assim, a hipétese de nosso projeto foi que a adiponectina reduz a expresséo génica e protéica da HSL,
diminuindo a lipdlise. Isto pode contribuir para o efeito da adiponectina sobre a melhora da resisténcia a insulina.

MATERIAL E METODOS - Utilizamos células 3T3-L1 em cultura. Estas células apés 10 dias da diferenciagdo em adipécitos foram tratadas com meio de incubagéo
acrescido ou ndo de adiponectina (ADIPO) (50ng/mL) e LPS (100ng/mL) por 24 horas. Apds estes tratamentos, as células foram coletadas com Brazol para extragéo
do RNA total ou em tamp&o apropriado para extragdo de proteinas totais. A partir do RNA total foi feito o cDNA e a quantificagdo do mRNA para HSL por PCR em
tempo real. A proteina foi utilizada para quantificagéo da expressdo protéica de HSL por Western blotting. Os resultados foram expressos em unidade arbitraria,
estabelecendo-se como 1 o valor do grupo controle. Para a comparagao entre os grupos controle e tratados utilizamos ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey,
estabelecendo como nivel minimo de significancia p<0,05.

RESULTADOS -

A adicdo de ADIPO e de LPS per se ndo modificou significantemente a expressao protéica de HSL. Entretanto, quando adicionamos ao meio de cultura ADIPO + LPS
detectamos aumento na expresséo protéica desta enzima. A expressao génica nao foi modificada significantemente pelos tratamentos realizados, mas verificamos
tendéncia & reducdo do mRNA para HSL nos grupos ADIPO, ADIPO+LPS e LPS. Mais experimentos precisam ser realizados para confirmar esta tendéncia.
DISCUSSAO E CONCLUSAO - Estes resultados sugerem que em situagdo de endoxemia a adiponectina, ao contrario do esperado;eleva a quantidade de HSL, o que
pode facilitar a elevagao da atividade lipolitica. Outros experimentos sdo necessarios para comprovar isto, pois neste estudo ndo avaliamos a atividade e nem o estado
de fosforilagdo da HSL.

Participantes:  Carolina Biz Rodrigues Silva, Claudia Maria Oller do Nascimento, Fabio dos Santos Lira, Lila Missae Oyama, Luisa Jacques Sauer
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Titulo: Efeito da ingestdo de cha branco sobre o receptor de insulina e de adiponectina no tecido hepatico
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Resumo:

Estudos indicam que a privagdo de sono paradoxal pode desencadear os processos de desenvolvimento da resisténcia a insulina. Por outro lado, alguns
pesquisadores tém procurado estudar uma forma de compensar os desequilibrios fisioldgicos causados por essa privacdo. Muitos estudos tém demonstrado os
diversos efeitos benéficos do cha verde sobre os processos fisioldgicos do organismo humano, sendo que essas propriedades tém sido atribuidas, principalmente, aos
extratos flavondides presentes em grande quantidade nesses infusos, as catequinas. Além do cha verde, o cha branco, procedente da planta de mesma espécie
(Camellia sinensis), tem apresentado efeitos fisiolégicos semelhantes. Assim, o objetivo do projeto foi avaliar o efeito da ingestéo de cha branco sobre o receptor de
insulina e de adiponectina no tecido hepético de ratos privados de sono paradoxal. Entdo, utilizamos ratos machos da linhagem Wistar, tratados por 8 semanas com
extrato de cha branco associado ou ndo a privagdo de sono paradoxal por 96 horas. Apos o periodo experimental os animais foram eutanasiados, retirado o tecido
hepatico sendo os receptores de insulina e de adiponectina dos tipos ADIPOR1 e ADIPOR2, quantificados por Western blotting. Nossos resultados mostram que a
privacdo de sono no grupo tratado com &gua promoveu aumento de receptor de adiponectina do tipo ADIPOR2 o que sugere uma tentativa de compensagéo frente a
uma possivel resisténcia a insulina. Ja o tratamento com cha branco normaliza estes parametros, sugerindo que a ingestdo de cha branco pode estar protegendo o
organismo contra uma resposta exacerbada diante da privagao do sono.

Participantes:  Aline Venticinque Caris, Daniela Harumi Shiroma, Fernanda Pinheiro da Silva, Lila Missae Oyama, Luana Amorim Biondo, Luciana Pellegrini
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Titulo:  Efeito da relaxina sobre a expresséo de transportadores de agua e eletrélitos em células epiteliais
Autores: Neves, R.M.
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Orientador:  Mirian Aparecida Boim
Resumo:

Efeito da relaxina sobre a expresséo de transportadores de agua e eletrolitos em células epiteliais. Renata M. Neves, Mirian A. Boim (Disciplina de Nefrologia,
Departamento de Medicina, UNIFESP).

A relaxina € um hormdnio peptideo que pertence a familia da insulina, produzido principalmente pelo corpo liteo atingindo altas concentragdes plasmaticas durante a
gravidez. Com potente agéo vasodilatadora, ha evidéncias de que a relaxina esta envolvida na vasodilatagéo sistémica e intrarenal, tipicas da gravidez. Sua atividade
eleva a biossintese do oxido nitrico, através do aumento da expresséo e/ou atividade da enzima oxido nitrico sintase.

A vasodilatag@o renal mediada pela relaxina ndo necessita da presenca de ovarios, e pode ser observada durante a administragdo do horménio em ratos machos,
indicando que a agdo da relaxina ndo se restringe a gestagéo, ou ao sexo feminino.

A relaxina pode interagir com duas classes de receptores diferentes, denominados receptor LGR7 (receptor tipo 1) e LGRS (receptor tipo Il), ambos acoplados a
proteina G, através de uma via dependente de AMPc. Estes receptores s&o encontrados em tecidos do sistema reprodutor, no cérebro, figado e rim. Trabalho prévio
realizado em nosso laboratério demonstrou a presenca de LGR7 em vasos, glomérulos e principalmente nos tubulos renais, com marcagéo claramente na membrana
luminal das células do tubulo proximal. A expressao de LGR7 apresentou um aumento marcante em rins de ratas prenhes, estes resultados sugerem que a relaxina,
além de seu efeito vascular, pode desempenhar um importante papel nos mecanismos de transporte tubular, principalmente na gravidez.

O objetivo principal do presente projeto visa avaliar o papel da relaxina sobre a expressdo dos principais transportadores de sodio e agua em células tubulares
representativas do néfron proximal e cultivadas in vitro.

Resultados: As células foram tratadas com relaxina em diferentes concentragdes: 0.2, 1.0, 10, 100ng/ml, para determinar a curva dose resposta para avaliar seu efeito
sobre a expressdo de seu receptor (LGRY),

Para nossa surpresa, ndo encontramos expressdo do mRNA do LGR7 em nenhuma das doses utilizadas sugerindo que a sua expressdo em células imortalizadas
cultivadas in vitro provavelmente necessita de outros estimulos ou perderam a manifestagéo desse gene.

Além dos efeitos vasculares, um efeito antifibrético da relaxina tem sido descrito. Para avaliar esta possibilidade, induzimos uma agresséo nas células através de
tratamento com gentamicina nas concentragdes de 1,2 mg/L e 1,2 g/L, mas também n&o encontramos expresséo do LGR7 Em seguida utilizamos o tratamento com o
principal agente fibrogénico renal, o TGF-beta mas da mesma forma que os estimulos anteriores, o estimulo com TGFb também n&o induziu expressao de LGRY.
Conclusao: Apos tentativa com 3 estimulos diferentes, ndo conseguimos detectar expressdo do LGR7 em célula tubulares imortalizadas, indicando que essas células
provavelmente perderam esta caracteristica durante processo de imortalizagéo.

Pretendemos iniciar outro projeto, na mesma linha, porém utilizando rins de ratas prenhes, onde sabidamente a expressdo do LGR7 ¢ alta.
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Titulo:  EFEITO DO LOSARTAN SOBRE A SECRECAO DE INSULINA E A PRODUGAO DE SUPEROXIDO
INDUZIDA POR PALMITATO E LEPTINA.
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Resumo:

OBJETIVO: Avaliar o efeito do Losartan sobre a secreg&o de insulina e a produgéo de superdxido induzida por palmitato e leptina em ilhotas pancreéticas de ratos.
MATERIAIS E METODOS: Estudo realizado com 40 ratos machos, Wistar, 2-3 meses foram sacrificados e o pancreas retirado para o isolamento das ilhotas
pancreaticas. Grupos de 5 ilhotas foram coletadas e colocadas em meio suplementado com albumina e concentragbes crescentes de glicose na presenca e na
auséncia de palmitato e leptina e também na presenca e na auséncia de Losartan. As ilhotas foram incubadas por uma hora e foi realizada a dosagem de insulina no
sobrenadante. Foi avaliada a produgéo de superéxido nessas ilhotas pelo método de fluorescéncia com dihidroetideo.

RESULTADOS: Observamos que o palmitato aumentou significativamente a produgdo de superéxido das ilhotas pancredticas quando incubadas com 2.8mM de
glicose, 0 mesmo n&o ocorreu com as ilhotas que foram pré-incubadas com Losartan. Observamos que em uma concentragéo de 5.6mM o palmitato também foi capaz
de promover aumento significativo na produgao de superéxido quando comparamos ilhotas pancreaticas incubadas somente com glicose. A inibicdo com Losartan
aboliu o efeito do palmitato, retornando a valores semelhantes ao controle. Concentragdes supra-fisioldgicas de glicose (11.1mM), o palmitato ndo promoveu aumento
significativo em comparag&o com a incubagéo somente com glicose. Quando as ilhotas foram encubadas somente com glicose, o Losartan n&o promoveu alteragéo
alguma na produgéo de EROs. Ao incubarmos as ilhotas na presenga de palmitato observamos que o palmitato diminuiu a secregdo de insulina estimulada pela
glicose na concentragdo de 5.6mM, concentragéo esta que também promoveu aumento significativo na produgdo de Eros. Nas demais concentragdes de glicose
avaliadas até o0 momento (2.8 e 16.7mM), o palmitato ndo causou alteragdes no mecanismo secretério da insulina. A incubagéo das ilhotas pancreaticas com leptina
também promoveu aumento na produgdo dés EROs quando na presenga de 2.8 e 5.6mM de glicose.

CONCLUSOES: Nossos resultados mostram que tanto o palmitato quanto a leptina séo capazes de promover aumento na produgéo de EROs em ihotas pancredticas
isoladas e possivelmente possam modular o processo secretério da insulia.
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Resumo:

INTRODUGAO E OBJETIVO - O metabolismo do tecido adiposo em obesos e diabéticos apresenta alteragdes e é uma fonte potencial de adipocinas pr6 e anti-
inflamatérias, destacando-se no presente estudo a adipocina anti- inflamatéria interleucina 10 (IL-10) a qual € conhecida pela agdo antagdnica sobre adipocinas pro-
inflamatorias. Recentemente, foi demonstrado que a secre¢éo aumentada de IL-10 em individuos obesos - quando comparados com magros - é estimulada por LPS e
Jou TNF-?, e foi sugerido também, que este aumento seja um mecanismo de retroalimentacéo, na tentativa de minimizar os efeitos deletérios causados pela LPS efou
TNF-?. Foi demonstrado que o TNF-? estimula a lipélise em adipdcitos isolados do tecido adiposo subcutaneo. Desta forma, a hipétese de nosso projeto foi que a IL-10
reduza a expressdo génica e protéica da enzima HSL diminuindo a lipdlise.

MATERIAL E METODOS - Utilizamos células 3T3-L1 em cultura. Estas células apés 10 dias da diferenciagdo em adipécitos foram tratadas com meio de incubagéo
acrescido ou ndo de IL-10 (5ng/mL) e LPS (100ng/mL) por 24 horas. Apds estes tratamentos, parte das células foi coletada com Brazol para extragdo do RNA total e
outra parte colocada em tampao apropriado para extragdo de proteinas totais. A partir do RNA total foi feito o cDNA e a quantificagdo do mRNA para HSL por PCR em
tempo real. A expresséo protéica de HSL foi avaliada pelo método de Western blotting. Os resultados foram expressos em unidade arbitraria, estabelecendo-se como 1
o valor do grupo controle. Para a comparagéo entre os grupos controle e tratados utilizamos ANOVA de duas vias seguida de teste de Tukey, estabelecendo como
nivel minimo de significancia p<0,05.

RESULTADOS - A adigdo de IL-10 e de IL-10 + LPS aumentou a express&o protéica da HSL, entretanto ndo detectamos diferenca significativa neste parametro do
efeito do LPS em relagao ao grupo controle. Quanto a quantidade de mRNA para a HSL todos os tratamento causaram uma tendéncia a redugdo, mais experimentos
precisam ser realizados para uma melhor anélise da expresséo génica.

DISCUSSAO E CONCLUSAO - Estes resultados demonstram que a expressao protéica da HSL, por adipécitos 3T3-L1, ndo é alterada pela endotoxemia. Mas que a
IL-10 per se é capaz de aumentar a expressao protéica desta enzima. Importante salientar que 0 aumento na expressao protéica sugere a possibilidade da IL-10 ter um
efeito lipolitica, entretanto para que isto seja afirmado precisam ser realizados outros experimentos para andlise da atividade e da quantidade de HSL fosforilada.
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Resumo:

A TRB3 (a mammalian homolog of Drosophila Tribbles) surge como uma importante proteina de acéo negativa sobre a via de sinalizagdo da insulina. Esta proteina
pode interagir e inibir a atividade da Akt, uma serina/treonina quinase que tem papel central na sinalizagéo da insulina. Em contrapartida, o exercicio fisico tem
mostrado grande capacidade na melhora da hiperglicemia e melhora na sensibilidade a insulina. Entretanto, os mecanismos moleculares pelo qual o exercicio fisico
melhora a homeostase glicémica, com efeito, principalmente no tecido hepético, ainda ndo estéo totalmente elucidados. Por isso, o objetivo do presente trabalho foi
verificar o efeito do treinamento fisico sobre a proteina TRB3 no tecido hepatico de camundongos diabéticos. Foram utilizados camundongos Swiss (n=24) com seis
semanas de vida. Os animais foram distribuidos em trés grupos, a saber: Grupo 1, seis camundongos controles (n=6) que permaneceram em dieta padrao (8
semanas), e foram colocados em agua rasa (a nivel do térax) duas vezes por semana para simular o estresse dos meio liquido dos demais grupos (C). Grupo 2: seis
camundongos sedentarios (n=6) que permaneceram em dieta hiperlipidica (DHL) por 8 semanas (S-DHL) e também foram colocados em meio liquido conforme
previamente descrito. Grupo 3: Doze camundongos (n=12) permaneceram em dieta hiperlipidica por 8 semanas e foram submetidos a um protocolo de treinamento
fisico de natagdo no mesmo periodo (T-DHL). O protocolo de exercicio fisico consistiu de natagao, em grupos de seis animais, realizado em tanques cilindricos de
didmetro interno de 60 cm e profundidade de 100 cm, com temperatura da 4gua mantida entre 34 + 1 °C. Os animais realizaram sessdo de exercicio de 1 hora, cinco
vezes por semana, com sobrecarga adicional equivalente a 5% do peso corporal do animal na semana, presa a cauda. Ao final do periodo experimental os animais
foram pesados e amostras de sangue foram coletadas para andlise da glicose e insulina sérica. Foi realizado também o teste de tolerancia a insulina intraperitonial. Por
fim, para andlise das proteinas de interesse, amostras do figado foram retiradas e foi utilizado as técnicas de imunoprecipitagéo e imublot. Os resultados do estudo
demonstraram que 8 semanas de treinamento fisico, em camundongos diabéticos induzidos por dieta hiperlipidica, foi capaz de aumentar a captagéo de glicose até
24h apo6s a Ultima sessao de exercicio, diminuir a massa corporal, a gordura epididimal, a glicemia e a insulinemia de jejum. Além disso o exercicio fisico aumentou a
fosforilagdo da Akt e da FoxO1 (forkhead box O1), diminuiu a expresséo da TRB3 e de sua associagdo com a Akt se comparados aos animais que ndo se exercitaram.
Por fim, verifica-se reducéo significativa na expressao das enzimas gliconeogénicas como a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G-6-
Pase) no figado de animais treinados comparado ao seus pares sedentarios. Assim, estes resultados mostram que a melhora da homeostase da glicose em animais
diabéticos com o freinamento fisico esta atrelado no minimo em parte a adaptagdes intracelulares no tecido hepético. Nota-se que o exercicio fisico é capaz de reduzir
a expressdo da TRB3 no figado. Diante desses achados pode-se sugerir a utilizagdo do treinamento fisico como prevencéo e tratamento da diabetes, com
entendimento agora que os efeitos do exercicio fisico extrapolam o comumente encontrados no musculo, com agdes intracelulares relevantes no tecido hepatico. Tais
descobertas trazem novos entendimentos sobre a ag&o do exercicio sobre a hiperglicemia do diabetes.

Participantes:  Flavia Cronéis Bertoli, Rodolfo Marinho
NUm.Com.Etica em Pesquisa:1964/09 o

48



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  Efeito modulador da Propionibacterium acnes sobre a fungéo de linfécitos B1 de camundongos
Autores: Squaiella, C.C.; Teixeira, D.; Mussalem, J.S.; Ishimura, M.E.; Gambero, M.

Bolsista: Mayari Eika Ishimura - UNIFESP

Orientador:  leda Maria longo Maugeri

Resumo:

Os linfocitos B1 localizam-se predominantemente nas cavidades peritoneal e pleural e expressam IgMhi, IgDlo, B220lo, CD23-, CD43+. Essas células sdo classificadas
em B1a (CD11b+ CD5+), B1b (CD11b+ CD5-) e B1c (CD11b- CD5+), sendo este, provavelmente, um precursor dos anteriores. Os linfécito B1 s&o células auto-
renovaveis, que sintetizam IgM natural e auto-anticorpos, além de participarem da regulagéo da resposta imune, j& que sintetizam principalmente IL-10. Recentemente,
foi demonstrado que populagdes enriquecidas de linfcitos B1b, podem ser obtidas in vitro a partir de células aderentes oriundas do exsudato peritoneal de
camundongos e quando re-cultivadas se diferenciam em fagécitos capazes de exercer a fungdo fagocitica. Foi verificado também que células B1 obtidas em cultura
séo capazes de apresentar antigenos para linfocitos T. Apesar dos varios estudos realizados com essas células, muito sobre o papel delas nas diferentes etapas da
resposta imune e mesmo como respondem a antigenos exégenos ou imunomoduladores ainda precisam ser melhor elucidados.

Em nosso laboratorio, estédo sendo estudados os efeitos imunomoduladores da suspensdo morta de Propionibacterium acnes (P. acnes) sobre a resposta imune inata e
adaptativa em diferentes modelos experimentais. Sabe-se que a P. acnes, aumenta a atividade fagocitica e tumoricida de macréfagos, a resisténcia a diversos
patdgenos, a sintese de anticorpos por linfocitos B a outros antigenos, além de induzir sintese de citocinas pré-inflamatérias. Foi demonstrado, em nosso laboratério,
que a suspensao de P. acnes induz aumento do numero de linfocitos B1 peritoneais de camundongos, incluindo aqueles que expressam moléculas co-estimuladoras,
MHC I, citocinas intracelulares e TLRs, indicando o seu efeito sobre a ativagdo ou modulagdo de componentes dessas células.

Neste trabalho verificamos os efeitos da P. acnes sobre a funcdo dos linfécitos B1 peritoneais, diferenciados em fagécitos, quanto & capacidade fagocitica e
proliferagdo espontanea.

Camundongos C57BI/6 receberam dose Unica de 350 ?L de salina ou 140 ?g de suspenséo de P. acnes/350 ?L salina, por via intraperitoneal. Apds 24h, foi realizado o
lavado peritoneal e as células permaneceram em cultura por 2 ou 5 dias, quando o sobrenadante da cultura estava enriquecido de linfécitos B1b.

No ensaio de fagocitose, no 5° dia de cultura, células do sobrenadante enriquecido foram ajustadas para 2,5 x 105 céls/mL e re-cultivadas em placas de 24 orificios
contendo laminulas de vidro para adesdo. As células aderidas, apds 24 horas, foi adicionada uma suspens&o de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), sendo 5
leveduras/célula, incubando-se 1 hora a 37°C e 5 % de CO2. As laminulas foram entéo lavadas para remog&o das leveduras ndo fagocitadas, e as células fixadas,
coradas com Giemsa e montadas sobre Iaminas de vidro, para visualizagdo por microscopio de luz. Assim, foi determinado o indice endocitico (numero médio de
leveduras fagocitadas por célula X porcentagem de células fagociticas). Sob estas condigdes, ndo foi observada diferenca estatistica entre os indices endociticos dos
grupos controle e tratado com P. acnes.

No ensaio de proliferagéo de linfocitos B1 e seus fagocitos, as células do sobrenadante enriquecido de segundo e de quinto dia foram coletadas e marcadas com CFSE
na concentragdo de 10 ?M. Foram entdo re-cultivadas em placas de 12 orificios, na concentragdo de 2,5 x 105 células/mL de R10. Apds 24 horas, as células foram
coletadas, fixadas e analisadas por citometria de fluxo. Para a andlise dos resultados desse experimento, deve-se considerar que quanto maior a diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia das células marcadas maior é a taxa de proliferagdo. Pudemos observar que as células do 2° dia do grupo tratado com P. acnes apés 24
h de re-cultivo apresentaram proliferago esponténea estatisticamente menor (p<0,05) do que o observado no grupo controle, enquanto que as células de 5° dia apos
24h de re-cultivo apresentaram proliferacdo espontanea estatisticamente maior (p<0,05) em relagéo ao grupo controle. Para melhor compreender a menor proliferagéo
das células do grupo tratado obtidas do segundo dia de cultura, em relagéo ao grupo controle, fomos analisar a proliferagéo antes do re-cultivo. Assim as celulas foram
marcadas com CFSE logo apés serem retiradas do exsudato peritoneal e entdo colocadas em cultura. Apds dois dias verificamos que as células obtidas do grupo
tratado apresentavam proliferagéo maior do que a do grupo controle (p<0,05), demonstrando a proliferagéo precoce das B1 do grupo tratado.

Em concluso, ndo detectamos diferenga na atividade fagocitica dos fagécitos derivados de B1 em cultura do grupo tratado com a bactéria, porém a maior proliferagao
destas células do 5° dia apés re-cultivo pode ser o motivo de ndo detectarmos tais diferengas. Por outro lado, com uma simples injego intraperitoneal da suspenséo de
P. acnes estamos detectando, apés 6 dias entre cultivo e re-cultivo, estado de ativagdo maior das células do que as do controle.
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Resumo:

Introdug&o: Nas Ultimas décadas, limiares metabélicos tém sido alvo de diversas investigagdes dentro da fisiologia do exercicio, sendo considerados parametros
extremamente importantes, superando inclusive o consumo maximo de oxigénio para a prescricdo da intensidade do treinamento, controle dos efeitos do treinamento
predi¢éo e avaliagdo do desempenho fisico. Enquanto isso, parte dos efeitos do exercicio moderado tem sido descrito como imunoestimulador e o exercicio fisico
extenuante como imunossupressor, independente da intensidade, o exercicio tem a capacidade de estimular a produg&o de radicais livres. Por outro lado, realizar um
exercicio em elevadas altitudes ¢ um desafio para o sistema antioxidante, pois a hipéxia promove um desequilibrio entre a produgéo e neutralizagdo desses radicais
decorrendo em maior indice de lesdes por estresse oxidativo. Nesse contexto, estratégias nutricionais tém sido descritas para auxiliar as defesas antioxidantes contra o
estresse oxidativo durante o exercicio realizado em elevada altitude.

Objetivo: Efeitos da suplementagdo com vitamina E sobre as células do sistema imune em exercicios agudos em elevadas altitudes Métodos: Participaram deste
estudo 15 voluntérios jovens, sadios do género masculino com idades entre 18 a 35 anos, com média (+desvio-padréo) da idade, estatura, massa corporal, indice de
massa corporea (IMC) e VO2 pico de: 24,67 + 4,58 anos; 1,74+ 0,05 cm; 79,07+ 14,36kg; 26,14+ 4,08kg/m2; e 43,14+ 9,09 ml.kg.min-1, respectivamente. Para
atestar a salide cardiovascular, os voluntarios foram submetidos a um Eletrocardiograma (ECG) de repouso e de esforgo além de uma avaliagéo clinica conduzida pelo
médico responsavel do Centro de Estudos em Psicobiologia e Exercicio- CEPE. Ap6s a realizagdo desse exame, os voluntarios liberados foram inseridos no estudo.
Assim, os voluntarios foram submetidos a trés protocolos de esforgo: a) Teste de carga progressiva realizado até a exaustdo voluntaria maxima (TE); b) Teste em
carga retangular na intensidade do LV-I, por um periodo de 30 min e c) Teste em carga retangular na intensidade do LV-I, por um periodo de 45 min. Os testes foram
conduzidos em um cicloergdbmetro de membro inferior (Lode, Excalibur Sport 925900). O protocolo adotado para o teste de carga progressiva até a exaustéo voluntaria
maxima foi o de incrementos de 35 watts a cada 2 minutos com uma carga inicial de aquecimento fixa em 70 watts. A exaustao voluntéria foi definida como a
inabilidade em manter o ritmo cadenciado (pedalando em uma frequéncia abaixo de 70 rpm sem possibilidade de recuperag&o e retorno a cadéncia estipulada em até
15 segundos), ou até que os voluntarios parassem de se exercitar espontaneamente mesmo sendo encorajados. Para os protocolos de LV-I, apés aquecimento prévio,
a carga foi ajustada para esta intensidade e foi mantida por 30 e posteriormente em outro dia por 45 minutos. Em ambos os protocolos, os voluntarios foram orientados
a manter a cadéncia de 70 rpm durante todos os testes. Em todos os protocolos, foi realizado uma andlise dos parametros ventilatérios, método de mensuragao das
trocas gasosas respiratorias com um sistema metabélico (COSMED modelo Quark PFT — Pulmonary Function Testing — FRC & DLCO, ltaly). O sistema foi calibrado
antes da realizagéo de cada protocolo, usando uma concentragédo de gases conhecidos, sendo que as calibragdes do volume e do fluxo foram realizadas com o auxilio
de uma seringa de trés litros. Uma mascara facial Hans Rudolph® flow-by face mask (Kansas City, MO, EUA), foi utilizada. Durante todos os testes, o controle da
pressao arterial foi realizado e a monitoragéo da freqiiéncia cardiaca foi realizada por meio de um frequencimetro (Polar, modelo Advantage NV) com intervalos de 5
segundos. Os testes foram realizados em laboratério com climatizagdo padronizada e no mesmo periodo do dia. Resultados: Quando os diferentes protocolos
realizados na intensidade do LV-I foram comparados em relagdo as variaveis: VO2 (L.min-1), VO2 (mL.kg.min-1), Ventilagdo (L) e a FC (bpm), ndo observamos
diferengas significativas nesses parametros,

Conclus&o: A partir dos resultados preliminares podemos concluir que do ponto de vista metabdlico, e considerando os diferentes tempos de exercicio fisico, as
variaveis se comportaram de forma similar, portanto a realizagdo dos exercicios com as caracteristicas estudadas, na simulagéo de altitude proposta em nosso projeto,
resultaram em respostas similares em relagdo aos pardmetros imunolégicos e antioxidantes.
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Resumo:

0O exercicio fisico tem sido utilizado como importante ferramenta terapéutica no combate a doengas cronico-degenerativas. De fato, a realizagéo regular de algum tipo
de atividade fisica promove diversos beneficios a salde. Ao longo das dltimas décadas, tem-se demonstrado que o exercicio aumenta a producéo de radicais livres
nos tecidos, destacando-se as espécies reativas de oxigénio nos tecidos, principalmente devido ao exponencial aumento do consumo de O2 pelos tecidos ativos.
Radical livre é qualquer espécie quimica que possui um ou mais elétrons ndo-pareados na Ultima camada eletrénica ou um nimero impar de elétrons. Isso faz com que
ele combine-se com outras moléculas a fim de compartilhar seu elétron ndo-pareado, como proteinas de membrana nos tecidos. As espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio séo classificadas de maneira mais ampla, embora nem todas sejam consideradas radicais livres. A geragdo dessas espécies no organismo € constante,
sendo neutralizadas continuamente por um elaborado sistema de defesa antioxidante. Se o aumento das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio é maior que a
capacidade do tecido de neutraliza-las, ocorrera o estresse oxidativo. Uma vez que os aminoacidos sdo convertidos em derivados carbonil devido ao ataque de
espécies reativas de oxigénio, a formacéo destes compostos é um indicador da les&o resultante da oxidagdo protéica. No trato gastrointestinal, o exercicio fisico
aumenta a producéo de radicais livres e espécies reativas, promovendo significativas alteragdes morfologicas e funcionais. Foi feito 0 uso de camundongos C57BL/6,
que foram divididos em grupos CT (controle, que realizaram apenas adaptagéo por 5 dias) e EX (exercitados, que fizeram os 5 dias de adaptac&o e, apés 7 a 10 dias
de recuperagao, realizaram o exercicio aerobio agudo moderado - EAAM). Foram formados também grupos de animais exercitados que foram analisados quanto aos
efeitos do tempo de recuperagéo pés-exercicio (grupos REC-12, REC-24, REC-48, REC-72, referentes as horas de recuperagao). A resposta contratil da musculatura
lisa intestinal pode ser obtida através dos acoplamentos eletromecanico, por administragdo de KCI, e farmacomecanico, por aumento da concentragdo externa de
bradicinina (BK) e carbacol (CCh). A avaliagéo funcional foi feita pelas respostas contrateis isométricas a esses diferentes estimulantes, comparando entre elas o CE50
(concentragdo da droga que causa 50% do efeito maximo) e o Emax (tensdo maxima do tecido). As possiveis alteragbes estruturais associadas também foram
verificadas, por analise morfoldgica feita pela coloragéo de cortes do ileo de camundongo com o método de hematoxilina-eosina (HE) e posterior analise com o uso do
sistema de analise do software Image Tool 2.00 for Windows. O EAAM promoveu queda da resposta contratil do grupo EX em relagéo ao CT, sem deslocamento da
curva concentragdo-resposta para os trés agentes estimulantes estudados. Também quanto aos grupos com tempo de recuperagao, os valores de Emax apresentaram
reducao significante em todos os grupos em relagéo ao CT para os trés agentes estimulantes estudados, o que indica que a recuperagao da contratilidade ndo ocorre
até 72 horas apds o término da sessao de exercicio. Na histologia, s6 foram analisados animais dos grupos CT, EX, REC-24 e REC-48. Observou-se um aumento da
espessura da camada muscular do ileo dos animais EX e redugéo das camadas musculares do ileo de camundongos dos grupos REC-24 e REC-48, comparando com
os do grupo CT. Além disso, houve alteragdo estrutural da mucosa intestinal do ileo nos animais EX, REC-24 e REC-72 em relagdo aos CT, sendo maior nos dois
Ultimos grupos. Os estudos estdo sendo continuados na tentativa de determinar o tempo necessério para a recuperagéo do ileo de camundongos que realizaram o
EAAM, com adigdo de mais 2 grupos REC-96 e REC-120, realizagdo de analise morfologica nos demais grupos que no tiveram-na determinada e ainda determinagao
do estado redox do tecido por dosagem de carbonil no tecido para todos os grupos, visando determinar a relagao entre o estresse oxidativo induzido pelo EAAM e as
alteragdes morfologicas e funcionais que ele acarreta .
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Resumo:

O estudo visa elucidar as alteragdes da osteoartrite provocadas na cartilagem articular induzida pelo exercicio de corridas prolongadas em ratos machos da linhagem
Wistar. Os animais serdo divididos em dois grupos, o grupo treinamento (GT) e o grupo controle (GC). Os ratos do GT serdo submetidos a um treinamento de corrida
com duracéo inicial de 40 min na esteira a uma velocidade de 20 metros por minuto, cinco dias por semana durante 12 semanas A cada semana ser@o acrescidos
cinco minutos no tempo total, para o aprimoramento do condicionamento fisico. Ao final das 12 semanas de treinamento, os animais do grupo (GT), que ja terdo corrido
54900 metros, serdo submetidos a um exercicio de “ultraendurance” em esteira a uma intensidade que correspondera a 60% do VO2 maximo até a exaustéo. Ao final
do exercicio, todos os animais de ambos os grupos deverdo ser sacrificados para entéo ser feita a retirada dos dois membros posteriores e a separagéo dos dois
fémures. Sera realizada a extragdo e quantificacdo dos glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) e a dosagem e detecgdo do acido hialurénico da cartilagem articular
dos animais do grupo treinamento (GT) e do grupo controle (GC), visando observar as alteragdes nos padrées destes compostos em razdo do exercicio por periodos
extremamente prolongados mediante condicionamento adquirido com treinamento.
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Resumo:

Muitos estudos tém mostrado que existe uma relagéo entre sono e memoria. Os primeiros estudos relacionaram principalmente o sono REM com a consolidagéo de
memorias. Mais recentemente o sono NREM também tem sido relacionado com o processamento mneménico. Segundo a Teoria Seqtiencial, a sucessao ordenada de
NREM e REM seria mais relevante para a aquisigéo e o fortalecimento das informagées adquiridas, ndo descartando a importancia de cada fase do sono nesse
processo. No nosso laboratério foi observado que a privagdo de sono antes do treino causa prejuizo em algumas tarefas de memoéria emocional. Esse prejuizo sempre
foi atribuido exclusivamente a perda de sono em si, mas pouca atengéo se deu ao padrdo de sono apds o periodo de privagdo. Nesse periodo ha um macigo rebote de
REM, justamente no periodo critico para a consolidagéo dessa meméria. Se o sono REM fosse suficiente para a consolidagdo da meméria, ndo deveriamos observar
prejuizo na sessdo de teste. Logo, ou a privagdo de sono interfere com a aquisigéo dessas tarefas, e sendo assim, ndo ha consolidagéo, ou, segundo a hipétese
sequencial, esse prejuizo se da pela privagéo de sono no momento da aquisi¢ao, e na consolidacéo pela grande quantidade de REM em detrimento do ciclo completo.
Vérios trabalhos na literatura mostram que a administracdo de haloperidol (um antagonista de receptores dopaminérgicos do tipo D2) produz uma diminuicdo de
diversos parametros do sono REM, como laténcia e durag&o, mesmo quando os animais se encontram numa condigéo de privagdo de sono. Portanto, o objetivo do
nosso estudo foi tentar impedir o rebote de sono paradoxal apés o periodo de 96 horas de privagéo de sono e, conseqlientemente, reverter o prejuizo na consolidacéo
da meméria de ratos na tarefa de Esquiva Inibitéria por Mdltiplas Tentativas.

Ratos Wistar machos foram inicialmente distribuidos em dois grupos: privado de sono (PS, n=20) e controle gaiola (CG, n=20). Os animais do grupo PS foram
submetidos & privagdo por 96 horas pelo Método das Plataformas Mltiplas que consiste em alojar os animais sobre plataformas estreitas, desta forma, obrigados a
permanecer sobre as plataformas; ao iniciar o SP, podem cair na agua, devido a atonia muscular que acompanha esta fase de sono, apds a privagdo cada grupo foi
novamente dividido entre os animais que receberam Haloperidol (3 mg/kg; Sigma) em salina 0,9% (PS-HAL,n=10 e CG-HAL,n=10) e os animais que receberam apenas
salina (PS-SAL,n=10 e CG-SAL,n=10). Apds o periodo de privagao todos os animais foram submetidos a uma tarefa de Esquiva Inibitéria por Multiplas Tentativas para
que se possa medir aquisicdo de uma tarefa através da laténcia e o numero de tentativas até o critério de aquisicéo, 24 horas apds o treino foi feito o teste de retengao.
O desempenho dos animais foi avaliado por uma ANOVA de duas vias com Grupo e Sess&o (treino e teste) como fatores. O nivel de significancia estabelecido foi p <
0,05. A analise estatistica ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos na sessdo de treino, ou seja, todos os grupos necessitaram de um numero de
tentativas semelhante para atingir o critério estabelecido, no entanto, para a comparagéo na sesséo de teste mostrou significativos: Efeito sessao, F(1,34)=246,52;
p<0,05; e interagdo entre Grupo e Sessao, F(3,34)=3,36; p<0,05. O teste a posteriori mostrou que todos os grupos tiveram um aumento significativo de laténcia para
passagem de compartimento na caixa de esquiva na sessao de teste em relagéo a sessao de treino, no entanto, o grupo PS-SAL diferiu de todos os outros grupos na
sessdo de teste.

No presente experimento observamos que a privagdo de sono paradoxal por 96 horas néo foi capaz de produzir um prejuizo de aquisi¢do na tarefa de esquiva
inibitéria, ou seja, ndo observamos nenhum efeito na sessao de treino, porém o haloperidol impediu o prejuizo de meméria na sesséo de retencéo. No entanto, ndo
podemos descartar a possibilidade de que o haloperidol facilite o desempenho dos animais por si 6, ja que observamos um efeito teto nos animais controles, tanto na
sessao de treino como na sesséo de teste, ndo sendo possivel assim observar uma melhora nesses animais. Supomos que a administragéo de haloperidol impediu o
prejuizo de memoria nos animais privados, por restaurar o padrdo sono-vigilia entre a sessdo de aquisicdo e a sessao de retengao.
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Resumo:

Entre as oito moléculas com atividade de Vitamina E, o alfa-tocoferol € a de maior importancia no organismo humano, por ser seletivamente absorvida e distribuida.
Possui agao antioxidante em membranas bioldgicas, interrompendo cadeias de peroxidacéo lipidica através da doagdo de um atomo de hidrogénio e formagéo de um
radical mais estavel, fungéo esta que foi por muito tempo considerada a Unica do alfa-tocoferol em sistemas biolégicos. Entretanto, recentemente, diversos estudos
descreveram variadas agées do alfa-tocoferol em vias de sinalizagao celular que ndo se relacionam & sua atividade anti-oxidante, como por exemplo interagées com a
Proteina Quinase C (PKC), Proteina Fosfatase 2A (PP2A), MAP quinases, entre outros, gerando efeitos relacionados & cardioprotegao, inibicdo de proliferagéo celular
ou acdo antiinflamatoria, por exemplo. Dados esses efeitos descritos, este estudo visa identificar uma possivel influéncia do alfa-tocoferol na adeséo de neutréfilos a
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECSs) através da modulag&o da via de sinalizago da ERK 1/2. Para isso, foram isolados os neutréfilos do sangue de
voluntarios jovens e saudaveis, com idade entre 18 e 25 anos através de gradiente de densidade em Ficoll/Hypaque. Os neutrdfilos isolados foram pré-incubados por
30 minutos a 37°C em meio (RPMI) com e sem a presenca de 40uM de alfa-tocoferol, solubilizado em 0,5% de etanol. As células também foram incubadas na
presencga ou auséncia de estimulo (fMLP 1?M), sendo em seguida incubados com as células endoteliais, previamente cultivadas em placas de 96 pogos. As células
aderentes foram coradas com corante Rosa-Bengala, e a densidade 6ptica de cada pogo em 550nm foi determinada em leitor de ELISA.

A comparagao entre as quatro condiges foi feita através das médias das absorbancias para cada uma delas em cada um dos voluntarios (n=6) normalizadas em
relagdo ao controle ndo-estimulado. Até 0 momento, apenas a comparagao entre o controle estimulado e a incubag&o com alfa-tocoferol juntamente com o estimulo
apresentou relevancia estatistica significativa (p=0,015), indicando uma modulagéo da ades&o pelo alfa-tocoferol frente a presenca de estimulo capaz de ativar o
neutrofilo. A analise de Western-blots para a atividade da ERK 1/2 nas diferentes condigdes de incubagéo dos neutréfilos esta em andamento.

Apoio Financeiro: CNPq, FAPESP, CAPES
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Resumo:

O presente trabalho trata do Estudo Conformacional de S-Nitrosotidis com Potencial Atividade Bioldgica: 2-metil-2-(nitrosotio)propil-fenilacetatos—para-substituidos, e
do derivado do 2-(4-isobutilfenil) acido propandico (lbuprofen), 2-(4-isobutilfenil)propancato de 2-metil-2—(nitrososulfanil)propila. O estudo conformacional foi
desenvolvido por calculos tedricos ab initio (HF), DFT (B3LYP) e calculos de NBO (Natural Bond Orbital).

As conformagdes de menor energia dos nitrosotiéis em estudo sdo estabilizadas por ligacbes de hidrogénio intramoleculares que promovem uma maior estabilidade
dos conférmeros, e por interagéo repulsiva entre atomos de oxigénio. A analise geométrica do grupo R-SNO mostra que esses compostos preferem a conformagao cis.
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Resumo:

Dentre as neoplasias enddcrinas, o cancer de tiredide apresenta-se como a mais comum, possuindo grande relevancia clinica em decorréncia da expressiva incidéncia
de nddulos tireoidianos na populagéo, seja por meio de exames fisicos (4-7% da populagéo) ou por exames de imagem (30-67%). O desenvolvimento e progressao
tumorais séo acompanhados de alteragdes genéticas, bioquimicas e diversas alteracées celulares, incluindo a interagdo das células malignas com componentes da
matriz extracelular, em especial 0 acido hialuronico (AH), um glicosaminoglicano ndo sulfatado de alto peso molecular. Estudos apontam que pequenos fragmentos de
AH estéo relacionados com eventos centrais da progress@o tumoral, como a angiogénese, e que um dos seus principais receptores, o CD44, esta envolvido em
diversas fungdes como a interagdo célula-célula, adesdo a matriz extracelular, migragéo celular e metastase das células tumorais. Resultados provenientes do
laboratério demonstraram que uma linhagem celular de carcinoma folicular da tirdide (WRO) e uma linhagem originaria de carcinoma anaplasico (ARO) apresentaram
padréo distinto da sintese do &cido hialurénico, no qual a WRO apresentava concentragéo de AH secretada para o meio de cultura cerca de 20 vezes maior que a
sintese da ARO. Isto poderia indicar realmente menor sintese ou maior degradagéo do AH da ARO por hialuronidases especificas. Sendo assim, avaliamos, nestas
duas linhagens, o tamanho dos fragmentos de AH por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC). Inicialmente, as amostras do meio de cultura foram proteolizadas
com maxatase 4 mg/mL em Tris-HCI 0,05 M, pH 8, seguido da inativagdo da solugdo & 100° C, e incubagdo com uma proteina de ligagao especifica do AH marcada
com eurdpio. Em seguida as amostras foram aplicadas a no aparelho AKTA preparado com duas colunas de gel filtragdo seqtienciais (Zorbax 450 e 250), equilibradas
com 0,05 M Tris-acetato pH 8, e eluidas no mesmo tamp&o com fluxo de 0,5 mL/min. Aliquotas foram coletadas separadamente e o perfil de tamanhos do AH foi
analisado por meio da incubagéo das amostras com solugdo Enhancement (Wallac Oy, Turku, Finlandia). Para comparagéo, AH de corddo umbilical humano (Sigma,
St Louis, EUA) foi utilizado nas mesmas condigdes descritas acima. Paralelamente, a express@o do CD44, em especial da isoforma v6, que pode estar associada com
0 maior poder metastatico, foi avaliada por PCR convencional. A anlise por HPLC demonstrou a presenca de fragmentos menores de AH nos meios de cultura da
linhagem ARO quando comparados aos apresentados pela linhagem WRO. Em relagdo a expressao da isoforma v6 do CD44, aparentemente a célula ARO apresenta,
semi-quantitativamente, maior expressdo desta isoforma. Esses dados, apesar de preliminares, sugerem um papel importante dos fragmentos menores de AH e a
concomitante expressdo do CD44 v6 nas células ARO, o que poderia contribuir para o fenétipo de maior agressividade que esses tumores tém in vivo quando
comparado com o seu equivalente menos agressivo da WRO.
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Resumo:

Nas Ultimas duas ou trés décadas, uma crescente quantidade de dados presentes na literatura deu suporte ao conceito de que o sistema imune e o sistema
neuroenddcrino interagem e se comunicam nos dois sentidos. Ou seja, tanto mecanismos neuro-endécrinos podem modular a atividade do sistema imune, quanto este
pode influenciar a atividade do sistema neuro-enddcrino. Uma das vias pelas quais o sistema nervoso pode influenciar o curso de respostas imunes é constituida pelo
sistema nervoso simpatico. De fato, varios estudos foram realizados na tentativa de caracterizar a inervagao de 6rgaos linfoides tais como timo, bago e linfonodos, nos
quais demonstrou-se haver intensa inervagéo simpatica.

Naturalmente, para que processos imunolégicos sejam influenciados pelas catecolaminas oriundas das fibras simpaticas, as células do sistema imune devem estar
habilitadas a receber este sinal, ou seja, devem expressar receptores adrenérgicos. Embora, haja alguns relatos da expressao de receptores ?-adrenérgicos em células
do sistema imune inato, o principal receptor adrenérgico expresso por células do sistema imune parece ser o ?2.

Até o presente momento praticamente ndo ha estudos reportados que tenham abordado a expressdo de receptores adrenérgicos e sua eventual influéncia na
diferenciacgo e atividade de células T reguladoras (essenciais para a manutengéo da homeostasia e para a eficiente regulagdo das respostas imunes adaptativas) ou
células Th17 (altamente patogénicas presentes em pacientes com diversas doengas autoimunes tais como artrite reumatoide e esclerose multipla). Logo, devido a
importancia das células T reguladoras e células Th17, bem como de outras células componentes do sistema imune, na regulagdo e execucdo de uma resposta
imunolégica e as evidencias de interagdo entre sistema imune e sistema neuroenddcrino, este projeto tem como objetivo avaliar a expressdo de receptores para
catecolaminas em diferentes subtipos de células T CD4+ (Células naive, Th1, Th17 e Treg). O projeto se iniciara pelo estudo da expresséo de tais receptores em
células naive e pela avaliacdo da eventual influéncia destes receptores na diferenciago de células naive para Treg ou Th17. Em seguida estudaremos a expresséo
dos receptores nas células ja diferenciadas.
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Resumo:

A regulacdo do inicio de tradugdo mediante fosforilagdo da subunidade alfa do fator eucariético do inicio de tradugdo 2 (elF2) € um evento crucial na resposta a
estresses em eucariotos. As quinases de elF2alfa descritas sao responsivas a diversas condigdes como caréncia de aminodacidos (GCN2), deficiéncia de heme (HRI) e
dobramento incorreto de proteinas no reticulo endoplasmatico (PERK). Tripanossomatideos, protozoarios flagelados pertencentes a ordem Kinetoplastidae, sao
organismos que divergiram muito cedo dos principais eucariotos e possuem diversas caracteristicas peculiares como o trans-splicing, edicdo de RNA mitocondrial bem
como uma organizagao do DNA de sua unica mitocondria bastante incomum: uma rede de anéis concatenados conhecida como cinetoplasto. Alguns destes flagelados,
como Leishmania major, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi, s@o agentes etiologicos de severas doengas negligenciadas cuja transmisséo se da por insetos. As
alteragdes morfoldgicas e bioquimicas sofridas por esses parasitas ao longo de seus ciclos de vida podem ser entendidas como respostas a estresses, por exemplo a
mudancga de ambiente do inseto vetor para o hospedeiro mamifero, e é plausivel que tais eventos moleculares sejam mediados por fosforilagdo de elF2alfa. Trés
potenciais quinases de elF2 foram identificadas em T. brucei, nomeadas TbelF2K1-3, e apresentam ortélogos em L. major e T. cruzi. TbelF2K1 tem caracteristicas
tipicas de GCN2, sugerindo que sejam funcionalmente semelhantes. A melhor caracterizada TbelF2K2 é uma proteina transmembrana localizada na bolsa flagelar do
T. brucei e é capaz de fosforilar elF2alfa in vitro. Ja a TbelF2K3, enfoque deste trabalho, é uma proteina de 114,41 kDa e ndo tem similaridade com qualquer quinase
de elF2 descrita. Alinhamentos multiplos entre sua sequéncia de amino&cidos e outras quinases de elF2 ilustram que TbelF2K3 conserva alto grau de identidade em
seu putativo dominio quinase, enquanto sua putativa regido regulatoria apresenta uma remota semelhanga a HRI, porém, com cerca de 250 aminoacidos a mais na
regido N-terminal. Neste trabalho, soro hiper-imune elicitado contra proteina recombinante correspondente ao (putativo) dominio regulatério de TbelF2K3 foi submetido
a dois protocolos de purificagdo distintos, sendo os anticorpos eluidos com pH 2,5 ou 11. Para detecgdo da expressao de ThelF2K3 foram realizados Western Blots da
proteina recombinante e de parasitas das linhagens 427 prociclicos e sanguineos de T. brucei utilizando os soros pré-imune, hiper-imune e os anticorpos purificados. O
soro pré-imune ndo é capaz de reconhecer a proteina recombinante e reage com algumas proteinas dos parasitas. J& o soro hiper-imune reconhece a proteina
recombinante e reage com uma proteina do tamanho esperado de ThelF2K3, mas também reage com as proteinas reconhecidas pelo soro pré-imune. J& os anticorpos
purificados, além de reconhecerem a proteina recombinante, reagem fortemente com a provavel ThelF2K3 endégena, com massa pouco acima de 100 kDa, em ambas
as formas do parasita. Entretanto, os anticorpos purificados ainda reagem com outras proteinas dos parasitas. Com o propdsito de otimizar a detecgdo da TbelF2K3
enddgena, diversos pardmetros estdo sendo testados, como tipo de bloqueio e composicéo da solugdo em que os anticorpos séo diluidos. Ainda, para obtengéo de um
controle e também um modelo para estudos posteriores, construgdes para dele¢éo do gene codificador de ThelF2K3 por intermédio de recombinagéo sitio especifica
estdo sendo desenvolvidas. A obtencdo de anticorpos eficientes e especificos contra ThelF2K3, juntamente com a obtengéo de um controle negativo, é essencial para
estudos de fungao da proteina endégena em parasitas prociclicos e sanguineos.
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Resumo:

Introdugéo

A doenca de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa autossdmica dominante. A principal caracteristica histopatolégica da DH é a perda dos neurdnios
estriatais, onde se encontram os agregados proteicos formados pela expanséo de poliglutamina na porgéo N-terminal da huntingtina mutada. A DH é uma enfermidade
fatal e ndo ha, até o presente momento, cura ou tratamentos efetivos para a contegdo e progressao da doenca.

Dentre os mecanismos fisiopatologicos da doenga, estéo algumas disfunces celulares que incluem uma inibigao do complexo Il da cadeia respiratdria mitocondrial,
especialmente nas areas mais afetadas pela DH, como o cdrtex e estriado. A inibigdo do complexo Il pode levar a disfungdes mitocondriais e alteragdes na homeostase
de célcio, que podem contribuir para o processo de morte celular e neurodegeneragdo. No entanto, ndo se sabe que mecanismos intracelulares da sinalizagdo de
calcio estéo alterados ou comprometidos em decorréncia da inibicdo do complexo Il mitocondrial.

Recentemente, vérias evidéncias tém mostrado que na DH, assim como em outras doengas neurodegenerativas, parece haver uma indugéo da via autofagica. A
autofagia, que se caracteriza pela presenga de vacUolos autofagicos que degradam proteinas e organelas mal formadas, estaria ativada para auxiliar na eliminagéo de
mitocondrias disfuncionais e de agregados protéicos téxicos. Em certas circunstancias ainda ndo bem compreendidas, a autofagia pode preceder o processo de
apoptose.

O objetivo principal deste projeto & investigar um modelo farmacolégico da DH que utiliza o &cido 3-nitro-propidnico (3NP), que & um agente inibidor do complexo |l
mitocondrial. Estes estudam visam a investigacéo da sinalizag@o de célcio e os mecanismos intracelulares desta maquinaria alterados pela inibigdo do complexo Il
mitocondrial. Além disso, os efeitos do 3NP devem ser avaliados quanto a sua capacidade de induzir apoptose e a autofagia e a interligagéo entre estas vias de
sinalizagao.

Materiais e Métodos

O efeito do 3NP sera investigado inicialmente em astréticos do cortex de rato e de camundongo. Para tanto foram realizadas culturas primarias de astrocitos de rato e
camundongo, de acordo com protocolos previamente estabelecidos em nosso laboratério. Para avaliar a apoptose induzida pelo 3NP, células em cultura foram tratadas
com 1mM da droga por 4, 8 e 12 horas. Apds o término do periodo de tratamento as células foram coradas com Hoescht 33342 (1 mg/ml) e os nucleos apoptoticos e
saudaveis contados em microscopio de fluorescéncia. As células tratadas com 3NP nos diferentes tempos serdo coradas com iodeto de propridio (Pl, 1 mg/ml) e
submetidas a contagem por citometria de fluxo para quantificagéo da apoptose. O efeito do 3NP nos fluxos de calcio intracelular foi avaliado em astrocitos carregados
com o indicador de fluorescéncia FURA-2AM, estimulados com FCCP, bafilomicina e tapsigargina, para avaliar o contetido de calcio dos estoques mitocondriais,
lisossomais e de reticulo endoplamatico, respectivamente.

Resultados

Por meio da marcagéo com o Hoescht 33342 foi possivel verificar que houve um aumento no niimero de nucleos apoptéticos apds 8 ou 12 horas de exposicdo ao 3NP.
Ha diferengas significativas entre os tempos de tratamento, mostrando que a indugéo da apoptose pelo 3NP é tempo dependente. As células tratadas com o 3NP estéo
sendo avaliadas pelo Pl e citometria de fluxo.

Em células carregadas com Fura-2 para avaliar o célcio intracelular, verificou-se que a administragdo aguda de 3NP causou aumentos de calcio intracelular. Os passos
seguintes consistem na investigagdo da origem desse célcio através de ferramentas farmacoldgicas mencionadas em material € métodos.

Perspectivas

A proxima etapa do trabalho consiste no estudo dos mecanismos de mobilizagao de célcio intracelular pelo 3NP. Além disso, 0 estudo do processo de autofagia.

Participantes:  Nicole Tressoldi
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0236/10 Rt
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Titulo: Estudo de mecanismos envolvidos na inibigao da replicagcdo de Mycobacterium avium em Células
Epitelidides-Like
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Resumo:

Células epitelidides estao presentes em inflamagdes granulomatosas, porém seu papel neste microambiente de granuloma ainda & pouco compreendido. Nosso grupo
estabeleceu um modelo de geracéo de células epitelidides-like (CEs-like) in vitro, a partir do tratamento de macrofagos (M?s) peritoneais murinos com rlL-4 por 7 dias.
Diferentemente dos M?s n&o tratados, CEs-like s&o capazes de inibir a replicagdo de M. avium, além de secretarem mais TGF-?. O mesmo foi observado quando se
empregou rlL-13 para a diferenciagéo de M?s em CEs-like. Neste trabalho, estudamos o envolvimento destas duas citocinas bem como o papel da via de sinalizagéo
MAPK/ERK1/2 no fendmeno acima descrito. Como resultados mais relevantes, verificamos que o tratamento de M?s controle com TGF-? conduz ao controle da
replicagdo de M. avium nestas células, ao passo que a neutralizagdo do TGF-?, bem como a inibicdo de seu receptor em CEs-like, permite a replicagéo dos bacilos.
Além disto, mostramos que rlL-4 e rTGF-? ativam a quinase ERK1/2 durante a diferenciagéo de M?s em CEs-like e mantém seu perfil fosforilado nestas células, sendo
fundamentais no controle da replicagdo de M. avium.
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Titulo: Estudo do potencial antileucémico da violaceina em sistemas de co-cultura com estroma.
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Resumo:

Nos ultimos anos, resultados promissores vém sendo obtidos por nosso grupo sobre o potencial antitumoral da violaceina, um pigmento violeta produzido pela bactéria
Chromobacterium violaceum, em diferentes modelos in vitro € in vivo. Em particular, nossos resultados mostraram indugéo de diferenciagéo e apoptose de células de
leucemia mieldide aguda (linhagem HL60) pela violaceina em concentragdes inferiores a 1 ?M, enquanto que, nenhum efeito foi observado em células mononucleares
de sangue periférico, nas mesmas condigbes de tratamento (Ferreira et al., Blood 104: 1459; 2004). A regulagdo da proliferacdo e diferenciagdo das células-
tronco/progenitoras hematopoéticas ocorre normalmente na medula 6ssea onde ha um microambiente adequado composto por estroma celular, associagdo com a
matriz extracelular, fatores de crescimento e citocinas. Da mesma forma, o microambiente da medula 6ssea possui um papel importante na patogénese da leucemia
miel6ide aguda (LMA), promovendo sobrevivéncia e crescimento tumoral, bem como resisténcia as terapias. Portanto, uma melhor caracterizagao dos efeitos de novos
compostos com atividade antileucémica sobre os mecanismos disparados pela interagdo das células leucémicas ao nicho hematopoético, tais como sobrevivéncia e
proliferagéo, é fundamental. Este trabalho tem como objetivo estudar o potencial antileucémico da violaceina em sistemas de co-cultura de células de LMA e células
estromais humanas e investigar os efeitos do microambiente tumoral sobre a indugéo de diferenciagdo e morte celular. O modelo experimental utilizado sera a co-
cultura de células osteoblasticas da linhagem MG-63 com células de LMA da linhagem HL60. As células serdo cultivadas na presenca e auséncia de células estromais,
e incubadas com diferentes concentragdes de violaceina, em estufa Umida a 37°C contendo 5% de CO2. Inducéo de apoptose efou diferenciacdo celular serdo
avaliadas por citometria de fluxo e os resultados serdo comparados aos obtidos no tratamento das células em culturas isoladas. Os dados obtidos até o momento
demonstraram menor suscetibilidade das células MG-63 a citotoxicidade do composto (IC50 > 12 ?M) em relagéo as células HL60 (IC50 = 1 ?M), quando tratadas
isoladamente por 24 h, reforcando a aplicagdo deste modelo de co-cultura na avaliagéo do papel do microambiente tumoral na atividade antileucémica da violaceina.
Apoio financeiro: FAPESP, CNPq e CAPES.
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Resumo:

Introdug&o: A obesidade, extremamente prevalente nas sociedades contemporaneas, esta vinculada a niveis epidémicos de doencga cardiovascular (DCV). A leptina,
peptideo secretado pelo tecido adiposo e marcador de DCV, esta implicada na génese da obesidade tendo seus niveis elevados em situacdes de hipdxia tecidual. O
acido nicotinico, droga modificadora do perfil lipidico, tem impacto favoravel na prevencdo cardiovascular e pode trazer beneficios adicionais na populacdo de
pacientes obesos.

Objetivo: Analisar o impacto do acido nicotinico sobre expressao e secrecéo leptina em adipécitos submetidos & hipdxia

Materiais e Métodos: Fibroblastos da linhagem 3T3-L1 foram cultivados e diferenciados em adipdcitos. As garrafas de cultura foram divididas em 4 grupos: 1-controle
basal (CB); 2- controle droga (CD), nas quais as células foram tratadas com é&cido nicotinico (10 mM); 3- controle Hipodxia (estimulo) (CH), cujas células foram
submetidas a hipoxia nos periodos de 4, 8 e 12 horas e, 4- grupo Hipdxia + droga (HD), nos quais os adipdcitos foram tratados com cido nicotinico durante 48 horas e
apos este periodo submetidos em hipoxia.

Os niveis séricos de leptina foram avaliados com kit de ELISA, de acordo com recomendagdes do fabricante.

Resultados: Nossos resultados parciais demonstram que as células tratadas com acido nicotinico apresentaram menor produgéo de leptina em comparagéo a
produgdo espontanea. Observamos um aumento gradativo da produgdo de leptina pelos adipécitos associado aos diferentes periodos de privagdo de oxigénio. As
células submetidas a hipoxia durante 12 horas apresentaram um aumento de 2,9 vezes na produg&o da leptina em comparagao a produgao espontanea (23 + 15vs 7,9
+ 3,3 pg/mL, p<0,05). Paralelamente, nas células tratadas com &cido nicotinico observamos uma diminuicdo nos niveis de leptina em comparagdo as células
submetidas a hipdxia (23 + 15 vs 7,7 + 3,7 pg/mL, p<0,05).

Conclusao: O tratamento com &cido nicotinico atenuou a secregdo de leptina em condi¢des basais e no periodo de 12 horas de privagéo de oxigénio. A extrapolagdo
deste beneficio para o cenario clinico ainda ndo é patente e devera ser motivo de estudos futuros.

Participantes:  Erika Prates Miranda
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Titulo:  Estudo mutacional dos genes da L-ferritina e HFE em uma familia brasileira com sindrome de

hiperferritinemia hereditaria com cataratas
Autores: Meneses, F.G.A.
Bolsista: Felipe Gilio Andrade de Meneses - UNIFESP
Orientador:  Carla Cristina Lopes de Azevedo

Resumo:

A sindrome de hiperferritinemia hereditaria com cataratas (SHHC) é uma patologia rara, de transmissdo autossémica dominante, caracterizada pelo aparecimento
precoce de cataratas nucleares bilaterais associadas a altos niveis de ferritina sérica, na auséncia de excesso de ferro. Esta sindrome é causada por mutagdes no
elemento responsivo ao ferro (IRE) do gene da cadeia leve da L-Ferritina (FTL). Pacientes portadores de SHHC podem ser erroneamente diagnosticados como
portadores de Hemocromatose Hereditaria (HH). Neste trabalho nds estudamos membros de trés geragdes de uma familia brasileira que apresentaram cataratas
bilaterais precoces e niveis elevados de ferritina sérica. A analise molecular dos genes FTL e da hemocromatose (HFE) foi realizada utilizando-se técnicas de PCR,
enzimas de restricdo e seqiienciamento de DNA. O seqtienciamento do gene FTL em individuos afetados mostrou a presenga da mutagdo G>C na posicdo 41 da
regido 5 UTR. Além disso, todos os membros da familia apresentaram as mutagdes H63D e C282Y no gene HFE. Aqui nés descrevemos o primeiro caso de uma
familia brasileira com SHHC causada pela mutagdo 41G>C no gene FTL e, que também apresenta as mutagées H63D e C282Y no gene HFE, duas desordens
genéticas relacionadas com a regulagéo de ferro.

Participantes:  Felipe Gilio Andrade de Meneses
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Titulo:  Estudos de microorganismos produtores de proteases na compostagem no zoolégico de Sao Paulo.
Autores: Angeloni, R.V.
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Resumo:

A Fundag&o parque zool6gico de S&o Paulo mantém uma unidade de compostagem onde toda a matéria orgénica (restos de plantas, fezes, alimentos e carcagas de
animais) produzida do parque é convertida em fertilizantes, os quais s&o utilizados nas areas de cultivo agricola do parque para produgéo de gréos, hortaligas, etc.
Estes sdo consumidos na alimentacéo dos animais do proprio zoolégico fechando assim um ciclo de sustentabilidade. Esta matéria organica é convertida em adubo
gracas a acdo de uma diversidade enorme de microrganismos que degradam este material. Em vista disso, foi estabelecida uma parceria entre o zoologico € a
UNIFESP para realizar a prospecgéo de microrganismos da compostagem que sejam produtores de enzimas hidroliticas com aplicagao industrial. Portanto o objetivo
deste trabalho é isolar microrganismos que sejam produtores de novas enzimas proteoliticas, a qual tem ampla aplicagdo na industria como processamento de
alimentos e bebidas, formulagéo de detergentes, produgdo de medicamentos, produgéo de couro, entre outras. Das amostras coletadas até o momento, foram isolados
387 microrganismos. Através da analise morfolégica das coldnias, foram identificados 267 bactérias, 76 Fungos filamentosos e 44 leveduras. Utilizando o teste da
caseina, onde os microrganismos proteoliticos hidrolisam a caseina formando um halo ao redor, foram identificados 94 proteoliticos, destes foram selecionados 30 para
estudos mais profundos, por serem capazes de crescer até 45°C e foram feitas a cinéticas de crescimento de 10 isolados que apresentaram maior atividade
enzimatica. As analises decorrentes deste trabalho nos possibilitou encontrar pelo menos um microrganismo com alta atividade em pH alcalino.As préximas etapas do
projeto serdo teste de resisténcia a condigdes extremas de salinidade, pH e testes de microrganismos antibiéticos.

Participantes:  Renata Vieira Angeloni
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Resumo:

A Flavobacterium heparinum é uma bactéria de solo que produz enzimas que degradam glicosaminoglicanos (GAGs). Essas enzimas sdo denominadas liases e levam
a formagao de produtos insaturados. O extrato bruto de F. heparinum, contém entre outras liases, a heparitinase |, enzima a qual age sobre heparam sulfato (HS). O
HS é um GAG caracteristico de tecidos animais e que se apresenta ligado a uma cadeia protéica, na forma de proteoglicano. Heparitinase | cliva ligagées do tipo
?(1?4) entre D-glucosamina e o &cido D-glucordnico. Os produtos de maneira geral s&o insaturados, contendo acetilagdes e sulfatagdes, e podem ser identificados
através de testes como eletroforese em tampao 1,3-diaminopropano (PDA).e/ou cromatografia em papel. A primeira parte do trabalho teve como objetivo expressar a
heparitinase | clonada em nosso laboratério e padronizar um método de purificagdo da enzima expressa. A segunda parte foi padronizar um método de extragdo e
purificagdo do HS. HS foi extraido de pancreas bovino com precipitacdo alcodlica. O extrato seco foi ressuspenso e aplicado em coluna de troca anidnica Q-sepharose
(BioRad) e eluido com concentragdes crescentes de solugdo de NaCl (0,3 a 2,0M). As fragBes obtidas foram analisadas por eletroforese em tampéo 1,3-
diaminopropano (PDA). Dessa forma, acredita-se que a padronizagdo do método de extragdo e purificagdo do HS seja relevante visto que este é o substrato da
heparitinase |, uma enzima amplamente utilizada no estudo de estrutura e fungéo biolégica dos glicosaminoglicanos.

Participantes:  Daniel Menezes Silvestre
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0660/05 e

65



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DE HEPARANASE EM ADENOMAS COLONICOS
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Resumo:

INTRODUGAO. O céancer colorretal se desenvolve a partir de pélipos na mucosa coldnica. O pdlipo adenomatoso € a les@o precursora do carcinoma colorretal e sua
detecgéo precoce diminui a incidéncia do cancer. O tempo estimado para aparecimento, crescimento e transformagdo do adenoma em carcinoma é de 10 anos,
periodo suficiente para a prevengao do cancer. Durante a transicéo do carcinoma invasivo in situ, as células tumorais penetram na matriz extracelular (MEC) e entram
na circulagéo, disseminando-se. Também ocorre degradagéo de moléculas da MEC como colageno, laminina, fibronectina e proteoglicanos de heparam sulfato
(HSPG). A heparanase (HPA) é uma endo-beta-glucuronidase, presente em tecidos normais e tumorais, em suas isoformas 1 e 2. A HPA 1 cliva cadeias de heparam
sulfato dos proteoglicanos e gera oligossacarideos com importantes fungdes na MEC, ao interagir com fatores angiogénicos e de crescimento e citocinas, o que é
importante a carcinogénese. A HPA 2, no entanto, ndo apresenta atividade enzimatica. OBJETIVO. 1) Analisar e quantificar a expresséo de heparanase-2 em 85
amostras de adenomas coldnicos. 2) Correlacionar a expressao da heparanase-2 com a evolug&o neoplasica do adenoma. METODOLOGIA. Utilizou-se a técnica de
imunohistoquimica com anticorpo priméario HPA 2 C17 (Santa Cruz Biotecnology), diluido 1:100, usando-se o complexo avidina-biotina-peroxidase e o 3,3-
diaminobenzamidina como substrato cromogénico. Usou-se o programa ImageLab 2000® para a quantificagéo digital das reagdes imunohistoquimicas. RESULTADOS.
Os resultados demonstram a expressdo da heparanase-2 em adenomas, cuja média de Indice de Expresséo (IE) foi 105,07 o.u/um? comparativamente a sua
expressd@o em tecidos ndo-neoplasicos, nos quais a média de IE é de 27,9 o.u/um> A média de IE em carcinomas colorretais foi 131,1 o.u/um? (Peretti et al., 2008). As
correlagbes histopatologicas sugerem que, nos adenomas com atipias leves, a expressdo da isoforma HPA2 apresenta uma tendéncia de maior expresséo,
comparativamente aos adenomas com atipias acentuadas. CONCLUSAO. 1) A HPA 2 encontra-se aumentada em adenomas colorretais. 2) A HPA 2 est4 relacionada
a transicéo adenoma-carcinoma. 3) Os dados das correlagdes histopatoldgicas podem demonstrar que a HPA2 esteja relacionada a diferenciagao celular, podendo
servir como um potencial marcador de adenomas coldnicos em estagios precoces.
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Titulo: Expresséo, purificacdo e caracterizagdo do inibidor de subtilisina, BmSI (Boophilus microplus

subtilisin inhibitor) em sistema de clonagem PGEX 4-T2
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Resumo:

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, conhecido como carrapato de bovinos, é o vetor da rickettsia Anaplasma sp e do protozoario Babesia sp, causadores da
doenga conhecida como “ tristeza parasitaria bovina”, e portanto é o responsavel por grandes perdas na produgdo de carnes, leites e derivados bovinos. BmSI
(Boophilus microplus subtilisin inhibitor) € um inibidor de proteases do tipo TIL (trypsin inhibitory-like) extraido de ovos de R. microplus. O BmSI apresentou atividade
inibitoria para elastase de neutréfilos humana, subtilisina A e enzimas tipo subtilisina do fungo entomopatogénico M. anisopliae. Este trabalho tem por objetivo produzir
o BmSI recombinante para testar sua possivel atividade antimicrobiana frente a diferentes cepas bacterianas. Assim, os objetivos deste trabalho sdo expressar,
purificar e caracterizar bioquimicamente o rBmSI. O DNA de BmSI foi clonado em vetor de express@o PGEX 4-T2 e expresso em bactéria E. coli, cepa Rosetta gami
pLys, a qual foi induzida com IPTG, 1 mM. Apés a expresséo, as bactérias foram lisadas em french press, em seguida o lisado foi centrifugado e o sobrenadante
aplicado em uma cromatografia de afinidade em coluna de Glutationa-Sepharose visto que no sistema de clonagem utilizado, PGEX (GE), a proteina de interesse é
expressa fusionada a molecula de Glutationa-S-Transferase (GST). A proteina recombinante purificada foi processada utilizando trombina 2U por 6 h a 37°C. Apés a
etapa de processamento, as proteinas BmS| (7,4 kDa) e GST (25 kDa) foram separadas por filtragdo em filtro Amicon (membrana NMWL de 10 kDa). O rendimento de
BmSI obtendo de 2 L de cultura foi de 8,41 ug, sendo desse total, 2,21 ug ativo dosado com elastase de neutréfilos humano e o substrato sintético Suc-Ala-Ala-Pro-
Val-pNA. O inibidor purificado sera utilizado em experimentos antimicrobianos, assim como novas expressdes serdo realizadas no intuito de melhorar o rendimento
final da proteina purificada.

Suporte financeiro: FAPESP e CNPq.
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Resumo:

Proteoglicanos de heparam sulfato encontram-se amplamente distribuidos na matriz extracelular e superficie celular de todos os tecidos e desempenham importante
fungdo em processos como proliferagdo, migragdo, adesdo, diferenciagdo celular e angiogénese. A degradagdo do heparam sulfato é realizada pela enzima
heparanase, resultando na liberagéo de oligossacarideos bioativos. A heparanase apresenta correlagao direta com o desenvolvimento tumoral in vivo e com processos
de invasdo e metastases tumorais, por promover a degradacdo da membrana basal vascular e matriz extracelular. Existem duas isoformas de heparanases, HPA1 e
HPA2. Um dos principais objetivos deste estudo sera investigar o papel das isoformas da heparanase no desenvolvimento da transformagéo neoplasica. Para tanto,
serdo analisadas a expressao de ambas HPA1 e HPA2, bem como o perfil de glicosaminoglicanos sulfatados, proteoglicano e ErbB2 em diferentes linhagens celulares
de cancer de mama humano (MCF-7, MDA-MB-231 e SKBR-3) em comparagao com uma linhagem celular ndo tumoral, células MCF-10A. Para os estudos especificos
sobre o papel funcional da HPA1 sera utilizada uma linhagem transfectada estavelmente contendo o cDNA da isoforma HPA1. Resultados demonstraram que a super
expressao de HPA1 altera o perfil de glicosaminoglicanos sulfatados, assim como modifica a proporcéo dos dissacarideos constituintes, sugerindo ativagéo de enzimas
da biossintese. As células transfectadas estavelmente com HPA1 também diminuem a expressédo do proteoglicano de heparam sulfato, sindecam-1, e do receptor de
EGF, ErbB2, moléculas diretamente envolvidas com o desenvolvimento de tumores. Possivelmente a super expressao de HPA1 em células de cancer de mama possa
estar envolvida com mecanismos de sintese de tais moléculas.
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Titulo: Indice de estresse e relagao da resposta do cortisol ao acordar com a composic&o do desjejum em
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Resumo:

Objetivo: O aumento da concentragao salivar de cortisol que ocorre nos primeiros 30 minutos apds acordar foi designado “reposta do cortisol ao acordar” (RCA) e é
utilizado para avaliar indices de estresse, especialmente em atletas durante temporadas de competicdo, porque a obten¢do de amostras néo € invasiva e ndo causa
desconforto. No entanto, é recomendado jejum durante o teste, pois se acredita que a ingestao de alimentos possa influenciar a RCA. Para atletas isto representa uma
limitag&o porque algumas competicdes costumam ser programadas no inicio da manha. Os objetivos deste trabalho s&o: (1) verificar se a ingestao da refeigdo matinal
e sua composicéo alteram a RCA e (2) avaliar o indice de estresse em jogadores de futebol, comparando-os com jovens de mesma faixa etéria ndo atletas.

Métodos: Foram avaliados dezoito jogadores de futebol e 57 jovens ndo atletas (grupo controle), todos do sexo masculino, com idade de 17,0 £ 0,15 e de 18,8 £ 1,4
anos, respectivamente. Estes encontravam-se na fase final de maturagdo sexual (estagio V da escala de Tanner), eram eutréficos (IMC 22,92 + 0,65 Kg/m2), com
10,34 + 0,98% de gordura na composigao corporal. Trés tipos de desjejum foram oferecidos aos atletas em trés dias diferentes, todos com valor calérico em torno de
686,27 Kcal, e com predominio de carboidratos (78,09%), proteinas (56,45%) ou lipidios (65,95%), respectivamente. Amostras de saliva foram coletadas
imediatamente apos acordar, 30 e 60 min depois. Os atletas permaneceram em jejum ou ingeriram uma das opgdes de refeicdo apos a coleta da primeira amostra de
saliva. A concentracéo de cortisol ([C]) foi determinada por imunoensaio usando um kit comercial (Diagnostic System Laboratories Inc., Webster, TX, EUA). A RCA foi
calculada como a diferenca entre [C] nas amostras coletadas 30 min apds acordar e as coletadas logo apds acordar. O indice de estresse percebido foi avaliado
utilizando-se o Questionario de Estresse em Adolescentes (QEA, Byme et al., J Adolescence 30: 393, 2004) e comparado com o grupo controle. Os dados s&o
apresentados como médias * erro padrdo da média, que foram comparadas por ANOVA de uma via e teste de Bonferroni ou Mann-Whitney. As diferengas foram
consideradas significativas quando p?0,05.

Resultados: O escore total obtido no QEA pelos atletas foi significativamente mais elevado, bem como os escores das escalas referentes ao estresse relacionado a
performance escolar, obrigatoriedade de freqgiientar a escola, presséo dos pares, interagéo com professores, responsabilidades emergentes da vida adulta, relagdes
sociais. Nas escalas que avaliam o estresse relacionado a vida familiar, relagdes romanticas, incerteza do futuro, conflito escola/lazer e pressao financeira ndo houve
diferenga entre os grupos. Nos atletas a [C] ao acordar foi de 1,06 + 0,15 ug/dL e nos jovens ndo atletas a média foi de 0,88 + 0,06 pg/dL. A RCA foi igual a 0,42 +
0,18 pg/dL quando em jejum, e 0,98 + 0,27; 1,16 + 0,39 e 0,99 * 0,36 pg/dL, quando ingeriram a refeicdo matinal rica em carboidratos, proteinas e lipidios,
respectivamente. Sessenta minutos apds acordar, a [C] foi de 2,00 + 0,34 (jejum); e 1,40 £ 0,30; 1,90 + 0,20 e 1,40 + 0,34 pg/dL, respectivamente, nos jovens
alimentados. As diferencas nédo foram significativas entre os grupos, provavelmente devido ao baixo nimero amostral.

Conclusdo: os jogadores de futebol da categoria junior avaliados apresentam indices de estresse percebidos mais altos do que jovens de mesma faixa etéria ndo
atletas. A RCA n&o foi modificada pela composicao da refei¢do matinal, mas é maior apds a refeigdo do que no jejum. O aumento do numero amostral permitira
confirmar estes dados. Concluimos que, quando se avalia RCA como parametro indicativo de estresse, deve-se levar em conta o estado alimentar no momento da
coleta das amostras e que jovens atletas apresentam alto indice de estresse percebido.
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Resumo:

O polimorfismo de inser¢éo/delegdo relacionado ao gene da enzima conversora de angiotensina (ECA) esta associado a alteragdes cardiovasculares e renais. O
objetivo do presente estudo foi investigar como este polimorfismo modula o sistema renina angiotensina (SRA) renal. Rins de camundongos apresentando uma (1-
copia), duas (2-copias) ou trés copias (3-copias) do gene da ECA (3 meses de idade) foram utilizados para determinagéo da atividade da ECA, na presenca dos
substratos ZPhe-HL (ECA N-dominio) e HHL (ECA C-dominio). A atividade da neprilisina (NEP) foi avaliada utilizando o substrato Abz-RGFK(Dnp)-OH e as
angiotensinas foram quantificadas por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). A atividade da ECA foi significativamente maior no grupo 2-cépias em
relagdo aos grupos 1 e 3 copias (HHL: 2-cpias=90.7+4.7 vs. 1-cOpia=52.3+4.6; 3-copias=53.0+10.7; ZPhe-HL: 2-cdpias=63.3+2.2 vs. 1-copia=35.2+3.4; 3-
copias=32.3+4.2 mU/mg; p<0.05). A atividade da NEP também estava aumentada no grupo 2-cdpias em comparagdo ao grupo 1-copia (4.120.4 vs. 2.7£0.3
pM/min/mg; p<0.05), e ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos 2 e 3-copias (3.8+0.7 uM/min/mg). A concentragdo das angiotensinas foi
significativamente maior no tecido renal do grupo 1-copia, sem diferengas entre os grupos 2 e 3 cdpias (angiotensina I: 1-copia=545+48 vs. 2-copias=285+37; 3-
copias=192+26; angiotensina Il: 1-copia=628+39 vs. 2-copias=335+20; 3-copias=240+26; angiotensina 1-7: 1-copia=475+60 vs. 2-cOpias=174+2; 3-copias=147+15
pmol/mg; p<0.05). Os resultados do presente estudo mostram que, por si s6, 0 nimero de copias do gene da ECA néo esta diretamente relacionado ao aumento da
atividade renal da ECA e da NEP. Estes resultados sugerem que em condigdes fisiologicas, alteragdes do nimero de copias do gene da ECA podem ser contra-
balanceadas por adaptages de outros componentes do SRA, resultando em concentragdes semelhantes de angiotensinas nos grupos 2 e 3-copias. Os resultados
também sugerem que a angiotensina 1-7 pode possuir um efeito protetor importante no desenvolvimento da doenga renal, uma vez que a concentragao deste peptideo
esta significativamente aumentada no grupo 1-copia.
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Resumo:

0O descarte dos residuos sélidos organicos €é responsavel pela contaminagdo de solos, aguas subterraneas e superficiais em areas proximas aos aterros sanitarios. O
processo de compostagem é uma forma eficaz e econdmica de tratar os residuos orgénicos, reduzindo seu volume e estabilizando a matéria organica ao evitar o seu
acumulo em aterros, trata-se de um processo bio oxidativo controlado pela decomposi¢éo predominantemente microbiolégica. O objetivo deste trabalho é isolar
microrganismos provenientes de material da compostagem do Parque Zoolégico de S&o Paulo, buscando isolados produtores das enzimas celulolitica e pectinolitica,
as quais tém grande interesse industrial. A fim de selecionar isolados termofilicos, o isolamento foi realizado em diferentes temperaturas (30°C, 39°C e 45°C).
Microrganismos oriundos das amostras do material submetido @ compostagem do Zooldgico foram submetidos a testes especificos utilizando o método de Strauss
(Agar carboximetilcelulose — para celulase; Agar pectina citrica — para pectinase), o qual revelou microrganismos celuloliticos e pectinoliticos com corantes especificos
(Vermelho Congo e Lugol, respectivamente) que indicou como resultado positivo, a presenca de um halo de degradagao em torno da col6nia. Foram selecionadas nove
bactérias celuloliticas e 7 bactérias pectinoliticas, as quais foram classificadas de acordo com a coloragdo de gram e por meio de sequenciamento da subunidade
menor do ribossomo (16S). A quantificacdo da atividade enzimatica destes isolados foi realizada pelo método do agucar redutor (Miller, 1959), a partir de amostras
coletadas da cinética de crescimento. Estes experimentos possibilitaram a selegdo de microorganismos com alta capacidade de secretar enzimas celuloliticas e
pectinoliticas que poderéo futuramente ter aplicagao industrial.
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Resumo:

Os microrganismos secretam diversos tipos de enzimas hidroliticas de interesse industrial, dentre as quais podemos citar as amilases, responsaveis por catalisar a
conversdo de amido em glicose. A pliacagdo das amilases e grande na industria alimenticia humana e animal e farmacéutica, dentre outras. Atualmente, os processos
industriais requerem, cada vez mais, enzimas robustas , que sejam capazes de apresentar alto desempenho em condicbes extremas, como temperatura alta,
salinidade e pH.

O presente estudo teve como objetivo principal a selegdo e a caracterizagéo inicial de microrganismos amiloliticos isolados da compostagem do Parque Zooldgico de
Séo Paulo. O composto, ou fertilizante é resultante da convers&o microbiologica de todo residuo organico gerado no parque, desde restos de comidas dos animas e do
refeitorio, restos de poda e jardinagem até todo o estrume produzido pelos animais. E pela agdo dos microrganismos que proliferam nesta matéria organica e suas
enzimas hidroliticas secretadas que a mesma é transformada em adubo, possibilitando a transformagao de um rejeito organico em produto Util para a agricultura. O
processo gera uma grande quantidade de calor e por este motivo acredita-se que a microbiota seja, predominantemente, mesofilica e termofilica. Neste trabalho foi
utilizado a técnica qualitativa que evidencia um halo de degradacéo de amido em torno das coldnias produtoras de amilase para selecionar 39 microrganismos
amiloliticos capazes de crescer até 45 °C. Destes foram escolhidos 10 isolados que demonstraram desempenho superior quanto a atividade amilolitica, foram feitas as
cinéticas de crescimento e a quantificagdo da atividade amilolitica pelo método quantitativo de dosagem do agUcar redutos (Miller 1956). As andlises decorrentes deste
trabalho possibilitaram a definicdo de um protocolo de selegao de microrganismos produtores de amilase e a identificagdo de pelo menos um isolado com alta produgéo
de amilase.
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Resumo:

Com intuito de estudar a interagdo parasita/hospedeiro e encontrar novas drogas para o tratamento da Leishmaniose, nosso laboratério tem estudado a importancia
dos “lipids rafts”, ricos em (glico)(esfingo)lipideos na infectividade de Leishmania. Assim o inositolfosforilceramida (IPC), esfingolipideo predominante em formas
promastigotas de Leishmania, e ausente em mamiferos, bem como a enzima responsavel pela sua sintese, IPC sintase poderiam ser considerados novos alvos
terapéuticos contra a leishmaniose. Formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) major, foram isoladas de lesdes de
animais infectados, e os lipideos extraidos com mistura de isopropanol:hexano:agua. A fragao lipidica foi analisada por cromatografia de camada delgada de alta
resolugdo (HPTLC) em Silica-Gel, e para confirmar a presenca de IPC nos extratos lipidicos de formas promastigotas, realizou-se imunocoloragéo da placas de HPTLC
com o mAb LST-1, que reconhece especificamente IPC. Com o objetivo de melhor identificar e caracterizar o IPC, os extratos lipidicos dos parasitas foram submetidos
a hidrélise alcalina com metanol:metilamina:butanol(4:3:1) e analisados por HPTLC, onde foi confirmado a presenga de um componente resistente ao tratamento com
migragdo cromatogréfica de IPC, os demais fosfolipideos/glicolipidieos foram hidrolisados. Ensaios de infectividade de promastigotas em macréfagos foram realizados,
com intuito de observarmos a relagdo parasita/hospedeiro e o processo de invasao e multiplicagéo dos parasitas nos macréfagos. Desta forma culturas de macréfagos
foram infectadas com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na propor¢do macrofago:parasita (1:3 e 1:6) e mantidas em cultura por 1,2, 3 e 7 dias de
infeccdo. Nessas condicdes observamos diferenciagdo de formas promastigotas para as formas amastigotas e multiplicagéo intracelular das formas amastigotas.
Ensaios de imunofluorescéncia indireta com mAb LST-1 e mAb ST-4 (reativo com glicoesfingolipidios presentes em formas amastigotas), foram realizados para
verificar a expresséo intracelular do IPC na diferenciagdo intracelular de formas promastigotas para formas amastigotas. Assim, observamos uma diminui¢do da
fluorescéncia com mAb LST-1 acompanhado de um aumento da fluorescéncia com mAb ST-4, indicando uma expresséo diferencial de IPC em promastigotas e
glicoesfingolipideos reativos com ST-4 em amastigotas. Estes estudos abrem novas perspectivas para elucidar o papel dos esfingolipideos na modulagéo da resposta
de macréfagos, através do IPC no inicio da infecgao e dos glicoesfingolipideos na manutengao e multiplicagdo de formas amastigotas intracelulares.
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Resumo:

INTRODUGAO: O desenvolvimento de modelos experimentais animais representa etapa fundamental na compreensao da fisiopatogenia das doengas que acometem o
homem e no desenvolvimento de abordagens terapéuticas originais. A partir do uso do agente quimico mutagénico N-etil-N-nitrosouréia, foi estabelecida estratégia de
acasalamentos em vias de se obter animais com doengas neurolégicas diversas a partir de esquema de rastreamento fenotipico para mutagdes autossdmicas
recessivas, sendo que foram fixadas 4 linhagens de animais mutantes. Um grupo de mutantes (portadores da mutagéo denominada atxrec1), alvo de avaliagdo no
presente estudo, caracteriza-se por apresentar seu fenétipo evidente ja com 2 a 3 dias do periodo pés-natal, sendo que se manifesta clinicamente até a época do
desmame por ataxia da marcha, acompanhada por disbasia e dismetria, tremores de intengéo e de repouso com alta frequéncia e alta intensidade, incoordenagéo
motora da cabega, com movimentos estereotipados, auséncia de reflexo de Moro dos roedores nas primeiras semanas do pés-natal e auséncia de reflexo de
endireitamento ou resposta andémala ao teste de posi¢éo, além de queda espontanea para o declbito lateral (em 70% dos acometidos), acompanhada de rotagdo
completa ou incompleta do animal em torno de seu eixo cranio-caudal, da presenca de discreta hipotonia ao nascimento (em 50% dos acometidos) e de atraso discreto
na abertura completa da fenda palpebral (em 25% dos acometidos). No periodo p6s-desmame, as principais manifestagées clinicas sao ataxia da marcha (comprovada
por teste de footprinting, pelo teste de natagéo e pelo teste de rotarod), disbasia, dismetria, tremor de intengdo e de repouso, incoordenagéo motora da cabega com
comportamentos estereotipados (incluindo head shaking e head bobbing ou head nodding) e movimentagdo compulsiva repetida em circulos (circling, de baixa
intensidade e frequéncia, assimétrico, bidirecional, intermitente, com predominio no sentido horario), além de infertilidade masculina (em mais de 95% dos animais), de
menor exploragdo dos campos periféricos no teste de campo aberto e de comportamento relacionado a ansiedade no teste de labirinto em cruz elevado.

OBJETIVOS: Os objetivos do presente estudo incluiram o acasalamento dos animais afetados com linhagens geneticamente distintas e realizagédo de mapeamento
genético por andlise de ligagéo de microssatélites.

METODOS/RESULTADOS: A partir dos animais mutantes obtidos em F3, foi realizado acasalamento entre cada micropedigree com o objetivo de estabelecer nova
linhagem de mutantes. Para a realizacéo do estudo de ligagéo, houve acasalamento de mutantes BALB/c atxrec1 em homozigosidade com camundongos isogénicos
C57BI/6J, obtendo animais F1 hibridos, os quais foram acasalados entre si para obtengéo da geragéo F2 com 25% de animais mutantes em homozigosidade, a partir
dos quais o DNA gendmico foi extraido de fragmentos da ponta da cauda dos mutantes para mapeamento genético. Na primeira etapa do mapeamento, foram
escolhidos microssatélites presentes em todos os cromossomos na tentativa de formagéo de um painel de marcadores. O DNA gendmico extraido foi utilizado como
molde para geracéo de produtos por PCR utilizando primers para os marcadores microssatélites polimérficos entre as linhagens parentais. Os produtos obtidos foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 4% NuSieve® 3-1 e corados com brometo de etidio por 46 minutos. A anélise de ligagao foi realizada manualmente pela
observagéo de desvios de ligagéo das proporgdes mendelianas esperadas. Diante da hipotese diagndstica de possivel doenga metabdlica hereditaria para os animais
mutantes, foram coletadas amostras de urina para estudo do perfil de aminoacidos por cromatografia em papel Whattman 30MM e comparag&o do perfil existente em
animais BALB/c do grupo controle. O exame de cromatografia qualitativa de aminoacidos na urina dos mutantes revelou presenga de aumento dos niveis de treonina,
glicina e arginina, acompanhados por baixos niveis de leucina, isoleucina e acido ?-aminobutirico, informagdes estas que reforcariam as hipoteses diagnésticas prévias
de deficiéncia da arginina:glicina amidinotransferase (AGAT) ou da guanidinoacetato N-metiltransferase (GAMT), ambas enzimas envolvidas na via de biossintese da
creatina, sendo que clinicamente a deficiéncia da GAMT seria a melhor possibilidade clinica que justificasse tais achados. Os resultados do mapeamento genético
indicaram que a mutagéo atxrec1 encontra-se no cromossomo 10, entre os marcadores D10Mit194 e D10Mit95, local em que se encontra o gene que codifica para a
enzima GAMT.

CONCLUSAO:0 camundongo mutante BALB/c atxrec1 parece ser portador de mutagdo na GAMT e podera ser um modelo animal inédito para o estudo da sindrome
metabdlica de deficiéncia dessa enzima. As proximas etapas deste projeto incluem estudo histopatolégico dos nicleos da base do telencéfalo, do cerebelo e dos
testiculos dos animais mutantes, e o sequenciamento do gene candidato que codifica a enzima GAMT.
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Resumo:

A heparina é o medicamento antitrombético mais utilizado no tratamento da trombose venosa profunda e na profilaxia de algumas doengas cardiovasculares, porém
como possui agdo moduladora em diferentes processos biologicos apresenta algumas desvantagens clinicas como escassa biodisponibilidade, variabilidade na dose-
resposta e efeitos colaterais indesejaveis, dentre eles os potenciais riscos de sangramento. Por isso, as indUstrias farmacéuticas e muitos pesquisadores buscam
intensamente uma substancia antitrombdética mais eficiente e que apresente um menor ou nenhum efeito anticoagulante. Desta forma, torna-se interessante estudar
novas drogas antitrombéticas para um melhor entendimento em relagdo aos mecanismos de agdo, bem como sua aplicagdo como agentes terapéuticos eficazes e
seguros. Compostos heparinomiméticos tém sido desenvolvidos, a fim de superar tais desvantagens clinicas.

O presente estudo teve como objetivo analisar certos compostos heparinomiméticos a partir da interagéo destas substancias com células endoteliais em cultura.

Os compostos heparinomiméticos que foram utilizados neste estudo sdo o oligossacarideo derivado da heparina (C3) e fosfosulfomanana (PI-88). Para tal estudo foi
utilizada uma metodologia de marcagéo com biotina desenvolvida em nosso laboratério.

A partir dos resultados apresentados pode-se concluir que o processo de biotinilagéo foi realizado de modo eficiente para a heparina e C3. Ambos apresentaram cerca
de 90% de sua estrutura biotinilada. No caso do PI-88, o processo de biotinilagdo ocorreu parcialmente, uma vez que cerca de apenas 10% de biotina foi incorporada a
sua estrutura. Observou-se que os heparinomiméticos biotinilados apresentam diversas diferengas, quando comparados aos seus respectivos padrdes, tais como
diferengas no comportamento eletroforético frente a diferentes tampdes e ndo susceptibilidade a enzimas especificas. Ainda, utilizando-se microscopia confocal pode-
se verrfiﬁcar que a heparina e C3 biotinilados ligam-se somente aos componentes da matriz extracelular, diferentemente do PI-88 biotinilado que apresentou marcagéo a
superficie celular.

Participantes: ~ Helena Bonciani Nader, Ivarne Luis dos Santos Tersariol, Rodrigo Ippolito Bougas, Thais Aguilar Miranda, Thais Ruegger Jarrouge Bougas

75



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  Modulag&o da Expressdo Génica e Protéica da BMP-9 em Animais Tratados Cronicamente com
Arginina.

Autores: Bispo, M.O.
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Orientador:  Luciana Chagas Caperuto

Resumo:

OBJETIVOS: A resisténcia a insulina é um estado metabélico com resposta subnormal da homeostase glicémica frente ao estimulo com concentragdes fisioldgicas do
horménio. As proteinas BMPs sdo uma subclasse da superfamilia dos fatores de crescimento e transformagéo (TGF-b), que ocupam um papel central na diferenciagéo
e crescimento celular. As proteinas BMPs foram originalmente caracterizadas por sua habilidade em induzir formag&o de 0sso ectdpico apds injecdo subdermal e sua
sinalizagdo parece ser particularmente importante durante o desenvolvimento, quando as células estdo sendo direcionadas para a diferenciagdo especifica. A proteina
BMP-9 foi identificada como potencial alvo terapéutico para o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), ja que o tratamento in vivo com BMP-9 reduziu a glicemia tanto de ratos
normais quanto de ratos diabéticos.

Um extenso estudo de farmacogendmica identificou a proteina BMP-9 como um potencial alvo terapéutico para a diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Dentre as 12 proteinas
selecionadas, a BMP-9 mostrou-se a mais potente mimetizadora da ag¢&o da insulina, apresentando resposta positiva para dois critérios avaliados: redugéo da
expresséo da enzima fosfoenol piruvato carboxicinase em hepatocitos e ativagdo da AKT/PKB em miotubulos diferenciados.

A arginina é um aminoacido condicionalmente essencial dos mais versateis com muitas fungdes metabdlicas. L-arginina pode ser interconvertida em outros
aminogcidos, como a prolina e o glutamato, é precursora para a sintese de proteinas, participa no transporte, processamento e excre¢éo de nitrogénio. Ela também é
um potente secretagogo de hormonios e sua infuséo em repouso aumenta as concentragdes plasmaticas de insulina, horménio de crescimento (GH) e prolactina.

O modelo animal tratado cronicamente com 35 mg de L-arginina desenvolve resisténcia a insulina, com prejuizo da via classica de sinalizagao de insulina no tecido
hepético.

METODOS E RESULTADOS: Para avaliagdo do metabolismo glicémico, foram utilizados ratos Wistar de 8-10 semanas de idade e foram realizadas as seguintes
analises: indice de Lee, teste de tolerancia a insulina (ITT) e imunoprecipitagdo da cromatina (ChIP). O indice de Lee mostrou que os animais tratados com L-arginina
apresentaram crescimento semelhante aos animais controle e o ITT confirmou a resisténcia a insulina observada anteriormente. No ChIP foi feita a padronizagdo do
numero de pulsos, sendo necessario para sonicar o tecido hepatico 10 pulsos. Foi analisada também a possibilidade de perda do fator de transcricdo durante o
processamento das amostras. Nao foi observada perda em nenhuma das etapas analisadas.

CONCLUSAQ: A resisténcia a insulina observada anteriormente no modelo tratado cronicamente com L-arginina foi confirmada, sem alteragdo na taxa de crescimento
dos animais tratados quando comparados com os controles.

Participantes:  Maira de Oliveira Bispo
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Titulo:  Niveis de glutationa total e de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico em rim e plasma de rato

em um modelo de hipertens&o renovascular
Autores: Bergamaschi, C.T.; Nishi, E.E.; Giorgi, F.C.; Nogueira-Neto, J.; Simon, K.A.; Junqueira, V.B.C.; Almeida, V.R.
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Resumo:

O estresse oxidativo pode contribuir para a geragao e / ou manutengao da hipertensdo através de mecanismos como a redugéo da quantidade de 6xido nitrico (NO¢)
por acéo dos radicais livres, redugdo de co-fatores da sintese de NO+ e por agdo de substancias vasoconstritoras resultantes da peroxidagéo lipidica.

A angiotensina Il pode estimular a produgéo de espécies reativas de oxigénio, como o anion superdxido (O2¢-), através da ativagdo da NADH ou NADPH oxidase. O
02-- inativa 0 NO+ que é o mais importante vasodilatador endégeno, formando o peroxinitrito, e levando a diminuigdo do NO- disponivel para a vasodilatagdo muscular
e provocando a vasoconstricdo. Este trabalho tem por objetivo avaliar a produgéo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (SRAT), um indicador de peroxidagao
lipidica, no rim e plasma de ratos em um modelo de hipertensao renovascular. Como contrapartida antioxidante, foram dosados os niveis de glutationa total (GSH) em
rim e nos eritrocitos. Ambas as determinagdes foram realizadas por método espectrofotométrico. Amostras também foram guardadas a -80°C para dosagem dos
antioxidantes lipossoluveis. A relagéo entre as dosagens de pré e antioxidantes foram utilizadas como indicadores de estresse oxidativo. As mesmas medidas foram
realizadas apos tratamento dos animais com N-acetilcisteina (600 mg/kg) (antioxidante precursor de glutationa) e melatonina (30 mg/kg) (horménio com potente efeito
antioxidante), durante 15 dias. Observou-se que o modelo de hipertensdo estudado aumentou as SRAT no plasma dos animais, ndo sendo observado o mesmo efeito
no rim, enquanto os niveis de GSH encontraram-se diminuidos tanto no rim como nos eritrécitos dos animais hipertensos. O efeito pro-oxidante do modelo de
hipertensdo renovascular foi atenuado nos animais tratados com melatonina e abolido nos tratados com N-acetilcisteina; no entanto, ambos os tratamentos,
surpreendentemente, diminuiram os niveis de GSH nos animais controle. As determinagdes dos niveis de antioxidantes lipossoluveis por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) deverdo auxiliar na melhor determinago da condigdo de estresse oxidativo no modelo estudado e na protecéo antioxidante fornecida pelos
tratamentos.

Participantes: ~ Cassia de Toledo Bergamaschi, Erika Emy Nishi , Francini Cheron Giorgi, Joes Nogueira Neto, Karin Argenti Simon, Virginia Berlanga Campos
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Titulo: O PAPEL BIOLOGJCO DA QUINASE AKT NUCLEAR NA RESISTENCIA A MORTE CELULAR POR
PERDA DE ADESAO EM MELANOMAS

Autores: L'Abatte, C.; Rodrigues, E.G.; Perez, E.C.; Machado Jr, J.; Teixeira, L.
Bolsista: Luiza Teixeira Costa - UNIFESP
Orientador:  Elaine Guadelupe Rodrigues

Resumo:

A resisténcia a morte celular por perda de adesdo (anoikis) constitui um processo de alta relevancia para células tumorais, conferindo-lhes a capacidade de
sobrevivéncia na auséncia de sinais de adesao e, desta forma, contribuindo para aquisicéo da capacidade metastatica. Neste contexto, a quinase AKT apresenta alta
relevancia por atuar em cascatas de sinalizagdo que envolvem mecanismos de sobrevivéncia celular, j& tendo sido observada sua ativagdo constitutiva em
determinadas linhagens de melanoma humano. Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram que AKT é importante no mecanismo de resisténcia ao
anoikis em células de melanoma murino, observando-se também que esta quinase encontra-se ndo somente no citoplasma, como também no nucleo destas células,
quando submetidas ao impedimento de ades&o. Deste modo, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar a presenga da quinase AKT quanto ao seu estado de
ativagdo no nicleo de células de melanoma. Assim, células de linhagens de melanoma foram cultivadas em condicdes de ades&o e suspensao, durante diferentes
periodos. Extratos nucleares e citoplasmaticos foram obtidos e suas proteinas foram quantificadas através da técnica de Bradford. A quantidade de proteinas foi
padronizada para que suas massas fossem aplicadas em concentragdes iguais no gel de eletroforese, para realizagdo de Western Blotting. Além disto, realizou-se
também experimentos de Imunofluorescéncia, utilizando-se células tumorais cultivadas em suspenséo ou aderidas. Os resultados obtidos através do uso das técnicas
empregadas confirmaram a localizagdo de AKT em seu estado ativo (fosforilado) quase que exclusivamente no compartimento nuclear de células tumorais de
melanoma submetidas ao impedimento da adeséo, sugerindo que a presenca de AKT no nucleo possa contribuir para 0s mecanismos de resisténcia ao anoikis em
melanoma. Estudos subseqiientes serdo necessarios para a determinagdo dos alvos moleculares desta quinase no compartimento nuclear.

Participantes:  Carolina L'Abbate Oreb, Elaine Guadelupe Rodrigues, Elisabeth Cristina Perez, Joel Machado Junior, Luiza Teixeira Costa
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Titulo: O papel do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) sobre o citoesqueleto de odcitos

bovinos submetidos ao estresse térmico in vitro
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Resumo:

No Brasil, o clima predominantemente tropical e subtropical é caracterizado por temperatura ambiental elevada, resultando em estresse térmico que compromete a
produtividade e a fertilidade de animais de interesse zootécnico. O estresse térmico promove, dentre as vérias alterages fisioldgicas e celulares, alteragdes no
microambiente do trato reprodutivo. Essas mudangas podem comprometer o crescimento e a maturagdo do odcito bem como o desenvolvimento embrionario pré-
implantacional. Entre as alteragdes celulares induzidas pela temperatura elevada destacam-se os danos no citoesqueleto e a morte celular por apoptose. Estudos
demonstraram que o uso de fatores de crescimento, tais como o fator de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-I), pode minimizar os efeitos deletérios provocados
pelo estresse térmico. Com base nessas evidéncias este trabalho visou: 1) determinar os efeitos deletérios do estresse térmico in vitro sobre o citoesqueleto de odcitos
bovinos e 2) avaliar o papel termo-protetor do IGF-I em odcitos expostos ao estresse térmico in vitro. Para tanto, foi realizado experimento fatorial 2 x 2 no qual foram
testados os efeitos da temperatura (38,5°C e 41°C) e do IGF-I (0 ou 100 ng/mL de IGF-I) sobre o citoesqueleto de odcitos bovinos. Os complexos cumulus-oécitos
(CCOs) colhidos de ovarios de vacas oriundas de abatedouro foram submetidos aos tratamentos Controle (38,5°C por 22 horas) e Estresse Térmico (41°C por 14
horas seguido de 8 horas a 38,5°C) durante a maturago in vitro na presenga de 0 ou 100 ng/mL de IGF-I. Em seguida, os odcitos foram desnudados mecanicamente
por pipetagens repetidas e submetidos & técnica de imunofluoréscencia. Os odcitos foram fixados em 3,7% formaldeido e incubados em solugéo marcadora contendo
6.6 uM de faloidina conjugada com Alexa Fluor 594 para marcag&o dos filamentos de actina, 0.2 ug/mL de anti-?-tubulina bovina de camundongo marcada com Zenon
Alexa Fluor 488 para marcagao dos microttibulos e 5 pg/mL de Hoechst 33342 para marcagdo do DNA. Em seguida, os odcitos foram transferidos para lamina e
cobertos com laminula. A técnica de imunofluorescéncia foi estabelecida e validada no laboratério. As alteragbes de citoesqueleto estdo sendo avaliadas em
microscopio de fluorescéncia.
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Titulo:  Padronizagdo de uma técnica de Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para a detecgéo de

formas circulares do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1)
Autores: Bozutti, LA; Janini, L.M.R.
Bolsista: Luis Antonio Bozutti - UNIFESP
Orientador:  Luiz Mario Ramos Janini

Resumo:

Introdugdo: O HIV-1 possui uma importante diversidade genética. A terapia antiretroviral combinada tem reduzido o nivel de RNA do HIV-1 no plasma a niveis
indetectaveis nos individuos infectados. Entretanto, tem fracassado em eliminar os virus de outros compartimentos do corpo. No inicio da infecgéo retroviral, 0 RNA
viral é transcrito reversamente no citoplasma celular em um DNA de fita dupla pela transcriptase reversa. Esse DNA viral migra para o nlcleo da célula hospedeira
onde é integrado ao genoma celular pela agdo da integrase formando o provirus. Alternativamente, alguns dos DNAs virais reversamente transcritos, depois de
migrarem para o ntcleo, podem sofrer reag8es de circularizagéo por enzimas celulares. Esse processo evita a integragédo do genoma viral ao genoma celular. Dessa
forma, o nlcleo da célula infectada apresenta diversos DNASs virais circulares (DNA epissomal). As duas principais formas de epissomos s&o o DNA circular com duas
LTRs (2-LTR circular) e com apenas uma unica LTR (1-LTR circular). A detec¢ao de formas circulares do HIV-1 contendo duas LTRs, em células, é indicativo de
eventos de infeccdo aguda e recente. Assim, este DNA ndo integrado de HIV-1 tem ganhado importancia clinica devido ao seu actimulo dentro de células infectadas, o
qual poderia ser associado a efeitos citopaticos ou também ser usado com um marcador para a progressao da doenca. Apesar da importancia das formas de DNA ndo
integrado do HIV-1, poucos estudos apresentam ferramentas biomoleculares eficazes para a sua detecgéo.

Objetivo: O objetivo deste estudo é estabelecer uma metodologia para a deteccéo da formas circulares do HIV-1 por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Material e Métodos: No Laboratério de Biosseguranca Nivel Il da Universidade Federal de S&o Paulo, Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs) ou
linhagens celulares de origem linfoblastica, permissivas para a infecgdo pelo HIV-1 (Jurkat-T ou MT-4) foram infectadas com os isolados virais de referéncia NL4-3 ou
BZ167. O DNA viral foi isolado e submetido a um tratamento enzimatico para o enriquecimento das formas circulares. Testes computacionais envolvendo o
alinhamento de sequéncias, calculos de temperatura de melting, conteudo de GC e formagao de estruturas secundarias foram realizados para a adequagao de primers
disponiveis na literatura bem como para a sintese de novos primers. Diversas estratégias para a amplificagéo das formas circulares foram, entdo, tragadas, alterando-
se variaveis tais como as condigdes estequiométricas, de termociclagem e de concentragéo de DNA alvo no intuito de otimizar a reagéo. Paralelamente & detecgdo das
formas circulares, utilizamos um conjunto de primers especificos para a amplificagdo do DNA do gene da integrase do HIV-1 que foi usado como marcador do DNA
intracelular. Ademais, foi utilizada uma PCR para a detecgdo do gene da albumina humana para medir a fidelidade dos procedimentos de isolamento de acidos
nucléicos. Os produtos das amplificagdes positivas para as formas circulares foram purificados e sequenciados.

Resultados e Discuss&o: Algumas estratégias de detecgdo das formas circulares disponiveis na literatura ndo foram reprodutiveis. No entanto, obtivemos sucesso com
0s novos primers desenhados. Ajustando-se as condigdes estequiométricas e de termociclagem, foi possivel gerar fragmentos de 262pb (C1 + C4), 417pb (C1R +
C4R) e 533pb (2n + 4n). O sequenciamento de algumas das amostras possibilitou confirmar a amplificagdo das formas epissomais e garantir a acuracia da PCR, uma
vez que permitiu identificar a regido de jungdo em tandem presentes nas formas circulares (marcadores para o DNA ndo integrado na presenca de formas provirais).
Conclusao: Nés padronizamos algumas estratégias de amplificagdo por PCR para a detecgéo das formas circulares do HIV-1. O estabelecimento desta metodologia é
de suma importancia para delinear estudos envolvendo a diversidade genética e a cinética de produgdo do DNA extracromossomal viral e seu impacto na replicagéo e
manuteng&o da infecgdo, assim como sugerir a idéia de um reservatorio acessério viral intracelular.

Participantes:  Luis Antonio Bozutti, Luiz Mario Ramos Janini
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Titulo:  PAPEL DE P53 E DE EROs NA APOPTOSE POR MATERIAL PARTICULADO EM CELULAS
ALVEOLARES DO TIPO Il
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Orientador:  Helotonio Carvalho

Resumo:

A poluicdo atmosférica afeta severamente a salde dos habitantes das grandes metrépoles. Em geral, o material particulado (MP), constituinte dessa poluigéo, é
derivado da queima de combustiveis fésseis, porém o material proveniente da queima do diesel gera MP em maior quantidade, quando comparado aos meios de
transporte movidos a gasolina. A constante exposicdo a este material € um dos principais fatores responsaveis pelas doengas respiratorias e cardiovasculares, além
de contribuir para casos de cancer de pulmédo. A queima do diesel gera um MP composto, principalmente, por metais pesados, sulfatos, nitratos e compostos
organicos, como hidrocarbonetos poliaromaticos (PAH). Estes compostos, em contato com as células pulmonares, podem gerar espécies reativas de oxigénio (ROS). A
geracéo de EROs constitui um dos mecanismos envolvidos na toxicidade associada ao material. O presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da constante
exposicéo das células pulmonares ao material particulado, utilizando células alveolares do tipo Il (A549) em cultura como modelo. Com esta finalidade, investigou-se a
indugdo de apoptose por MP, assim como o papel da proteina p53, um importante controlador de ciclo celular e morte celular . Além disso, analisou-se a ativagdo de
proteinas controladas por p53 e envolvidas em apoptose, como Bax, Noxa, Puma e FasR Para isso utilizou-se citometria de fluxo, “western-blot” e PCR em tempo real.
Os resultados poderao esclarecer o processo de indugao da morte celular programada desencadeado pela exposi¢ao ao material particulado (MP).

Participantes: Ligia Pereira Castro
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Titulo:  Papel do Toll Like Receptors — 4 no processo de reabsorgdo déssea mediado por linfocitos B-1
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Bolsista: Nadijane Valéria dos Santos Ferreira - UNASP
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Resumo:

As células B-1 constituem um subtipo de linfécitos B distinto das células B-2 por sua localizagdo anatdmica, expressao de marcadores de superficie e funcionalidade.
Estas células secretam altos niveis de IL-10 e representam a principal populagao de células B na cavidade peritoneal murina. Avangos na técnica de fenotipagem por
citometria de fluxo levaram a uma redefinicio das diferengas fenotipicas entre linfécitos B-2 (CD23+IgMlowlgDhigh) e B-1 (CD23-IgMhighlgDlow), bem como &
identificacdo das subpopulagdes B-1a (CD5+) e B1b (CD5-). Ambas subpopulagdes de B -1 apresentam positividade para a molécula CD11b. Células B-1,
principalmente células B-1b, s&o capazes de migrar da cavidade peritoneal para um sitio de inflamagao aguda induzida por corpo estranho, onde se diferenciam em
células semelhantes a macréfagos. Os Toll Like Receptors (TLR) possuem um papel central no reconhecimento dos padrdes moleculares associados ao patoégeno
(PAMPS). Células imunes usam diferentes combinagdes de TLRs para identificar microrganismos distintos. O TLR-4 reconhece bactérias gram-negativas via
lipopolissacarideo (LPS). Dados prévios do nosso laboratério demonstraram que células B-1b contribuem para o processo de reabsorgéo éssea in vivo, uma vez que
camundongos Xid, os quais s&o destituidos de linfocitos B-1, apresentam menor reabsorgao 6ssea em modelo de ligadura periodontal. Sabendo-se que LPS aumenta
a expressao de RANKL via TLR-4, nosso interesse de estudo é avaliar o papel de TLR-4 na reabsorgdo dssea mediada por linfécitos B-1. Para tanto, sera realizado
modelo de ligadura periodontal em camundongos TLR-4 KO ( Knock-out) reconstituidos ou ndo com linfécitos B-1b previamente estimulados com LPS.
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Titulo:  PERFIL DE GLICOSAMINOGLICANOS EM CELULAS LEUCEMICAS TRATADAS COM

VIOLACEINA
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Resumo:

Nos processos neoplasicos, incluindo nas leucemias, ocorrem alteragdes moleculares que levam as células a adquirir um novo comportamento biolégico,
principalmente nos mecanismos de ades&o das células tumorais ao estroma. Os proteoglicanos (PGs) séo importantes constituintes do microambiente medular, sendo
produzidos pelas células hematopoéticas e estromais. Os PGs possuem diferentes cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados ligadas ao core proteico, sendo
importantes na regulagéo da proliferagéo e diferenciagéo das células hematopoéticas, migragao e homing. Nas leucemias a interagdo das células neoplasicas com
componentes do microambiente medular influencia na agressividade e progndstico da doenga. Assim, o estudo da express@o de GAGs em diferentes linhagens e o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas capazes de interferir nos processos de sintese e degradagao dessas moléculas constituem um campo interessante
e promissor de pesquisa. Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da violaceina, um derivado indélico purificado da Chromobacterium violaceum que
apresenta atividade antileucémica, sobre a sintese e secrecdo de GAGs em linhagens de leucemia mieléide aguda (LMA) e cronica (LMC). PGs sintetizados pelas
celulas foram metabolicamente marcados com [35S]-sulfato de s6dio por 18 h apds exposi¢éo das células a violaceina. As cadeias de GAGs radioativas foram obtidas
apos protedlise da fragdo celular e do meio condicionado com maxatase, precipitadas com metanol e, a seguir, fracionadas e quantificadas por eletroforese em gel de
agarose. A identificagdo dos GAGs foi realizada pela digestdo com enzimas especificas. Os resultados obtidos demonstraram que células de LMC (K562 e sua variante
com fenétipo MDR Lucena) e LMA (HL60) sintetizam e secretam controitim sulfato (CS). Em contraste, heparam sulfato (HS) somente foi identificado em células K562.
Apds tratamento com violaceina observou-se aumento significativo na sintese de CS pelas células K562 e Lucena, enquanto que nenhuma alteragéo na secregao foi
determinada. Células HL60 expostas ao composto apresentaram diminuicdo significativa na sintese e secregdo de CS. A avaliagdo de HS apds o tratamento
demonstrou um aumento significativo na sintese deste GAG pelas células K562, enquanto que nenhuma alteragdo foi detectada no meio condicionado. Em conjunto
estes resultados estabelecem uma clara diferenga no perfil de GAGs sintetizados e secretados pelas células de LMC e LMA que poderia estar associado a diferengas
na agressividade e resisténcia a drogas. Além disso, os dados sugerem especificidade de agao da violaceina no metabolismo de PGs dos diferentes tipos de leucemia,
contribuindo no efeito antileucémico deste composto.

Apoio financeiro: FAPESP, CNPq e CAPES.

Participantes:  Giselle Zenker Justo, Helena Bonciani Nader, Juliana L. Dreyfuss, Marcelly Valle Palladino, Maria Aparecida da Silva Pinhal

83



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo: Pesquisa sobre a origem aviaria de genes de viruléncia de amostras de Escherichia coli isoladas de

bacteremia humana.
Autores: Santos, A.C.M.; Pignatari, A.C.C.; Neder Neto, C; Caggegi, DA; Silva, R.M.
Bolsista: Calim Neder Neto - UNIFESP
Orientador:  Rosa Maria Silva

Resumo:

As amostras de Escherichia coli patogénicas extra-intestinais (EXPEC) podem causar infecgBes tanto em humanos como em animais. Dentre as causadoras de
infeccdes em animais, as E. coli patogénicas avirias (APEC) apresentam alguns fatores de viruléncia (FVs) que se localizam em um plasmideo o qual pode ser
disseminado por conjugacéo para outras amostras. Os FVs plasmidiais s&o: os produtos dos genes traT e iss que estdo envolvidos com a resisténcia ao complemento
presente no soro, fungao de escape do sistema de defesa inato; os genes iucD, iroN e sitB, marcadores de operons relacionados com a captagdo de Ferro, essencial
para a sobrevivéncia bacteriana nos tecidos; o gene cvaC, marcador do operon codificador de uma colicina, fator que facilita a colonizagao do hospedeiro e o gene tsh
codificador de uma adesina que promove a interagéo da bactéria com as células do hospedeiro. Recentemente, foi demonstrada em nosso laboratorio a presenga de
varios desses genes de viruléncia plasmidiais em amostras de EXPEC isoladas de bacteremia de seres humanos. O objetivo deste trabalho foi determinar se os FVs
encontrados nas amostras de ExXPEC podem ter se originado de amostras de APEC, configurando assim, o carater zoondtico desses fatores de viruléncia.

Foram estudadas 21 amostras isoladas de pacientes com bacteremia, as quais eram portadoras de pelo um dos genes plasmidiais de APEC. Como controle positivo
utilizou-se as amostras protétipo de E. coli aviaria, APEC 09, portadora de plasmideo de viruléncia e a amostra E. coli RS218, protétipo de meningite bacteriana
neonatal. As amostras de E. coli ndo patogénicas HB101 e C600 foram utilizadas como controles negativos e como receptoras de plasmideos nos experimentos de
conjugagéo.

Em pesquisas anteriores foi determinado que, das 21 amostras estudadas, 19 possuiam plasmideos de tamanho compativel ao descrito para plasmideos de viruléncia
de APEC (maiores do que 100 Kbp) ja descritos na literatura. Experimentos de transferéncia de plasmideos por conjugacéo foram bem sucedidos com trés dessas
amostras, revelando em todas elas a existéncia de um plasmideo conjugativo portador da marca de resisténcia a Estreptomicina associada aos marcadores de
viruléncia: iss, iucD, cvaC e traT, exceto por uma amostra que néo apresentou o gene iucD.

A ampliagéo da pesquisa de marcadores de APEC, por meio de reagdes em cadeia da polimerase (PCR), e de marcadores de resisténcia a antimicrobianos nessas
trés amostras, detectou a presenga dos marcadores de viruléncia iss, traT, iucD, cvaC, iroN e sitB e os de resisténcia a sulfonamida, amoxicilina, ampicilina,
estreptomicina, trimetoprim e cotrimoxazol (associagdo de sulfamidazol com trimetoprim) no mesmo plasmideo conjugativo. Em uma delas (EC06) o plasmideo
também contém a marca de resisténcia a tetraciclina. Testes de viruléncia in vivo demonstraram que as trés amostras de EXPEC de origem humana foram letais no
modelo de viruléncia de APEC que utiliza inoculagdo subcutanea em pintos de um dia de vida. Entretanto, o mesmo néo ocorreu com as amostras transconjugantes
(amostras de E. coli ndo patogénicas portadoras dos plasmideos de viruléncia) que se mostraram indcuas no mesmo modelo. Até o momento conclui-se que amostras
de EXPEC isoladas de humanos podem possuir plasmideos conjugativos portadores de FVs tipicos de APEC e associados a diversos genes de resisténcia a
antimicrobianos simultaneamente. Essas amostras séo virulentas em modelo animal preconizado para testar a viruléncia de APEC. Entretanto, amostras de E. coli ndo
patogénicas, portadoras do plasmideo ndo s&o virulentas no modelo animal sugerindo que outros FVs localizados no cromossomo s&o imprescindiveis para a
expressdo da viruléncia. Estudos estdo em andamento para melhor caracterizar as amostras de EXPEC quanto a sua relagdo com amostras patogénicas para aves e
avaliar o papel de seu plasmideo de viruléncia no modelo de patogenicidade in vivo.

Participantes:  Ana Carolina de Mello Santos, Antonio Carlos Campos Pignatari, Calim Neder Neto, Débora Aparecida Caggegi, Rosa Maria Silva
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Titulo:  PRODUGAO DE ANTICORPOS PARA INIBIDORES DE PROTEASES EXTRAIDOS DE SEMENTES
DE Caesalpinia echinata (PAU-BRASIL). IMUNOLOCALIZACAO DOS INIBIDORES NA PLANTA.

Autores: Gozzo, A.J.; Cruz-Silva, |.; Coronado, |.; Aradjo, M.S.; Rydlewski, M.; Praxedes-Garcia, P.; Figueiredo-Ribeiro, R.C.L.; Nunes, V.A.; Gonzalez,
Y

Bolsista: Indianara Coronado - UNIFESP
Orientador:  Mariana da Silva Aratjo

Resumo:

As leguminosas contém grande quantidade de peptidases e inibidores que sdo encontrados em diferentes estagios da vida das sementes e que possuem uma
importante fun¢&o em sua viabilidade. A Caesalpinia. echinata (pau-brasil) pertence a subfamilia Caesalpinoideae e, apesar de originar 0 nome do nosso pais e ter sido
sua primeira importancia econémica, tem seus processos bioquimicos e fisiolégicos pouco conhecidos. Nosso grupo ja purificou inibidores de diferentes peptidases
como elastase (CeEl), catepsina B (CeCBlI), tripsina, calicreina, plasmina, fator XII e fator X (CeKl), a partir de sementes da C. echinata. Agora, nosso interesse foi
detectar a distribuicdo desses inibidores em diferentes partes da C. echinata por imunolocalizag&o. Para o estudo com o CeKI, foi necessario purificar esse inibidor e
produzir anticorpos anti-CeKl em camundongos Balb-C. Para a purificagéo do CeKl, as sementes foram descascadas, trituradas, homogeneizadas em solugéo salina e
submetidas a um fracionamento por acetona. As solugdes proteicas resultantes foram inicialmente testadas quanto a sua capacidade de inibir tripsina pancreatica
bovina. O inibidor presente nas sementes de C. echinata foi purificado por cromatografias de troca ibnica em sistema FPLC (coluna Resource Q, equilibrada em
tamp&o acetato de amdnio 20 mM pH 8,5 contendo NaCl 0,03 M, e a eluigdo das proteinas feita por gradiente de 0 a 50% de NaCl 1 M no mesmo tampé&o) e fase
reversa em sistema HPLC (coluna C18, equilibrada em TFA 0,1% e a eluigdo das proteinas feita por gradiente de 0 a 100% de acetonitrila 90% em TFA 0,1%). A
caracterizagdo do inibidor foi feita por determinagéo da constante inibitoria para calicreina (Ki = 16 nM) e por eletroforese em gel de poliacrilamida, onde o inibidor
mostrou uma massa molecular de aproximadamente 20 kDa. Em seguida, camundongos Balb-C foram imunizados com injecdo subcutanea de solugéo de CeKl (10
Mg) em adjuvante completo de Freund. O procedimento foi repetido trés vezes, utilizando-se adjuvante incompleto de Freund, com intervalo de quinze dias entre cada
dose. A produg&o de anticorpos foi confirmada por Western blotting. A banda do CeKI do SDS-PAGE foi transferida para uma membrana Hybond-P PVDF previamente
tratada com bloqueador de sitios inespecificos. Ap6s incubagdo com soro contendo anti-CeKlI, a membrana foi incubada com anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase, tratada com solugdo quimioluminescente e exposta a um filme de raios-X. O titulo de anticorpos, determinado por Enzyme Linked Immuneassay (ELISA),
foi de 1:3200. Para o estudo com o CeEl, foi feito um outro experimento de ELISA, utilizando-se CeEl, CeEl-4 ou CeEl-5, como antigenos de aderéncia a placa.
Verificou-se que o anti-CeKl foi capaz de reconhecer esses antigenos; portanto, ndo serd necessario purificar o CeEl para producéo de anticorpos. Diante disso, ndo
sera possivel imunolocalizar esses dois inibidores, separadamente, nas diferentes partes da planta. No entanto, sera possivel restringir-se essa imunolocalizagéo a
uma classe de proteinas, como o CeKl e o CeEl, com estruturas primarias muito semelhantes e, consequentemente, fungdes muito parecidas. Nos proximos meses, o
objetivo sera purificar o anticorpo e, por Ultimo, fazer a imunolocalizagdo dos inibidores nas diferentes partes da C. echinata (CNPq e FAPESP).
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Titulo:  PRODUGAO DE CITOCINAS INFLAMATORIAS EM PACIENTES COM ENDOCARDITE
INFECCIOSA

Autores: Bricks, G.
Bolsista: Guilherme Bricks - UNIFESP
Orientador:  Otelo Rigato Junior

Resumo:
Introdug&o:
Endocardite infecciosa (El) é a inflamagao de causa infecciosa de uma determinada area do tecido endocardico. Em geral, as valvas cardiacas e seu arcabouco s&o as
estruturas predominantemente acometidas.
Um aspecto que chama a atengdo no quadro clinico da El é o fato de que, apesar de a bacteremia estar presente na maioria dos casos, a sepse grave ou o choque
séptico ndo sao fendmenos comuns nesse grupo de pacientes. Na endocardite infecciosa sabemos coexistir dois fenémenos: a bacteremia continuada e a auséncia de
resposta inflamatéria sistémica (sepse).
O fato de, na endocardite, a sepse grave ndo ser um fenémeno freqliente causa certa estranheza, pelo fato de provavelmente termos interagéo continuada de padrdes
moleculares dos patégenos com os receptores celulares, como o0 CD14 e TLr4 para o LPS e o TLr2 para o 4cido lipoteicico.
Assim, é possivel que mecanismos de contra-regulacéo inflamatéria, a exemplo do que ocorre no estado pés-sepse, estejam presentes nos pacientes com endocardite
igfecciosa, protegendo-os do estimulo celular que a bacteremia continuada poderia provocar.

bjetivo:
Este estudo tem por objetivo avaliar a produgéo de TNF, IL-10 e IL-6 em sangue periférico,bem como a expressédo de CXCR2 CD11b, TLr4 e TLr2 nas superficies de
mondcitos e neutrofilos.
Métodos: i
O estudo teve inicio apds aprovagao pelo Comité de Etica (CEP 2006/08) do Hospital Sdo Paulo/lUNIFESP. Os pacientes foram incluidos apds assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido. O estudo é composto por 3 grupos de pacientes: Grupo Endocardite; Grupo Sepse; Grupo de voluntarios sadios.
Os grupos sdo compostos por voluntarios com mais de 18 anos e as amostras foram colhidas entre margo de 2009 e margo de 2010. Os dois primeiros grupos séo de
pacientes internados no Hospital Sdo Paulo. O grupo endocardite foi composto por pacientes com diagndstico de endocardite infecciosa, sem imunossupressao, sem
sepse grave ou choque séptico e antes que se completassem 72 horas de antibioticoterapia. O segundo grupo foi composto por pacientes com diagnéstico de sepse
grave ou choque séptico.
Foi realizada imunofenotipagem de mondcitos e neutréfilos em sangue periférico, até quatro horas apos a coleta das amostras. Avaliou-se a expressédo de TLr-4, TLr-2,
CXCR2 e CD11b na superficie de neutréfilos e a expressdo de TLr-4, TLr-2 e CD11b na superficie de mondcitos por meio de citometria de fluxo. Realizou-se
mensuragdo das citocinas TNF, IL-10 e IL-6 tanto basal, quanto pés-estimulo com MALP e LPS por meio de ELISA.
A anélise estatistica foi realizada comparando-se os resultados dos 3 grupos pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando encontrada diferenga estatistica
com p<0,05, comparou-se o grupo endocardite individualmente com os outros dois grupos pelo método ndo paramétrico de Mann-Whitey.
Resultados:
Incluiu-se 5 pacientes com endocardite, sendo 1 excluido depois por mudanga de diagndstico. A média de idade foi 42 anos [29;48], relagdo entre sexos de 1:1 e em
50% das vezes o agente nao foi isolado. No grupo Sepse, foram incluidos 9 pacientes, média de idade foi 57,44 anos [38;83], relagao de 4 mulheres para 5 homens e
em 44% das vezes o0 agente ndo foi isolado. O grupo sadio foi composto por 6 voluntarios, média de idade 46,17 anos [22;72] e relagdo de uma mulher para dois
homens.
Houve diferenga significativa na mensuragdo de TNF e IL-10 pés-estimulo com LPS e MALP. A diferenga foi encontrada apenas quando se comparou o grupo
endocardite com o grupo sepse. Neste Ultimo, a produgao foi menor para as duas citocinas. A produgdo de TNF basal teve p=0,05 quando comparados esses dois
grupos. Nao encontramos diferenca entre o grupo endocardite e o grupo sadio. Nao houve diferenca significativa quando mensurada a produg&o de IL-6 nos 3 grupos.
Né&o encontramos diferenga significativa na expressao dos receptores de superficie analisados.
Discusséo:
Ha poucos estudos na literatura investigando a resposta inflamatéria da endocardite. Nosso estudo, apesar de apresentar amostra pequena, encontrou diferenca
significativa na produgéo de citocina pré-inflamatéria (TNF) e anti-inflamatéria (IL-10), demonstrando que o paciente com endocardite se comporta como um paciente
sadio, quando comparado com o paciente com sepse grave.
Sabe-se que na fase inicial da sepse, ocorre uma resposta exacerbada na produg&o tanto de citocinas pro, quanto anti-inflamatérias, e em uma fase tardia, estas estao
significantemente reduzidas, o que vém sendo chamado de “imunoparalisia” por alguns cientistas. A diminuicdo na produgéo de TNF e IL-10 encontrada nesse estudo
esta de acordo com a literatura. Nossos resultados sugerem que a estimulagdo constante do sistema imune na endocardite ndo desencadeia resposta semelhante a
reposta da sepse.
Segundo nosso estudo, a diferenca encontrada entre expressao de citocinas ndo é explicada por diferenga na expresséo de receptores de superficie. A diferenca pode
ser explicada por alteragdo nas vias de sinalizago intracelular, que ocorreria na sepse, mas ndo nos pacientes com endocardite.
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Titulo: Purificagéo e caracteriza¢do de polissacarideos de Paracoccidioides brasiliensis.
Autores: Takahashi, A.H.S.; Takahashi, H.K.; Souza, M.F.

Bolsista: Mariana Ferrazzo Souza - UNIFESP
Orientador:  Helio Kiyoshi Takahashi
Resumo:

Paracoccidioides brasiliensis é o0 agente etioldgico da paracoccidioidomicose, micose sistémica que compromete pulméo, tecido mucocutaneo e sistema reticulo-
endotelial. A principal via de infecgo é a respiratoria, pela inalagéo de propagulos da forma de micélio presentes, provavelmente, no solo. Desta forma, supde-se que a
infecgdo tenha inicio nos pulmdes e pela circulagao distribua-se as outras partes do corpo.

O projeto tem como objetivos o isolamento de polissacarideos e a avaliagdo de sua antigenicidadeatravés de ensaios com soros de pacientes com
paracoccidioidomicose e com o anticorpo monoclonal (mAb) MEST-1, especifico para residuos terminais de galactofuranose.

Formas levedura de P. brasiliensis, foram cultivadas durante 5 dias em meio PGY (neopeptona, glucose, extrato de levedura, asparagina e tiamina) a 370C sob
agitacdo. As células foram lavadas 3 vezes com tampé&o fosfato-salina, e armazenadas a -700C. Os polissacarideos foram extraidos dos fungos utilizando-se
combinagdes de extragdo com alcali (NaOH 1M, a 1000C) e precipitagdo com etanol. Lipopolissacarideos (LPSs) foram extraidos de formas de levedura com agua
saturada com butanol (2 extragées a 40C).

Com a finalidade de verificar a presenca de residuos de galactofuranose nos polissacarideos purificados de P. brasiliensis, as diferentes preparacées obtidas foram
submetidas a SDS-PAGE e sua reatividade com anticorpo monoclonal MEST-1 foi analisada por “Western blotting”. Nestas condigdes, verificou-se que as preparagdes
de polissacarideos isoladas de P. brasiliensis, sdo reconhecidas pelo anticorpo monoclonal MEST-1, indicando a presenca de residuos de galactofuranose nestes
glicoconjugados. O componente reconhecido pelo mAb MEST-1, na amostra de polissacarideo, € polidisperso apresentando peso molecular variando de 61 a 218
kDa.

Tendo em vista que, até o momento, havia sido observado reatividade do mAb MEST-1 com residuos de galactofuranose presentes somente na fragdo de
glicoesfingolipideos isolada de P. brasiliensis, ensaios foram conduzidos visando analisar a presenga de galactofuranose nestes polissacarideos e na superficie do
fungo.

A localizagao destes polissacarideos reconhecidos pelo mAb MEST-1, foi determinada através de ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando preparagdes de
fungos fixados e delipidados e de fungos apenas fixados. Antigenos glicolipidicos reativos com MEST-1 foram depletados dos fungos apos tratamento com mistura de
isopropanol:hexano:agua. Nestas condigOes, verificou-se presenca de reatividade do mAb MEST-1 com formas delipidadas, confirmando a presenca de
polissacarideos reativos na superficie do P. brasiliensis. No entanto, cabe salientar que, como esperado, a reatividade do anticorpo monoclonal MEST-1 é maior nos
fungos néo delipidados.Estudos estéo sendo conduzidos pelo laboratério visando determinar se residuos de galactofuranose poderiam estar envolvidos na interagéo do
fungo com a célula do hospedeiro.

Financiamento: FAPESP, CNPq e CAPES
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Titulo: Purificagéo e caracteriza¢do do inibidor de cisteinoproteases Bmcistatina-2 presente em hemacitos

de carrapato Rhipicephalus (B.) microplus
Autores: Tanaka, A.S.; Lovato, D.V,; Lu, S.
Bolsista: Stephen Lu - UNIFESP
Orientador:  Aparecida Sadae Tanaka

Resumo:

O carrapato Rhipicephalus (B.) microplus é um ectoparasita exclusivo de bovinos e mundialmente distribuido. O seu longo periodo de fixagdo no hospedeiro
desencadeia resposta imune e inflamatéria, 0 que causa lesdes cutaneas que desvalorizam o couro dos rebanhos brasileiros. Além deste problema, o R. microplus
também é o vetor de agentes patogénicos como a rickettsia Anaplasma sp e o protozoario Babesia sp determinantes do complexo da “Tristeza parasitéria bovina”. A
hematofagia combinada com o estresse de grandes infestagdes € a principal responsavel pela diminuigdo na produgao de leite e carne. Os acaricidas quimicos sdo
utilizados como principal forma de combate ao parasita. Entretanto, repetidas exposicées a esses produtos levaram a selegdo de carrapatos resistentes. Outra forma
de combate ao parasita € o controle imunolégico através de vacinagdo utilizando antigenos do carrapato. Dentre os antigenos de maior eficiéncia, a proteina Bm86,
encontrada no intestino de R. microplus serviu como base para produgao de duas vacinas: a “TickGard” desenvolvida na Australia e a “Gavac” desenvolvida em Cuba.
Apesar dessas vacinas ja estarem no mercado, elas ndo asseguram o nivel de protegdo necessario para excluir o uso dos acaricidas. No intuito de se obter novos
antigenos com maior eficiéncia, outras moléculas envolvidas na fisiologia do R. microplus comegaram a ser estudadas. Nosso grupo vem caracterizando um novo
inibidor de cisteinoproteases denominado Bmcistatina-2 encontrado em hemécito de R. microplus. Partindo-se da sequéncia predita, foram construidos
oligonucleotideos especificos com sitios de restricdo para as enzimas de restricdo Hindlll e Ncol utilizados na clonagem do DNA da Bmcistatina-2 no vetor de
expresséo pPICZ?. Clones positivos contendo o vetor com o fragmento de DNA de Bmcistatina-2 foram confirmados por PCR e utilizados para uma midi preparagéo
plasmidial. Leveduras Pichia pastoris cepa GS115 (Mut+) foram transformadas com a construgéo e foram utilizadas para a expresséo analitica e em larga escala da
Bmcistatina-2 recombinante. A indugdo da expresséo foi realizada com a adigao de metanol 0,5%. A proteina recombinante foi purificada por cromatografia de troca
i6nica (HiPrepQ) e analisada por gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE. Finalmente, o inibidor foi submetido a ensaios cinéticos frente as cisteinoproteases,
catepsina L (Ki 2,48 nM) e papaina, cuja inibigao n&o foi observada.

Suporte financeiro: FAPESP e CNPq.
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Titulo: Resposta hipertensiva portal a cininas em modelo experimental de diabetes
Autores: Souza, A.M.F.; Nagaoka, M.

Bolsista: Andre Moreira Fogaca de Souza - UNIFESP

Orientador: ~ Marcia Nagaoka

Resumo:

OBJETIVOS:

Bradicinina (BK) é um peptideo originado por meio da hidrélise de cininogénio, via calicreina plasmatica. A agdo de BK acontece através de dois receptores: B1
(indutivel) e B2 (constitutivo). O receptor B1 é induzido e regulado por citocinas pré-inflamatoérios ou agresséo a tecidos. Danos as células endoteliais caracterizam
desenvolvimento de doenca vascular diabética. Estudos mostram grandes concentragdes de mRNA de receptor B1 em condigdes de alta glicemia, sugerindo relagéo
entre B1 e as sinalizagbes mediadas por ele nesta situagdo. O objetivo desse estudo é estudar a resposta hipertensiva portal a cininas bem como o metabolismo
hepético na presenca das cininas em modelo experimental de Diabetes tipo | e II.

METODO E RESULTADOS:

Ratos adultos da raga Wistar, criados e fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de S&o Paulo, foram mantidos a temperatura ambiente (25°C) com
ciclo claro/escuro de 12h. A inducéo de diabetes tipo | foi feita por meio de administragéo de streptozotocina (80mg/Kg) endovenosa. Diabetes tipo Il foi induzido por
administragéo de solugéo de D-glicose (10%) como Unica fonte de &gua. A perfuséo in situ do figado foi realizada tendo a veia porta como via aferente e a veia cava
inferior como veia eferente. BK (0,2 pmol) ou DABK (0,26 pmol) foi administrada in bolus pela veia porta para analisar a resposta hipertensiva portal bem como os
seguintes parametros metabolicos: secrecdo de bile, liberacdo de glicose e depuragdo de bromossulfaleina. Diabetes tipo | e Il foi confirmada pela hiperglicemia;
animais com diabetes tipo Il também apresentavam hipertrigliceridemia. A resposta hipertensiva portal a BK e a DABK nao foi alterada nos modelos de Diabetes tipo | e
tipo Il quando comparada as de animais normais. O figado de ratos diabetes tipo | liberaram menos glicose (1,7 +/- 0,3 mg, n=7) que animais normais (3,4 +/- 0,05,
n=3), ja os figados de animais diabéticos tipo 2 liberam mais glicose (4,3 +/- 0,5, n=6). A secre¢do de bile néo foi alterada em funcéo da diabetes | ou Il.

CONCLUSAO:

Nossos dados mostram que a resposta hipertensiva portal a cininas é preservada nos animais submetidos ao modelo experimental de diabetes tipo | e Il. A secregao
de bile também n&o é influenciada pela diabetes. Ja a liberagdo de glicose esté influencia pela diabetes, sendo menor no diabetes tipo | e maior no tipo |l
provavelmente também pela disponibilidade de glicogénio nestes dois modelos.

Participantes: ~ André Moreira Fogaga de Souza, Marcia Nagaoka
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Titulo:  SINTESE E QARACTERIZACAO DE COMPOSTOS DE COORDENAGAO COM LIGANTES DE
CONJUGAGAO EXTENDIDA

Autores: Assad, F.V.Z.; Gongalves, N.S.
Bolsista: Felipe Zauith Vieira Assad - UNIFESP
Orientador:  Norberto Sanches Gongalves

Resumo:

Ligantes do tipo alfa,alfa’,-diimina sdo conhecidos por formarem compostos de coordenagdo com transferéncia de carga do tipo metal-ligante (TCML). Para tal,
normalmente o ion metélico deve possuir nimero de oxidagao baixo e ser facilmente oxidavel, ou seja, comporta-se como doador de carga. O ligante deve ser
deficiente em elétrons e ter orbitais vazios (geralmente orbitais "pi") de baixa energia, para que possa atuar como receptor de cargas. A capacidade desses ligantes em
formar compostos de coordenagao reside no fato que esses possuem orbitais moleculares desocupados de baixa energia (LUMO Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) apropriados para receber a carga doada pelo metal. Essas condigdes também favorecem a presencga de bandas de transigao de transferéncia de carga metal-
ligante (TCML), as quais, por serem permitidas pela regra de Laporte e também permitidas por spin, possuem coeficiente de absorgdo molar (?) bastante elevado, na
faixa de 10000 dm3.mol 1.cm-1. Esses processos sdo importantes pois geralmente existe fotoquimica associada as TCML: ao receber luz no comprimento de onda da
transicdo de transferéncia de carga metal-ligante (TCML), um complexo do tipo ML passa a ter uma separagao de cargas, representada por *M+L-. Assim, tem-se uma
reacdo fotoquimica que é um processo redox entre o metal e o ligante no momento da excitagéo. Nessa condi¢@o, podem ser observadas mudangas na reatividade do
composto de coordenag&o.

Um ponto interessante dos ligantes de conjugacéo extendida é a capacidade da porgéo extendida, geralmente aromatica e planar, de se intercalar ao DNA. Uma
molécula contendo uma porgao intercalavel, associada a um centro metalico capaz de promever hidrélise das ligagdes de fosfato do DNA pode atuar potencialmente
como uma hidrolase, sendo que tal tipo de substancias tem grande interesse no tratamento do cancer.

Neste trabalho, estamos utilizando a espectroscopia Raman ressonante para caracterizar os processos de transferéncia de carga que ocorrem no sistema ora em
estudo, no caso, o complexo Fe(dpgax)3, sendo dpqggx o ligante {dipirido[3,2-a:2',3'-c] quinoxalino [2,3-b] quinoxalina}. Este ligante € interessante por agregar duas
funcionalidades interressantes na mesma molécula. A porgdo fenantrolinica pode coordenar com varios ions de metais de transi¢éo, como por exemplo o Ferro (Il), e a
porcéo tetraaza, que além de fornecer a estrutura extendida, pode também ser um potencial ponto de coordenagdo. Nossa analise dos espectros Raman ressonante
(excitados com as linhas do laser de ions de Ar(+) em 514,5; 488,0 e 457,9 nm) parece indicar a presenca de dois grupos cromoféricos neste composto de
coordenagdo. Os modos vibracionais de um deles parecem estar relacionados a transi¢éo interna do ligante, que ocorre em ca. 430 nm, ao passo que o outro esta
relacionado a TCML, situada em ca. 515 nm, pois verifica-se discreta intensificagdo de alguns modos na regido de baixa frequéncia, os quais geralmente estdo
relacionados aos modos de estiramento metal-ligante. A atribuicio dos modos vibracionais estd sendo conduzida com o auxilio de célculos vibracionais ab initio pelo
método do funcional da densidade B3LYP com o conjunto de bases LANL2DZ, apropriada para metais de transi¢do. O espectro eletronico do ligante também devera
ser simulado pelo método TD-DFT (Time Dependent Density Functional Theory).

[agradecimentos: CNPq, PIBIC, LEM-IQUSP]

Participantes:  Felipe Zauith Vieira Assad, Norberto Sanches Gongalves

90



XVIIl Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  Sintese e propriedades de novos fragmentos derivados da leptina
Autores: Braga, L.F.

Bolsista: Luiz Fernando Braga - UNIFESP

Orientador:  Antonio de Miranda

Resumo:

A leptina desempenha um papel importante na regulagéo de uma variedade de fungdes fisiologicas, incluindo a ingestdo de alimentos, temperatura e manutengéo do
peso corporal. A estrutura terciaria da molécula de leptina revela a existéncia de um agrupamento de quatro-hélices e que é caracteristica da familia das citocinas. Com
o objetivo de identificar as regides da molécula leptina responsaveis pela sua bioatividade, uma série de decapeptideos englobando a regido do fragmento de 98-122
[Oliveira, VX et al. Reguladora Peptideos, 127, 123, 2005] foram sintetizados e seus efeitos sobre o peso corporal e a ingestdo alimentar foram avaliados quando
administrado no ventriculo cerebral lateral de ratos normais. Os peptideos foram sintetizados pela SPPS, purificada por RP-HPLC e caracterizados por LC/ESI-MS.
Realizamos também um estudo conformacional dos peptideos por dicroismo circular, a fim de correlacionar a atividade biologica e a estrutura secundaria dos
fragmentos da leptina. Neste estudo identificou-se o fragmento Ac-[Ser117]-hLEP110-119-NH2 que causou uma reducéo significativa na ingestdo de alimentos, e
consequentemente uma redugdo no peso corporal nos animais testados. Curiosamente, com fragmento de Ac-hLEP113-122-NH2 observamos um significativo
aumento no consumo de alimentos (> 25%), mas sem nenhuma mudanga no peso corporal. A utilizagao de fragmentos sintéticos derivados da leptina pode oferecer a
base para o desenvolvimento de compostos com potencial aplicagéo na obesidade humana e/ou relacionados a disfungdes metabdlicas.

Apoiado pela FAPESP, CNPq, CAPES e FADA-UNIFESP.
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Resumo:

Introdug&o: A crotamina é uma das toxinas mais abundantes presentes no veneno da cascavel sul americana Crotalus durissus terrificus. E um peptideo basico [pl >
9,5] com peso molecular aproximado de 4,8 kDa. Sua ag&o sobre células musculares foi amplamente estudada, mas atividades biolégicas novas como a especificidade
por células proliferativamente ativas, atividade citotoxica, capacidade de ser internalizada e de transportar moléculas para dentro da célula tém sido descritas pelo
grupo,. A estrutura tridimensional deste peptideo é semelhante ao descrito para as ?-defensinas, o que nos estimulou a estudar a possivel atividade antimicrobiana da
crotamina. Além disto, considerando a limitagdo da obtengdo desta toxina pelos métodos extrativos, que consiste inicialmente na coleta do veneno e posterior
purificagéo da toxina de interesse, concentramos também os nossos esforgos no sentido de produzir a crotamina recombinante funcionalmente ativa. Objetivos: Clonar,
expressar e purificar a crotamina recombinante, na sua forma ativa, em bactérias E.coli, e avaliar sua possivel atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
(Gram+ e Gram-). Material e Métodos: O cDNA codificante para a crotamina foi amplificado pela técnica de PCR e subclonado no vetor de expressdo TAGZyme pQE-1
(QIAGEN). Bactérias E. coli da linhagem XL1-Blue MRF’ foram transformadas com a construgdo obtida, por eletroporagdo, e o DNA plasmidial dos clones
transformados foi isolado e purificado por extragdo fendlica. A construgdo correta do clone recombinante foi confirmada por analise de restricdo e seqiienciamento.
Testes de expressdo em pequena e larga escala foram realizados, e a purificagdo do peptideo expresso foi feita por cromatografia de afinidade utilizando resina de
niquel (Ni-NTA, QIAGEN). Resultados e Discussdo: A construgéo do clone recombinante foi obtida e foi possivel expressar a crotamina em E. coli e purifica-la na
resina de agarose Ni-NTA. No entanto, a quantidade expressa e purificada sem a cauda de histidina ainda nao foi suficiente para os estudos posteriores, como a
analise de sua atividade antimicrobiana. A expresséo da crotamina em E. coli tem apresentado algumas dificuldades, principalmente nasexpressdes em larga escala,
uma vez que o produto gerado pode ser toxico para a bactéria, j& que ensaios realizados pelo grupo permitiu demonstrar que a crotamina mesmo em fusdo com a
cauda de histidina e mesmo sem o devido enovelamento apresenta atividade toxica para a E. coli. Novos testes de express&o e purificagdo estdo sendo realizados
para a padronizag&o e otimizagao deste procedimento. Concluséo: Os resultados iniciais sugerem que a expressao da crotamina recombinanteé uma fonte alternativa
para obtencdo de crotamina na forma ativa, e que poderia garantir a viabilidade de suprimento desse composto sem depender de sua purificagéo a partir do veneno da
cascavel, mesmo que a crotamina venha a ser comercializada como um produto biotecnolégico, tendo em vista as aplicagbes sugeridas para esta molecular. Suporte
Financeiro: Fapesp e CNPq.
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Resumo:

A engenharia tecidual 6ssea vem se constituindo numa estratégia tecnolégica para a reparagdo apds tratamento de alteragdes de origem congénita ou adquirida . A
engenharia tecidual pode agir de duas maneiras diferentes, ou induzindo as células do hospedeiro a proliferar e a se diferenciar ou servir de carreador de células com
grande poder de proliferagdo e diferenciacdo através de um arcabougo. Nestas duas formas podem estar presentes ou ndo fatores de crescimento celular que
estimulam esses processos.

Uma questao importante para a engenharia tecidual 6ssea é a célula escolhida. As células da medula 6ssea sdo comumente utilizadas, ja que podem se diferenciar em
células do tecido dsseo maduro. No entanto, existem ainda dificuldades em relagéo a sua cultura e expansao in vitro, além da morbidade da area doadora, e da
quantidade de células obtidas em cultura ser normalmente menor da necesséria para este procedimento. Alguns estudos, como o de HEE et al. (2006), utilizaram
fibroblastos dérmicos diferenciados como uma possivel fonte celular para a reparagéo do tecido 6sseo.

A diferenciagdo de células, que ndo s&o da linhagem osteogénica, ocorre quando estas células s&o cultivadas num meio de cultura suplementado com agentes
osteoindutores como a dexametasona acrescido de beta-glicerofosfato e &cido ascorbico. Uma questéo também importante na diferenciagéo celular é a utilizagéo ou
nao de fatores de crescimento.

O TGF beta1 é um fator de crescimento que se encontra em varios locais e estd implicado no controle da proliferagéo, migragéo, diferenciacdo e sobrevivéncia de
muitos tipos celulares. Sua influéncia abrange os processos de embriogénese, angiogénese, inflamagao, cicatrizagéo e reparacgéo tecidual. No tecido esquelético, o
TGF beta-1 tem um papel na manutengéo do desenvolvimento, afetando tanto o osso quanto a cartilagem no seu metabolismo. Uma das maneiras de verificar a
atividade osteoblastica de células de linhagem osteogénica ou néo, & a marcagdo das areas de calcificagdo, uma vez que a diferenciagéo pode ser entendida como a
capacidade destas células expressarem marcadores especificos do tecido dsseo como a fosfatase alcalina e osteocalcina, o que levaria a formagdo de areas ou
granulos de calcificagdo. Em cultura, a comprovagao das areas calcificadas vem sendo realizada pela utilizagéo da alizarina vermelha e a tetraciclina.

Né&o foi encontrada na literatura, a avaliacdo da atividade osteoblastica de fibroblastos dérmicos humanos cultivados, por meio de marcagdo de célcio na propria
cultura. Portanto, como trabalho original, a hipétese do presente estudo ¢é a avaliagdo do grau de mineralizagéo da cultura de fibroblastos dérmicos humanos em meio
osteogénico suplementado de TGF beta1 através da marcagéo por tetraciclina. Este trabalho, entdo, teve como objetivo comparar a influéncia do TGF-?1 no grau de
mineralizagdo da cultura de fibroblastos dérmicos em meio osteogénico tendo como marcador a tetraciclina.

Foram utilizados fibroblastos dérmicos humanos cultivados na presenga ou ndo de fator de crescimento transformante (TGF)-?1 em meio de cultura osteogénico. O
isolamento de fibroblastos dérmicos humanos (FDH) foi realizado a partir de fragmentos de pele descartados de procedimentos cirirgicos da Disciplina de Cirurgia
Plastica da UNIFESP-EPM. Os pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

Fibroblastos foram cultivados em quatro diferentes tipos de meio: DMEM, DMEM com agentes osteogénicos, DMEM com TGF-B1 e DMEM com agentes osteogénicos
e TGF-B1. Foram semeadas 2,5 x 104 células em placas de cultura de 35 mm, com dois mililitros do meio especifico de cada grupo, sendo todas as avaliagdes
realizadas em triplicatas. As garrafas foram cultivadas por um total de 28 dias, sendo realizadas as avaliagbes nos seguintes pontos de estudo, com 7, 14,21 e 28 dias
da semeadura das células.

A tetraciclina (9 pg/ml) foi adicionada as garrafas de cultura apés a aspiragdo do meio de cultura e essas foram incubadas por 24 hs em estufa com atmosfera
consistindo de 5% de CO2 a 377 C, e 100% de umidade relativa. A area de cultura das garrafas sera fixada por 12 horas em etanol absoluto e a secagem foi realizada
por exposicao ao ar. A area de cultivo foi observada e fotografada sob luz UV, com a finalidade de evidenciar a presenca das areas mineralizadas. A avaliagéo da area
mineralizada foi realizada por meio do programa PHOTOSHOP CS/2, onde uma vez inseridas as fotografias digitais das areas de cultivo, o programa efetuou o calculo
percentual da area marcada pela tetraciclina em relagéo a area total da placa. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Friedman para analise de mais de
duas variaveis.

Foi fixado o nivel de 0,05 ou 5% para rejeigéo da hipétese de nulidade, assinalando-se os valores significantes com (*), ainda que o valor de p observado esteja
relatado para cada aplicagéo.
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Resumo:

Introdugéo: a epidermdlise bolhosa distréfica (EBD) é uma doenca hereditéria e monogénica caracterizada pela formagao de bolhas na pele ap6s minimos traumas. A
diminuicdo ou auséncia da expressdo do colageno do tipo VII, que ocorre por uma mutagdo no gene COL7A1, é a causa dessa doenga. Sua caracteristica
microscopica € a separacdo tecidual que ocorre abaixo da membrana basal, no nivel das fibrilas de ancoragem, as quais podem estar ausentes, anormais ou
reduzidas. A formag&o do colageno ocorre principalmente nos queratinécitos da epiderme e, em menor grau, nos fibroblastos da derme. Nao ha cura nem tratamento
eficaz para a EBD; uma alternativa de tratamento promissora € a utilizagdo de vetores ndo virais através de métodos de terapia génica. A utilizacdo de vetores
plasmidiais contendo o gene COL7A1 e uma sequéncia especifica denominada attB, a qual é reconhecida pela integrase ?C31, que por sua vez integra o vetor no
DNA genémico de um individuo pode ser uma alternativa no tratamento da (EBD); outra alternativa seria a utilizagdo de um vetor contendo o gene de interesse
(COLTA1), ladeado por sequéncias repetidas e invertidas (IRs), as quais so reconhecidas pela transposase (Sleeping Beauty ou SB), que por sua vez transpde o
gene de interesse no DNA gendmico do individuo./ Objetivos do projeto: construgdo de vetor contendo o cDNA COL7A1 ladeado pelas sequéncias IRs (sistema SB) e
avaliagdo da expressdo de colageno VII em fibroblastos de pacientes com EBD apds transfeccdo deste vetor e do plasmideo codificante para a transposase. Em
separado, objetiva-se avaliar a expressdo de colageno VII apés transfecgéo, em fibroblastos de pacientes com EBD, do vetor uP-attB-COL7A1, que se utiliza do
sistema integrase C31 (j& construido em nosso laboratorio)./ Metodologia e resultados: para a construgéo do vetor contendo o cDNA do colageno ladeado pelas
sequéncias IRs pretendeu-se digerir o vetor pT2BH, um vetor construido em nosso laboratério que contém as sequéncias IRs, e sua posterior ligagdo com o cassete de
expressdo contendo o cDNA do colageno, o qual foi retirado do plasmideo uP-attB-COL1A1. Para a avaliagéo de expressao de colageno VIl nas células dos pacientes
fez-se Western blot do lisado e do sobrenadante das células dos pacientes com EBD. Fez-se 0 mesmo para avaliar a expresséo de colageno apos transfecgao do vetor
uP-attB-COL7A1 nessas células./ Discussao: A construgdo do vetor pT2BH-COL7A1 ainda néo foi realizada. Acredita-se que a dificuldade da ligagao entre pT2BH e
COL7A1 esta nas proporgdes das quantidades de vetor-inserto; acredita-se, também, que esta ocorrendo condensagao do vetor, pelo fato de ele ser muito grande, isso
dificulta a ligagdo. Com relagdo a transfecgdo do plasmideo contendo o cDNA do gene Col7A1, inicialmente fez-se em células HEK293-T e observou-se, através de
Western blot, a expressdo de colageno VIl apenas no lisado celular. Nao se observou a expressdo de colageno VIl no sobrenadante porque para que sua secre¢ao
ocorra é necessaria a presenga de certos fatores. Na padronizagdo da transfecgao por eletroporagdo em fibroblastos humanos utilizando o vetor contendo o LacZ nao
houve expressdo da beta galactosidase. Desconfia-se que o problema tenha sido a solugdo X-gal, uma vez que o vetor e 0 eletroporador estdo asseguradamente
integros. O problema maior desse experimento foi obter uma quantidade consideravel de células. A cultura priméaria de fibroblastos humanos possui um tempo de
geragdo muito longo quando comparada as células de linhagem. Outro problema diz respeito & redugdo da capacidade proliferativa dessas células a cada nova
passagem. Para obter-se 0 nimero de células desejado para esse experimento as células foram cultivadas por cerca de dois meses e meio, isso dificulta o andamento
do projeto. Recentemente recebemos em nosso laboratorio um nucleofactor que ja possui um manual com procedimento padrao para nucleoporagdo em fibroblastos
humanos, isso permitira um melhor andamento do projeto. Com relagao a analise da expresséo de colageno VIl dos fibroblastos dermais de dois pacientes normais
(E40 e EB6) e de dois pacientes com epidermdlise bolhosa distréfica (Barbara e Yuri) através de western blot do lisado, observou-se que n&o apareceu a banda
esperada apos revelagdo em nenhuma das amostras; o problema aqui, provavelmente tenha sido o anticorpo priméario, uma vez que tivemos um problema com o
congelador do laboratorio onde ficava estocado esse anticorpo. De inicio, descartamos a possibilidade de haver algum problema com os tampdes do western blot e de
haver algum problema com o anticorpo secundério, pois os colegas de laboratério também utilizam esses mesmos tampdes e anticorpo secundario e ndo tiveram
problemas em seus procedimentos de western blot. Depois de seguidos experimentos, descobriu-se que o erro estava na transferéncia (o aparelho para transferéncia
so transferia proteinas pequenas e ndo grandes como a do colageno VII -290KDa-). Dada as dificuldades encontradas, ( problemas com aparelhagem e de cultivo
dessas células), o projeto ndo caminhou conforme pretendiamos e poucos resultados foram obtidos.

Participantes:  Italo Tavares Peres
Ntm.Com.Etica em Pesquisa:0636/08 B

94



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Moleculares

Titulo:  Viruléncia de dois isolados filogeneticamente distintos de Paracoccidioides brasiliensis em

camundongos Balb/C.
Autores: Silva, L.S.; Puccia, R.; Macedo, T.S.

Bolsista: Tatiane Macedo Silva - Universidade de Mogi das Cruze
Orientador:  Rosana Puccia
Resumo:

Introdug&o: Paracoccidioides brasiliensis ¢ o microorganismo causador da paracoccidioidomicose humana (PCM), tem grande incidéncia em paises da América Latina,
principalmente nas regides sul e sudeste do Brasil, devido as étimas condi¢des climaticas que propiciam o desenvolvimento do fungo na forma infecciosa (conideo). P.
brasiliensis é um fungo dimorfico térmico que assume a fase de levedura quando cultivado a 37°C, ou de micélio em temperaturas abaixo de 28°C. A doenga atinge
principalmente adultos do sexo masculino e tem como foco priméario os pulmdes ap6s a inalagdo dos conidios, que s&o produzidos durante a forma miceliana. Estes
sofrem transicdo de forma em resposta ao aumento de temperatura nos alvéolos pulmonares, assumindo a fase leveduriforme. A maior suscetibilidade masculina esta
vinculada & auséncia do horménio estradiol, presente na mulher. Em fungdo da sua grande capacidade antigénica, a gp43 € o principal antigeno do P. brasiliensis,
trata-se de uma proteina secretada continuamente pelo fungo em crescimento exponencial e que tem sua secre¢ao diminuida durante a fase estacionaria. A gp43 ¢
especificamente reconhecida por soros de pacientes com PCM em testes imunodiagnésticos onde é apresentada em conformagéo nativa. O P. brasiliensis pode ser
agrupado em trés espécies filogenéticas: S1, espécie principal representada pelo isolado Pb18 (considerado altamente virulento), a espécie filogenética PS2,
representada pelo isolado Pb3, e PS3, formada por isolados provenientes da Colémbia. Resultados prévios do laboratério sugeriram que isolados S1 provocam em
camundongos B10.A uma forma de PCM progressiva, ao contrario da caracteristica regressiva observada com isolados PS2. Essas observagdes foram vélidas para
inoculagdes intratraqueal (i.t.) e endovenosa (e.v.).

Objetivos: O principal objetivo deste trabalho foi observar a viruléncia dos isolados de P. brasiliensis Pb3 e Pb18 em modelo experimental de camundongos Balb/C
para comparacdo com resultados anteriormente obtidos com camundongos B10.A. Os dados com Balb/C seréo uteis na publicagdo dos dados antigos e, na pratica,
validariam o camundongo Balb/C para experimentos futuros, ja que essa linhagem é mais facil de obter.

Metodologia: Para infec¢do intratraqueal os animais foram anestesiados submetidos a uma incis&o transversal de 1 ¢cm de pele e pescogo, o que expds a traqueia
onde foram inoculadas 106 leveduras de P. brasiliensis Pb3 e Pb18, previamente recuperadas de 6rgéos, em grupos de dez camundongos. Em paralelo, grupos de dez
camundongos Balb/C foram inoculados por via endovenosa com 5 x 106 leveduras de cada isolado para andlise da sobrevida. Para analise da taxa de crescimento,
curvas de crescimento in vitro dos isolados cultivados foram realizadas em meio rico e meio definido para Pb3 e Pb18. Os camundongos inoculados i.t. foram
sacrificados aos 40 e 120 dias de infeccéo para contagem de unidades formadoras de colonias (CFU) de drgaos. Apos 236 dias de infeccdo e.v. os animais foram
sacrificados para contagem de unidades formadoras de coldnias (CFU).

Resultados: As curvas de crescimento para Pb3 e Pb18 in vitro foram semelhantes, ou seja, uma menor taxa de crescimento néo justificaria a menor viruléncia do Pb3,
desconhecendo, no entanto, a taxa de crescimento in vivo. A patogenicidade desses isolados de P. brasiliensis foi comparada quanto ao nimero de CFUs
recuperados de pulméo, bacgo e figado dos camundongos infectados i.t. por 40 e 120 dias. Aos 40 dias, os pulmdes de camundongos infectados com Pb18
apresentaram media de 30.000 CFU/g quando comparados a 12.000 CFU/g de Pb03. Os valores obtidos para 120 de infecgdo néo foram considerados confiaveis
devido a problemas técnicos. A disseminagao para o bago e figado néo foi detectada com nenhum isolado. Observando os resultados de infecgéo por via endovenosa
com 5x106 leveduras viaveis, inadvertidamente, ndo houve o registro de morte dos camundongos até os 236 dias, com excecdo de 3 camundongos infectados pelo
Pb18, os quais faleceram apds 92, 105 e 189 dias de infecgdo. Esses camundongos ndo apresentaram resultados significativos de CFU/g de pulmé&o, bago e figado.
Os resultados sugerem que o isolado Pb3 foi menos agressivo que Pb18 baseados nos resultados unitarios de 40 dias de infecgéo intratraqueal.

Participantes:  Luis Severino Silva, Rosana Puccia, Tatiane Macedo Silva
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Bolsista: Jenifer Freitas Campos - Universidade Nove de Julho
Orientador:  Eduardo Katchburian
Resumo:

A osteoporose é considerada uma doenga cronica e progressiva, caracterizada pela diminui¢do da massa dssea e deterioracdo da microarquitetura do tecido dsseo. A
perda mais acentuada de massa dssea ocorre nas mulheres a partir da menopausa e esta relacionada a falta de estrogénio. O paratorménio humano 1-34 [hPTH(1-
34)], é um analogo sintético do paratormdnio endégeno, sendo o tnico medicamento aprovado com atividade anabdlica sobre o osso. Considerando-se o crescente
uso do hPTH (1-34) no tratamento da osteoporose, o objetivo deste estudo foi investigar sua agéo no tecido 6sseo de ratas osteopénicas. Para tal, 20 ratas Wistar
adultas (6 meses) foram ooforectomizadas bilateralmente para induzir a perda 6ssea e apds trés meses foram divididas em 2 grupos: Grupo | (controle) — animais que
receberam inje¢do subcutanea de solugéo salina; Grupo Il — animais tratados com injegéo subcutanea do peptideo recombinante humano hPTH (1-34) (Calbiochem,
USA) na dose de 5 ?g/kg/dia. Todos os animais foram pesados semanalmente. Ap6s 30 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e 0s ossos fémures foram
dissecados e imediatamente mensurados com auxilio de um paquimetro digital para espessura e comprimento. Apés, os fémures distais foram fixados por 4 dias em
formaldeido (preparado a partir do paraformaldeido) a 4% em tampé&o fosfato a 0,1M pH 7,2, descalcificados em acido formico a 25% pH 2,0, desidratados em
concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os cortes histologicos seriados foram realizados com espessura de 5?m, aderidos
em laminas de vidro e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Posteriormente foi realizada a analise histomorfométrica para quantificar a &rea ¢ssea trabecular e a
espessura do osso cortical. Alguns cortes foram submetidos ao método histoquimico de Alcian Blue (AB) em pH 2,5 para identificar os glicosaminoglicanos sulfatados
e carboxilados e pH 0,5 para identificar somente os glicosaminoglicanos sulfatados ambos evidenciados em azul, apds as l&minas foram quantificadas pelo programa
imagelab 2000. Outros cortes foram submetidos ao teste histoquimico de Picro-Sirius red (PS) que evidencia fibras colagenas, e analisadas ao microscopio de luz
polarizada. Os dados foram expressos em média + desvio padréo e os grupos foram comparados com o teste T ndo paramétrico Wilcoxon Mann-Whitney e o nivel de
significncia fixado em 5% (a < 0,05). Os resultados biométricos mostraram que o hPTH (1-34) ndo exerceu influéncia na massa corporal, na espessura € no
comprimento do fémur ap6s o tratamento. Entretanto, constatou-se um aumento tanto no volume 6sseo trabecular quanto na espessura do osso cortical do grupo
tratado com hPTH (1-34). Os glicosaminoglicanos sulfatados e carboxilados evidenciados pelo Alcian blue (pH 2,5) e os sulfatados (pH 0,5) diminuiram no grupo
tratado com hPTH(1-34). Em relagdo as anélises das fibras colagenas houve um predominio da birrefringéncia avermelhada (fibras colagenas tipo 1) em relagéo a
esverdeada em ambos 0s grupos e areas visualizadas. Ao compararmos 0s grupos entre si ndo observamos diferencas estatisticas, contudo na regido cortical a
birrefringéncia esverdeada foi maior quando comparado a regido trabecular dentro do mesmo grupo. As fibras colagenas imaturas do tipo | sdo compostas de fibrilas
finas dispostas espagadamente e possuem uma fraca birrefringéncia, por isso aparecem na cor esverdeada. Os resultados obtidos mostram que o hPTH (1-34) na
dosagem de 5 ?g/kg/dia tem agdo positiva na area dssea trabecular e cortical no fémur de ratas ooforectomizadas.
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Titulo:  Andlise histomorfométrica dos foliculos ovarianos de ratas pinealectomizadas ap6s a reposi¢do com
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Resumo:

Objetivos: avaliar as alteragdes histomorfométricas do ovario em ratas pinealectomizadas ap6s a reposi¢éo de melatonina. Material e Métodos: Foram estudadas 50
ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), adultas virgens, procedentes do Biotério da UNIFESP — EPM. Apés confirmagéo da ciclicidade estral, os animais foram
divididos em cinco grupos: Gl - controle que recebeu veiculo; GlI- sham (falsamente operada), que recebeu veiculo; Glll- sham (falsamente operada), que recebeu
melatonina; GIV - pinealectomizado, que recebeu veiculo; GV - pinealectomizado, com reposicdo de melatonina (10 ug/noite/rato). Apos dois meses, os animais foram
decapitados, sendo os ovarios coletados, fixados em formol a 10% e submetidos & técnica histélogica pela coloragdo de hematoxilina e eosina hematoxilina e eosina
(H.E). A histomorfometria foi processada em sistema de captura de imagens AxionVision (Carl Zeiss). Este sistema consiste em um microscdpio de luz Axiolab
Standart 20, acoplado a uma video camera de alta resolugéo (AxionCam Carl Zeiss, Jena, Alemanha), que transmite as imagens a um computador contendo programa
de andlise de imagens (Axion Vision 4.6 REL). Medidas foram realizadas automaticamente através do programa Imagelab-Softium (S&o Paulo, Brazil). Foram
analisados no ovario: 1 — espessura do epitélio de revestimento; 2 — nimero de mitose no epitélio de revestimento; 3 —foliculos néo- antrais; 4 - foliculos antrais; 5 —
foliculos em degeneragdo;6 - nimero de células intersticiais; 7- nimero de corpos luteos.. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica (teste de Tukey,
com p ? 0,05%). Resultados: Houve aumento da espessura do epitélio de revestimento ovariano, incremento das figuras de mitose neste epitélio, no nimero de células
intersticiais, e foliculos em degeneragéo no Grupo IV, em relagéo aos outros grupos |, II, Ill e V. Houve um aumento no numero de corpos liteos no Grupo V, em
relagdo aos demais grupos. Conclusdo: Nossos dados sugerem que a melatonina pode reverter as alteragBes histomorfoldgicas ovarianas relacionadas com a
pinealectomia.
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Resumo:

0 trabalho, desenvolvido no ambito do Programa de Educagéo Tutorial (PET) Ciéncias Biologicas, objetiva apresentar resultados preliminares, obtidos até o momento,
a partir da andlise qualitativa e morfoldgica de gréos de pélen de plantas atuais e de esporos de pteridéfitas, provenientes da coleta de chuva polinica no Campus de
Diadema e na Unidade Itutinga-Pildes, Nucleo Sao Bernardo, Parque Estadual Serra do Mar, visando a elaboragdo de um Atlas polinico da regido. O clima da regido é
caracterizado como tropical Umido de altitude nas areas de ocupacao, tropical sub-oceanico Umido nas areas do entorno da represa Billings e tropical oceanico super-
Umido nas regides de Mata Atlantica. A cobertura vegetal é mais densa nas areas de preservacdo (Unidade Itutinga-Pildes) e fragmentada na regido de Diadema, em
que apresenta forte tensdo ecoldgica devido aos processos de ocupagdo. O projeto obteve financiamento pelo Edital MCT/CNPq 02/2006 - Universal, Processo n.
476099/2006-4, sendo a coleta realizada durante o periodo de 1 ano, entre setembro de 2008 a margo de 2009 (primavera-verdo) e margo de 2009 a setembro de
2009 (outono-inverno). Os coletores do tipo Oldfield foram fixados no Campus de Diadema (01) e na Unidade Itutinga-Pildes (04), afim de caracterizar a dispersao
polinica nestas areas. As amostras foram processadas no Instituto de Boténica, utilizando-se HF para eliminacéo da 14 de vidro, responsavel pelo trapeamento dos
graos no interior dos coletores, e acetélise para o tratamento dos gréos, com posterior montagem e lutagem de l&minas de microscopia. A analise morfologica dos
graos esta sendo realizada por microscopia dptica (Nikon E-200), utilizando-se parametros como a forma dos gréos, nimero de aberturas, tipo de abertura (poros ou
colpos), tipos de ornamentagdo e medidas das caracteristicas. No periodo analisado (de setembro de 2008 a margo de 2009), foram identificados esporos de
pteridéfitas, graos de pélens de Gimnospermas (Pinus) e Angiospermas (Familias Aquifoliaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Chenopodiaceae, Melastomataceae,
Moraceae, Myrtaceae e Poaceae). Os resultados preliminares do periodo analisado (primavera — verdo) apontam para a maior disperséo do pélen anemdfilo tanto
proveniente de plantas herbaceas quanto das arbdreas.
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Titulo:  Avaliagdo da Fungéo e da Histopatologia Pulmonar em Modelo Experimental de Redugao da Fungéo

Colinérgica em Camundongos Geneticamente Modificados

Autores: Perini, A.; Montanheiro, A.B.E.; Prado, C.M.; Pontes, C.; Tibério, |.F.L.C.; Prado, M.A.M.; Queiroz, M.M.; Martins, M.A.; Pinheiro, N.M; Prado,
V.F.
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Resumo:

Introduc&o: A liberagdo do neurotransmissor Acetilcolina (ACh) depende de sua estocagem em vesiculas sinapticas, um passo controlado pela atividade do
transportador vesicular de ACh (VAChT). A neurotransmissdo mediada por ACh possui um papel crucial no controle do tonus das vias aéreas, particularmente via
nervo vago. Objetivos: 1. Avaliar os efeitos da hipofungdo colinérgica por redugdo da proteina transportadora vesicular de acetilcolina na mecénica e na inflamagao
pulmonar em animais geneticamente modificados. Material e Métodos: Camundongos geneticamente modificados para uma menor expressdo da proteina denominada
transportador vesicular de acetilcolina (KD-VAChT) foram adquiridos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP com idade entre 6 a 8 semanas e foram
separados em grupo homozigoto (HOM, n= 7), heterozigoto (HET, n=7) e selvagem (WT, n=7). Os animais foram anestesiados, traqueostomizados e conectados a um
ventilador mecanico para cateterizagdo da veia jugular para infusdo de metacolina i.v. Os dados de resisténcia (Rrs) e elastancia (Ers) do sistema respiratério basal e
apods cada dose da curva de metacolina (10 a 3000ug/mL) foram coletados. Apds, o animal foi exsanguinado, realizado o lavado broncoalveolar (LBA) e retirado
pulméo e coragdo em monobloco para posterior andlise histologica. No LBA foram quantificadas as células totais e expressas em células/mL. Resultados: Houve
aumento de Rrs e Ers basais no grupo HOM [(Rrs: 1,26+0,10); (Ers: 70,56+6,65)] comparado ao grupo HET [(Rrs: 0,93+0,060); (Ers:49,06+3,77), P<0,01 para todas
as comparagdes]. N&o houve diferenca significativa entre os grupos no nimero de células totais do LBA. Concluséo: A deficiéncia colinérgica induzida pela reducéo da
proteina transportadora de acetilcolina induz broncoconstrico em animais sem doenga pulmonar, sugerindo que o sistema colinérgico esta envolvido no controle do
tonus muscular liso de vias aéreas. A continuagéo deste estudo é necessaria para elucidar os mecanismos envolvidos neste resultado.

Apoio Financeiro: FAPESP, CNPg-PIBIC, HC-FMUSP
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Titulo:  Avaliagdo de metais pesados e sua correlagdo com a comunidade fitoplanctonica presente em

corpos de agua sob influéncia de atividades antropicas
Autores: Nordi, C.S.F.; Gaubeur, |.; Serico, M.P.T.; Pompéo, M.L.M.
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Resumo:

A construgdo de reservatdrios de agua artificial altera radicalmente n&o s6 a limnologia e ecologia das bacias hidrograficas como também resulta em grande alteracéo
econdmica e social. Portanto, o estudo destes ecossistemas artificiais torna-se de extrema importancia. O complexo Billings (1927), localizado na regido sudeste da
capital do estado de S&o Paulo, retém o maior volume de dgua armazenado da regido metropolitana de S&o Paulo. Atualmente seus recursos hidricos sé&o utilizados
para a geracdo de energia elétrica, saneamento, controle de cheias, lazer e abastecimento publico. A qualidade das aguas do reservatdrio encontra-se severamente
comprometida, o que tem afetado seriamente os diferentes usos que as mesmas podem oferecer.

A comunidade fitoplanctdnica pode ser considerada como um discriminador ambiental, possibilitando a previséo dos efeitos de mudancas antropogénicas no ambiente
através da classificacdo de espécies de acordo com a sua resposta a determinadas alteragdes ambientais e pelas flutuagdes temporais e espaciais em sua
composigao e biomassa.

Os metais pesados sdo poluentes de origem industrial que tém contribuido também com a deterioracéo dos ecossistemas aquéaticos. Uma ampla variedade de metais
toxicos € descarregada nos ambientes, tais como, cadmio, cobre, niquel, cobalto, zinco, bario e chumbo. Os efluentes industriais contendo metais pesados e toxicos
escoam para 0s corpos aquaticos, causando uma gama de efeitos detrimentais na flora e fauna, bem como na salide humana.

A interacéo entre elementos metalicos e microalgas envolve tanto os aspectos ambientais como também os fisioldgicos e por isso 0 conhecimento da especiagéo de
metais € de fundamental importancia. Através de processos fisiologicos, as microalgas alteram a especiagdo dos metais no meio que as circundam e, portanto,
exercem influéncia em relagao a sua biodisponibilidade. Outro aspecto a ser considerado, é a capacidade demonstrada por diferentes espécies de algas em captar e
acumular metais nas suas superficies, podendo ser consideradas como bioconcentradores de metais, e, portanto atuando como verdadeiros filtros biologicos.

Nessa linha de potenciais indicadores de alteragdes nos ecossistemas aquaticos, varias espécies algais tém sido consideradas como indicadoras de poluigdo por
diferentes tipos de metais,atuando como bioindicadoras, ou seja, fornecendo informagdes sobre a presenca de determinado impacto ambiental.

O presente trabalho pretende conhecer a estrutura da comunidade fitoplancténica, comparando riqueza e diversidade nos dois pontos de coleta ao longo de um ciclo
sazonal (4 vezes ao ano), com a quantidades de varios metais pesados, e com as caracteristicas fisicas e quimicas da agua.

Dois pontos foram escolhidos para a realizagao das coletas na vizinhanga da UNIFESP/Campus Diadema, o primeiro mais préximo as margens e o segundo mais junto
ao corpo central da represa.

Nas andlises da primeira coleta, realizada em dezembro de 2009, observou-se altas concentragées de nutrientes totais e dissolvidos em ambos os pontos, suficientes
para permitir uma floragéo de cianoficeas, classe que dominou em ambas as profundidades. A espécie Microcystis aeruginosa foi encontrada em abundancia nos dois
locais de coleta, oferecendo um risco & saude da flora e fauna ja que se trata de uma alga com alto potencial toxico. Essa alta densidade de Microcystis observada
implica em varios problemas relacionados, tais como, redugdo na penetragdo de luz, alta densidade de matéria organica com conseqiiente redugdo no oxigénio
dissolvido, e adicionalmente pode produzir toxinas que iriam inviabilizar diversos usos da 4gua desse reservatorio, como, por exemplo, para abastecimento publico que
ocorre através da transposicao de aguas da Billings para a represa Guarapiranga.

Pela resolugdo do CONAMA 357/05 a represa Billings é classificada como corpo d’agua classe Il na qual as aguas se destinam, entre outras atividades, ao
abastecimento para consumo humano ap6s tratamento convencional. As concentragdes de oxigénio dissolvido estiveram abaixo do esperado nos dois pontos e a
concentracdo de clorofila a, Unica presente em todas as espécies de fitoplancton, ficou acima do permitido pela resolugéo no ponto 2, resultado suficiente para
remanejar a classificagdo da represa pra classe Il ou IV (classes menos nobres).

Uma segunda coleta foi efetuada em margo/2010,e estd sendo processada. A determinagao dos metais sera realizada em colaboragdo com a Prof. Ivanise Gaubeur do
Centro de Ciéncias Naturais e Humanas da Universidade Federal do ABC.

As andlises estatisticas serdo efetuadas para efeito comparativo entre as diferentes épocas e pontos de coleta com parametros fisico-quimicos, e na correlagdo entre
fitoplancton com concentragdes de metais.

Esses dados fornecerdo subsidios para no futuro propor medidas de manejo e recuperagdo ambiental que irdo beneficiar e proteger a qualidade da agua, de forma a
garantir a integridade dos recursos naturais, e conseqlientemente sua exploragao sustentada.
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Resumo:

Objetivo: Avaliar, em ratos, os efeitos do tratamento pds-natal com o antidepressivo paroxetina (um Inibidor Seletivo de Recaptacdo da Serotonina, ISRS) sobre: o
desenvolvimento somatico e cranio-encefalico, o nimero e a morfometria dos neurdnios serotoninérgicos nos ntcleos da rafe dorsal (DR) e mediano (MnR) no tronco
encefélico e os terminais nervosos serotoninérgicos no giro denteado (GD) do hipocampo.

Métodos e Resultados: Quarenta e trés ratos Wistar machos receberam solugéo salina NaCl 0,9% por via subcuténea (s.c) (grupo Controle, n=10) ou paroxetina 5, 10
e 20 mglkg, s.c. (grupos Parox5, n=10; Parox10, n=13 e Parox20, n=10, respectivamente) do 1° ao 21° dia pés-natal (PN). Para avaliar o desenvolvimento somético e
cranio-encefalico foram mensurados (as): peso corporal, as dimensdes do cranio (eixos latero-lateral [ELLC] e antero-posterior do cranio [EAPC]) e do encéfalo (peso,
eixos latero-lateral [ELLE] e antero-posterior do encéfalo [EAPE]). Os animais foram perfundidos e seus encéfalos foram retirados da caixa craniana para realizagéo
das avaliagdes morfolégicas. Posteriormente foram dissecados e pés-fixados em solugdo de paraformoldeido mais sacarose 20 % durante 4 h a 4° C e depois
crioprotegidos em KPBS (tampé&o fosfato de potassio em salina 0,1 M, pH 7,4) mais sacarose 20 % durante 6 a 12 horas a 4° C. Em seguida, os encéfalos foram
seccionados no criostato em cortes coronais de 60?m de espessura. Os cortes foram coletados em 5 séries, e armazenados em congelador (-20°C) em solug&o anti-
congelante. Posteriormente, estes foram desidratados em séries crescentes de &lcoois seguidos de xilol e seqliencialmente corados com tionina, método de Nissl, para
controle citoarquitetonico. As laminas foram cobertas com laminulas utilizando DPX como meio de montagem. Em relagdo aos resultados da avaliagdo do
desenvolvimento cranio encefalico, houve diferenca significativa na medida do ELLC ao compararmos os grupos salina (17,14+ 0,24 p = 0,034) e paroxetina 5Smg/kg
(17,184 0,23 p =0,019) com o grupo paroxetina 10 mg/kg (16,18+ 0,23). Na medida do EAPC, houve diferenca significativa ao compararmos o grupo salina (31,86+
0,50) aos outros grupos paroxetina 5mg/kg (29,65+ 0,69 p = 0,04) e paroxetina 10mg/kg (29,724 0,389 p = 0,03). Ja na avaliagdo morfologica do encefalo, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos experimentais e controle nos parametros avaliados. Os resultados referentes a morfologia dos nicleos da rafe DR
e MnR e do GD néo estéo disponiveis no momento, visto que o projeto encontra-se em andamento.

Conclusao: Podemos concluir até o presente momento, que o tratamento pos-natal com a paroxetina (ISRS) parece ter promovido retardo do crescimento somatico e
cranio-encefalico, reforgando a preocupacéo da utilizagéo de psicofarmacos (antidepressivos) durante fases especiais do desenvolvimento, como a lactag&o.
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Resumo:

Ao longo do processo evolutivo dos cordados, o primeiro grupo que conseguiu locomover-se fora da agua através do desenvolvimento de patas, como vertebrados
tetrapodes, foi o grupo dos anfibios, situando-se estrutural e funcionalmente entre peixes e répteis. Embora a maioria dos anfibios tenha relativa dependéncia da agua,
ao longo de sua evolugdo desenvolveram diversas adaptagdes fisiologicas e estruturais, garantindo sua sobrevivéncia frente as pressdes do novo habitat terrestre. Um
dos principais 6rgdos que apresenta adaptagdes é a pele, que se distingue por apresentar glandulas cutaneas produtoras de uma grande variedade de substancias,
responsaveis por inimeras fungdes vitais, tais como a respiragéo cutanea, que complementa ou, em algumas familias, substitui totalmente a pulmonar, o transporte de
agua e eletrélitos, a termorregulagéo, o controle do pH da superficie corpdrea, a lubrificagdo do tegumento e a defesa contra predadores e microrganismos. Além
destas fungdes, devido a especial interagdo entre pele e ambiente, estes animais tém sido utilizados como meio de avaliagdo da qualidade ambiental. A espécie
Siphonops annulatus habita extensas regides do norte, nordeste e sudeste do Brasil. Na literatura, constam informagdes sobre o desenvolvimento da artéria
pulmocutinea nos anuros, a qual leva sangue rico em dioxido de carbono a pele, mas ndo encontramos estas informagdes referentes aos Gymnophiona.
Recentemente, também foi descrita a fungdo de cuidado parental (alimentagdo de filhotes) através de secregdo cutinea da espécie Siphonops annulatus. Portanto,
informacdes morfolégicas sobre o sistema cardiovascular deste cecilia e suas relagdes com a respiragdo cutanea séo de fundamental importancia.

Objetivo: Descrever morfologicamente o sistema cardiovascular deste anfibio, com especial referéncia a evidenciar se ha artéria pulmocutanea, além de obter dados
histolégicos da vascularizagdo da pele e, se relacionada a uma possivel fungéo de respiragéo cutanea, obter dados estereoldgicos de sua densidade capilar.

Material e métodos: Foram utilizados cinco exemplares de Siphonops annulatus, criados em biotério no Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan. Apos
anestesia com dose letal de Tionembutal e feita incisdo em toda extensdo da linha mediana anterior do corpo, os animais foram perfundidos com soro
fisiologico+heparina através do ventriculo cardiaco (Unico) e em seguida perfundidos com solugdo de formaldeido a 4% - tamponado. Apés a perfuséo, foi injetada
resina acrilica (metacrilato) em dois animais e submetidos ao método da corrosdo por solugdo de &cido cloridrico a 20%. Em dois animais foi injetada solugéo de
gelatina 3% + azul xadrez para dissecagéo e descrigéo anatébmica, além de retirados fragmentos da pele para analise histologica - método de HE e coloragéo especial
pelo Tricrémio. Realizada, também, analise histoldgica cardiaca.

Resultados: O coragao desta espécie possui a morfologia tricavitaria tipica dos anfibios, apresentando cone arterial que origina artérias carétidas comuns bilaterais,
das quais partem diversas artérias de menor calibre, entre as quais identificamos duas artérias pulmonares originadas da artéria carétida comum direita (embora
situem-se lado a lado, vamos denomin&-las cefélica e caudal). Partindo da artéria carétida comum direita e anteriormente a artéria pulmonar cefalica, uma artéria de
pequeno calibre penetra na musculatura da parede torécica lateral direita e distribui-se no tecido subcutaneo adjacente, originando vasos de menor calibre na derme,
evidenciados a microscopia de luz. Histologicamente, a pele apresenta vascularizagédo com maior densidade nas proximidades das glandulas secretoras da derme. A
presenca de pigmentos cutneos ndo pertencentes ao grupo das melaninas inviabilizou o processo de descoloragéo da pele por peréxido de hidrogénio, para posterior
diafanizagéo, dos animais injetados com gelatina. A presenca de vasos de calibre muito pequeno em grande parte do sistema vascular ndo permite a injegdo de
solugdes de resinas acrilicas muito densas, o que dificulta o processo de corroséo, pois as resinas mais diluidas tornam-se menos resistentes a corrosao cida.
Conclusdes: Embora nossos resultados nédo demonstrem a existéncia da artéria pulmocutanea nesta espécie, sugerimos o desenvolvimento de novos métodos para
posteriores estudos. E necessaria a identificacdo dos diversos pigmentos cutaneos, para viabilizar a descoloragéo de pigmentos ndo caracterizados como melanina,
permitindo assim a visualizagdo da vascularizagdo cutanea através de método de diafanizagdo. A utilizagéo de resinas de baixa densidade, com grande poder de
penetragdo e resisténcia a corrosdo acida, tais quais as utilizadas em Microscopia Eletronica de Varredura (tipo Mercox©), possivelmente seja indicada para este
estudo macroscopico.
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Resumo:

Introdug&o: A ingestdo alimentar e o sono s&o controlados por diversos mecanismos regulatérios, incluindo fatores metabdlicos, autondmicos, endécrinos e ambientais,
integrados pelo hipotalamo. Alguns peptideos hipotaldmicos estdo envolvidos tanto no controle da ingestdo alimentar como nos mecanismos de controle do ciclo
sonolvigilia, como por exemplo, a orexina e o hormédnio liberador de corticotropina (CRH). A orexina é secretada principalmente na area hipotalamica lateral (LHA) e
participa no controle da ingestéo e do metabolismo energético, sendo suas maiores concentragdes encontradas na vigilia. O CRH participa de vias metabdlicas que
promovem aumento do gasto energético e diminui¢do da ingestao alimentar, participa do controle neuroendécrino do eixo hipotalamo-hipéfise adrenal (HPA), e atua na
regulagao da vigilia. A privagdo de sono paradoxal (PSP) resulta em alteragdes metabolicas, tais como hiperfagia e perda de peso corporal refletindo um aumento de
taxa metabolica e do gasto energético. Estudo recente mostrou que a PSP promove aumento do consumo alimentar principalmente durante o periodo de repouso do
animal (manhé) e que esse aumento é mais evidente nos Ultimos dias de PSP. Porém a ativagdo do eixo HPA ocorre mais intensamente no 1° dia de PSP, quando as
concentragdes de hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH) e de corticosterona estdo mais altas, sugerindo que as alteragdes em nivel hipotaldmico sejam mais precoces
e desencadeiem as alteragdes metabolicas subsequentes. Objetivos: Avaliar o curso temporal das alteragdes hipotaldmicas (orexina e CRH) pelo estudo da
imunorreatividade para os peptideos em questdo e para a proteina c-fos em areas hipotalamicas especificas (LHA para orexina e nlcleo paraventricular para CRH),
relacionadas ao controle da ingestéo e metabolismo periférico, diariamente, durante 4 dias de PSP, além de analisar a variagéo do peso corporal, o consumo alimentar
e as concentragdes de glicose, insulina, ACTH e corticosterona. Métodos: Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (n = 70), divididos em 2 grupos, PSP e
controle, e subdivididos em 5 grupos diferentes, com base no dia em que os animais foram eutanasiados. A PSP foi realizada pelo método da plataforma unica, sendo
que os pesos corporais foram obtidos diariamente ao longo dos 4 dias de PSP. Para avaliar o consumo alimentar as ragdes foram pesadas diariamente em dois
horarios (7h30min/18h30min). Os animais foram eutanasiados por perfusdo transcardiaca por gravidade para a realizagdo da imunohistoquimica; durante esse
processo foi realizada a coleta de sangue para as dosagens hormonais. Os encéfalos foram removidos do cranio e mantidos em solugéo fixadora para o futuro
processamento. As regides de interesse serdo isoladas em cortes coronais, fatiadas em um vibratomo e a imunoreatividade sera quantificada contando-se o nimero de
nucleos positivos para c-fos e para o neuropeptideo em questdo. Resultados parciais: Até o0 momento foi realizada a perfuséo transcardiaca de 58 animais (26 PSP e
26 controle), a construgdo da curva de variagdo do peso corporal e do consumo alimentar (apenas com os animais eutanasiados no dia 4), e a determinagdo da
glicemia. Em relagéo a variagdo de peso corporal, pode-se observar que os animais privados sempre perdem peso ao longo dos dias de privagéo, enquanto que 0s
animais controles ou ganharam peso ou perderam muito menos (quando comparados com os privados). No que diz respeito ao consumo alimentar, observa-se que 0s
animais privados consomem mais ragdo durante o dia do que os controles, enquanto que 0 consumo alimentar noturno é semelhante entre os grupos. Quanto a
glicemia, ndo se observou nenhuma diferenga entre os grupos. Discussdo: Até o momento, podemos concluir que estes resultados replicam nossos achados
anteriores.
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Resumo:

As interagdes entre as células de Sertoli e as células germinativas sdo fundamentais para a ocorréncia da espermatogénese. Essas interagdes sdo também cruciais
para o desenvolvimento embrionario normal da génada masculina. Ha indicios de que deficiéncias nessas interacdes podem gerar tumores das células germinativas
em adultos e hermafroditismo. Durante a vida embrionaria, as células de Sertoli também exercem papel fundamental na determinagéo sexual das células germinativas
primordiais (CGP) e na sua diferenciagdo. Os desreguladores endécrinos, como DBP, por exemplo, séo toxicos para as células de Sertoli € podem causar prejuizos as
interagdes entre as células de Sertoli e células germinativas. No entanto, ndo se sabe como esses tipos de toxicos agem sobre a diferenciagéo das células
germinativas e de Sertoli fetais. Assim, este estudo investiga se a administragdo do DBP, durante o estabelecimento dos testiculos e antes do inicio da sintese de
testosterona, prejudica a diferenciagdo das células germinativas. Para isto, ratas prenhes foram tratadas com 500mg/Kg de DBP do 12° ao 15° dia de gestagao,
quando eventos cruciais para o desenvolvimento testicular estéo ocorrendo. Embrides machos foram coletados aos 16 e 19 dias p6s-coito (dpc) e foi realizado estudo
morfologico e morfométrico das CGP e células de Sertoli ao microscopio de luz. As génadas foram submetidas & marcagdo das proteinas GATA-4 e Mvh, que séo
marcadores para as células de Sertoli e germinativas, respectivamente. Essas células foram quantificadas e a densidade numérica de cada um desses tipos celulares
foi obtida. A andlise das gonadas embrionarias ap6s tratamento com DBP mostrou aumento do nimero de células germinativas aos 16dpc e aos 19dpc. O nimero de
células de Sertoli ndo sofreu alteragdo aos 16dpc. Nos animais de 19dpc ndo foi possivel quantificar essas células, pois houve translocagéo do fator de transcri¢do
GATA-4 do nucleo para o citoplasma dessas células, o que impossibilitou a individualizagdo das mesmas. Isto pode indicar alteragéo da funcéo das células de Sertoli.
O GATA-4 atua no controle do desenvolvimento e da fungao testicular, de forma que alteragdes na express@o deste fator de transcrico podem prejudicar o
desenvolvimento testicular. Houve também aumento do didmetro dos corddes seminiferos aos 16dpc e diminuicdo deste parametro aos 19dpc, o que pode ser
explicado pelo aumento do nimero de células germinativas aos 16dpc. Entretanto, aos 19dpc, como foi observado aumento do niimero de células germinativas, pode
ser que alteragdes das células de Sertoli tenham sido responsaveis pela redugdo do didmetro cordonal, uma vez que elas apresentaram alteragdo funcional. Esta
hipotese sera investigada futuramente através do uso de outros marcadores para células de Sertoli. Os resultados indicam que o DBP causa alteragdes do
desenvolvimento embrionario das células germinativas e das células de Sertoli independentemente de alteragdes hormonais. Sabendo que as interagdes entre as
células de Sertoli e as células germinativas so essenciais para o desenvolvimento normal dessas Ultimas, é provavel que o DBP tenha causado algum prejuizo a
essas interagdes, levando a um desbalanceamento na proliferagéo das células germinativas. Estudos a médio e longo prazo serdo realizados para investigar os efeitos
da possivel geragéo de tumores das células germinativas apés tratamento com DBP.
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Resumo:

INTRODUGAO: O complexo dentina-polpa tem um potencial regenerativo natural e os odontoblastos podem sobreviver a alguns tipos de agressées e secretar matriz
dentinaria. Entretanto, agressdes de alta intensidade, podem levar a morte desses odontoblastos pos-mitéticos. O tratamento de polpas expostas estd baseado na
preservagao da vitalidade pulpar, por isso, varias pesquisas tem sido feitas com o propésito de desenvolver materiais que estimulem a migragao de células tronco para
o local da les&o, e que & chegando, possam diferenciar-se em novos odontoblasto que sintetizam dentina reparativa. Esta dentina reparativa forma uma ponte de
tecido mineralizado imediatamente abaixo do local da lesdo, podendo assim, preservar a vitalidade pulpar. O agregado triéxido mineral tem gerado grande interesse na
clinica endodéntica, devido a sua suposta superioridade nas propriedades fisicas e biolégicas em relagdo aos demais materiais empregados atualmente no
capeamento pulpar direto. O plasma rico em plaquetas (PRP) contem alguns fatores de crescimento expressos no processo de dentinogénese reparativa e, varios
receptores de superficie para fatores de crescimento da super-familia dos TGF-? foram identificados em tecidos pulpares, por isso, o contato destes fatores liberados
pelos granulos plaquetérios com o tecido pulpar remanescente apés pulpotomia total pode induzir dentinogénese, e tornar-se uma nova modalidade de tratamento em
casos de exposicdo pulpar. OBJETIVOS: 1. Pretendemos verificar se o PRP é capaz de estimular as células tronco mesenquimais da polpa no processo de
regeneragao, através da avaliagdo da sua capacidade de formagdo de uma barreira de tecido mineralizado; 2. Comparar a resposta pulpar frente ao tratamento
instituido com PRP, MTA, ou com a associacdo desses materiais. MATERIAIS E METODOS: ratos machos Wistar com 3 meses de vida foram anestesiados com a
associacdo de Ketamina e Xilazina via intramuscular. A seguir, foi feita antissepsia da cavidade oral com clorexidine 2% e o isolamento absoluto foi colocado nos
primeiros molares superiores do animal. O acesso a polpa foi realizado utilizando-se uma broca esférica de ago numero ', estéril, montada em pega de méo e movida
em baixa rotagéo, refrigerada com soro fisioldgico. Apds a exposicao pulpar, foi realizada a remog&o total da polpa coronaria com explorador de ponta reta. Um dos
primeiros molares recebeu MTA, enquanto o contralateral recebeu PRP, ou a associagdo do PRP + MTA. O selamento oclusal foi feito com amalgama de prata,
evitando-se sobreoclusdo. Este procedimento foi realizado em seis dentes para cada material capeador . Apds pulpotomia total, realizamos pungéo cardiaca, para
obtengdo do PRP pela técnica proposta por Vendramin et al., (2006), adaptada para pequenos volumes do sangue do rato. A estimativa da quantidade de plaquetas
presente no sangue retirado por pungéo cardiaca e no plasma rico em plaqueta foi feita por meio de contagem manual em uma cadmara de Neubauer. Logo apés a
contagem de plaquetas, consideramos a diluicéo feita, determinamos o nimero de plaquetas contidas no volume de um mm3. Ao término desses procedimentos os
animais foram deixados em gaiolas com alimentag&o e agua “ad libitum” até o momento da eutanasia. Decorridos os prazos previstos de 14 e 28 dias, os animais
foram sacrificados com excesso de anestésico, decaptados e suas maxilas foram retiradas e seccionadas ao meio, incluindo os 3 molares de cada lado do arco. As
pecas obtidas foram imersas em solucéo fixadora (formalina 10%) por 48 horas. A seguir as pegas foram descalcificadas e processadas para inclusdo em parafina.
Foram realizados cortes de 7um de espessura, os quais foram corados com hematoxilina de Harris e eosina (HE), para avaliagéo da resposta tissular e formagéo de
dentina reparativa. A comparagéo dos cortes esta sendo realizada mediante aos seguintes critérios histolégicos: formagao de ponte de dentina, resposta inflamatéria
no sitio da exposicao e no periapice, mineralizacéo da polpa radicular e vitalidade pulpar.
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Resumo:

A melatonina controla o ciclo circadiano, atuando em sistemas de nosso organismo e na regulagdo do sono. Ela reduz a degeneragéo da cartilagem articular do disco
intervertebral, aumenta a diferenciagdo condrogénica e a sintese de matriz cartilaginosa. Considerando, que a osteoartrite (OA) € a mais comum das doencas
degenerativas da cartilagem articular humana, especialmente na populagéo idosa, e frente a escassez de trabalhos cientificos abordando a influéncia da melatonina no
tecido cartilaginoso, o objetivo deste estudo foi verificar a acdo da melatonina na cartilagem articular de ratas pinealectomizadas. Foram utilizadas 40 ratas Wistars
adultas, pesando aproximadamente 250g. Os animais foram divididos em quatro grupos de 10 animais cada: Gl: controle; Gll: falsamente pinealectomizados (Sham)
com administracdo de veiculo (S+V); GlIl: pinealectomizados tratados com veiculo (P+V); GIV: pinealectomizados tratados com melatonina (P+M). O veiculo era
composto por 1ml de etanol dissolvidos em 500ml de &gua, e a solugédo de melatonina foi preparada dissolvendo-se 400mg de melatonina em 1 ml de etanol e,
posteriormente, em 500ml de agua. O tratamento foi realizado apés a cirurgia durante 60 dias, por via oral, das 18h as 8h do dia seguinte. O volume de agua ingerido
foi aferido diariamente. Os animais foram mantidos em uma caixa de madeira com iluminagao automatica, as luzes permaneciam acesas das 8h as 18h evitando
assim o escuro e uma maior produgdo de melatonina pela retina. Na pinealectomia, os animais foram anestesiados e foi realizada uma inciséo de aproximadamente 2
cm feita na linha médio-dorsal do crénio, e com o auxilio de uma broca esférica n°05, foi retirado um fragmento circular de aproximadamente 4 mm de didmetro da
calota craniana, possibilitando assim a visdo dos Seios Venosos-Sagital Superior e Transverso (em forma de “Y”). Com o auxilio de uma pinga, a pineal (localizada
abaixo da intersecgdo dos seios) foi retirada. Apos isso, o fragmento da calota craniana foi reposicionado, e entdo, foi feita a sutura. Decorridos os 60 dias de
tratamento, os animais foram sacrificados com overdose de anestesia, as patas foram dissecadas, e os fémures distais foram fixados por 48 horas em solugéo de
formaldeido & 4% (preparado a partir do paraformaldeido) em tampé&o fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,2. Apds a fixacéo, os fragmentos foram descalcificados por um
periodo de 60 dias em &cido formico 25% - pH 2,0. Apds a descalcificagéo, os fragmentos 6sseos foram desidratados em concentragdes crescentes de élcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os cortes histolégicos foram realizados com espessura de 5?m, aderidos em laminas previamente silanizadas e corados
com Hematoxilina e Eosina (HE). Posteriormente, foi realizada a analise histomorfométrica para quantificar a espessura do disco epifisario e da cartilagem articular e a
média do nimero de condrocitos na cartilagem articular. Alguns cortes foram submetidos ao teste histoquimico Picro-Sirius red (PS) que evidencia fibras colagenas
que aparecem em vermelho-alaranjado. Outros cortes foram submetidos ao teste histoquimico do Alcian Blue (AB) a pH 0,5 que revela a presenca das
glicosaminoglicanas (GAGs) sulfatadas em azul. A anélise da histomorfometria indica que o GIV apresenta maior espessura do disco epifisério € maior nimero de
condrocitos na cartilagem articular em relagdo aos outros grupos. Enquanto que o GlIl apresenta maior espessura da cartilagem articular, mas com menor nimero de
condrécitos e da espessura do disco epifisario até mesmo em relagéo ao grupo controle. A analise histoquimica do Picro Sirius red indicou que, na zona superficial da
cartilagem articular, os grupos Gl e GIV apresentaram maior positividade em relagéo ao Gll e Glll. O GIV foi 0 que apresentou maior positividade na zona intermediaria
da cartilagem articular. Enquanto que, em relagéo a zona profunda, os grupos Gl e GlI foram os que obtiveram maior positividade. Observou-se que o disco epifisario
apresentou menor positividade em relagéo a cartilagem articular, dado evidente em todos os grupos analisados. As laminas submetidas a histoquimica de Alcian Blue a
pH 0,5 estdo sendo analisadas. Nossos resultados preliminares sugerem que a melatonina tem agdo na cartilagem articular e no disco epifisario de ratas
pinealectomizadas.
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Resumo:

Introdug&o: A melatonina é um horménio produzido pela retina, trato gastrointestinal, e principalmente, pela glandula pineal. Este Ultimo local é responsavel pelo ritmo
biolégico deste hormdnio e importante para o pico hormonal noturno. A melatonina esté envolvida na regulagéo do ciclo sono-vigilia, do sistema neuroendacrino, do
sistema imunolégico, cardiovascular e reprodutor. Estudos recentes indicam que a melatonina também possui efeito no tecido 6sseo, porém seu mecanismo de agéo
neste tecido ainda ndo estd totalmente elucidado. Objetivo: avaliar a agdo da melatonina no tecido 6sseo de ratas pinealectomizadas. Materiais e Métodos: Foram
empregadas 40 ratas Wistars adultas, pesando aproximadamente 200g. Os animais foram divididos em quatro grupos de 10 animais cada: Gl: controle; Gll: falsamente
pinealectomizados (Sham) com administragdo de veiculo (S+V); GlII: pinealectomizados tratados com veiculo (P+V); GIV: pinealectomizados tratados com melatonina
(P+M). O veiculo era composto por 1ml de etanol dissolvidos em 500ml de agua, e a solugéo de melatonina foi preparada dissolvendo-se 400mg de melatonina em 1
ml de etanol e, posteriormente, em 500ml de agua. O tratamento foi realizado ap6s a cirurgia durante 60 dias, por via oral, das 18h as 8h do dia seguinte. O volume de
&gua ingerido foi aferido diariamente. Os animais foram mantidos em uma caixa de madeira com iluminago automatica, as luzes permaneciam acesas das 18:00 hrs
as 8:00 hrs evitando assim o escuro e uma maior produgao de melatonina pela retina. Na pinealectomia, os animais foram anestesiados e foi realizada uma incis&o de
aproximadamente 2 cm feita na linha médio-dorsal do cranio, e com o auxilio de uma broca esférica n°05, foi retirado um fragmento circular de aproximadamente 4 mm
de didmetro da calota craniana, possibilitando assim a viséo dos Seios Venosos-Sagital Superior e Transverso (em forma de “Y”). Com o auxilio de uma pinga a pineal
(localizada abaixo da intersecgao dos seios) foi retirada. Apos isso, o fragmento da calota craniana foi reposicionado, e entéo, foi feita a sutura. Decorridos os 60 dias
de tratamento, os animais foram sacrificados com overdose de anestesia, as patas foram dissecadas, e os fémures distais foram fixados por 48 horas em solugéo de
formaldeido & 4% (preparado a partir do paraformaldeido) em tampé&o fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2. Apés a fixagdo, os fragmentos foram descalcificados por um
periodo de 60 dias em &cido formico 25% - pH 2,0. Apds a descalcificagéo, os fragmentos 6sseos foram desidratados em concentragbes crescentes de alcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os cortes histoldgicos foram realizados com espessura de 5?m, aderidos em laminas previamente silanizadas e corados
com Hematoxilina e Eosina (HE). Posteriormente foi realizada a anélise histomorfométrica para quantificar a area dssea trabecular. Alguns cortes foram submetidos ao
teste histoquimico Picro-Sirius red (PS) que evidencia fibras coldgenas em vermelho-alaranjado. Resultados Preliminares: A area dssea trabecular do grupo GlI foi
semelhante a do grupo GlI, indicando que o trauma cirdrgico ndo alterou os resultados entre os grupos avaliados. Ja a area dssea trabecular do grupo GIV foi maior do
que a do Gl e Gll, sugerindo que a melatonina pode exercer um efeito positivo no tecido 6sseo. Em relagdo ao Picro-sirius, o GIV apresentou um maior grau de
positividadade no osso cortical em comparagdo aos outros grupos, foi observado também que o grau de positividade ao coldgeno no osso trabecular de GIV foi
semellhante a G |, porém maior que os grupos Il e lll. Os resultados s&o preliminares e a &rea 6ssea trabecular do Glll est4 sendo analisada. Conclus&o: Nossos
resultados sugerem que a melatonina tem efeito positivo no osso trabecular de ratas pinealectomizadas.
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Resumo:

Introdugéo: A alteragdo dos habitos alimentares, particularmente devido a industrializagéo dos alimentos, tem aumentado sobremaneira nas ultimas décadas, tanto em
paises desenvolvidos como em desenvolvimento, afetando criangas e adultos. Individuos submetidos a restrigao alimentar (RA) tendem a diminuir seu gasto energético
por meio de um mecanismo de conservagéo de energia, evitando grande perda de energia corporal.

Objetivo: Considerando-se que animais submetidos a dieta hipercaldrica apresentam aumento em suas reservas energéticas, o presente trabalho pretende verificar se
estes animais, quando submetidos a RA, apresentam redugéo em seu gasto energético equivalente aos animais controle. i

Materiais € métodos: Ratos Wistar EPM-1 fémeas com 60 dias de idade foram divididos em dois grupos: CONTROLE (C) e HIPERCALORICO (H). Os animais do
grupo controle receberam durante 30 dias ragdo comercial (? 17kJ/g), enquanto os animais do grupo hipercalérico recebem ragdo preparada em nosso laboratério (?
21kJlg). Esta ragdo é constituida de diferentes proporgdes de: ragdo comercial (Nuvital), amendoim, chocolate e bolacha. Os ingredientes s&o triturados em um
liquidificador e a massa preparada é moldada para secagem em estufa com papel aluminio por cerca de dois dias. A composicéo final da ragéo é 20% de proteina,
20% de gordura, 48% de carboidrato e 4% de fibra. Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em gaiolas individuais e seu peso corporal e
ingestdo alimentar foram medidos diariamente. A partir do 90°dia os animais foram mantidos em gaiolas metalicas individuais suspensas para permitir a coleta das
fezes, que foram armazenadas em geladeira. Ao final de 30 dias (120° dia), os animais foram sacrificados e suas carcagas homogeneizadas e desidratadas, bem como
as fezes, para posterior andlise calorimétrica em calorimetro adiabatico IKA C-5000 para determinagéo do balango energético. A andlise estatistica foi efetuada pelo
teste t de Student. O nivel de significancia foi de 5%.

Resultados: A dieta hipercalorica levou a um aumento significante na ingestéo energética (kJ) (7250,26 + 289,32 C; 8399,17 + 322,47 H) e no ganho de peso corporal
(9) (51,00 £ 5,06 C; 45,80 + 4,31 H), sem alterar a ingestdo alimentar (g) (443,12 + 17,68 C; 409,82 + 15,73 H) no periodo de avaliagdo. Durante o periodo de
determinagao do balango energético, os animais do grupo H apresentaram maior ganho de peso corporal (20,60 + 2,31 C; 30,60 + 3,65 H), apesar dos menores niveis
de ingestéo alimentar (g) (468,11 £ 18,24 C; 367,96 + 11,82 H) e da manutengao da ingestao energética (kJ) (7659,22 + 29,42 C; 7541,09 + 242,19 H) em relagdo aos
animais do grupo C.

Conclusao: No periodo de avaliagdo (fase de crescimento), os animais submetidos & dieta hipercalérica ndo apresentaram alteragdes em seu peso corporal, apesar do
aumento na ingestao energética. Ja no periodo de determinag&o do balango energético, quando os animais j& atingiram a fase adulta, a dieta hipercaldrica levou ao
aumento no ganho de peso corporal, sem alteragdes na ingestéo energética. Assim, com base nos resultados obtidos até o0 momento podemos concluir que 0 modelo
utilizado foi efetivo para o aumento do ganho de peso dos animais. Estes dados, porém, ainda séo preliminares e somente ap6s o desenvolvimento dos grupos restritos
e determinag@o do balango energético poderemos sugerir eventuais alteragdes metabdlicas decorrentes da restricdo alimentar em animais submetidos a dieta
hipercalorica.
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Resumo:

Introdug&o: A obesidade € uma doenca cronica, prevalente tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento, afetando criangas e adultos. Animais
submetidos a restricdo alimentar (RA) tendem a diminuir seu gasto energético por meio de um mecanismo de conservagao de energia, evitando grande perda de
energia corporal. Pouco se sabe sobre os efeitos causados pelo excesso de peso sobre este mecanismo.

Objetivo: Considerando-se que animais obesos apresentam aumento em suas reservas energéticas, o presente trabalho pretende verificar se estes animais, quando
submetidos a RA, apresentam redugao em seu gasto energético equivalente aos animais controle.

Materiais e Métodos: Ratos Wistar EPM-1 fémeas com 60 dias de idade foram submetidas a leséo eletrolitica bilateral (800uA durante 30s) dos nucleos ventro-mediais
do hipotalamo (VMH). Apés o periodo de avaliagéo (30 dias) no qual verificamos a eficacia da les&o, as ratas foram dividas em 2 grupos experimentais: CONTROLE
(C) — animais com falsa lesdo e OBESO (OB) - animais com les&o. Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em gaiolas individuais e seu peso
corporal e ingestdo alimentar foram medidos diariamente. A partir do 90° dia os animais foram mantidos em gaiolas metalicas individuais suspensas para permitir a
coleta das fezes, que foram armazenadas em geladeira. Ao final de 30 dias (120° dia), os animais foram sacrificados e suas carcagas homogeneizadas e desidratadas,
bem como as fezes, para posterior andlise calorimétrica em calorimetro adiabatico IKA C-5000 para determinagéo do balango energético. A analise estatistica foi
efetuada pelo teste t de Student. O nivel de significancia é de 5%.

Resultados: A lesdo hipotalamica levou a um aumento significativo no ganho de peso corporal (g) (40,29 £ 2,49 C n=7; 60,00 + 3,42 OB n=8), sem diferenca
significativa para a ingestéo alimentar (g) (554,61 + 22,98 C n=7; 621,13 + 21,93 OB n=8) no periodo de avaliagéo. Durante o periodo de determinagao do balango
energético os animais do grupo OB n&o apresentaram diferengas significativas para os niveis de ingestao alimentar (g) (664,25 + 17,53 C, n=2; 628,01 + 22,48 OB,
n=4) e ganho de peso corporal (g) (30,00 £ 2,00 C n=2; 29,50 + 3,20 OB n=4) em relag&o aos animais do grupo C.

Conclusao: Como era esperado, a les&o bilateral dos nlcleos ventro-mediais do hipotalamo levou ao aumento do ganho de peso corporal dos animais, entretanto nao
observamos aumento na ingestéo alimentar dos mesmos. Assim, com base nos resultados obtidos até o momento ndo podemos ainda concluir se 0 modelo utilizado
foi efetivo para o desenvolvimento de obesidade nos animais. Desta forma torna-se necessario o aumento do tamanho da amostra, bem como a determinagdo do
percentual de gordura na carcaga dos animais, antes de darmos prosseguimento ao projeto.
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Resumo:

Introdug&o: O tratamento hormonal classico (associagéo de estrogénios e progestagénios) na pés-menopausa ameniza algumas conseqiiéncias do hipoestrogenismo,
que estdo associadas a diversos distrbios vasomotores e urogenitais. Entretanto, a terapia com estrogénios isoladamente pode causar efeitos adversos. Alguns
estudos sugerem que as isoflavonas (fitoestrogénios) poderiam diminuir a sintomatologia vasomotora e urogenital. Entretanto ha poucas informagdes a respeito da
resposta ao uso das isoflavonas no trato urogenital, sobretudo na vagina. Objetivo: Analisar os efeitos da agao das isoflavonas e dos estrogénios conjugados eqiiinos
na express&o angiogénica na vagina de ratas adultas castradas. Material e Método: Foram utilizadas 50 ratas, adultas, que 30 dias apds a ooforectomia foram divididas
em cinco grupos, a saber: Gl-controle (propilenoglicol); Gl - tratado com isoflavonas (46 mg/Kg, por dia); GlI |- tratado com isoflavonas (120 mg/Kg, por dia); GIV —
tratado com estrogénios conjugados eqtinos (ECE) (50 pg/Kg, por dia); e GIV - tratado com ECE (50 ug/Kg, por dia) associado a isoflavonas (46 mg/Kg, por dia).
Todos os animais foram tratados durante 30 dias consecutivos e as drogas diluidas em 0,5 ml de propilenoglicol administradas por gavagem. Ao final do tratamento os
animais foram anestesiados, retiradas as vaginas, fixadas em formol a 10% (tampé&o fosfato) para processamento imunohistoquimico, e outra parte colocada
imediatamente em nitrogénio liquido a -80°C para a andlise da expressdo do VEGF pela técnica da reagdo em cadeia da polimerase com transcrigéo reversa (RT-
PCR). Para anélise dos resultados obtidos foi utilizado inicialmente a analise de variancia (ANOVA) e quando houve significancia, complementado com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey-Kramer (p<0,05). Resultados: Nos grupos Gl e GlI, notamos fraca reatividade no epitélio vaginal ao VEGF. J& nos grupos GlII, GIV e
GV, notamos reatividade intensa do VEGF-A no tecido epitelial, sendo semelhante entre GIV e GV. Os nossos dados morfoldgicos foram confirmados na analise do
PCR, onde encontramos haver maior expresséo nos grupos Glll, GIV e GV Conclus&o: Nossos resultados mostraram que as isoflavonas possuem efeitos positivos na
vagina de ratas ooforectomizadas
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Resumo:

0O exercicio fisico € considerado importante para a manutengéo da saude. No entanto, em excesso pode levar a diversas patologias, como por exemplo, a osteoartrite.
O objetivo deste estudo foi elucidar as alteragdes morfologicas e histoquimicas da cartilagem articular e do disco epifisario de ratos submetidos ao exercicio de corrida -
ultraendurance. Para o estudo foram utilizados 20 ratos Wistar (200 a 300g) divididos em dois grupos: grupo treinado (GT) e grupo controle (GC), onde apenas o GT foi
submetido a um treinamento com exercicios de corridas prolongadas, em esteira, com durag&o inicial de 40 min, a uma velocidade de 20 metros por minuto, cinco dias
por semana durante 12 semanas. A cada semana foram acrescidos cinco minutos no tempo total, para 0 aprimoramento do condicionamento fisico. Ao final das 12
semanas de treinamento, os animais do grupo treinado (GT), que correram 54.900 metros, foram submetidos a um exercicio de ultraendurance, a uma intensidade que
correspondeu a 60% do VO2 méaximo, correndo até a exaustdo. Animais de ambos os grupos foram sacrificados, sendo os fémures distais removidos e fixados em
formaldeido 4% (preparado a partir do paraformaldeido em tampéo fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2), descalcificados em &cido férmico a 25%, pH 2,0, desidratados em
concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes seriados foram realizados com 5 ?m de espessura, aderidos a laminas
de vidro e corados com Hematoxilina e Eosina (H.E) para andlise histomorfométrica, onde foi quantificado o nimero de condrécitos da cartilagem articular, as
espessuras da cartilagem articular e do disco epifisario. Alguns cortes foram submetidos ao teste histoquimico de Alcian Blue pH 0,5, que permite identificar as
glicosaminoglicanas (GAGs) sulfatadas, evidenciadas em azul. A quantificagéo (%) dessas GAGs foi realizada utilizando-se um sistema digital e o programa Imagelab
2000. Outros cortes foram submetidos ao teste histoquimico Picro-Sirius red (PS) que evidencia fibras colagenas em vermelho-alaranjado. Os dados foram expressos
em média * desvio padrdo e os grupos foram comparados com o teste T ndo paramétrico (Unpaired t test) e o nivel de significancia fixado em 5% (p < 0,05). Os
resultados mostraram um maior nimero de condrdcitos e lacunas contendo grupos isdgenos na cartilagem articular do grupo treinado (GT) do que no grupo controle
(GC). A espessura da cartilagem articular do GC foi maior do que a do grupo GT tanto da &rea de carga, como na zona fora dessa area. Nao houve diferengas
significativas na quantidade (%) de GAGs sulfatadas tanto na cartilagem articular como no disco epifisério entre os grupos analisados. No entanto, analisando cada
grupo separadamente, foi observado uma maior quantidade (%) de GAGs sulfatadas no disco epifisario do que na cartilagem articular. Os cortes submetidos ao teste
histoquimico Picro-Sirius red mostraram uma coloragdo mais intensa nas zonas superficial e intermediaria da cartilagem articular do GT comparado ao GC. Nossos
resultados preliminares indicam que ratos submetidos ao exercicio de corrida — ultraendurance (GT) apresentam diferengas na cartilagem articular e no disco epifisario
quando comparados ao Grupo Controle.

Participantes:  Carlos Eduardo da Silveira Franciozi, Eduardo Katchburian, Flavio Faloppa, Helena Bonciani Nader, Patricia dos Reis Sousa Goncalves, Rejane
) Daniele Reginato, Valquiria Pereira de Medeiros, Victor Alexandre Ferreira Tarini
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0302/08 Rt

P AN

111



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Ciéncias Basicas Morfologicas

Titulo: Efeitos do uso conjugado da Fluoxetina e Acido Ascorbico sobre a espermatogénese e outros

parametros reprodutivos de ratos Wistar
Autores: Cruz, C.0.
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Resumo:

Atualmente, um grande niimero de substancias capazes de interferir na reprodugo masculina tem sido investigado. Dentre essas substancias, podem ser destacados
os poluentes organicos, alguns compostos da dieta e os farmacos. Dentre esses Ultimos, os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (IRSS) — como a
fluoxetina - tém sido estudados em ratos adultos, com resultados que mostram queda nos niveis de testosterona e danos acentuados do epitélio seminifero. Varios
compostos também tém sido investigados pelo seu potencial protetor da fungdo reprodutiva, com destaque para as vitaminas E e C. O &cido ascorbico tem sido, ha
muito tempo, relacionado a fertilidade e muitos estudos comprovaram seus efeitos na melhora da viabilidade e motilidade do espermatozéides, bem como na
contagem espermatica. Ainda que existam estudos mostrando as agdes distintas e respectivas da fluoxetina e da vitamina C sobre a espermatogénese e alguns
parametros relacionados, ndo foi constatada na literatura, até o momento, a existéncia de pesquisas abordando a ag&o conjunta sobre a génada masculina desse IRSS
e da referida vitamina; tampouco observou-se esta utilizagdo durante a pré-puberdade, fase de intensas mudangas morfofuncionais do sistema genital masculino. No
presente trabalho foram analisados os efeitos da fluoxetina e seu uso conjugado com o acido ascdrbico em parametros reprodutivos de ratos Wistar. Ratos machos
pré-pUberes (40 dias de idade) foram divididos em trés grupos experimentais com N=6/grupo. Todos os animais receberam agua e dieta padréo ad libitum. Os ratos do
Grupo | receberam 5mg/kg/dia de cloridrato de fluoxetina (Daforim?) pelo método de gavagem. No Grupo Il os animais receberam, por gavagem, a mesma dosagem de
fluoxetina, juntamente com 250mg/kg/dia de acido ascdrbico (Redoxon?). No Grupo Controle nenhum composto foi adicionado a deita ou administrado nos animais.
Apbs o sacrificio, aos 94 dias de vida, foram coletados o sangue, os testiculos, epididimos, vesicula seminal e préstata. Testiculos e epididimos foram pesados e
divididos entre andlises histolégicas e contagens espermaticas. As anélises histoldgicas foram feitas a partir de cortes de material incluido em parafina e as contagens
realizadas em camara de Neubauer. Analises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism 5.0. Foram considerados significativos valores de p< 0,05.
Nao ocorreram diferengas significativas nos pesos corporais, nem dos testiculos e epididimos entre os grupos estudados. Da mesma forma, ndo foram observadas
diferencas significantes no que diz respeito ao indice gonadossomatico. Os animais tratados com fluoxetina apresentaram uma reducéo de 12,5% (p<0,05) na
produgdo diaria de espermatozéides (PDE), ao passo que no tratamento conjugado com a fluoxetina e acido ascorbico os valores de PDE nao diferiram
estatisticamente do grupo controle. O transito espermético pelas porcées do epididimo também n&o se mostrou diferente entre os trés grupos. Dados preliminares da
analise histoldgica ndo apontam alteragdes conspicuas das diferentes associagdes do epitélio seminifero entre os grupos. Os resultados, até o momento, indicam que,
a semelhanga de trabalhos prévios da literatura, a fluoxetina mostra efeitos deletérios nos testiculos, aqui expressos primariamente por uma queda na PDE. Animais
expostos a fluoxetina desde a fase pré-pubere até adulta parecem ser sensiveis mesmo a dosagens muito menores que as comumente utilizadas. A dosagem aqui
empregada, tida na literatura como clinicamente relevante, difere muito da testada em outros estudos com pardmetros reprodutivos de animais adultos (em torno de
200mg/kg/dia), o que pode explicar a auséncia de conseqiiéncias mais severas nos resultados aqui apresentados. O acido ascorbico mostrou-se como um protetor da
fung&o testicular possibilitando que os animais chegassem a fase adulta com niveis normais de PDE. O mecanismo para essa prote¢do possivelmente se deva a
atuacdo dessa vitamina nos processos de esteroidogénese; contudo, este mecanismo devera ser melhor investigado. Embora ainda ndo quantificados no presente
trabalho, os niveis de testosterona sofrem expressiva queda mediante os IRSS, o que pode ter maior repercussao - ainda que com dosagem menor desse farmaco - na
pré-puberdade, periodo de atuagéo decisiva desse andrégeno. Estudos recentes demonstram o papel do acido ascorbico no controle positivo da expresséo de genes
de enzimas esteroidogénicas, mecanismo pelo qual ela também pode estar atuando nas condi¢des aqui testadas. Embora caregam de aprofundamentos, os resultados
aqui expressos atendem as recomendagoes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no que se refere a necessidade de investigar os efeitos da
fluoxetina no desenvolvimento sexual e possivel toxicidade testicular, considerando a recente ampliagdo de seu uso em criangas e adolescentes.
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Autores: Nascimento, L.; Tesser, R.B.; Katz, S.G.

Bolsista: Luciene do Nascimento - UNIFESP
Orientador:  Sima Godosevicius Katz
Resumo:

Introdug&o: Em nosso trabalho de pesquisa anterior (PIBIC 2009) realizamos a analise morfolégica e a reconstrugo tridimensional do Cone Ectoplacentario (CEP) de
camundongos no 8° dia de prenhez (dp), o que nos possibilitou observar um grupo de células vacuolizadas que ndo haviam sido descritas anteriormente. Estas células
foram notadas na regido apical do CEP e estavam em intimo contato com grandes espagos contendo sangue materno. A partir desses achados nos propusemos a
estudar as células vacuolizadas do CEP em outras datas de prenhez, para investigar quando essas células surgiriam no CEP, bem como realizar uma anélise
histoquimica do contetdo dos vactolos destas células.

Materiais e métodos: Nos estudos histoquimicos, foram utilizados 15 camundongos fémeas, sendo grupos de 3 animais fémeas respectivamente no 6°, 7°, 8°, 9° e 10°
dp e 5 camundongos machos que foram utilizados para o acasalamento.

Todos os animais foram alimentados ad libitum, com livre acesso a agua. As fémeas prenhes foram sacrificadas na manha do 6°, 7°, 8°, 9° e 10° dp, através de
deslocamento cervical. Os cornos uterinos de cada idade gestacional foram retirados e dissecados para obtengéo de fragmentos contendo cada qual um sitio de
implantag&o circundado por tecido uterino.

Estes fragmentos foram fixados em formol tamponado 10% e processados para inclusdo em parafina. Para o procedimento da técnica de PAS os cortes (5?m) foram
desparafinizados, hidratados, imersos em acido periodico 1% e lavados em agua corrente, passando entéo pelo reativo de Schiff. Em seguida, os cortes foram lavados
com agua sulfurosa, gua corrente e a seguir foram contracorados com hematoxilina de Carazzi. Para comprovar a presenca de glicogénio, foram utilizadas como
reacdes controle a reagdo da amilase (apos a desparafinizagéo e a hidratagéo alguns cortes foram cobertos pela enzima amilase, em camara imida, a 37°C, durante 1
h e posteriormente imersos em &cido peritdico) e a reagao de bloqueio pela acetilagdo( apés hidratagdo e lavagem, os cortes foram colocados, durante 24 h a 60°C,
em uma solugdo contendo anidrido acetico e piridina).A seguir os cortes foram hidratados e submetidos a técnica de PAS.

Os materiais submetidos as reagées histoquimicas foram observados em um microscépio de luz Carl Zeiss e fotografados em um fotomicroscopio Olympus BX50.
Resultado: Em nossos estudos histoquimicos analisamos os CEPs do 6°, 7°, 8° e 9°dp e posteriormente a placenta fetal no 10°dp. As células vacuolizadas
apresentaram vacuolos com material PAS positivo nos cones de camundongos do 7°-9°dp e na placenta no 10°dp, porém néo foram observadas nos CEPs de animais
no 6°dp. No 7° dp a coloragdo do PAS nos vacutolos das células de estudo apresentou-se fracamente positiva em relagdo aos dias subseqtientes. O material vacuolar
foi sensivel & reagdo com amilase (PAS negativo pés-amilase) e foi positivo na reagéo de PAS com bloqueio pela acetilagéo (bloqueio de glicoproteinas neutras). A
marcacgdo exclusiva dessas células vacuolizadas apds a acetilagéo evidenciou, inequivocadamente, a presenga de glicogénio nessas células do CEP. As reagdes
foram confirmadas nas células do espongiotrofoblasto da placenta no 10° dp e, nesta data, confirmaram alguns achados descritos na literatura.

Conclusdo: Com o presente estudo pudemos observar que as células vacuolizadas por nés observadas aparecem nos CEPs de camundongos a partir do 7° dp e que o
conteudo existente no interior dos vacuolos é glicogénio.

Participantes:  Luciene do Nascimento, Renato Borges Tesser, Sima Godosevicius Katz
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Titulo: Imagens por ressonancia magnética na analise quantitativa do hipocampo de ratos recém-nascidos
submetidos a crise febril experimentalmente induzida

Autores: Tannus, A.; Ranulfi, A.C.; Covolan, L.

Bolsista: Anielle Coelho Ranulfi - Universidade de Séo Paulo - USP

Orientador:  Luciene Covolan

Resumo:

Introdug&o: Quando examinados, ratos e recém-nascidos humanos apresentam os mesmos comportamentos complexos observados em adultos em resposta ao
estresse causado pelo isolamento social e afastamento materno. Recém-nascidos pré-termo e de baixo peso séo rotineiramente admitidos nas unidades de terapia
intensiva (UTI), para cuidados vitais e em muitos casos, essas criancas desenvolvem quadros febris intensos, que muitas vezes levam a ocorréncia de uma crise
convulsiva de longa durago. Conhecidamente a crise febril de longa duragdo na primeira infancia, pode culminar com posterior gerago de crises espontaneas
recorrentes (CER). Assim, crise febril tem sido considerada, em muitos casos, a origem da epilepsia de lobo temporal (ELT). Nessa forma de epilepsia, ha lesdo
intensa do hipocampo caracterizada por perda celular e atrofia. Objetivos: No presente estudo pretende-se desenvolver um método para indugéo de crises febris e
posteriormente avaliar através de técnicas de imagem por ressonancia magnética (IRM) o grau de esclerose hipocampal 60 dias ap6s a crise febril induzida. Materiais
e Métodos: Dez dias apds o nascimento (P10), ratos Wistar de ambos os géneros foram colocados em uma caixa acrilica sob uma luz incandescente, mantidos sob
temperatura de 40,2 a 41,5?C por 30 minutos, até desenvolverem uma crise convulsiva. A temperatura foi monitorada durante todo o periodo do experimento. Ap6s
este periodo, os animais foram observados comportamentalmente quanto a ocorréncia de CER até o P70 quando serdo adquiridas as IRM. O monitoramento quanto a
ocorréncia de CER foi realizado 2 horas/dia durante 5 dias/semana. Resultados: Até o presente momento, 0s animais apresentaram em média a primeira crise aos 19
minutos apos terem sido colocados sob alta temperatura. As crises se caracterizaram por contragdes tonico-clonicas generalizadas, levando a perda dos reflexos
posturais. As crises foram continuas e cessaram espontaneamente ao redor de 30 min apds seu inicio. Dos 24 animais foram submetidos ao protocolo, 4 morreram
durante ou ap6s (n=12) a exposicdo a alta temperatura. Dentre os animais sobreviventes (n=8), até¢ o momento ndo foi detectada nenhuma CER. Discusséo: A
primeira parte deste projeto consiste no desenvolvimento de um modelo de crises febris capaz de gerar CER. Durante esta fase, observamos que a maior taxa de
mortalidade ocorreu apds o estimulo. Uma possibilidade é que devido a debilidade dos filhotes, estes podem ter sido mortos pela mée, pois numa tentativa de protegé-
los observou-se que estes eram mantidos sob seu corpo. Conclusdes: Um modelo experimental de ELT, baseado em um quadro clinico comum entre neonatos esta
sendo implantado. Desta implantag&o decorrem diversos problemas que estdo sendo paulatinamente amenizados e resolvidos. Uma alternativa que se propde para
reduzir a taxa de mortalidade é a ndo redugdo drastica da temperatura ambiente ap6s a retirada da caixa de estimulo e a manuteng&o dos cuidados de hidratagéo e
reposicdo de sais minerais oralmente. Portanto, ainda estamos na fase de adequagdo da indugéo das crises, € somente apds bem estabelecida, os animais serdo
monitorados mais continuamente antes de serem submetidos as imagens.
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Titulo: Influéncia do Exercicio Fisico no Sistema Canabindide Cerebral

Autores: Cavalheiro, E.A.; Scorza, F.A.; Blazechi, L.; Toscano, M.; Ribeiro, M.O.; Arida, R.M.; Gomes da Silva, S.
Bolsista: Livia Blazechi Ferreira - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Orientador:  Ricardo Mario Arida

Resumo:

Mudangas de bem-estar emocional e redugéo da depressdo e ansiedade tém sido constantemente observadas ap6s um programa de exercicio fisico regular. Os
mecanismos que provocam as alteracées no status mental podem estar diretamente relacionados com vérios mecanismos associados com a liberagdo e utilizagéo de
neurotransmissores. Recentemente, tem sido demonstrado que a ativagao do receptor canabindide subtipo 1 (CB1) modula a atividade neuronal e inibe a liberagéo de
neurotransmissores no sistema nervoso central (SNC). A proposta do presente estudo € investigar os efeitos de diferentes tipos de exercicio fisico na expresséo
cerebral do receptor CB1. Para isso, ratos da raga Wistar foram submetidos a exercicio fisico agudo e crénico em atividade do tipo voluntaria e forcada, e seus
cérebros processados para a andlise da expressdo do receptor CB1 através da técnica imuno-histoquimica. Pudemos observar, tanto no grupo forgcado quanto no
voluntario, uma maior expressdo do receptor CB1 em animais submetidos ao exercicio agudo (7dias) quando comparados ao controle, e uma redugéo dessa
expressdo em animais submetidos ao exercicio cronico (45 dias), esses comparados ao grupo agudo. Sendo assim, é possivel concluir que um programa de longa
durag@o de treinamento fisico pode levar a uma redug&o, um downregulation da expresséo do receptor CB1 na formagéo hipocampal, assim como o treinamento agudo
pode ser considerado como responsavel pelo aumento (upregulation) da expresséo desse receptor.

Participantes:  Esper Abrdo Cavalheiro, Fulvio Alexandre Scorza, Livia Blazechi Ferreira, Michelle Toscano, Miriam Oliveira Ribeiro, Ricardo Mario Arida,
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Titulo: Inibicdo da INOS reduz a inflamagao e o remodelamento vascular pulmonar induzido por repetidas

instilagdes de material particulado.

Autores: Prado, C.M.; Ponciano, D.B.; Leick-Maldonado, E.; Arantes-Costa, F.; Lopes, F.D.T.Q.S.; Tibério, I.F.L.C.; Martins, M.A.; Saldiva, P.H.N.;
Banzato, R.; Mauad, T.

Bolsista: Danilo Belchior Ponciano - UNIFESP
Orientador:  Carla Maximo Prado

Resumo:

Objetivo: A exposi¢do ao material particulado esta associada a alteragdes vasculares pulmonar. O éxido nitrico, produzido pela iINOS, esta envolvido na inflamagéo e
remodelamento pulmonar. Nossa hipdtese é de que as instilagdes repetidas de ROFA (residuo da queima de 6leo de caldeira)por via intranasal induza a inflamagéo e o
remodelamento da matriz extracelular dos vasos pulmonares em camundongos C57BL/6/J. Nés investigamos se a inibigao da iINOS pelo tratamento com 1400W
(inibidor especifico de INOS) modula esta resposta. Métodos: Camundongos receberam ROFA (60ug/dia/animal) ou salina (grupo Sal) por 5 (grupo ROFA-5) e 15 dias
(grupo ROFA-15). No 12° dia, parte dos animais do grupo ROFA-15 e do grupo Sal receberam 1400W até o 15° dia (grupos ROFA-W e Sal-W). Apds os 15 dias, os
animais foram anestesiados e os pulmdes removidos. Por meio de morfometria, quantificamos macréfagos, neutrdfilos, células positivas para nNOS e iNOS ao redor da
parede vascular. Os contetdos de fibras colagenas e elasticas, TGF-beta e a expressdo de MMP-12 na parede vascular foram analisados. Resultados: Nos grupos
ROFA-5 e ROFA-15 houve um aumento do numero de neutréfilos, macréfagos, células positivas para nNOS e iNOS e TGF-beta quando comparados ao grupo Sal
(P<0.05). O grupo ROFA-15 apresentou um aumento de fibras colagenas e elasticas e da expressao de MMP-12 comparado ao grupo Sal (P<0.05). No grupo ROFA-
W, o nimero de macréfagos, neutréfilos, células iINOS-positivas, de fibras colagenas e elasticas e a expressao de TGF-beta foram menorores do que o grupo ROFA-15
(P<0.05). A inibigdo da INOS ndo modificou 0o nimero de células positivas tanto para nNOS quanto para MMP-12. Conclusdo: A ROFA induziu inflamagdo e
remodelamento nos vasos pulmonares, aumentando a expresséo de nNOS, iNOS, TGF-beta e MMP-12 na parede vascular. A inibicdo da iINOS atenuou as alteragées
inflamatérias e o remodelamento dos vasos pulmonares, pelo menos em parte pelo controle da expressao de TGF-beta.

Apoio Financeiro: FAPESP, CNPq, HC-FMUSP.
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Santos Lopes, lolanda de Fatima Lopes Calvo Tibério, Milton de Arruda Martins, Paulo Hilario Nascimento Saldiva, Rosana Banzato, Thais
Mauad
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Titulo: Interferéncia do alcool na espermatogénese de ratos Wistar. Observagao de alteragdes nos filhotes
descendentes e modificagdes farmacoldgicas do sistema nervoso periférico.
Autores: Santos, M.V.

Bolsista: Michelle Venancio dos Santos - UNIFESP
Orientador:  Neide Hyppolito Jurkiewicz

Resumo:

Considerando a importancia do alcool etilico como droga de abuso e considerando a possivel influéncia do consumo do etanol na reproducéo, foi proposta do presente
trabalho avaliar se o tratamento crénico de ratos com etanol interfere no acasalamento, na prenhez e no desenvolvimento das progénies, além do estudo da contragdo
do ducto deferente de rato como modelo para analise da neurotransmisséo e reatividade farmacolégica periférica.

Para tanto, ratos Wistar machos adultos foram tratados via oral com etanol 40% (Et) durante 70 dias e comparados ao grupo controle (C) tratado com agua destilada
em igual volume (3ml/dia/animal) pelo mesmo periodo, sendo acompanhado o ganho de massa corporal dos animais durante este intervalo. Apds tratamento, os
animais foram acasalados com fémeas n&o-tratadas.

Verificou-se o efeito do tratamento de machos com etanol pela observagéo de: (1) taxa de acasalamento entre os grupos tratados com &lcool e controle; (2) duragéo do
acasalamento entre um macho tratado com etanol e uma fémea ndo-tratada; (3) tempo de prenhez das ratas; (4) nimero de filhotes e investigacdo da presenga de
malformagdes; (5) acompanhamento da ninhada até o desmame, pela medida da massa corporal dos filhotes (30 dias de idade); (6) andlise da reatividade
farmacoldgica periférica dos machos adultos e dos filhotes empregando-se 0 modelo in vitro de 6rgéo isolado (ducto deferente), avaliando as varidveis farmacolégicas
DE50, Emax e pD2 para bério, adrenalina, noradrenalina, fenilefrina e dopamina.

Né&o se observou diferenga quanto ao ganho de massa corporal durante as semanas de tratamento, duragdo e taxa de acasalamento entre os grupos. Nao houve
diferenca significativa quanto ao tempo de prenhez das ratas ao cruzarem com animais tratados com &lcool/controle. Em relagéo aos filhotes, o tamanho da ninhada
em ambos os grupos foi semelhante e ndo foram observadas malformagdes, nem alteragdo no desenvolvimento dos mesmos. Também ndo houve diferenca
significativa entre a massa corporal dos filhotes do grupo tratado e do grupo controle.

A andlise dos dados de reatividade farmacolégica ainda esta sendo realizada. Para os agonistas estudados, ndo houve modificag&o para o parametro farmacolégico
Emax, indicando que o tratamento com alcool parece ndo interferir na resposta contratil do ducto deferente. Entretanto, houve uma discreta potenciagéo da resposta
para noradrenalina (C=6,078 + 0,10; Et=6,434 + 0,05) e dopamina (C=5,38 + 0,07; Et=5,75 £ 0,06) no ducto deferente dos machos tratados cronicamente com etanol.
Numa segunda etapa do projeto, 18 ratos Wistar machos (C n=9 e Et 25% via bebedouro n=9) foram tratados por 70 dias e pardmetros reprodutivos desses animais
foram verificados, visando estudar o efeito da droga na espermatogénese. Os pardmetros reprodutivos avaliados foram: morfologia espermatica e atividade
mitocondrial (quanto maior a intensidade da coloragdo com DAB, maior a atividade mitocondrial da peca intermediaria, graduada em DAB | [maior atividade], DAB Il
[predominancia de segmentos corados], DAB IIl [predominancia de segmentos ndo-corados] e DAB IV [coloragdo nula - sem atividade]). Essa parte do projeto teve
auxilio do Departamento de Reprodugéo Animal — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP (Universidade de Sao Paulo). Os resultados demonstraram
que, no grupo tratado com etanol, houve indugéo de maior nimero de defeitos relacionados a cauda (cauda enrolada C= 5.2 + 1.2 %; Et= 14.6 + 2.2 %) e & peca
intermediaria do espermatozdide (onde estdo localizadas as mitocondrias), o que pode comprometer a qualidade do mesmo. O nimero de espermatozéides com
parcial potencial de membrana mitocondrial DAB |l foi significativamente maior para o grupo tratado com etanol (C= 45,2 + 5,5%; Et= 58,4 + 2,05%), corroborando com
um prejuizo na atividade do espermatozéide.

Os resultados indicam que o etanol ndo interfere no acasalamento e prenhez de ratas Wistar quando os machos s&o tratados cronicamente antes do acasalamento,
embora tenham sido encontrados indicios para a perda de qualidade do espermatozéide. As alteragdes observadas na reatividade farmacolégica de agonistas
adrenérgicos em ducto deferente sugerem que o etanol é um agente perturbador do sistema de receptores adrenérgicos, corroborando com agdes similares descritas
anteriormente em literatura (Boselli et al, Alcohol 22 (2): 91-96, 2000; Boselli et al, Autonomic Pharmacology, 21(4):171-179,2001).
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Titulo: Investigagao acerca do papel de fatores inflamatérios na geragao e manutengéo de hipertensao e
progressao de doenca renal em 2 modelos experimentais: Prole de ratas diabéticas e prole de ratas

desnutridas durante a gestagao
Autores: Gil, F.Z.; Matsumoto, M.K.
Bolsista: Marcio Koji Matsumoto - UNIFESP
Orientador:  Frida Zaladek Gil

Resumo:

Este projeto tem como objetivo, esclarecer os efeitos precoces e tardios do diabetes melito gestacional (similar ao tipo 1) e desnutricdo gestacional, sobre a funcéo
renal e vascular da prole. Assim, tem-se como hipdtese, que o processo inflamatério presente nos animais filhos de mées diabéticas e desnutridas, leve a longo prazo
a diminui¢ao da fungéo renal, com queda do numero de néfrons e fibrose renal. Fatores inflamatérios também tém uma possivel relagdo com o desenvolvimento da
hipertensao precoce. Para tanto, serd analisado o crescimento e desenvolvimento das proles oriundas de ratas previamente induzidas ao diabetes melito tipo |,
avaliando pardmetros morfofuncionais vasculares e renais, e também o possivel impacto do diabetes gestacional e desnutricdo gestacional no aumento da expresséo
de marcadores inflamatérios no tecido renal da prole. Com a identificagéo dos fatores etioldgicos, podera iniciar-se terapéutica precoce evitando complicages renais e
vasculares as quais levam a significativas perdas na qualidade de vida e elevam os indices de mortalidade. Nés pretendemos modular o processo inflamatério via
tratamento com L-arginina. Dados prévios do nosso laboratério ja demonstraram que o tratamento de animais com L-arginina é benéfico na reprogramagao fetal, e
aqui, nos investigaremos se o mecanismo é via modulagdo do processo inflamatério, com conseqiiente diminuigdo de fibrose, melhora da hipertenséo e da fungéo
renal nos filhotes de ratas diabéticas. De forma inovadora, dentre as diversas moléculas pré-inflamatérias descritas, nds intencionamos estudar o papel das adipocinas
e a contribuigdo desta inflamagao para o desenvolvimento da perda de néfrons (fibrose renal). O processo de fibrogénese renal envolve a diferenciagdo de células
proximais tubulares em miofibroblastos, num processo chamado de transigao epitélio-mesenquimal. Este processo pode ser induzido por moléculas pro-fibréticas como
0 TGF-?, mas também por citocinas pré-inflamatérias como o TNF-? e a IL-1. Finalmente, nds pretendemos modular o processo inflamatério via tratamento com L-
arginina. Dados prévios do nosso laboratério j& demonstraram que o tratamento de animais com L-arginina & benéfico na reprogramacdo fetal, e aqui, nos
investigaremos se 0 mecanismo ¢ via modulagéo do processo inflamatério, com conseqiiente diminuigao de fibrose, melhora da hipertenséo e da fungéo renal.

Asim os objetivos deste trabalho seréo:

1-Avaliar o efeito precoce e tardio do diabete materno sobre a morfologia renal

2-Avaliar o comportamento da pressao arterial sistémica nesta prole, durante o envelhecimento

3-Acompanhar a fungao renal da prole durante o envelhecimento

4-Verificar possiveis alteragdes na resisténcia vascular na prole de méaes diabéticas

5- Avaliar a concentragao de acido Urico nas mées e filhotes, verificando o comportamento deste parametro a fim de correlacionar os dados com o perfil pressérico da
prole.

6-Ressalte-se que neste modelo experimental néo pretendeu-se reproduzir o modelo de diabete gestacional, no qual hiperglicemia ocorre apenas na fase de gravidez,
mas sim a ocorréncia de prenhes em maes previamente diabéticas, com um modelo que se assemelha ao diabete tipo 1.

7- Verificar quais os efeitos da administragdo de L-arginina as proles, iniciada imediatamente ap6s o desmame e permanecendo até os momentos dos experimentos.
Material e Métodos

Estédo sendo utilizadas ratos machos e fémeas Wistar, provenientes do biotério central da Escola Paulista de Medicina-UNIFESP, com peso inicial variando de 250-
330g. Devido a dieta ser controlada durante toda a fase experimental, os animais sdo mantidos em condigdes fixas de temperatura (25°C) e luz (ciclo de 12 horas), a
fim de minimizarmos quaisquer efeitos indesejaveis sobre 0 metabolismo dos mesmos. Para tanto, os animais s&o mantidos em biotério provido de ar condicionado e
dispositivo capaz de manter uma alternancia entre claro e escuro a cada doze horas. A oferta de ragdo aos animais é diaria, com recolhimento das sobras do dia
anterior.

O diabetes mellitus foi induzido por estreptozotocina, (STZ) na dose de 60mg/ rata, IP. Ap6s a confirmagéo do estado diabético, foram colocadas para cruzamento. O
periodo entre o estabelecimento do estado diabético e o cruzamento varia de 3-7 dias.

Apos o cruzamento, a confirmagdo da prenhes foi verificada através da presenga de espermatozdides ao exame microscpico do material vaginal, obtido por
aspiracdo. As ratas consideradas prenhes, foram colocadas em gaiolas plasticas individuais para o controle da dieta oferecida. Dois grupos (6 em cada) foram
constituidos :

Ao primeiro grupo, apenas o tampéo foi dado IP. Este grupo constitui-se de maes controle (MC).

0 segundo grupo refere-se aquele de maes diabéticas (MD). A glicemia entre 230-270 mg/d| foi considerada como a ideal para a manutengao ao longo da gestag&o.
Muito acima destes valores as ratas ndo permanecem gravidas ou reabsorvem o concepto. N&o se verificou nenhum ébito neste grupo. Quando necessario, doses de
insulina foram administradas (uma unidade por rata).

Apds o parto, (em torno do 21 dia de gestagao) os ratos provenientes de cada matriz foram selecionados e foram colocados para lactagdo em numero de 6 por mée.
Apenas as proles de ratos machos foi utilizada para os experimentos.

Dois grupos foram estudados a saber:

C-controle, animais oriundos de mée euglicémicas / D- animais oriundos de gestantes diabéticas.

Parte da prole C e D foi colocada, apés o desmame, para ingerir solugdo de L-arginina 2% . Constituiram entdo os subgrupos CA e DA.

Parametros analisados na prole até o momento:

Peso corpdreo, peso renal, curvas de ingestdo de agua e dieta

Proteinuria de 24 horas (gaiolas metabdlicas), medida a cada 15 dias, a partir de 8 semanas ( método de precipitagdo com sulfosalicilato).

Pressao arterial sistémica, medida na prole a partir de 8 semanas, até os 12 meses, por método pletismografico.

Os resultados foram analisados através de comparagdes:

1-entre grupos C e D CA e DA, nas mesmas idades

2-entre dados dos mesmos grupos (C ou D e CA ou DA), em diferentes idades.

Este estudo possui carater inédito e pretende esclarecer o papel de fatores pré-natais sobre a fungéo renal e vascular na prole.

Participantes:  Frida Zaladek Gil, Marcio Koji Matsumoto
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Titulo: Investigagao da delegéo 22q11.2 e do polimorfismo L289M do gene PRODH e sua relagdo com a
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Autores: Yamada, K.M.
Bolsista: Karen Mayumi Yamada - UNIFESP
Orientador:  Maria Isabel de Souza Aranha Melaragno

Resumo:

Introdugéo: A delecdo 22q11.2 é uma alteragdo cromossdmica que acarreta alteragbes cardiacas, faciais e psiquiatricas. Reciprocamente, verifica-se nos pacientes
com esquizofrenia uma maior freqiéncia de delegdo 22q11.2 do que na populagdo geral. Uma vez que a delegdo 22q11.2 representa o principal fator de risco
conhecido para o desenvolvimento da esquizofrenia, a regidao 22q11.2 constitui uma importante fonte de estudo para se identificar genes candidatos a esquizofrenia. O
gene PRODH, mapeado nessa regido cromossomica, tem sido cada vez mais enfatizado como tendo importante papel no desenvolvimento da esquizofrenia, uma vez
que a hiperprolinemia e/ou variantes do PRODH que levam & deficiéncia da enzima prolina desidrogenase (POX) estdo associados & doenga. Trabalhos recentes
verificaram alteragdes no cérebro de pacientes com esquizofrenia, associadas a diferentes variantes do gene PRODH. Objetivos: Investigar a presencga de alteragdes
cromossomicas, da delegdo 22q11.2 e do polimorfismo L289M localizado no gene PRODH, em pacientes com esquizofrenia. Correlacionar os achados genéticos com
0s niveis séricos de prolina e com os demais achados laboratoriais, neuroestruturais, psiquiatricos e genético-clinicos que estdo sendo realizados em um estudo
interdisciplinar. Métodos: A analise cariotipica foi realizada através de bandamento G para serem investigadas possiveis alteracées cromossémicas. A delegdo 22q11.2
foi estudada pela técnica de MLPA utilizando o kit DGS/VCFS (SALSA MLPA KIT P250 DiGeorge probemix-MRC-Holland). A andlise do polimorfismo L289M, no éxon
8 do gene PRODH, ¢é realizada pela metodologia Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) que se baseia na amplificagdo do segmento de DNA que contém
o0 polimorfismo pela reagdo em cadeira da polimerase (PCR) seguida de uma digestdo do segmento amplificado pela enzima BsaBl. A dosagem de prolina sérica sera
realizada em 100 individuos, sendo 70 pacientes e 30 controles, escolhidos com base nos achados do estudo dos polimorfismos do gene PRODH para a correlagdo
gendtipo-fendtipo. Resultados parciais: Até 0 momento foram selecionados 193 portadores de esquizofrenia (casos) e 158 individuos normais (controles). A analise
citogenética foi realizada em 156 pacientes e a técnica de MLPA em 112 pacientes sendo que ambas revelaram resultados normais. Também foram genotipados
quanto ao polimorfismo L289M, 184 pacientes e 152 controles, sendo que a frequéncia do alelo raro do polimorfismo (A) foi de 8,2% nos casos e de 3,3% nos
controles. N&o foi encontrado nenhum individuo homozigoto para esse alelo em nenhum dos grupos. Foi observado que a distribuicéo de gendtipos segue a esperada
pelo equilibrio de Hardy-Weiberg (p>0,05). Nao foi encontrada associagao entre esse polimorfismo e a esquizofrenia pelo teste exato de Fisher (p=0,63). Discusséo:
Até o presente momento, em nosso estudo ndo foi encontrada associagéo entre o polimorfismo L289M do gene PRODH e a patogénese da esquizofrenia, apesar de
Jaguet et al (2005) terem encontrado uma associagdo desse com a hiperprolinemia, que por sua vez parece ser um fator de risco para a esquizofrenia. Entretanto,
ainda faltam os dados dos niveis séricos de prolina e a relagdo desses resultados com os achados neuroestruturais e psiquiatricos. Por meio desse estudo
multidisciplinar, os resultados obtidos contribuirdo para uma melhor compreensdo da etiologia da esquizofrenia, podendo auxiliar a abordagem diagndstica e
terapéutica dos pacientes de forma a propiciar condi¢des de intervengao mais precoces resultando em uma melhor qualidade de vida.

Apoio Financeiro: FAPESP e CNPq.

Participantes:  Karen Mayumi Yamada
Ntm.Com.Etica em Pesquisa:01737/06 B
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Titulo: O papel do fator de crescimento semelhante a insulina na inibicdo da apoptose em o6citos expostos
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Resumo:

A temperatura e a umidade elevada, observada durante os meses quentes do ano, resultam em estresse térmico materno que comprometem a fertilidade de vacas
leiteiras. A infertilidade associada & hipertermia materna é um problema de ordem multi-fatorial, pois afeta as fungdes fisiologicas e celulares em varios tecidos. No
entanto, sabe-se que 0 06cito e 0 embrido sdo alvos principais dos efeitos deletérios causados pelo estresse térmico materno. N&o obstante & dbvia importancia dos
mecanismos celulares desencadeados pela temperatura elevada, pouco se sabe sobre os eventos moleculares que acionam a morte oocitaria, bem como os
mecanismos de sobrevivéncia celular em reposta ao estresse. Dessa forma, este estudo visou: 1) determinar o efeito do estresse térmico na indugéo de apoptose em
odcitos bovinos durante a maturag&o in vitro e 2) avaliar o papel termo-protetor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) neste contexto. Complexos-
cumulus oécitos (CCOs) foram colhidos de ovarios de vacas oriundas de abatedouro e submetidos ao modelo de estresse térmico durante a maturagéo in vitro
(Controle: 22 horas a 38,5°C e Estresse Térmico: 14 horas a 41°C seguido de 8 horas a 38,5°C) na presenca de 0 ou 100ng/ml de IGF-I. Apés as 22 horas de
maturagéo os odcitos foram desnudados mecanicamente por pipetagens repetidas até a completa remogéo das células do cumulus, fixados em paraformaldeido 4% e
corados pela técnica de TUNEL para avaliagdo da proporgdo de nicleos apoptéticos. Esta técnica, identifica in situ a fragmentagdo do DNA caracteristica das células
em apoptose através da incorporagéo de nucleotideos marcados com FITC nos sitios de DNA fragmentado pela agdo da enzima deoxinucleotidil transferase terminal.
Para os controles positivo e negativo do TUNEL um grupo de odcitos foi incubado por 1 hora a 37°C com DNase livre de RNase. Em seguida em seguida o controle
positivo foi incubado com a solugdo para TUNEL e o controle negativo foi incubado sem a presenga da enzima deoxinucleotidil transferase terminal, apenas com os
nucleotideos marcados com FITC. Os odcitos tiveram seus nlcleos corados com Hoechst 33342, permitindo a observagdo do estagio meidtico em que se
encontravam.

Participantes:  Enrico Sala de Andrade, Fabiola Freitas de Paula Lopes, Jéssica Ispada, Mayra Elena Ortiz A. Assumpgao, Pedro Henrique Bugallo Risolia,
Rafaela Sanchez de Lima
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Orientador:  Ana Luisa V. Bitencourt e Cynthia Fernandes Pinto da Luz

Resumo:

O trabalho tem como objetivo apresentar o estudo parcial dos diferentes tipos morfoldgicos de esporos de fungos e da sua distribuicdo espacial ao longo de um
transecto, localizado em trés areas, situadas no contexto da floresta Atlantica, destacando-se: Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de S&o Paulo; Campus Unifesp - Diadema e o Parque Estadual Serra do Mar, nucleo ltutinga-Pildes (Sao Bernardo). As areas de coleta englobam
0s municipios de Sdo Paulo, Diadema e S&o Bernardo do Campo, envolvidas no entorno da Bacia da Represa Billings. O clima predominante é tropical imido, com
caracterizagao de Floresta Ombréfila Densa. O material obtido € resultante da coleta de 10 pontos, distribuidos nas trés areas citadas, por meio do coletor tipo Oldfield.
O periodo da amostragem abrangeu um ano, de setembro de 2008 a setembro de 2009. Os dados apresentados sao relativos a primeira parte da coleta, de setembro
de 2008 a margo de 2009. O material foi processado no laboratorio de Palinologia do Instituto de Boténica de S&o Paulo, utilizando-se acetolise para o tratamento dos
graos com posterior montagem de laminas de microscopia e lutagem com parafina. A andlise esta sendo realizada pelo Programa de Educagao Tutorial - MEC/SESu
(PET - Ciéncias Bioldgicas), que visa a criagdo de um atlas de palinomorfos (polens e esporos) para as areas mencionadas, como fonte de pesquisa e recursos
didaticos. Microscopia optica (Nikon Eclipse E200) é a ferramenta utilizada na analise morfologica dos gréos, levando-se em consideragéo o tamanho, a coloragéo, a
ornamentagdo, a presenga de poros e fendas germinativas. Até 0 momento foram identificados 116 variedades de formas de esporos sendo estas divididas em 35
variedades de Amenosporos, 32 variedades de Didimosporos, 38 variedades de Fragmosporos, 7 variedades de Dictiosporos, 1 variedade de Estaurosporo e 3
frutificagdes. Dentre as variedades foi possivel identificar a ocorréncia da familia Pleosporacea com os tipos Curvularia sp (fragmosporo), Alternaria sp e Pithomyces sp
(dictiosporos) e um Insertidae Sedis com tipo Spegazzinia sp.

Participantes:  Ana Luisa Vietti Bitencourt, Antonio Carlos Gallo da Silva, Carolina Vaidotas, Cynthia Fernandes Pinto da Luz, Erika Cristina dos Santos, Leticia
Bolian Zimback, Melise Oliveira Mariano, Renata Montalvdo Souza, Taima Naomi Furuyama
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Titulo:  Potencial Teratogénico da Carbamazepina: Efeitos sobre a diferenciagdo sexual de machos e o
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Autores: Rinaldo, P.A.; Engelbrecht, R.M.; Oliva, S.U.; Miraglia, S.M.; Santos, T.C.
Bolsista: Rafael de Mendonca Engelbrecht - UNIFESP
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Resumo:

A carbamazepina (CBZ) é amplamente utilizada no tratamento da neuralgia do trigémeo, de disturbios afetivos e, principalmente, como anticonvulsivante, inclusive por
gestantes que necessitem fazer uso continuo deste farmaco, com o fim de evitar surgimento de crises convulsivas e consequiente risco fetal por hipdxia intra-uterina. A
CBZ atravessa a membrana placentaria e pode acarretar alteragdes do desenvolvimento embrionario, particularmente do sistema genital masculino, causando efeito
inibitério sobre a esteroidogénese testicular. Desta forma, processos dependentes de niveis adequados de testosterona podem ser alterados pela administragéo da
CBZ como, por exemplo, a diferenciacdo sexual masculina secundaria e o desenvolvimento e a manutencéo da espermatogénese, na fase pés-natal. O objetivo geral
deste trabalho foi investigar os efeitos da CBZ sobre a morfologia testicular, epididimaria e das glandulas sexuais acessorias de ratos puberes e adultos jovens,
pertencentes a proles provenientes de ratas tratadas durante diferentes periodos da gestag&o, pré-estabelecidos para o estudo. Pardmetros biométricos, morfométricos
e estereologicos testiculares e dos epididimos de ratos com 63 e 93 dias de idade, oriundos de ratas tratadas com CBZ (20mg/Kg/dia, i.p.), durante diferentes periodos
da gestagéo (8° ao 12° dia pés-concepgéo (p.c)- Grupos T8-63 e T8-93; 12° ao 20° dia p.c — Grupos T12-63 e T12-93; 15° ao 20° dia p.c — Grupos T15-63 e T15-93),
foram analisados. Estudos histopatologicos dos diferentes é6rgaos reprodutivos mencionados foram realizados. Variagdes de peso da prostata e das vesiculas seminais
também foram investigadas. As medidas das distancias e dos indices anogenitais foram obtidas a partir da prole de 4 dias (machos e fémeas), de grupos controles e
tratados com CBZ. Distancia anogenital é um parametro com caracteristica para dimorfismo sexual, tanto em roedores como em humanos, constituindo uma medida
para aquilatar-se androgenizagdo. Niveis adequados de testosterona intratesticular sdo fundamentais para o desenvolvimento e a manutengao da espermatogénese
normal. A atuagéo de estrégenos sobre: 1- o mecanismo regulador da espermatogénese; 2- o desenvolvimento testicular e 3- a fertilidade, também tem sido
comprovada, em ratos e camundongos. Assim, dosagens plasmaticas de testosterona e de estradiol foram obtidas a partir da prole masculina, aos 63 e 93 dias, pelo
método do radioimunoensaio. As ratas prenhes, que originaram os grupos controles, receberam propilenoglicol (veiculo do medicamento CBZ), seguindo o mesmo
protocolo dos grupos tratados. De acordo com a literatura, o propilenoglicol apresenta agéo indcua sobre os 6rgéos envolvidos com a reprodugdo. A andlise
histopatolégica dos animais de 63 dias (de todos os grupos tratados com CBZ) revelou vérias alteragdes do epitélio seminifero, tais como a ocorréncia de vacuolizagao
intraepitelial e a presenga, no limen de diversas se¢des de tibulos seminiferos, de grande quantidade de restos celulares, de células em processo de degeneragao e
nucleos de células de Sertoli, indicando acentuada alteragdo do processo espermatogénico. Ratos machos e fémeas de 04 dias de idade, provenientes de mées
tratadas entre 0 15? e 20? dia de prenhez, mostraram aumento significante da distancia anogenital. Elevagdes expressivas das medidas do indice anogenital também
ocorreram, tanto em machos como em fémeas dos grupos CBZ. Os pesos corporais dos filhotes machos e fémeas de 04 dias, de todos os grupos tratados com CBZ,
mostraram-se significantemente alterados. Nos animais de 63 dias, de grupos tratados, foram notadas redugdes significantes: a- do peso corporal; b- do peso e do
volume testicular (grupo T12-63) além de aumentos significantes: a- do numero de espermatides na etapa 19 (por testiculo e por grama de testiculo) e b- da produgéo
diaria de espermatozoides (grupos T12-63 e T15-63). Houve redugdo nos niveis plasmaticos de estradiol, sem alteragdo dos niveis plasmaticos de testosterona, nos
animais do grupo T12-63. O peso da préstata de ratos de 63 dias do grupo tratado T12-63 mostrou-se reduzido em relag@o aos controles. Os dados referentes aos
animais de 93 dias estdo em fase final de analise. Até 0 momento, os resultados mostram que a exposi¢éo pré-natal a8 CBZ interfere no desenvolvimento da génada
masculina e em outros parametros reprodutivos, causando alteragdes dos niveis de estradiol e do estabelecimento do processo espermatogénico, que podem ser
claramente detectados na fase da puberdade. A analise dos resultados dos diversos pardmetros estudados sugere que a ag&o deletéria da CBZ sobre a reprodugéo
envolve mecanismos paracrinos complexos.
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Titulo: Reconstrugéo Digital da Citoarquitetura de Hipocampos Humanos através de Imagens de
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Bolsista: Mateus Silvestrin - UNIFESP
Orientador:  Alexandre Valotta da Silva

Resumo:

O aprimoramento das ferramentas atuais de imageamento cerebral tem evoluido para uma identificagdo de estruturas que seja 0 mais proximo possivel da permitida
por andlise de l&minas histolégicas. O objetivo principal desta pesquisa foi verificar como o uso de diferentes classificagdes citoarquiteturais do hipocampo humano
repercute na reconstrugao volumétrica de sua estrutura interna. Treze hipocampos humanos dissecados de cérebros provenientes do Banco de Encéfalos Humanos do
Grupo de Estudos de Envelhecimento Cerebral da Universidade de S&o Paulo foram submetidos a um exame de RM em um equipamento de 1.5 T. Posteriormente,
foram cortados em fatias histolégicas, corados com Violeta de Cresila (Nissl) e digitalizados. As imagens de RM de todos os hipocampos e as de histologia de oito
foram utilizadas para a construgdo de modelos 3D da estrutura hipocampal no software Amira. Adicionalmente, com a ajuda de um microscdpio, as imagens de
histologia foram utilizadas para a delimitagdo da camada principal de células dos subcampos hipocampais segundo as nomenclaturas de Rose, Lorente de N6 e
Amaral no mesmo software. Foi feita a sobreposi¢do dos modelos 3D dos hipocampos, construidos a partir das imagens de RM e do delineamento das subdivisdes
citoaquiteturais, permitindo-nos acessar como se apresenta o desenho dos subcampos ao longo da macroestrutura segundo as diferentes nomenclaturas.

Participantes:  Alexandre Valotta da Silva, Ariadne Sanches Gongalves, Henrique Carrete Junior, Mateus Silvestrin
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Resumo:

Introdugéo: O LPS, principal componente estrutural toxico das bactérias Gram-negativas é responsavel pelas alteragdes hemodindmicas sistémicas resultantes da
sepse ocasionando desequilibrio na produgdo de substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras. No entanto, discute-se o papel o LPS nas modificagdes da
hemodinamica intra-renal por sua agao direta sobre as células renais residentes (endoteliais, mesangiais e epiteliais tubulares). Experimentos anteriores em nosso
laboratério demonstraram a inibi¢do da atividade enzimética da renina pelo efeito direto do LPS em células mesangiais humanas imortalizadas (CMHI),

Objetivos: - Identificar o LPS+FITC na estrutura glomerular apés sua injegdo sistémica.

- Avaliar os efeitos causados pelo lipopolissacarideo (LPS) de E. coli sobre o SRA intra-renal em modelo animal.

Materiais e Métodos: Inje¢do de LPS-FITC no sistema arterial acima das artérias renais foi realizada em ratos Wistar. Apds 1hora da injecdo, células glomerulares
obtidas através da técnica de peneiramento e incubadas em solugdo de DNAse e colagenase foram levadas para leitura em citometro de fluxo.

Cortes parafinados de tecido renal obtidos dos grupos controle e LPS apés 1 hora serdo usados para determinagéo dos componentes do SRA. Os seguintes anticorpos
serdo empregados na analise: policlonal de coelho anti-renina, policlonal de ovelha anti-angiotensinogénio, monoclonal de camundongo, anti-ECA, policlonal de coelho
anti-Ang Il

Resultados obtidos: O citometro de fluxo identificou um ? de fluorescéncia entre o pool de células glomerulares renais oriundas de animais tratados com LPS+FITC e
0s animais tratados apenas com salina.

*Fomentado pela FAPES
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Resumo:

Introdugéo: Como ensinar, como fazer com que outros aprendam e qual a melhor forma de transmitir a informagéo e treinar desafia a nossa espécie desde épocas
distantes. A forma tradicional com o professor a frente ministrando aulas é a forma mais utilizada, mas o treinamento pratico em doentes é, também, uma classica
forma de treinar futuros médicos, principalmente em procedimentos. Dilemas éticos e crescimento da tecnologia desafiam o ensino tradicional. Temos hoje simuladores
de procedimentos em manequins pré-fabricados, ou virtuais utilizando o computador. A UNIFESP dispde de um laboratério com simuladores para treinamento de
habilidades aos seus alunos de graduagao.

Objetivo: O objetivo deste trabalho ¢ testar a aprendizagem de alunos do quarto ano de graduag&o em medicina, para realizagdo de procedimento pratico, com
simuladores de intubagao orotraqueal.

Método: A selecdo da amostra partiu de um grupo de 55 alunos que cursam o 4° ano de graduagdo em medicina no estégio curricular do médulo respiratério, que séo
curricularmente divididos em turmas de 13 ou 14 alunos que rodiziam mensalmente. Foi considerado critério de excluséo ja terem realizado previamente treinamento
com o0 mesmo simulador em ligas académicas; por esse critério, 11 alunos foram excluidos do estudo. A amostra constou de 44 alunos, os quais assinaram um termo
de consentimento informado.

Foram avaliados os seguintes critérios: montagem correta ou néo do laringoscépio; insuflagdo do balonete; intubagdo orotraqueal; checagem da posigéo correta da
canula com AMBU; tempo total para realizar o procedimento. Esses critérios foram avaliados em trés diferentes momentos: inicialmente, sem ter ocorrido qualquer aula
ou instrugdo; apds uma aula teorico-pratica de 10 minutos com professor experiente, no qual os alunos viam demonstragéo no simulador, mas sem treinamento; e,
finalmente, apos treinamento orientado de 20 minutos utilizando o Simulador de Intubagdo Orotraqueal, havendo um simulador para cada aluno. O professor que
orientava o treinamento ndo participava da avaliagéo, assim como o grupo que avaliava os alunos néo assistia demonstragao teérico-pratica nem o treinamento.

Ao final, o aluno preencheu um questionario subjetivo, avaliando a propria aquisi¢do de conhecimento e o método aplicado.

Resultados: Os resultados dos critérios avaliados e das respostas do questionario foram tabelados e analisados por meio de graficos comparativos.

Obtivemos os seguintes resultados:

Na primeira avaliagéo, 84,1% dos alunos montaram corretamente o laringoscépio; na segunda avaliagao, 97,7%; e na terceira, 100%.

A insuflagéo do balonete foi feita por 34,1% dos alunos na primeira avaliagdo; por 72,7% deles na segunda; e por 68,2% na terceira.

A checagem com AMBU foi feita por 54,5% dos alunos na primeira avaliagéo; por 97,7% na segunda; e por 100% na terceira.

A intubagao orotraqueal foi realizada em 34,1% dos alunos na primeira avaliagéo; por 88,6% deles na segunda; e por 100% deles na terceira.

O tempo total médio dos alunos que conseguirem realizar a intubagéo orotraqueal foi de 106,46 segundos na primeira avaliagéo; de 83 segundos na segunda; e de
36,72 na terceira.

As respostas do questionario subjetivo indicaram uma satisfag@o dos alunos com o método de ensino e avaliaram uma adequada aquisi¢ao de conhecimento.
Discussao: Os resultados mostraram uma evidente melhora nos critérios, ao longo das avaliagdes. A Unica excegéo foi a insuflagéo do balonete, da segunda para a
terceira avaliagdo; atribuimos esse resultado a uma possivel maior preocupagédo do aluno em executar o procedimento em menor tempo, ap6s o treinamento pratico.
Os critérios que mostraram melhores resultados foram a realizagao da intubagéo orotraqueal - que aumentou cerca de 2,5 vezes da primeira avaliagdo para a
segunda, e praticamente triplicou da primeira para a terceira, atingindo os 100% nessa Ultima — e o tempo total para intubar a traquéia, que caiu 1,28 vezes da primeira
avaliagdo para a segunda, e caiu praticamente 3 vezes da primeira para a terceira, demonstrando a importancia dessa forma de treinamento.

Conclusao: Concluimos que o uso de simuladores é eficaz para a aquisigao de conhecimento pratico sobre intubagao orotraqueal a alunos de graduagéo.

Participantes:  Alexandre de Oliveira, Erika Rymkiewicz, Felipe Augusto Vigarinho Jorge, Fernanda Elisabete Romero
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0203/10 Rt
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Titulo:  Andlise imunohistoquimica e biolégica do colageno e da matriz extracelular de hérnias incisionais
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Resumo:

1 - Introdugéo:

De modo geral, as hérnias incisionais decorrem de cicatrizagéo inadequada de uma incisdo prévia ou de tens@o excessiva no local de cicatriz na parede abdominal. Na
Ultima década, ocorreu um aumento explosivo da pesquisa sobre cicatrizagéo da ferida cirirgica que promete facilitar o reparo da ferida cirtrgica. A tradugdo eminente
das descobertas recentes em ciéncias basicas em uma realidade clinica reflete a aplicagdo de uma nova abordagem bioldgica molecular e celular ao estudo da
cicatrizagéo da ferida.

Recentemente, estudos n&o relacionadas a situagéo clinica do paciente tém proposto a relagdo entre caracteristicas bioquimicas intermediarias da formagao do
colageno como fatores que interferem diretamente no processo de reparagéo tecidual pds operatdrio. Entre eles destaca-se a presenga das metaloproteinases 2 e 9
como marcadores teciduais da deposigdo 6tima do colageno durante o processo de reparagao tecidual em humanos. (longo e col, 2002; Agren e col, 1997).
Justifica-se assim a pesquisa e a determinag&o de fatores intermediarios do metabolismo do coldgeno que interfiram no processo de cicatrizagdo normal predispondo a
deiscéncia de parede abdominal apés laparotomia mediana.

2 - Objetivos e Metas

O objetivo do presente estudo é determinar, por meio de biologia molecular, caracteristicas do metabolismo intermediario do colageno, em pacientes submetidos a
laparotomia mediana complicada com deiscéncia da parede abdominal.

3 — Material e Métodos:

O estudo sera observacional e prospectivo tipo coorte de casos.

Critérios de inclusdo dos pacientes: Serdo incluidos no presente estudo pacientes com idade entre 18 e 60 anos de ambos os sexos. Os pacientes serdo divididos em
dois grupos denominados Grupo Estudo (GE) e Grupo Controle (GC).

O Grupo Estudo consistira de 10 pacientes que tenham sido submetidos & laparotomia mediana e que apresentem hémia incisional. O Grupo Controle consistira de 10
pacientes submetidos a procedimentos cirirgicos abdominais por laparotomia mediana e que n&o tenham desenvolvido hérnia incisional.

Critérios de exclusao de pacientes: Serédo excluidos do grupo estudo os pacientes que apresentem no pds operatério de cirurgia abdominal: (Rodriguez-Hemosa e col.,
2005; Hanish e col. , 2005; Van't e col, 2004; Manassa e col., 2003; Webster e col., 2003; Pavlidis e col., 2001; Busti e col., 2005) Presenca de peritonite ou infecgao
de ferida operatéria, presenca de instabilidade hemodinamica, pacientes com doenca do colageno, como sindrome de Ehlers-Danlos, cirurgia de emergéncia, ascite.
Método de coleta do material para estudo: Dos pacientes submetidos ao presente estudo, tanto do GE quanto GC, serdo obtidos os seguintes fragmentos de tecido,
apos abertura da parede abdominal: trés fragmentos de um centimetro quadrado cada, da linha mediana, no local de identificagdo macroscépica da cicatriz existente.
Trés fragmentos de um centimetro quadrado cada, da aponeurose do musculo reto abdominal, a dois centimetros para a direita da linha mediana. Trés fragmentos de
um centimetro quadrado cada, de pele macroscopicamente saudavel da parede abdominal a dois centimetros da cicatriz existente.

1. Fragmentos do grupo 1 - Imunohistoquimica - Esse fragmento sera colocado em solug@o de formol e no maximo em 2 horas sera transferido para élcool. Sera
submetido a confecgdo de blocos para posterior estudo imunohistoquimico com anticorpos a definir.

2. Fragmentos do grupo 2 - biologia molecular e GAG - Esse grupo de fragmento sera coletado em acetona PA em tubo normal e encaminhado para a biologia
molecular.

3. Fragmentos do grupo 3 — RNA - Serdo colocados em o tubo estéril de plastico especial (criotubo) com nitrogénio liquido devidamente envasado na biologia
molecular. O fragmento seré imerso em nitrogénio liquido e encaminhado para a biologia molecular e armazenado em freezer - 70°C.

4 - Resultados

Apds a confecgdo do projeto iniciou-se o periodo de execugdo. Foram obtidos fragmentos de trés pacientes para o grupo estudo. Os fragmentos da pele, cicatriz e
aponeurose foram encaminhados a confecgdo de blocos para analise imunohistoquimica ou preparados em &cido acético e nitrogénio liquido e armazenados em
freezer -80°C para posterior leitura e analise de resultados.

Entre as principais dificuldades encontradas a identificagdo de pacientes adequados aos grupos estudo e controle, bem como a marcagdo dos procedimentos em
centro cirlrgico limitaram a velocidade de realizagao do projeto.

No momento, aguardamos o agendamento cirtrgico de pacientes para o grupo controle, o que ainda néo ocorreu, para obtencéo dos fragmentos descritos. Os dados
ainda ndo sdo conclusivos e os resultados finais ndo foram apresentados, ja que o material obtido ndo teve sua anélise finalizada pelo Departamento de Biologia
Molecular. Apos a finalizagdo da coleta e preparo dos devidos fragmentos faremos a leitura e analise das pegas, conforme protocolo.

Participantes:  Fabricio Rodrigues de Andrade
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0819/09 Rt
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Titulo:  Avaliagdo da presenca do Reflexo Reto-esfincteriano em pacientes operados de anomalias
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Autores: Salu, S.
Bolsista: Samuel Salu - UNIFESP
Orientador:  José Luiz Martins

Resumo:

INTRODUGAO: O reflexo reto-esfincteriano é também chamado reflexo inibitdrio reto-anal ou reflexo inibidor do anus e representa o fendmeno do relaxamento
transitério do musculo esfincter interno do &nus quando héa a distens@o da ampola retal. Depende apenas da integridade do sistema nervoso entérico. O reflexo ocorre
mesmo em pacientes paraplégicos , em pacientes portadores de malformagéo sacral e em criangas anestesiadas. Sua investigagdo se da pela manometria anorretal,
que demonstra a diminuigao da presséo do canal anal na distens&o da ampola retal. Anomalia anorretal compreende um amplo espectro de doengas, as quais podem
afetar os dois sexos e podem envolver o anus distal, o reto e o trato genitourinario. Os defeitos abrangem desde um excelente prognéstico funcional a prognosticos
funcionais ruins, geralmente associados a outras anomalias. As anomalias anorretais ocorrem aproximadamente em 1 a cada 5000 nascidos vivos. Aproximadamente
50% dos pacientes com anomalias anorretais tornam-se incontinentes, 25% parcialmente continentes e 25% continentes. OBJETIVO: avaliar a presenga do reflexo
reto-esfincteriano em pacientes operados de anomalias de diferentes tipos. MATERIAS E METODOS: Foram operadas 267 criangas do setor de Coloproctologia da
disciplina de Cirurgia Pediatrica da UNIFESP. As cirurgias foram realizadas pela mesma equipe. Foi avaliada a presenga de reflexo reto-esfincteriano desta criangas
operadas, depois da retirada de colostomia quando esta foi realizada, através na manometria anorretal computadorizada. As anomalias anorretais foram classificadas
em alta, intermediaria e baixa segunto a Classificagdo Internacional de Wingspread. Resultados: 51,9% dos pacientes foram do sexo masculino e 48,1% do sexo
feminino. A idade apresentou uma mediana de 75 meses (6 anos e 3 meses), variando de 7 meses a 240 meses (20 anos). Aproximadamente 50% s&o portadores de
anomalias anorretais altas, dos quais mais de 80% n&o apresentam o reflexo reto-esfincteriano. Aproximadamente 30% s&o portadores de anomalias anorretais
intermediarias, dos quais quase 50% mostraram reflexo reto-esfincteriano. Aproximadamente 20% dos pacientes sdo portadores de anomalias anorretais baixas, dos
quais mais que 90% apresentaram reflexo reto-esfincteriano.

Participantes: ~ Samuel Salu
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Titulo:  Avaliag&o por fotogrametria de resultados em pacientes submetidos a suspenséo superciliar
Autores: Junqueira, A.E.

Bolsista: Andre Elias Junqueira - UNIFESP

Orientador:  Luiz Eduardo Felipe Abla

Resumo:

Introdug&o: Nas ultimas décadas foram desenvolvidas diversas técnicas para reposicionamento do supercilio. Este estudo utiliza duas delas para realizar a elevacéo
superciliar. Objetivos: quantificar os resultados obtidos por essas duas técnicas, procurando evidenciar qual delas produz melhor resultado estético e durabilidade.Tipo
de estudo: prospectivo, comparativo e randomizado. Meétodo: quarenta (40) pacientes do sexo feminino do ambulatério de estética da Disciplina de Cirurgia Plastica da
UNIFESP foram divididas aleatoriamente em 2 grupos segundo a técnica cirtrgica utilizada: grupo 1: Blefaroplastia + suspenséo de supercilio por pexia transpalpebral;
grupo 2: Blefaroplastia + suspens&o de supercilio com fio € agulha. As pacientes foram fotografadas no pré e no pds operatério de 1, 6 e 12 meses, de forma
padronizada, em relagéo ao equipamento, distancia a cdmera fotografica, enquadramento, condicées de luz e tipo de fundo fotografico. Foram realizadas mensuragdes
em fotografias digitais com o uso de microcomputador pessoal e pelo software grafico Adobe Photoshop CS3 Extended®, considerando pontos e distancias na face ja
consagrados como padrédo. Foram preenchidos questionarios especificos de avaliagdo no pds-operatério de 1, 6 € 12 meses. Resultados parciais: Foram fotografadas
25 pacientes no pré-operatdrio e 6 no pds-operatorio de 1 més e as medigdes realizadas por meio da fotogrametria. Porém, ainda ndo temos dados suficientes para
embasar uma discussao concreta sobre fotogrametria. Do total de pacientes operadas (16 pacientes), 8 se submeteram a técnica de Niechajev e 8 a de Graziozi.
Houve 3 complicagdes pos-operatérias (retragéo palpebral, ectropio e edema palpebra) que foram corrigidas posteriormente. Do total de cirurgias realizadas, o indice
de complicag&o perfaz 18,75%.

Participantes: ~ Andre Elias Junqueira
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Titulo:  ESTUDO ANATOMICO DO SEPTO POSTERIOR DO JOELHO

Autores: Novaretti, J.V.; Ribeiro, L.M.; Abdalla, R.J.
Bolsista: Leandro Masini Ribeiro - UNIFESP
Orientador:  Rene Jorge Abdalla

Resumo:

Objetivo: O objetivo deste trabalho é entender macroscopicamente e microscopicamente o septo posterior da articulagédo do joelho, definindo a regido de maior
seguranca para abordagem cirdrgica através da analise vascular e nervosa de seu tecido formador.

Material e Métodos: Foi realizada uma avaliagdo anatomica do septo posterior de 19 joelhos de cadaver, seguida de analise microscdpica da porgéo superior e inferior
deste mesmo septo coradas com marcadores CD-34 e S-100 para avaliar o numero de vasos e a presenga de mecanoceptores.

Resultados: O numero de vasos, a principal artéria e a presenga de mecanoceptores de maior repercussdo proprioceptiva ocorre predominantemente na porgao
superior do septo posterior.

Conclusao: Durante procedimentos cirdrgicos com a necessidade de abordagem da regido posterior do joelho, a necessidade de preservagdo da porcdo superior do
septo posterior do joelho parece ser de extrema importancia para evitar complicagdes vasculares decorrentes de lesdes diretas ou indiretas da artéria poplitea e
nervosas resultantes da perda dos principais mecanoceptores desta regiéo.

Participantes:  Jogo Victor Novaretti, Leandro Masini Ribeiro, Rene Jorge Abdalla
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0033/09 Rt
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Titulo:  Nivel de Atividade Fisica em Mulheres Mastectomizadas e em Mulheres Submetidas a Reconstrugéo
Mamaria
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Orientador:  Miguel Sabino Neto

Resumo:

Introdug&o: A relagdo entre atividade e salde fisica ndo é recente, tendo sido mencionada em antigos textos chineses, indiano, gregos e romanos. No entanto,
somente nas ultimas trés décadas € que se pode confirmar que o sedentarismo tem uma relagéo direta com as taxas de mortalidade da populagéo. A pratica regular de
atividade fisica tem sido recomendada para a prevengédo e tratamento das doencas coronarianas, diabetes melitus, hipertenséo arterial, doengas cronicas como
osteoporose, alguns tipos de cancer, como o de célon e o de mama, redugéo do estresse e melhora da auto-estima. Além de fator protetor, a atividade fisica apés o
diagnostico de cancer de mama tem sido fortemente correlacionada a um aumento da qualidade de vida e da sobrevida em mulheres com cancer de mama. O objetivo
deste estudo é avaliar o nivel de atividade fisica de mulheres mastectomizadas e de mulheres que se submeteram a reconstrugdo mamaria pés-tratamento de cancer
de mama.

Métodos: Foi realizado estudo descritivo transversal. A casuistica foi composta por 2 grupos, um de mulheres mastectomizadas e outro de mulheres mastectomizadas
e submetidas a reconstrugdo mamaria pés mastectomia, ambos com 18 pacientes. Todas elas tinham idade entre 18 e 60 anos. Os critérios de exclusdo foram:
analfabetismo, vigéncia de tratamento de quimioterapia, radioterapia ou psiquiatrico e tratamento cirlrgico a menos de um ano. Todas elas sdo pacientes dos
ambulatérios de cirurgia plastica ou de mastologia do Hospital S8o Paulo da Universidade Federal de Sdo Paulo. As voluntarias responderam o questionario IPAQ
(Questionario Internacional de Atividade Fisica). A andlise estatistica foi realizada aplicando-se o teste exato de Fischer e o teste T de Student, tendo sido adotado o
nivel de significancia de p?0,05.

Resultados: O grupo de mulheres mastectomizadas apresentou incidéncia de 16,67% de mulheres muito ativas, 61,11% de mulheres ativas e 22, 22% de mulheres
insuficientemente ativas. No grupo de mulheres com a mama reconstruida essas incidéncias séo 55,55%, 33,33% e 11,12%, respectivamente. Houve diferenca
estatistica significante entre eles (p=0,0329). N&o houve diferenga estatisticamente significante entre as idades das pacientes nos dois grupos (p=0.5005; média
mastectomizadas= 50+6,15, média reconstruidas= 49+7).

Conclusao: O nivel de atividade fisica entre as mulheres submetidas a reconstrugdo mamaria é melhor do que nas melhores mastectomizadas.

Participantes:  Elvio Bueno Garcia , Jodo Ricardo Moreira, Juliana Bottas Pereira, Lydia Masako Ferreira, Miguel Sabino Neto, Tiago Biasi
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Resumo:

Objetivo: Comparar a incidéncia de traumas de face em acidentes automobilisticos antes e depois da Lei Federal 11705 (Lei Seca). Além disso, deseja-se estabelecer
a relagdo entre a ingestao de alcool e acidentes automobilisticos com trauma de face.

Método: O estudo foi realizado no Hospital Sao Paulo, na Disciplina de Cirurgia Plastica. E um estudo retrospectivo e analitico.

Foram revisados prontuérios, Ficha do Trauma e Ficha de Partes Moles (elaborada pelo Setor de Craniomaxilofacial da Disciplina de Cirurgia Plastica da Universidade
Federal de S&o Paulo) de pacientes, vitimas de trauma de face , que foram atendidos no Hospital Sao Paulo durante o ano anterior a Lei Seca ( de 19/06/2007 a
18/06/2008) e o ano posterior ( de 19/06/2008 a 18/06/2009).

Resultados No periodo de dois anos (19/06/07 a 18/06/09) foram atendidos respectivamente 278 pacientes vitimas de trauma de face no ano anterior a Lei e 240
pacientes no ano seguinte ‘a vigoragdo da Lei Federal no 11705. Os acidentes de transito foram responsaveis em 18,3% de todos os traumas, incluindo fratura dos
0ssos da face e feridas de partes moles da face.

Em relagéo aos acidentes de transito, 18 (36,7%) motoristas do total de 49 acidentes de transito apresentavam associagdo com o consumo de alcool no ano anterior ‘a
lei e 18 (39,1%)motoristas do total de 46 acidentes no ano posterior, ndo havendo, portanto, diferenga estatistica. No entanto, apos a implantagéo da Lei Seca foi
observada uma diminuigéo de acidentes com motoristas alcoolizados durante os primeiros 5 meses e, depois deste periodo, um aumento de sua incidéncia(Figura 1).
Dos motoristas alcoolizados atendidos com trauma de face pela Disciplina de Cirurgia Plastica, 83,3% eram do sexo masculino e 16,6% do feminino ( Figura 2). A
idade variou entre 18 a 40 anos, com um média de 28,3 anos. Os pacientes apresentaram um total de 11 ferimentos de partes moles da face e 42 fraturas
craniofaciais, ocorrendo a fratura isoladamente em 21 (77,7%) casos e em duas ou mais regibes associadas em 6 (22,2%). A regido da orbita foi a mais acometida da
amostra, com 17 (62,9%) casos. A fratura nasal foi a segunda mais encontrada em 9 (33,3%) casos, seguida pela mandibula em 6 (22,2%) casos. A conduta cirtirgica
foi adota em 26 (72,2%)casos, conservadora em 7(19,4%) e em 3 (8,3%) casos, os pacientes foram encaminhados ou ndo retornaram para a reavaliagéo.

Conclusao: A Lei Federal nimero 11705, conhecida como Lei Seca, teve impacto somente nos primeiros 5 meses ap6s a sua implantagéo. Apds este periodo, houve
aumento do atendimento de motoristas, vitimas de trauma de face, sob a influéncia do &lcool.

Participantes:  Vitor Yoshiura Masuda
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Titulo:  Pontos de adesdo na linfadenectomia inguinal
Autores: Daher, F.T.
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Resumo:

Os melanomas séo tumores malignos originados dos melandcitos, com capacidade para formar metastases, diferente de outras neoplasias que acometem a pele. A
principal forma de disseminagéo é pela via linfatica, portanto € muito importante avaliar o comprometimento dos linfonodos, um dos fatores mais importantes no
estadiamento desse cancer.

O tratamento cirlrgico das metastases linfonodais € o método com melhor resposta no melanoma cutaneo. A linfadenectomia é a retirada cirurgica dos linfonodos em
bloco com manuteng&o de estruturas importantes sendo que, na regido inguinal, a técnica preserva nervo, artéria e veia femorais. Como na linfadenectomia ocorre um
descolamento subcutaneo importante e secgao de vasos linfaticos, isto pode levar a problemas na drenagem linfatica dos membros inferiores. Em consequéncia, pode
haver acimulo de linfa nas regides mais inferiores dos membros, o chamado linfedema. Outras complicagbes precoces advindas dessa pratica sdo os hematomas e
alargamento da cicatriz. O descolamento dos retalhos e a ligadura dos vasos que irrigam a regido levam a uma isquemia das bordas dos retalhos, principalmente na
regiao inguinal, aumentando a incidéncia de necrose e deiscéncia, além dos seromas.

Para evitar a formagao dos seromas colocam-se drenos nos locais seccionados, para retirar o liquido acumulado no espaco cirlrgico. Naqueles pacientes em que o
dreno demora a ser retirado, a capacidade de deambular e movimentar os membros fica reduzida, isto é fator de risco para o desenvolvimento de trombose venosa
profunda. Além disso, o tempo em que o paciente fica com o dreno € o determinante principal do tempo de internagéo.

Diversas das complicagbes acima podem se tornar cronicas, principalmente o linfedema no membro que sofreu esvaziamento linfatico. Esses fatores aumentam a
morbidade do procedimento e piora da qualidade de vida do paciente.

Os Pontos de Adeséo consistem em suturar e fechar firmemente os espagos subcutaneos onde houve descolamento cirirgico e com isso reduzir o espago morto
formado durante o procedimento. Estudos anteriores utilizando esta técnica em cirurgias estéticas e reparadoras evidenciaram que a aplicagdo dos pontos de adeséo
reduziu significativamente a formagdo de seromas, hematomas, o tempo para retirada dos drenos e, consequentemente, reduziu o periodo de internagdo dos
pacientes.

A metodologia utilizada consistiu em comparar parametros entre pacientes que foram submetidos a linfadenectomia inguinal sem pontos de ades&o e com pontos de
adesdo. Os dados dos pacientes do grupo controle foram coletados a partir de registros em prontuario médico (disponibilizados pelo Servico de Arquivo Médico e
Estatistico - SAME/HSP), sendo que estes pacientes foram operados entre 2005 e 2007. Os pacientes do grupo submetido a nova técnica tiveram seus parametros
coletados enquanto estavam internados na enfermaria de Cirurgia Plastica do HSP-UNIFESP.

Os parametros coletados foram: idade dos pacientes, tempo de internagao, débito dos drenos e presenca de complicagdes (infecgdo do foco operatério, isquemia do
foco operatorio, presenca de seroma precoce e tardio, presenca de hematoma, deiscéncia e alargamento da cicatriz).

O grupo controle possui 20 pacientes, 60% dos quais s@o do sexo feminino , o grupo experimental possui 8 pacientes, 25% dos quais séo do sexo feminino. A média
de idade dos pacientes do grupo controle é de 54 anos, ja no grupo experimental é de 67 anos.

Os pacientes do grupo controle ficaram internados em média por 15 dias, enquanto os pacientes experimentais ficaram internados em média por 12,5 dias. No grupo
controle 50% dos pacientes tiveram pelo menos uma complicagdo pés-cirirgica, ja no grupo experimental 25% dos pacientes apresentaram ao menos uma
complicagdo. Quanto ao débito dos drenos, ao pacientes controle tiveram, ao longo de sua internagdo, uma média de 1947 ml de débito total; ja os pacientes do grupo
experimental tiveram, em média, 1784 ml de débito total em seus drenos.

Apesar da pequena amostra de pacientes estudados, os resultados analisados indicam que os pacientes experimentais apresentaram, em nimeros absolutos,
melhores resultados pds-operatorios.

Uma vez que resultados pds-operatérios melhores, mesmo que discretos, podem significar grande aumento na qualidade de vida de pacientes que passaram pela
experiéncia do tratamento do melanoma cutaneo, podemos afirmar que com o aprimoramento da técnica e aquisicdo de maior experiéncia em relagdo a mesma,
poderemos trazer resultados ainda melhores aos pacientes submetidos a técnica dos pontos de ades&o na linfadenectomia inguinal.

Participantes: Felipe Taveira Daher
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Titulo:  Relagdo Anatomica entre a Artéria Genicular Média e Capsula Articular Posterior: estudo em

cadaveres
Autores: Novaretti, J.V.; Ribeiro, L.M.; Abdalla, R.J.
Bolsista: Jodo Victor Novaretti - UNIFESP
Orientador:  Rene Jorge Abdalla

Resumo:

Objetivo: o objetivo deste trabalho ¢ realizar um estudo anatémico da artéria genicular média (AGM) no seu ponto de entrada na articulagéo do joelho, através da
capsula posterior.

Método: Foram utilizados 16 joelhos de cadaveres adultos masculinos, submetidos a uma dissecgdo cirurgica posterior até exposicdo da capsula. As estruturas
vasculares foram isoladas e introduzidos marcadores delimitando a parede medial do condilo femoral lateral, a parede lateral do condilo femoral medial, a borda
posterior da tibia e o ponto de entrada da AGM através da capsula posterior. Foram obtidas fotografias destes marcadores e estabelecido suas relagdes anatémicas
com a AGM através de computagéo grafica.

Resultados: a média das alturas dos individuos avaliados foi de 1,7 metros (SD=16,5m e median=1,72m). Em todos os espécimes a artéria genicular média e o
ligamento popliteo obliquo foram visualizados sem necessidade de dissecagéo adicional. Podemos observar que em todos os joelhos analizados a area de penetragéo
da artéria na capsula ocorreu sempre proximalmente a este ligamento.

Concluso: a identificagdo do ponto de entrada da AGM através da capsula posterior estabelece um importante parametro nas abordagens da regido posterior do
joelho, contribuindo para minimizar o risco de lesdes vasculares.

Relevancia Clinica: este é o primeiro estudo que determina a relagdo da AGM com a capsula posterior através de computagéo gréafica e analise estatistica dos dados.

Participantes:  Jodo Victor Novaretti, Leandro Masini Ribeiro, Rene Jorge Abdalla
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Titulo:  TRATAMENTO CIRURGICO DO PROLAPSO UTERINO ACENTUADO COM COLPOFIXACAO
SACRO-ESPINHOSA E COM COLPOFIXACAO UTEROSSACRAL: ESTUDO PROSPECTIVO

RANDOMIZADO.
Autores: Barison, G.A.S.; Martins, S.B.
Bolsista: Gustavo Anderman Silva Barison - UNIFESP
Orientador:  Manoel Jodo Batista Castello Girdo

Resumo:

A histerectomia vaginal é considerada a cirurgia de escolha para o tratamento do prolapso uterino, em pacientes sem desejo reprodutivo e para casos de prolapso
uterino de segundo e terceiro grau, de acordo com a classificagéo antiga. Uma das complicagdes pds-histerectomia para corregéo de prolapso uterino a longo prazo é
o prolapso da clpula vaginal, devido a possivel disfungdo nos aparelhos de suspensdo e sustentagdo dos orgaos pelvicos. Quanto as cirurgias para a corregdo de tal
complicagdo, da-se preferéncia aquelas que mantém a vida sexual da paciente, recolocando a clpula em sua posi¢do mais adequada e assegurando, assim, a
profundidade e o eixo vaginal. Podem ser realizadas por via vaginal e dentre elas, estdo a fixagéo no ligamento sacro-espinhal, a fixagao no ligamento uterossacral (ou
culdoplastia de McCall) e a sacropexia infracoccigea. OBJETIVO: comparar os resultados da histerectomia vaginal com fixagdo da cupula vaginal no ligamento
uterossacral com a histerectomia vaginal com fixagéo da clpula vaginal no ligamento sacro-espinhal, em pacientes com, prolapso uterino acentuado, no que diz
respeito ao impacto das duas técnicas nos aspectos anatdmicos, na qualidade de vida das pacientes e em complicagcées. METODO: foram selecionadas 51 pacientes
que tém acompanhamento ambulatorial no Setor de Uroginecologia e Cirurgia Vaginal da UNIFESP/EPM e pacientes do Hospital Vila Maria. Apds a selecédo, as
pacientes foram divididas igualmente em dois grupos: Grupo A - 26 pacientes submetidas a histerectomia vaginal para corregéo de prolapso uterino, com corregéo de
defeitos satélites e fixagdo da clpula no ligamento uterossacral; e Grupo B - 25 pacientes submetidas & histerectomia vaginal, com encurtamento dos ligamentos
cardinais, fixagdo da cupula vaginal no ligamento sacro-espinhal e corre¢do dos defeitos satélites. Foi aplicado antes da cirurgia e 1 ano apés a cirurgia um
questionério de qualidade de vida, que seguiu o modelo do P-QOL de Linda Cardozo, abordando o impacto do prolapso uterino nas atividades da paciente, limitagdes
fisicas, sociais, questdes de relacionamento pessoal, emogdes e sono. RESULTADOS E CONCLUSOES: até agora, foram analisados os questionarios de apenas 30
pacientes, uma vez que muitas ainda ndo completaram 1 ano apds a cirurgia e ndo foram submetidas, portanto, ao questionario pds-cirirgico. Porém, pode-se
perceber até agora que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o impacto na qualidade de vida das pacientes submetidas a colpofixacéo uterossacral e
as submetidas a sacroespinhal. O estudo ainda estd em andamento.

Participantes: ~ Gustavo Anderman Silva Barison, Sergio Brasileiro Martins
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Titulo: Uso de anestésicos seguros em pacientes submetidos a bidépsia muscular para teste de

suscetibilidade a Hipertermia Maligna
Autores: Hortense, A.; Onari, E.S.; Silva, H.C.A.; Amaral, J.L.G.; Peres, M.V.
Bolsista: Elton Shinji Onari - UNIFESP
Orientador:  Helga Cristina Aimeida da Silva

Resumo:
Introdugéo
A hipertermia maligna é uma doenga genética autossémica dominante caracterizada por taquicardia, hipertermia, rigidez muscular, taquipnéia e cianose desencadeada
por anestésicos halogenados (isoflurano, sevoflurano, desflurano, enflurano e o halotano) e o relaxante muscular despolarizante (succinilcolina). A alteragdo genética
geralmente acontece no gene do receptor de rianodina tipo 1, cuja fungao principal € modular a saida de calcio do reticulo sarcoplasmatico, a qual acontece de forma
macica e desordenada quando pacientes suscetiveis a hipertermia maligna s&o submetidos aos anestésicos desencadeantes. Sua mortalidade tem diminuido bastante
com a disseminagdo do uso do dantrolene e o conhecimento médico em relagéo a doenga. Tem-se como padréo para diagnostico o teste de contratura halotano-
cafeina, em que se biopsia o musculo do paciente para realizar o procedimento. Estudos internacionais mostram que é seguro utilizar anestésicos ndo-desencadeantes
em pacientes suscetiveis & hipertermia maligna. Esse trabalho se propde a estudar em nosso meio a seguranga da anestesia sem agentes desencadeantes, em
pacientes suscetiveis a hipertermia maligna.
Casuistica, Materiais e metodos
Esse estudo é observacional, histérico documental e retrospectivo.
Foram analisados os prontuarios dos pacientes suscetiveis 8 HM, submetidos & biépsia muscular para o TCHC no Hospital Sdo Paulo, entre janeiro de 2005 e abril de
2010. Os critérios de inclusdo foram o paciente ser suscetivel a HM e os dados da ficha anestésica estarem completos. O critério de exclusdo foi a presenga de
doengas agudas ou crénicas que pudessem desencadear resposta anormal & anestesia.
Os dados das fichas anestésicas foram colhidos segundo formulério padronizado abrangendo dados demogréficos, indicagéo para investigacéo de hipertermia maligna
e resultado do TCHC, dados da cirurgia, da anestesia e da recuperagéo.
Resultados
Foram analisados os prontuérios de 70 pacientes submetidos a biépsia muscular para o TCHC e, desses, 60% eram do sexo feminino (n=42). A média de idade dos
pacientes foi de 34,53 + 14,26 anos.
Em 65,7% dos pacientes (n=46) o resultado do teste de suscetibilidade foi positivo para HM.
Trinta e trés pacientes (47%) foram submetidos ao bloqueio de nervo periférico sendo que, nesses, houve falha no blogueio em 12 (dez foram posteriormente
submetidos a raquianestesia e dois submetidos a anestesia geral). Trinta e cinco (50%) foram submetidos inicialmente a raquianestesia, com falha no bloqueio em 3,
os quais foram submetidos a anestesia geral. Um paciente (1,4%) foi submetido primariamente & anestesia geral e em um paciente (1,4%) néo foram encontrados os
dados referentes a anestesia.

0O tempo de laténcia do bloqueio anestésico foi de 65:08 + 41:05 minutos.

Houve falha quanto a técnica utilizada em 24,6% dos pacientes. Seis pacientes (8,6%) apresentaram efeitos adversos como nauseas (n=4; 5,8%), sindrome
neurolégica transitéria (n=1; 1,4%) e bradicardia (n=1; 1,4%). Todos os pacientes foram encaminhados apds o procedimento para a sala de recuperagéo pos-
anestésica (RPA).

Quanto a técnica utilizada, ndo houve associagao entre a falha do bloqueio e as seguintes variaveis: o sexo dos pacientes, fraqueza ou mialgia, CPK elevada, rigidez
de masseter, rabdomiélise pds-anestesia, resultado positivo para 0 TCHC.

Houve associagdo entre falha do blogueio e a presenga de antecedente familiar (p=0,043; teste de qui-quadrado de Pearson). Também houve associagéo entre a falha
no bloqueio e a presenca de miopatia CCD (p=0,025; teste de qui-quadrado de Pearson).

N&o houve nenhuma associagéo entre 0 uso de agentes pré-anestésicos (midazolam, diazepam, fentanil, dipirona, propofol e etomidato) com a falha no bloqueio
anestésico.

Na anélise bivariada para os dados continuos se observou associagao entre a idade do paciente e a falha no bloqueio anestésico (p=0,026; teste de Mann-Whitney).
Também houve associagéo entre o peso dos pacientes e a falha no bloqueio (p=0,012; teste de Mann-Whitney).

8 ponto de corte para a idade e para o peso em relagéo a falha no bloqueio anestésico foi estabelecido pela curva ROC, sendo respectivamente 23 anos e 56 Kg.
oncluséo

A anestesia com agentes ndo desencadeantes mostrou-se segura em pacientes suscetiveis & HM. Houve maior frequéncia de falha ao usar o bloqueio do nervo

femoral do que o bloqueio espinal. A falha do bloqueio se correlacionou com miopatia, antecedente familiar, pacientes mais velhos e maior peso corporal.

Local onde foi realizado o trabalho: CEDHIMA (Brazilian Center of Study, Diagnosis,

Investigation of Malignant Hyperthermia. Dept. Surgery. Discipline Anaesthesia, Pain and Intensive Care. UNIFESP (University Federal Sao Paulo).
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Titulo:  Variagdes anatémicas na anatomia cirdrgica da esofagectomia
Autores: Takassi, G.F.

Bolsista: Guilherme Ferreira Takassi - UNIFESP

Orientador:  Fernando Augusto Mardiros Herbella Fernandes

Resumo:

INTRODUGAO

Esofagectomia € um procedimento repleto de desafios: (a) é uma operacdo complexa, (b) esta ligada a taxas muito altas de morbidade e mortalidade e (c) a anatomia
cirirgica do es6fago é extremamente peculiar, uma vez que importantes estruturas rodeiam o eséfago na porgao em que este passa pelo pescogo, térax e abdomen.
Estruturas como o nervo laringeo recorrente, ducto toracico e nervo vago devem ser cuidadosamente preservadas para evitar aumento das taxas de complicagdes.
Além disso, o conhecimento da distribui¢ao dos linfonodos no pescogo, e abdémen superior é transcendente, porque metastase linfonodal &€ comum em pacientes com
cancer de esofago. Este fato exemplifica a importancia do conhecimento das variagdes anatdmicas para o cirurgido durante uma abordagem da regido das estruturas
citadas.

MATERIAIS E METODOS

Revis&o literaria

Artigos, que abordam a série clinica e a anatomia da dissecgéo foram coletados apenas na lingua inglesa para mais tarde serem comparados com os dados obtidos
em nossas disseccoes.

Dissecgéo de cadaveres

Um total de 31 cadaveres (ndo embalsamado, néo preservado, tempo de morte inferior a 12 horas) humanos frescos foram estudados até a presente data através da
disseccéo das estruturas importantes citadas anteriormente.

Todos os cadaveres passaram pela necropsia no Instituto Médico Legal (IML) em S&o Paulo. Vitimas de trauma de pescogo, tronco, abdome ou ainda aqueles com
alguma doenca de es6fago foram excluidos do estudo.

DISSECCOES

Nervo Laringeo Recorrente

Foram dissecados 12 cadaveres para a andlise da anatomia do nervo laringeo recorrente, sendo que foram 3 mulheres e 9 homens. Dentre os resultado tivemos:

A esquerda: 12 ramos que recorriam no arco da aorta.

A direita: 9 ramos recorriam no tronco braquiocefalico, 6 ramos recorriam na artéria subclavia e 1 ramo recorria superiormente ao tronco raquiocefalico.

Linfonodos Abdominais

Foram dissecados 19 cadaveres para analise da anatomia dos linfonodos abdominais.

Dentre os linfonodos abdominais obtivemos uma média por cada grupo de linfonodos como segue:

para céardico direito: 4.06; para cardico esquerdo: 1.94; peq. Curvatura: 3.56; gastricos curtos: 0.94; a. gastroepiploica esquerda: 1.44; a, astroepiploica direita: 2.88;
supra piléricos: 0.94; infra piléricos: 2.13; a gastrica esquerda: 2.19; a. hepatica comum: 2.50; tronco celiaco: 2.63; hilo esplénico: 3; a. esplénica proximal: 2.19; a.
esplénica distal:

1.50; lig gastroduodenal a. hepatica propria: 1.44; lig gastroduodenal v. porta: 1.75; ligamento gastroduodenal hepato-colédoco: 1.31; retropancredticos: 0.94; v.
mesentérica superior: 1.38; a. mesentérica superior: 1.38; a. colica média: 1.75; peri-aortico hiato: 1.69; peri-aortico médio: 3.31; peri-aortico distal: 2.75; pancreéatico
anterior: 1.44; pancreatico inferior: 1.25; infra diafragmatico: 0.44; hiato esofagico:

1.25; para esofégico inferior; 0.55; supra diafragméticos: 1.10; mediastinal posterior: 0.15.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados demonstram claramente como a anatomia encontrada durante a esofagectomia é varidvel perante as descricdes encontradas em livros texto
consagrados como MOORE. Este fator exemplifica como o estudo das alteragbes anatdmicas se tornam importantes para o especialista em eséfago durante um
procedimento como a esofagectomia.

Participantes:  Guilherme Ferreira Takassi
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Titulo:  Acdo de farmacos sobre as lesdes celulares induzidas por pré-condicionamento isquémico na
isquemia e reperfuséo intestinal em roedores e suas consequéncias em outros 6rgdos: estudo

morfolégico e funcional
Autores: Melo, G.R.; Monteiro, L.M.C.
Bolsista: Geraldine Ragot de Melo - UNIFESP
Orientador: ~ Walter Jose Gomes

Resumo:

INTRODUGCAO

Efeitos celulares produzidos pela isquemia e reperfuséo

A necrose provocada por alteragao circulatoria grave é obstaculo na recuperag@o morfolégica e funcional de 6rgdos apds transplante ou na lesao tecidual aguda. Em
situagdes isquémicas, como a que ocorre na isquemia e reperfusdo, o 6rgéo fica temporariamente privado de oxigénio e de substratos metabdlicos, o que dificulta a
remocédo de substancias nocivas as células, entre elas, os radicais livres de oxigénio, os quais possuem papel importante no processo de peroxidagao lipidica, cujo
produto final altera a integridade estrutural e as fungdes bioquimicas da membrana celular, com posterior dano e destrui¢éo celular. Durante este periodo de isquemia
do 6rgao, o catabolismo de ATP leva ao acimulo de metabdlitos das purinas. Por sua vez, no processo de reperfusao, ha grande aporte de oxigénio que é o substrato
necessario a oxidacdo das purinas, com subprodutos de alta toxicidade.

0 comprometimento da microcirculagéo pela deplecéo de energia e a peroxidagdo de lipideos s&o as causas das lesdes por I/R. Estudos recentes tém sugerido que o
pré-condicionamento isquémico é uma estratégia terapéutica potencial que pode induzir a uma tolerancia, tornando resistente o 6rgao aos efeitos deletérios produzidos
pela isquemia e reperfuséo prolongada, por causa da exposi¢ao de curtos periodos de oclus&o vascular.

Vérios agentes farmacolégicos tém sido propostos como anti-isquémicos na pratica clinica, além disso, tem sido proposto o uso substancias capazes de aumentar a
produg&o e/ou a liberagao do 6xido nitrico (NO), visto que o NO exerce um papel citoprotetor contra as lesdes por I/R.

Estudos experimentais realizados em nossos laboratérios tém mostrado que compostos antioxidantes s&o capazes de aumentar significativamente a fungéo precoce do
aloenxerto e também do enxerto do animal receptor.

Farmaco pesquisado — Purinas: Apresentam um efeito citoprotetor em tecido nervoso, decidimos avaliar o possivel efeito citoprotetor destes compostos no pré-
condicionamento isquémico na isquemia e reperfusdo intestinal e suas conseqiiéncias no coragao.

OBJETIVOS

Geral: Investigar as alteragdes funcionais e estruturais do coragdo em animais submetidos & pré-condicionamento isquémico na isquemia e reperfusao intestinal tratado
com droga antioxidante.

Especificos: Avaliar a estrutura morfolégica do coragéo de ratos submetidos a pré-condicionamento isquémico na isquemia e reperfuséo (I/R) intestinal tratados com
ATP; Analisar imunohistoquimica e por RT-PCR a expressédo das enzimas coragdo de ratos submetidos ao pré-condicionamento isquémico na isquemia e reperfusao
(I/R) intestinal tratados com ATP.

METODOS

Amostra: Foram utilizados 48 ratos Wistar, distribuidos, por sorteio, em oito grupos, com seis ratos em cada grupo: Grupo | - isquemia intestinal com Solugéo Salina;
Grupo Il - isquemia e reperfuséo intestinal com solug&o salina; Grupo Il - isquemia intestinal e uso de drogas; Grupo IV - isquemia e reperfuso intestinal e uso de
drogas; Grupo V - pré-condicionamento isquémico com isquemia com solugéo salina; Grupo VI- Pré-condicionamento com I/R com solugao salina; Grupo VII — Pré-
condicionamento com isquemia e uso de drogas e; Grupo VIlI- Pré-condicionamento com I/R e uso de drogas.

Procedimentos Cirdrgicos para Indugéo do Pré-Condicionamento Isquémico na Isquemia/Reperfuséo Intestinal

Foi realizado um pré-condicionamento isquémico de 5 minutos e reperfusdo de 10 minutos, e na seqiiéncia realizada uma isquemia de 60 minutos nos grupos de
Isquemia. Nestes grupos, foram retirados, coragdo para estudo, da histologia, imunohistoquimica e biologia molecular. Nos grupos I/R, também foram 5 minutos de
pre-condicionamento isquémico de 5 minutos de isquemia e 10 de reperfusao e na seqliéncia 60 minutos de isquemia, retirados os clampes, permitindo a reperfuséo
do intestino por 120 min. Em seguida, retiradas as amostras descritas no grupo anterior (isquemia), para as mesmas analises.

Andlise Histologica: Os fragmentos do coragdo de cada animal foram convenientemente fixados. As laminas foram submetidas ao método de coloragéo pela HE para
analise morfolégica.

Andlise Imunohistoquimica: Serdo usados anticorpos anti-caspase 3, anti-PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular), anti-VEGF (subtipo-A) como indicadores
de les&o celular

Reagdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa (RT-PCR):A técnica de extragdo de RNA total estd seguindo as orientacdes preconizadas pelo fabricante
Qiagen por intermédio do seu Kit RNAeasy. Apos a extragdo do RNA as amostras serdo submetidas a eletroforese para analisar-se a qualidade do RNA obtido e em
seguida serdo analisadas em espectrofotémetro para avaliagdo das suas concentracdes.

Analise Estatistica:Os resultados serdo expressos como media + SEM e submetidos & “One-way” Andlise de Varidncia (ANOVA) seguido do Teste de Student-
Neusman—KegISs para determinar a significancia das diferengas entre os grupos experimentais. O nivel de rejeigdo da hipétese de nulidade sera fixado em 0,05 ou 5%.
RESULTAD

A andlise das laminas esta sendo processada, assim como o RT-PCR.

Participantes:  Geraldine Ragot de Melo, Lilah Maria Carvas Monteiro
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Titulo:  Alprostadil na viabilidade do retalho cutaneo randémico isquémico em ratos expostos a nicotina.
Autores: Vieira, F.A.

Bolsista: Fabio Antonio Vieira - UNIFESP

Orientador:  Lydia Masako Ferreira

Resumo:
Introdugéo
Os retalhos cutaneos séo segmentos de tecido corpéreo que podem ser transferidos de seu leito original para outras regides mantendo conexdo com a area doadora
através de um pediculo. Representam uma evolucdo no tratamento das perdas cuténeas e sdo amplamente utilizados em todas as éreas da Cirurgia Plastica,
principalmente na Reparadora (LIEBANO, FERREIRA, SABINO, NETO, 2002).
Apesar da utilizagdo de novos conhecimentos, a necrose de um retalho implica em sérias conseqiiéncias para o paciente e € por isso que se tem um grande niimero
de publicagbes sobre técnicas que visam aumentar a viabilidade do retalho. Por esse proposito, tratamentos adjuvantes capazes de aumentar a irrigagéo arterial e 0
fluxo venoso, melhorando a condigao isquémica e prevenindo a necrose tecidual, seriam bastante benéficos para o sucesso do tratamento.
Uma dessas drogas pouco estudada em retalhos randémicos € o Alprostadil ou prostaglandina E1 (PGE1) que possui alta atividade biologica e seu efeito terapéutico é
decorrente do aumento do fluxo sanguineo por vasodilatagéo direta; estabilizagdo da hemostasia por ativacdo da fibrinlise; redugéo da agregacéo plaquetéria e
formacéo de trombos pela inibigéo da ativacao de plaquetas e sua deposicéo sobre as lesdes; prevengdo dos efeitos danosos ao tecido pela inibigdo da ativagéo de
neutréfilo; melhora da microcirculagéo e oxigenagao pela modificagdo do eritrdcito; restauragédo do mecanismo isquémico devido & melhor utilizagdo de oxigénio e
glicose, além de possuir efeito antiaterosclerdtico (SERRA , MUSIARI, ARDISSINO , GHERELI , 2009)
Neste contexto, referiu-se acerca da potencial capacidade do Alprostadil, se administrado intravenoso no pré operatorio, em melhorar a viabilidade do retalho cutaneo
randdmico isquémico do rato.
Objetivo
Avaliar o efeito do Alprostadil na viabilidade do retalho cutaneo isquémico em ratos expostos a nicotina.
Método
Realizar-se-a estudo experimental utilizando-se 40 ratos machos, linhagem Wistar EPM, adultos, com peso em torno de 300g, provenientes do CEDEME da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP — EPM). Os ratos serdo mantidos em gaiolas individuais, recebendo ragéo comercial e agua ad libitum.

Os animais seréo, randomicamente, divididos em quatro grupos:

. 10 ratos Grupo Controle (GC)

. 10 ratos Grupo Alprostadil (GA)

. 10 ratos Grupo Nicotina (GN)

. 10 ratos Grupo Nicotina-Alprostadil (GNA)

A nicotina, na concentracéo de 1 mg/ml (diluida em solucéo salina), sera injetada na dose de 1,2 mg/kg/dia (aproximadamente 0,4 ml) no tecido subcutaneo do dorso
dos ratos, durante sete dias consecutivos no periodo pre-operatdrio nos grupos GN e GNA. A injecéo de Alprostadil 0,3ug/kg (HIROAKI K. et al.,1995), intravenoso,
sera feita em 0,5 ml de soro fisioldgico por sete dias no pré-operatério nos grupos GA e GNA. Os animais controle serdo submetidos ao mesmo procedimento
injetando-se somente solugéo salina.

Ao término dos sete dias do pré-operatério, serd realizado o procedimento operatério. Os ratos serdo anestesiados com injegdo intraperitoneal de cloridrato de
tiletamina (25mg/Kg) e cloridrato de zolazepam (25 mg/Kg) durante o ato operatério e nos estendidos, sendo realizada a tricotomia digital e o delineamento de area do
retalho.

Em seguidas sera realizado um retalho de base cranial no dorso do animal que mede dez centimetros de comprimento por quatro centimetros de largura e respeitando
os limites dos angulos inferiores das escépulas e os 0ssos superiores dos quadris, conforme a medida padrdo (McFARLANE, DeYOUNG, HENRY, 1965). Os retalhos
sdo dissecados a partir da fascia profunda, e continuando a fascia superficial, paniculo carnoso e pele, e em seguida, serdo colocados na mesma posicao (area
doadora) (GOMES et al., 1998; DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998) com a interposi¢do de uma barreira de plastico impermeavel (KORLOF & UNGLAND, 1966;
KAUFMAN et al., 1985). E finalmente suturados com pontos simples de nailon monofilamentar 4-0(LIEBANO et al.,2002).

No pds-operatorio, os ratos serdo mantidos em gaiolas individuais recebendo agua e ragdo ad libitum. Analgesia sera realizada imediatamente apds a operagdo e
diariamente até a eutanasia, com Cloridrato de Tramadol VO 5mg/kg.

A eutanasia ocorrera no quinto dia de pds-operatdrio, por overdose de anestésico (cloridrato de ketamina 500mg/kg e cloridrato de xilazina 250mg/kg IM) e uma analise
macroscdpica do retalho sera realizada para verificar a porcentagem da area de necrose pelo método do gabarito de papel, descrito por Sasaki e Pang. O limite entre o
tecido viavel (pele do rato que manteve preservadas suas caracteristicas padrdo) e o necrosado (pele do rato com perda total de suas caracteristicas padrao,
adquirindo tonalidade enegrecida) sera demarcado.

0 molde do retalho sera desenhado e recortado em papel vegetal, sendo aferido em balanga de preciso. Recorta-se, do molde, apenas a area que corresponde a
necrose do retalho, que também seré aferida.

Empregar-se-a a seguinte formula:

Porcentagem de necrose = peso da area de necrose x100 peso do retalho inteiro

Os dados obtidos serdo submetidos a anélise estatistica.

Resultados

Os dados estao em fase final de analise estatistica.

Participantes:  Fabio Antonio Vieira
Num.Com.Etica em Pesquisa:0489/09 iy

138



XVIII Congresso de Iniciagao Cientifica da UNIFESP - 2010
Cirurgia Experimental

Titulo:  Avaliagdo da formagao de aderéncias em grampos metalicos
Autores: Goldenberg, A.; Ribas, C.E.; Schvartsman, G.
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Orientador:  Alberto Goldenberg

Resumo:

Introdug&o

A aplicagéo de préteses sintéticas para corregéo de hérnias incisionais, quando aplicadas em contato com as algas intestinais, podem provocar aderéncias, com as
suas devidas consequéncias. Estas aderéncias podem ser provocadas pela propria protese ou pelo método de fixagéo, que em geral, na laparoscopia, sdo grampos
metalicos.

Objetivos

Avaliar se o grampo isoladamente é causa de aderéncias.

Métodos

10 coelhos da linhagem Nova Zelandia, machos, 3 meses de idade e com peso variando de 2000 a 2500 gramas, foram submetidos, ap6s preparo pré-operatério e
anestesia geral, & videolaparoscopia. Foram aplicados dois grampos de titanio em forma de espiral no flanco direito do animal e dois grampos reabsorviveis no flanco
esquerdo. Apos 30 dias de cuidados pds-operatérios, os animais foram novamente anestesiados e submetidos & nova laparoscopia exploradora. Avaliou-se a
cavidade peritoneal e a regido onde os grampos foram colocados, observando possiveis aderéncias.

Apos a laparoscopia os animais foram sacrificados com drogas anestésicas.

Resultados

Todos os animais sobreviveram sem nenhuma complicag&o pds-operatoria.

Na laparoscopia, em todos os animais, ndo foram observadas aderéncias nos locais dos grampos.

Concluséo

Os grampos de fixag&o de tela ndo provocam aderéncias em coelhos.

Participantes:  Alberto Goldenberg, Carlos Eduardo Ribas, Gustavo Schvartsman
NUm.Com.Etica em Pesquisa:1880/09 o
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Titulo:  Avaliagdo do efeito da L-NAME na microcirculagdo esplancnica nas fases hiper e hipodinamicas da
sepse

Autores: Neto, A.C.; Liberatori, A.M.A.; Shu, C.M.; Koh, .J.D.

Bolsista: Christopher Mindi Shu - UNIFESP

Orientador:  Ivan Hong Jun Koh

Resumo:

Introdugéo: Sepse pode ser definida como a repercusséo sistémica de uma infecgao sistémica com complexa manifestagao clinica em diferentes estadios da doenca.
Apesar de enormes progressos na ciéncia, continua sendo uma doenca com elevada morbidade e mortalidade. A auséncia de um monitor que preveja a evolugéo da
sepse para choque séptico, faléncia multipla de érgéos (FMO) e obito mostra a continua necessidade de investigagdo. Objetivo: Considerando que a FMO esta
intimamente associada a les&o da microcirculagdo objetivamos a estudar a microcirculagao de érgdos esplancnicos na sepse com e sem a adi¢ao da L-NAME.
Métodos: Ratas fémeas Wistar-EPM, com idade de 3 meses e peso entre 200-250g, oriundas do Biotério Central do CEDEME, da Unifesp-EPM foram distribuidos em
grupos: Grupo Sepse (ratos submetidos & sepse semi-letal (DL50, sepse hiperdinamica ou DL 73-80, sepse hipodindmica, com a inoculagdo endovenosa de 108 ou
109 UFC/mI/100gr de peso corporal, respectivamente); Grupo L-NAME [sepse e infus&o continua de L-NAME nas fases hiper(108) ou hipo-dinamica(109) da sepse]; e
Grupo Sham. O indculo da sepse foi injetada na v. jugular esquerda apds a anestesia geral (Quetamina e Xilazina; 4:1) e cateterizacdo. A infus&o continua de L-NAME
(7,5mg/ml/100g de peso corporal/hora) com a bomba de infusédo foi iniciada a partir da indug&o da sepse. A microcirculagéo de figado, rim esquerdo e ileo terminal
foram monitorados com o Laser Doppler e SDF (Sidestream Darkfield Imaging) acoplado ao MAS (Microscan Analysis Software) por meio de laparotomia mediana.
Resultados: Através da andlise da microcirculagdo por SDF, pudemos visualizar a arquitetura dos |dbulos hepaticos com os sinusoides, espago porta e veia centro-
lobular no figado; arquitetura dos tbulos contorcidos proximais com suas vénulas adjacentes peritubulares no rim; e vasos da musculatura longitudinal do ileo em
aspecto de “rede” composto de arteriolas, capilares e vénulas, pelo método SDF. A analise das imagens do SDF peloMAS mostrou que a média de velocidade de fluxo
é semelhante entre os 6rgdos figado (250+46) e Rim (282+58), mostrando que nestes 6rgdos a caracteristica de vasos da microcirculagdo da superficie dos érgaos e
a velocidades de fluxo sanguineo dos mesmos séo similares. Ja no intestino delgado ileo, ndo somente o tipo de vasos da microcirculagado bem como o didmetro e
velocidade de fluxo sanguineo foram diferentes dos 6rgéos macigos. A velocidade do fluxo no ileo foi de 452+59(didmetro <18 um) e 506+360(didmetro >18 um). Ao
proporcionar a visualizagdo da arquitetura tecidual local, a SDF mostrou que quanto maior a sepse maior é o desarranjo tecidual. Estas alteragdes possivelmente séo
decorrentes de extravasamento do liquido intravascular para o espago extravascular associado a resposta inflamatoria parenquimatosa dos drgéos relativos a invaséo
microbiana, sugerindo que, as consequéncias do dano da microcirculagdo na sepse nos 6rgdos determinam um desarranjo tecidual de forma proporcional a
intensidade da sepse. Ao analisarmos as imagens obtidas no grupo L-NAME hipodindmica, pudemos observar que, na arquitetura tecidual, comparada & arquitetura
mostrada pelos grupos Sepse e L-arginina, o grupo L-NAME apresentou maior desarranjo da arquitetura, se comparado ao grupo L-arginina, porém, apresentou-se
melhor que o grupo Sepse. Tal observagao sugere que a L-NAME, droga utilizada para o tratamento de sepse, talvez ndo consiga manter a mesma integridade tecidual
frente a sepse se comparado ao uso da L-arginina. Porém, é necessaria ainda a confirmagao de tais fatores através da analise dos dados que foram obtidos e estao
sendo computados. Considerando que os métodos empregados nesta pesquisa sé&o de grau de dificuldade média e emprego de técnicas de microcirurgia, estudo com
a L-NAME ainda n&o foram concluidos.

Conclusdo: Baseados nas imagens da arquitetura tecidual, pudemos observar maior desarranjo da mesma nos ratos com infusdo de L-NAME, se comparados aos
ratos com infusdo de L-arginina. Devemos porém, confirmar isso através da andlise do delta percentil obtido através do registro da perfuséo dos 6rgéos esplancnicos.
Estudos precisam ainda ser concluidos para melhor avaliar estas hipoteses.

Participantes: ~ Afonso C. Neto, Ana M.A. Liberatori, Christopher Mindi Shu, Ivan J.D. Koh
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Titulo:  Colecistectomia pelo método de N.O.T.E.S.
Autores:
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Resumo:

INTRODUGAO

A introducéo da cirurgia laparoscopica no inicio dos anos noventa, inaugurou uma nova era no tratamento das doengas cirurgicas.

O passo seguinte para diminuir ainda mais a invasividade a cavidade peritonial é evitar completamente a abordagem através da parede abdominal anterior. Dentro
desta viséo, surgiu, o conceito de cirurgia sem cicatriz (“scarless”), também chamada de Natural Orifice Translumenal Endoscopic Surgery (NOTES), representando
uma nova evolugdo na histéria da cirurgia. A abordagem NOTES tem como principio, acessar a cavidade abdominal através de um dos orificios naturais do corpo,
como vagina, bexiga, reto-colon, boca-estémago, utilizando apenas recursos de endoscopia flexivel, evitando assim, os problemas relacionados com o acesso através
da parede abdominal.

O objetivo deste estudo, & demonstrar a viabilidade técnica e avaliar as complicagdes e alteragdes imunoldgicas relacionadas com a via de acesso transvaginal
totalmente NOTES, comparada com a via laparoscépica.

MATERIAL E METODO

Amostra

Foram estudadas vinte e seis porcas fémeas (Sus scrofus domesticus), raca Large White com trés meses de idade, pesando entre 20 e 30Kg, estratificados
aleatoriamente em 4 grupos: NOTES transvaginal (07 animais); Laparoscépico (07 animais); Laparotdmicos (07 animais) e Shan (05 animais).

Preparo dos animais

Os animais foram submetidos a um periodo de quarentena de trés dias no Centro de Experimentacéo e Treinamento em Cirurgia Experimental do Hospital Albert
Einstein (CETEC).

Técnica anestésica

Todos os cuidados pré, intra e pos-operatorios foram conduzidos pelo veterinario do CETEC.

Técnica operatéria

Acesso Vaginal - NOTES

Realizou-se exploragdo da vagina com o endoscépio de visdo frontal de duplo canal, identificando-se o colo uterino e as paredes do fundo vaginal. Um fio-guia foi
introduzido na cavidade peritoneal através do cateter da agulha que serviu de guia para a passagem do endoscopio duplo-canal que carreou junto, duas pingas de
hastes longas, especificamente projetadas para este procedimento(Fig.), que foram utilizadas para trag&o e contra-tragéo da vesicula biliar.

Acesso Laparoscopico

Realizado inventéario da cavidade abdominal e da introdugdo de outros trés acessos sob visdo intra-peritonial laparoscdpica: epigastrio (10mm), flanco direito (5mm),
hipocondrio direito (5mm).

Acesso Laparotdémico

Realizou-se uma incisao subcostal direita de 8-10cm, com abertura da parede por planos, seccionando-se com o eletrocautério a musculatura obliqua externa, interna
e transversa do abdome, bem como o peritdnio.

Procedimento Sham

O grupo Sham foi composto de 5(cinco) animais, os quais foram submetidos aos mesmos procedimentos pré-operatdrios e anestésicos dos demais, inclusive as
medicaces, monitorizagdes e coletas de sangue.

Avaliagao pos-operatdria

Foram avaliados o tempo de deambulagdo e realimentagdo do animal, presencga de intercorréncias clinicas (infegao de FO, deiscéncia de FO, evisceragao, fistula
digestiva) e mortalidade.

Coleta e preparo das amostras:

Foram colhidos cerca de 15ml de para a dosagem de TNF-alfa, IL-1?, IL 6 e foi utilizado 0 método ELISA. No presente estudo sera utilizado um kit especifico para
porcos. O leucograma sera realizado automaticamente em aparelho x,

Avaliagdo macroscdpica do resultado cirlrgico - Necropsia

Foi avaliada a presenca, localizagdo e caracteristicas das aderéncias abdominais. A cavidade vaginal também foi avaliada quanto ao aspecto da cicatrizagéo e
presenca de infecgdo e deiscéncia da colpotomia.

Avaliacéo estatistica

Os dados coletados foram anotados, avaliados, tabulados e comparados entre os grupos estudados, a partir de uma ficha de avaliagdo. A andlise estatistica foi
realizada através dos testes Chi quadrado, Fischer e t de student.

DISCUSSAO

A via NOTES transgastrica traz consigo o risco de contaminagdo da cavidade abdominal pela abertura de uma viscera oca potencialmente contaminada, além da
limitagdo em fechar com seguranga esse acesso apds o término do procedimento, podendo resultar em fistula e peritonite. Por outro lado, a via transvaginal se
apresenta mais factivel, sem a necessidade de abertura de viscera oca, apenas uma colpotomia oferece acesso seguro e facil para a cavidade abdominal, sem os
incovenientes da via transgastrica.

Muitos procedimentos hibridos experimentais clinicos, principalmente colecistectomias, tem sido feitas por essa via, isto é, a utilizagdo da via transvaginal com a
assisténcia da via laparoscdpica. Contudo, a via exclusivamente transvaginal tem sido limitada pela falta de instrumentos endoscdpicos adequados projetados para
essa via, e pelo risco maior de iatrogenias.

Os nossos resultados demonstraram que a via exclusivamente transvaginal é factivel e segura.

Participantes:
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0755/07 o
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Titulo:  CONTRIBUIGAO DA LIBERAGAO DE CALCIO INTRACELULAR E ONDAS DE CALCIO NO
DESENVOLVIMENTO DA BEXIGA HIPERATIVA
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Orientador:  Miriam Dambros

Resumo:

A bexiga hiperativa afeta negativamente a qualidade de vida, principalmente entre a populagdo mais idosa.No estudo de mecanismos que levam a estas desordens, a
teoria miogéncia é a mais interessante e a mais aceita cientificamente.

A concentragdo de célcio intracelular tem fungdo essencial no bindmio estimulo-resposta em varios tecidos. Uma variedade de fungdes celulares, que incluem secrecéo
celular, divisdo celular, contragdo muscular, liberagdo de neurotransmissores, e expresséo génica s@o controladas pelas mudancas na concentragdo do célcio. Em
células musculares lisas, mudangas nas concentragdes de Ca+2 livre no citoplasma tém a fungdo priméaria de iniciar a contragdo muscular. Com os marcadores
fluorescentes de calcio, é possivel medir sua concentracéo celular.

O objetivo deste estudo é desenvolver um protocolo de medida da concentragéo de calcio intracelular de fibra musculares lisas de suinos, coelhos e ratos, bem como
medir o calcio citosolico durante as contragdes de bexiga provocadas farmacologicamente.

METODOS: a célula muscular foi obtida da clpula vesical de suinos, ratos e coelhos. Os musculos foram colocados em solugdo de Krebs, para sua conservagdo. A
camada mucosa e a gordura foram removidos, com auxilio de microscépio binocular, sendo entéo obtidas fibras de 0,3mm de didmetro e 2mm de comprimento.

Para o estudo do movimento do célcio foram utilizados métodos fluorimétricos, sendo o FURA 2AM o marcador fluoréforo escolhido. Este foi impregnado em banho de
6rgaos, para se determinar o melhor protocolo que seria capaz de identificar o movimento de calcio no interior da fibra muscular.

Este estudo, ainda em sua fase de concluséo, tem possibilitado a determinagdo do melhor protocolo experimental para avaliagédo do fluxo de célcio em fibras
musculares, utilizando-se como modelo strips de musculo; sendo que constatou-se que:1. A bexiga do coelho sem mucosa é o melhor modelo quando se quer
contragao muscular; e 2. A bexiga do rato sem mucosa é o melhor modelo para incorporagdo do FURA 2AM e estudo da raz&o de fluorescéncia.

Participantes:  Ana Carolina Yaemi Imada
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Titulo:  Os efeitos do laser terapéutico, 660nm, na regeneracdo nervosa apds secgéo total do nervo ciatico

em ratos
Autores: Renno, A.; Medalha, C.C.; Bublitz, C; Gangi, G.; Fernandes, M.; Aguiar Jr, O.
Bolsista: Caroline Bublitz Barbosa - UNIFESP
Orientador:  Ana Claudia Muniz Renno

Resumo:

Lesdes de nervo periférico sdo freqlientemente encontradas na pratica clinica da fisioterapia. Traumas como esmagamento e secgdes totais sdo as causas mais
comuns de lesdes nos nervos periféricos e, comumente, resultam incapacidades funcionais, afetando atividades ocupacionais e sociais do individuo. Dentro deste
contexto, muitos recursos vém sendo pesquisados com o intuito de acelerar a regeneragdo nervosa, dentre estes se destaca a terapia laser de baixa poténcia. Estudos
anteriores demonstraram que o laser de baixa poténcia (LLLT) promove diminuigdo do processo inflamatério e aumento da proliferagéo celular, resultando em
aceleracédo da regeneragao nervosa pos-lesdo. No entanto, apesar da série de evidéncias da efetividade do LLLT no processo de regeneragéo do tecido nervoso, os
mecanismos envolvidos nestes eventos sdo amplamente desconhecidos, e ainda ha uma contradigéo entre os diversos parametros usados. Com isso, este projeto tem
0 objetivo de analisar os efeitos do LLLT na regeneragdo do nervo cidtico em ratos apds lesdo por secgéo total. Para isso, foram utilizados ratos machos da raga
Wistar, divididos nos seguintes grupos (n=10): grupo controle-leséo, grupo leséo irradiado com laser 660nm, fluéncia de 10 J/lcm2 e grupo leséo irradiado com laser
660nm, fluéncia de 50 J/cm2. O protocolo de tratamento foi iniciado 24 horas apés a cirurgia e realizado durante 3 semanas, sendo a aplicagéo 5 vezes por semana. A
cada 20 dias, os animais eram submetidos a avaliagdo do indice funcional do ciético, em um total de 6 avaliagées. Apds 90 dias os animais sofreram eutandsia por
overdose de anestésico. Resultados: Nao foram observadas diferengas significativas nas avaliagdes 1, 2 e 3 entre nenhum dos grupos. Na avaliagéo 4, os animais
irradiados com a dose de 50 J/lcm2 apresentaram media significativamente maior quando comparado com os demais grupos. Ainda, na avaliagdo 6, ambos 0s grupos
tratados apresentaram médias significativamente maiores quando comparadas com o grupo controle. Conclusao: O laser terapéutico foi eficaz para melhorar o controle
motor de ratos que sofreram secgao total de nervo ciatico, principalmente em estagios mais avangados de reparo.

Participantes:  Ana Claudia Muniz Renno, Carla Christina Medalha, Caroline Bublitz Barbosa, Giuliana Castro Di Gangi, Marcela Fernandes, Odair Aguiar
Junior
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Titulo: Papel do Atenolol na Les&o por Isquemia e Reperfusdo Intestinal em Coelhos
Autores: Souza, PDF

Bolsista: Pedro David Forma de Souza - UNIFESP
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Resumo:

Introdug&o: A les&o intestinal por isquemia-reperfuséo constitui-se em um evento fisiopatolégico comum a diversas doengas da préatica clinica diaria com significativa
morbi- mortalidade. Objetivo: O projeto avaliou o impacto de farmaco beta-bloqueador (atenolol — AT) na disfungéo intestinal induzida por isquemia (I) e reperfuséo (R).
Métodos: Utilizamos coelhos (2.500mg de peso) que foram anestesiados e submetidos a uma laparotomia para identificagéo e clampeamento da artéria mesentérica
superior. Os animais receberam AT intravenoso (1 mg/kg) ou solugéo salina (SS) no mesmo volume que o farmaco, 5 minutos antes da ocluséo (1), apos 60 minutos a
artéria foi liberada para a reperfusédo (R) por 120 minutos, além do grupo “sham” que nao foi submetido a isquemia e reperfusdo. Ao final do periodo de isquemia com
ou sem reperfuséo, retirou-se um segmento de jejuno. Parte do jejuno foi preservado em solugéo ringer lactato e encaminhado para a avaliagdo farmacolégica da
motilidade in vitro e outra parte destinada a histologia para coloragéo (hematoxilina-eosina) e analise microscépica. Resultados: Os dados obtidos no teste de
motilidade intestinal nos grupos | + AT e I/R + AT foram significantemente maiores quando comparados com os do grupo controle | + SS e I/R + SS, e semelhantes aos
resultados do grupo “sham”. De ponto de vista morfolégico observou-se lesdes nos plexos entéricos jejunais nos grupos | + SS e IIR + SS quando comparados com os
grupos | + AT e IIR + AT (respectivamente). Concluséo: O atenolol mostrou-se eficaz na preservagéo do érgdo tanto na isquemia quanto na reperfuséo.

Participantes:  Pedro David Forma de Souza
NUm.Com.Etica em Pesquisa:1815/08 Rt
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Resumo:

O Trauma é uma doenca cuja incidéncia vem crescendo de forma alarmante em todo o mundo. E a principal causa de morte na populagdo economicamente ativa,
sendo assim um problema de salde publica. O grande indice de seqielas temporarias e permanentes nos sobreviventes desta doenga eleva muito o custo do seu
tratamento, trazendo um grande 6nus & sociedade. O Trauma deixou de ser considerado uma “doenca negligenciada da sociedade moderna” e de estar associada a
“acidentes” ou ao acaso, e passou a ser considerado um evento previsivel e entdo passivel de prevengéo. Assim como qualquer outra doenga, o trauma deve ser
tratado de forma cientifica, com o delineamento de fatores causais e o desenvolvimento de estratégias preventivas contra esses mesmos fatores, visando diminuir o
custo da mortalidade e da morbidade a ela relacionados.

O tratamento de criangas traumatizadas exige conhecimento especial, tratamento preciso e atengdo escrupulosa aos detalhes. Cada profissional da equipe de
atendimento deve estar completamente consciente das caracteristicas especiais e das necessidades exclusivas das criangas lesadas, ndo esquecendo que as
prioridades de atendimento do paciente pediatrico séo exatamente as mesmas do paciente adulto. Devemos incentivar as equipes de atendimento a treinarem os
procedimentos em situaces eletivas, para que tenham mais facilidade e seguranga em situagdo de emergéncia, lembrando que em condigdes extremas, qualquer
tracéo, deslocamentos durante a fixagao de sondas, drenos e acessos venosos, podem significar mal funcionamento desses dispositivos ocasionando a perda da vida
do doente. O conhecimento de técnicas de imobilizagéo de criangas e uso de equipamentos proprios para a idade do doente séo fundamentais para a boa evolugdo do
caso.Todas as conseqiiéncias e seqielas em uma crianga devem ser pensadas em longo prazo para a vitima, para a familia e para a sociedade, e por esse motivo
devemos ter uma equipe muito bem treinada e segura.

Na cidade de Sao Paulo, o atendimento as criangas e adolescentes vitimas de trauma é minoria dentre as ocorréncias atendidas diariamente pelo Corpo de Bombeiros
(Abib,2003). As pessoas que trabalham no pré-hospitalar e no atendimento hospitalar as emergéncias estdo acostumadas a lidar com situagbes chocantes, mas
quando a vitima é uma crianga, sentimentos diversos e diferentes dos habituais sdo despertados. Segundo Stylianos e Eichelberger (1993), o enorme dano que o
trauma pode provocar na crianga € na familia s6 pode ser reduzido com estratégias de prevengéo e melhorias no acesso da vitima pediatrica a pessoas e estruturas
capazes de fornecerem tratamento adequado.

Os beneficios que a organizagao e a regionalizagéo dos atendimentos pré e intra hospitalares trouxeram para o adulto traumatizado (sistema de trauma) ndo ocorreram
no atendimento da crianga em nosso pais. Em outros paises, a situagdo é mesma, ou seja, ndo ha integragéo entre os diversos servigos envolvidos nas emergéncias
pediatricas.

O presente estudo tem o objetivo de tragar o perfil do atendimento a crianga traumatizada, fornecer elementos para proposta de aperfeicoamento dos profissionais e
otimizacéo do atendimento a crianga traumatizada e propor grade de referéncia para o atendimento a crianga traumatizada nos hospitais.

Tal objetivo devera ser alcangado através de um questionario objetivo elaborado pelos autores desse estudo, fundamentado em experiéncias pessoais e profissionais e
em algumas dividas que surgiram durante a elaboragéo da tese da orientadora desse estudo (Abib,S.C.V). Os participantes sdo médicos que atuam em servicos de
Urgéncia/Emergéncia nos hospitais vinculados & UNIFESP, de ambos os sexos e com idades entre 20 e 80 anos.

Muitos profissionais relataram dificuldades técnicas e emocionais ao realizar o atendimento de um paciente infantil traumatizado. Alguns tiveram treinamento de
suporte avangado de vida em criangas e ndo tém oportunidade de aplica-lo, outros nunca passaram por tal treinamento e sao os resposaveis pelo primeiro atendimento
ao chegarem ao servico de salde. Relatam também que tém dificuldades quanto & disponibilidade de material com tamanho adequado, quanto & dificuldade de
trabalhar com uma equipe despreparada e muitos prefeririam transferir o paciente para outro servigo em que tivesse um profisional especializado. A partir dessas
constatacfes esperamos que possam ser elaboradas posteriores intervengoes de aperfeicoamento desses profissionais e padronizacdo do sistema de atendimento,
lembrando sempre que a crianga ndo é um adulto pequeno e sim um ser humano com suas particularidades do desenvolvimento e com angustias caracteristicas da
idade.

Participantes:  Daniela Paoli A. Lima, Simone C.V. Abib, Tatiane Pavan Ramos
NUm.Com.Etica em Pesquisa:0505/09
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Titulo:  Repercussodes sistémicas apos isquemia e reperfusao no figado reduzido de camundongos:

modulagao por N-acetilcisteina
Autores: Oshima, C.T.F.; Montero, E.F.S.; Lee, E.J.S.; Simdes, M.J; Silva, S.M.
Bolsista: Edwin Jin Su Lee - UNIFESP
Orientador:  Edna Frasson de Souza Montero

Resumo:

A diviséo do figado para obtencéo de enxertos para transplante tem sido empregada devido & escassez de doadores. Entretanto, a diminuigéo do volume do enxerto
pode acarretar em comprometimento do érgdo, com disfungao primaria do enxerto, e sistémico no pds-transplante precoce. E nesse contexto que a N-acetilcisteina
(NAC), um tiol que atenua os efeitos decorrentes da isquemia/reperfus@o, com sequestro de espécies reativas de oxigénio e melhora da microcirculagdo, pode
melhorar o prognostico. Trabalhos anteriores no laboratério mostraram que a N-acetilcisteina apresenta estimulo mitégeno no figado remanescente apds hepatectomia
parcial, além de apresentar diminuigdo do estresse oxidativo. Assim, decidiu-se estudar os efeitos da N-acetilcisteina na modulagéo sistémica da lesao, por meio da
avaliagdo do tecido intestinal. Foram utilizados doze camundongos BALB/c, machos, pesando em média vinte gramas, provenientes do Biotério do INFAR da Unifesp.
Os animais foram distribuidos em dois grupos, Hepatec+IR — Hepatectomia + Isquemia e Reperfusdo, e um grupo em que se acrescentou a N-acetilcisteina, na dose
de 150mg/kg, NAC+HepatectIR. Adotou-se como parédmetro de avaliagdo: a histologia intestinal (coloragdo de hematoxilina-eosina) e a imunohistoquimica (PCNA,
ICAM-1, Caspase 3), sendo que esta ainda se encontra em processamento. A avaliagdo estatistica sera realizada apés a obtengdo de todos os dados e o nivel de
significancia sera de 5%. Na histologia, o grupo Hepatec+IR apresentou intensa leséo de vilosidades, +++/4+ (no apice da vilosidade ocorre descolamento da
membrana basal, vacuolizagéo das células epiteliais e ruptura das vilosidades); o grupo com a N-acetilcisteina apresentou atenuagéo dessa lesdo, +/4+. Com base nos
dados obtidos, pode-se sugerir que a N-acetilcisteina promove prote¢éo ao intestino, no sentido de atenuar a leséo. Falta-nos a avaliag&o da atividade proliferativa e de
apoptose, assim como da molécula de ades&o intercelular.

Participantes:  Celina T. F. Oshima, Edna Frasson de Souza Montero, Edwin Jin Su Lee, Manuel de Jesus Simdes, Sonia Maria da Silva
NUm.Com.Etica em Pesquisa:1714/09 e
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Titulo: Uso de Espectroscopia Raman na avaliagdo de anastomoses de veias a partir de anélise morfolégica

em fibras colagenas
Autores: Pak, V.J.H.
Bolsista: Victor Joon Ho Pak - UNIFESP
Orientador:  Helio Plapler

Resumo:

Objetivo

Caracterizar a espectroscopia Raman como uma técnica néo invasiva para o exame de evolugéo cicatricial em suturas vasculares.

Introdug&o

O tipo mais comum de restauragéo vascular é a sutura simples de uma solug&o de continuidade da parede do vaso, entretanto em alguns casos, essa sutura pode
levar ao estreitamento da luz do vaso também aliado a lesao endotelial e a presenca do fio de sutura pode levar a trombose do vaso sangtineo

Colageno e outras proteinas gradualmente substituem & fibrina como principais constituintes da matriz de uma ferida durante o processo de cicatrizagdo. Colagenos
constituem até 80% da massa seca de vasos sanguineos. Sua detecgdo pode ser uma ferramenta valiosa no estudo de processos de cicatrizagdo vascular.

A espectroscopia Raman é uma ferramenta que possibilita 0 estudo de mudangas fisicas e quimicas em tecido biolégico, podendo ser empregada para discriminar
tecidos normais de anormais em veias e artérias. Sua analise se baseia na luz dispersada ao incidir sobre o material a ser estudado. Somente uma pequena porgéo da
luz é totalmente dispersada inelasticamente frente as rapidas mudangas de freqiéncia devido & interag&o da luz com a matéria que é uma caracteristica intrinseca do
material analisado. Esta técnica é aplicada diretamente sobre a amostra em questdo, ndo sendo necessario fazer uma preparagdo especial do material e ndo ha
alteragdo na superficie analisada. Com o avango tecnoldgico seria possivel a andlise in vivo através de fibra ética. Utilizamos a espectroscopia Raman para anélise da
evolugdo de anastomoses vasculares, tendo como base a morfologia das fibras colagenas.

Material e método

24 porcos da raca Landrace, fémeas e machos, com peso variando de 8 a 16 quilogramas e idade entre dois e cinco meses foram alojados em baias, recebendo agua,
ragao balanceada e limpeza diaria, de acordo com normas de criagdo de animais em laboratério.

Os animais identificados por brincos e mediante sorteio aleatdrio, distribuidos em dois grupos de 12 elementos cada: o grupo controle e o grupo experimental, que sera
submetido a anastomose com fio de polipropileno. Cada grupo tera trés sub-grupos com trés elementos cada e que foram re-operados em 3,14 e 30 dias.

Os animais receberam medicagao pré-anestésica de acepromazina 1% (0,1mg/kg) e ketamina (10mg/kg) em associagéo com midazolan (0,5mg/kg) intra-muscular. Os
animais foram levados ao centro cirlrgico onde canulamos a veia marginal da orelha e inicia-se infuséo de soro fisioldgico 0,9% de cloreto de sédio na dose de 10
ml/kg/hora.

A indug&o anestésica é realizada intravenosa com pentobarbital (12,5mg/kg) e pancurdnio (4mg/kg) no bloqueio neuromuscular. Apés indug&o, realiza-se a intubagéo
endotraqueal. A manuteng&o da anestesia ¢ feita com o uso de isofluorano e a analgesia com cloridrato de tramadol na dose de 2mg/kg. Apés a cirurgia, o animal
recebe cetoprofeno (2mg/kg) e enrofloxacina ( 5,0 mg/kg) a cada 24hs.

As veias femorais sdo dissecadas, expostas, ficando livre de tecidos adjacentes. Apds a medida do didmetro externo com paquimetro, procede-se a heparinizagao
endovenosa com 4.000 Ul de heparina sddica.

As veias sdo pingadas com pingas do tipo Bulldog, proximal e distal de onde seré feita a sec¢do dos vasos. A secgéo é feita com tesoura cirtrgica transversalmente ao
vaso na sua totalidade. Com paquimetro, procede-se a medida do didmetro interno das veias.

Pontos de reparo serédo colocados de forma triangular em cada uma das extremidades para facilitar a aplicagéo das técnicas de reparo.

E realizada anastomose término-terminal nas veias com fio de polipropileno 5.0 utilizando-se de 8 a 10 pontos separados no grupo experimental.

Apds o fechamento por planos da parede abdominal, o animal € encaminhado para recuperagéo e posteriormente para andlise da espectroscopia Raman.

Os espectros FT-Raman sao registrados em um espectrofotdmetro FT-Raman Bruker FRS 100/S utilizando a linha em 1064 nm de um laser de Nd:YAG (Coherent
COMPASS 1064-500N) com divisor de feixe de quartzo e detector de Ge refrigerado a nitrogénio liquido.

Resultados esperados:

Resultados do projeto piloto estéo sendo analisados e deverdo ser concluidos em breve. Espera-se que a analise histoldgica identifique tecido fibroso ao redor dos fios
da anastomose no grupo experimental contendo colageno Il disposto em diversas bandas circulares e area preferencial de deposicdo de colageno IV na regido
subendotelial da neointima. Pela espectroscopia Raman, espera-se uma maior representagao de dois picos por volta de 1271 e 1248 cm-1 nos espectros de colageno
nos animais submetidos & anastomose que podera ser atribuida ao amido Ill. A presenca de picos de amido Il é esperada, possivelmente associada a natureza
bifasica da molécula de tropocolageno, ou seja, regides ricas em prolina (ndo polar) e pobres em prolina (polar) distribuidas pela cadeia.

Participantes:  Victor Joon Ho Pak
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Resumo:

Introdug&o: O equilibrio corporal tem estreita relagdo com o sistema vestibular, o qual detecta o movimento angular (rotacional) da cabeca, a aceleragéo linear vertical e
horizontal bem como a posigao da cabeca em relagao ao eixo gravitacional. O sistema vestibular é uma das ferramentas mais importantes no controle da postura, e
fornece informagdes ao sistema nervoso central para controlar as posiges estaticas da cabeca e do corpo e coordenar os movimentos posturais. A posturografia com
realidade virtual € um método novo, que fornece estimulos visuais que desencadeiam respostas oculomotoras de perseguicdo, movimentos sacadicos, optocinético,
reflexo vestibulo-ocular e a interagao visual e vestibular. A realidade virtual possibilita a imersdo em um mundo ilusério, onde a percepgado do ambiente é modificada
por um estimulo sensorial artifi