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Estima-se que, aproximadamente, 50% dos fetos
abortados espontaneamente durante o primeiro trimestre
de formagdo apresentem malformagdes. A etiologia mais
comum ¢é genética, mais especificamente citogenética, en-
volvendo cromossomopatias. Estas originam-se de erros
na gametogénese ou podem ser herdadas dos pais. Am-
bas as situagdes envolvem risco de recorréncia para novos
abortamentos ou para nascimento de concepto anormal.
Nos casos em que o exame citogenético do feto abortado é
normal, devem ser consideradas outras causas, como, por
exemplo, mutag¢des génicas. O exame clinico dos pais e de
outros filhos do casal deve ser realizado para investiga¢ao
de sinais clinicos que podem indicar espectro fenotipico
de sindromes. Agentes teratogénicos também podem fa-
zer parte da etiologia da perda fetal. Portanto, a exposi¢cdo
a fatores fisicos, quimicos e bioldgicos durante o periodo
da embriogénege deve ser investigada. O objetivo deste
trabalho é detectar causas genéticas da perda fetal durante
o primeiro trimestre de forma¢ao, uma vez que é durante
esse periodo que a perda fetal é mais frequente. Anomalias
genéticas graves impedem o desenvolvimento do concep-
to, culminando em aborto espontaneo precoce. A pesqui-
sa envolverd a andlise citogenética de tecido fetal prove-
niente de vilosidades coridnicas. Esse material serd obtido
de pacientes do Hospital Maternidade Santa Isabel que
forem internadas por meio do Sistema Unico de Saide
(SUS) devido a processo de abortamento espontineo de
primeiro trimestre e que tiverem interesse em participar
do projeto. Resultados que revelarem anomalias cromos-
sOmicas estruturais indicarao exame citogenético de san-
gue periférico dos pais. Todas as avaliagGes citogenéticas
(tecido fetal e sangue) envolverao técnicas convencionais,
de bandamento C, G, NOR e de alta resolugdo. Casos que
gerarem duividas quanto a anomalia cromossomica estru-
tural serdo enviados para outros centros de pesquisa nos
quais ja haja estabelecimento de métodos mais sofistica-
dos, como a de hibridizac¢io in situ (Fish). Todos os casais
receberao aconselhamento genético que informard sobre
diagndstico, progndstico e riscos de recorréncia de novos
abortamentos ou de nascimento de crianga malformada.
Trabalhos com esse enfoque sao muito escassos no Brasil,
as referéncias que se tém sao, em sua grande maioria, de
pesquisas internacionais. O conhecimento sobre a etiolo-
gia da perda fetal é extremamente limitado e os aspectos
genéticos sdo negligenciados devido, principalmente, a
falta de informacéo da classe médica.
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Novos vetores de transferéncia génica, incorporan-
do as regides ITR do genoma do virus adeno-associado,
encapsulados em lipossomos, e vetores plasmidiais, en-
capsulados em mitocondrias, serdo desenvolvidos, para se
estudar a eficiéncia da transferéncia génica, a estabilidade
dos transgenes e o seu efeito sobre a expressdo génica glo-
bal em modelos de reposi¢ao génica nuclear (genes p53,
p21, kail e gene da distrofina) e citoplasmdtica (reposicdo
de DNA mitocondrial e do gene-repdrter LacZ no cito-
plasma por meio da administragao de DNA encapsulado
em mitocondrias ao cérebro, muasculo-esqueleto e células
neoplasicas), e em um modelo de marcagdo génica usan-
do os genes HSV-tk e neoR.
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A principal alteracdo detectada em pacientes com
uma doenga mitocondrial é a delegdo do DNAmt. A gé-
nese desse rearranjo ainda ndo esta esclarecida. Acredita-
se que seja originada de recombina¢do andmala durante
a replicagao, favorecida por repeti¢des diretas ou outras
alteragdes, como sequéncias palindromicas, genes de
RNAt, altera¢cdes conformacionais por alta tensdo heli-
coidal e radicais livres. Devido ao aparecimento de dois
rearranjos (duplicacdo e dele¢do) num mesmo paciente,
foi sugerido que o DNAmt duplicado seria um precur-
sor do DNAmt deletado. No entanto, a real frequéncia da
duplica¢do em pacientes com delecao do DNAmt ainda
nao estd definida. As dele¢des podem ser encontradas,
também, no envelhecimento normal, e sugere-se que seu
aparecimento esteja relacionado a lesdo por radicais livres
provenientes da cadeia respiratéria mitocondrial. Porém,
em estudo anterior, verificou-se que pacientes com defi-
ciéncia na cadeia respiratoria, que teoricamente geraria
mais radicais livres, ndo acumulam essa delecdo de forma
mais acelerada. O objetivo deste projeto é tentar elucidar
os mecanismos envolvidos na génese dos rearranjos do
DNAmt. Na primeira parte do trabalho, serd analisada
a presenca de duplicacdo em pacientes com dele¢des do
DNAmt por meio de Southern blotting e sequenciamento,
e serd realizada correlagdo genotipico-fenotipica. Na se-
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gunda parte, se tentard melhorar a técnica do PCR longo
para o diagndstico de dele¢oes do DNAmt em pacientes,
o que facilitard o diagnéstico devido a facilidade técnica, a
rapidez e ndo a necessidade de material radioativo. Na ter-
ceira parte, pretende-se verificar se pacientes com defeito
na fosforila¢ao oxidativa apresentam maior producao de
radicais livres por meio de imunoistoquimica e Western
blot de material proveniente de musculo, utilizando-se
anticorpos contra SOD (Superoxido Dismutase) e NOS
(Nitric Oxide Syntethase). Na quarta parte, serd verifica-
do o cérebro de ratos epilépticos (modelo experimental
da pilocarpina) que apresentem aumento de SOD e NOS
na fase aguda. Sera analisada a presenca de delecdes do
DNAmt (uma delegao especifica pelo método quantitati-
vo de dilui¢des de multiplas dele¢des pelo método de PCR
longo) e proteinas mitocondriais (COX II e COX IV) por
meio de imunoistoquimica e Western blot. Este estudo
serd realizado na fase crénica do modelo, ou seja, apds
trés meses de indugdo do status epilético. Os resultados
deste projeto poderao contribuir para o conhecimento da
relagdo entre a duplicacao e delegao do DNAmt, simplifi-
car o diagnéstico das delecdes do DNAmt e verificar se as
dele¢oes do DNAmt no envelhecimento realmente estdo
associadas com a lesdo oxidativa.
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A sindrome de Marfan (SMF) é a mais comum das
doengas de tecido conjuntivo, afetando os sistemas Gsseo,
cardiovascular e ocular, e é causada por mutag¢des no gene
FBNI. Este gene codifica a fibrilina, componente das mi-
crofibras, largamente distribuidas pelo organismo e asso-
ciadas a elastina nas fibras eldsticas. Estudos iniciais in-
dicam a grande importincia da fibrilina na manuten¢ao
da integridade dos tecidos. A proposta é a criagao de mu-
tagdes no gene FBN1 em camundongos, gerando assim:
1) um modelo animal para a SMF; 2) um sistema in vivo
para o estudo da contribui¢ao da fibrilina na formacao da
fibra elastica e na manutencao da integridade de tecidos.
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O presente trabalho visa relacionar a variacdo do
indice de infestagdo e reprodugdo do dcaro Varroa (que
mede agao da varroatose) com a dindmica do processo de
africanizacdo em populagdes de abelhas coletadas entre os
paralelos 30° e 35° Sul (onde estdo o sul do Rio Grande do
Sul, Uruguai e parte da Argentina). Entre esses paralelos
formou-se uma zona de transi¢ao, onde os grupos raciais
de abelhas estao distribuidos de tal maneira que hd uma
faixa de abelhas completamente africanizadas, uma faixa
com abelhas africanizadas e europeias e uma terceira faixa
com abelhas apresentando apenas genes europeus. Serdo
analisados apidrios em que ndo é feito controle quimico.
Também serdo consideradas colmeias tratadas com aca-
ricidas de dois apidrios por regido. A caracterizagdo ge-
nética das popula¢des de abelhas serd feita por andlise da
variabilidade isoenzimdtica (Mdh e Hk), andlise de sitios
de restricao, amplificacdo de sequéncias especificas de
DNA (PCR) e morfometria. Com essa comparagao pre-
tendemos: 1) avaliar se o processo evolutivo, que ocorreu
nas regides tropicais e subtropicais, pode atualmente estar
ocorrendo em regides temperadas; 2) avaliar a influéncia
do processo de africaniza¢do na resisténcia da abelha Apis
mellifera ao dcaro Varroa jacobsoni; 3) analisar se as ca-
racteristicas de resisténcia das abelhas africanizadas estao
sendo introduzidas nas populagdes de abelhas europeias
nessa regido de transi¢ao e prover informagdes quanto a
sobrevivéncia das europeias sem o uso de acaricidas; 4)
avaliar a dindmica da infestagdo em abelhas com DNAs
mitocondrial e nuclear de origens diferentes (um de ori-
gem africanizada e outro de origem europeia); 5) analisar
a influéncia da varroatose na africanizagdo, comparan-
do abelhas tratadas com nio tratadas com acaricidas; 6)
avaliar a influéncia da varroatose na dispersdo da abelha
africanizada (ao matar europeias, o dcaro libera nichos
ecoldgicos); 7) obter dados para um controle mais efetivo
da praga, reduzindo ao minimo ou mesmo dispensando a
necessidade do uso de controles quimicos; 8) determinar,
apds quatro anos seguidos de coleta, se estd ocorrendo
um processo de adaptagao na zona de transi¢dao e como
esse processo varia conforme a regido climdtica e o tipo
de abelha em cada regiao.
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