


INTRODUÇÃO  

Bem-vindos à 8ª edição do DIA da INVESTIGAÇÃO, uma iniciativa do GAPIC e da AEFML. 

Este é o ano em que o GAPIC celebra 30 anos de existência. Criado a 11 de Julho de 1989, 
pelo Professor José David-Ferreira, o GAPIC teve um papel pioneiro na promoção da 
prática da investigação científica entre os estudantes, fomentando a cultura científica 
dos futuros médicos e outros profissionais/investigadores da área biomédica. 

No DIA da INVESTIGAÇÃO homenageamos primariamente a atividade científica 
desenvolvida pelos alunos da FMUL e pelos médicos em início de carreira, divulgando 
os seus trabalhos e estimulando o debate sobre investigação científica no seio da 
comunidade do CAML. Este ano serão apresentados os resultados dos projectos 
desenvolvidos no âmbito do 22.º Programa “Educação pela Ciência” | Bolsas CHULN/
FMUL (2018/2019) e da 13ª Bolsa de Investigação da Fundação AstraZeneca e serão 
entregues os Prémios GAPIC David-Ferreira destinados aos melhores Trabalhos Finais/
Teses do MIM em 2018/2019.

Convidámos também 3 médicos em início de carreira científica para partilharem  
o seu trabalho de investigação e os desafios que enfrentam nas suas especialidades, 
nomeadamente na Oncologia Médica, Pediatria e Neurologia. 

No sentido de aproximar os alunos da FMUL dos investigadores do CAML,  
3 investigadores sénior do iMM aceitaram discutir o seu trabalho e as suas perspectivas 
em relação à ciência com os alunos durante o almoço.

Será de certeza um DIA da INVESTIGAÇÃO muito estimulante! 

A Equipa do GAPIC

 
Welcome to the 8th edition of “DIA da INVESTIGAÇÃO”, a joint initiative of GAPIC and 
AEFML. Created on the 11th July 1989 by Professor José David-Ferreira to promote 
scientific research among students and foster the scientific culture of future 
physicians, GAPIC celebrates this year its 30th anniversary. 

“DIA da INVESTIGAÇÃO” pays tribute to the scientific activity developed by FMUL 
students and young physicians, discussing their work and stimulating the debate 
regarding scientific research within the CAML community. This year the results of 
projects developed under the 22nd edition of Programa “Educação pela Ciência” 
(2018/2019) and the 13th Bolsa de Investigação Fundação AstraZeneca will be 
presented. The Prémio GAPIC David-Ferreira will also be attributed to the best 
Medical Student Master Thesis 2018/2019. 

We invited 3 clinicians in the beginning of their scientific careers to share their 
experiences and the challenges that they have been facing in their medical specialties, 
namely Medical Oncology, Pediatrics and Neurology.

This year, 3 group leaders of the iMM accepted to discuss their research and 
scientific perspectives with students during the lunch time. This will further foster 
the connectivity within the CAML and, ultimately strength the research community.

It will be a very stimulating “DIA da INVESTIGAÇÃO”! 
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Aluno | Student: Catarina Sofia Micaelo Fernandes
Orientador | Supervisor: Joana Pinto Desterro
Laboratório, Centro, Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Maria Carmo-Fonseca Lab, iMM
E-mail: catarinamicaelo@campus.ul.pt

Título: Identificação de potenciais novos alvos terapêuticos na leucemia linfoblástica aguda de células T
Title: Identification of novel potential therapeutic targets for T-cell acute lymphoblastic leukaemia

Palavras-Chave: Leucemia linfoblástica aguda de células T; análise de transcriptoma; 
análise de sequenciação total do exoma

Key-Words: T-cell acute lymphoblastic leukaemia; transcriptome analysis; whole-
exome sequencing analysis

A leucemia linfoblástica aguda de células T (LLA-T) é uma neoplasia hematológica rara. Apesar de várias lesões 
genéticas e anomalias citogenéticas terem sido identificadas, a incerteza acerca do seu valor preditivo tem 
impedido avanços terapêuticos, continuando a utilizar-se regimes agressivos de quimioterapia combinada 
em alta dose.

Neste projecto realizou-se uma comparação oncogenómica interespécies abrangente, integrando dados de 
transcriptoma e exoma dum modelo de ratinho de LLA-T promovida pelo factor de transcrição TLX3 com 
dados de doentes com LLA-T TLX3+, para identificar potenciais alvos terapêuticos e vias de sinalização celular 
análogas.

A análise dos dados de sequenciação de RNA e do exoma completo revelou que os perfis de expressão génica 
diferencial e o espectro mutacional das amostras murinas de LLA-T TLX3+ apresentam escassas semelhanças 
com os equivalentes humanos, observando-se poucas das alterações recorrentes neste subtipo selecionadas 
a priori mediante pesquisa bibliográfica. A nível transcriptómico, apenas 12 de 59 (20%) genes candidatos 
estão consistentemente desregulados em todas as amostras (S1-S4) e a nível genómico, dos 654 genes 
que contêm as 933 variantes de nucleótido único somáticas e não-sinónimas encontradas nas amostras 
leucémicas (S2-S4), apenas 4 se incluem nos 37 (11%) genes frequentemente mutados em LLA-T TLX3+ 
selecionados. 

Conquanto se tenha confirmado sobrexpressão de TLX3 em todas as amostras, os resultados experimentais 
não corroboram a infra-regulação do TCRA, mecanismo chave que rege o bloqueio de diferenciação na LLA-T 
TLX3+, verificando-se sobrexpressão do TCRA em todas as amostras.

Com efeito, o modelo de ratinho de LLA-T TLX3+ não foi validado em função de dados clínicos. Diferenças 
nos contextos moleculares e celulares e nas interacções tumor-microambiente poderão ter condicionado 
o aparecimento de clones não representativos, culminando num modelo que não reproduz fiavelmente 
a biologia dos tumores humanos. Assim, este trabalho salienta a necessidade de conceber e caracterizar 
cuidadosamente os modelos de ratinho de doença a fim de avaliar a relevância clínica dos resultados obtidos 
neste contexto.

T-cell acute lymphoblastic leukaemia (T-ALL) is a rare haematological neoplasm. Although several 
genetic lesions and cytogenetic abnormalities have been identified, the uncertainty around their 
predictive value has limited therapeutic advances and aggressive high-dose combination chemotherapy 
regimens are still employed.

In this project, we performed a comprehensive cross-species oncogenomic comparison, by integrating 
transcriptome and exome data from a mouse model of T-ALL driven by the TLX3 transcription factor 
with data on human TLX3+ T-ALL patients, to identify potential therapeutic target genes and surrogate 
targetable signalling pathways.

Analysis of RNA-sequencing and whole-exome sequencing data revealed that both the differential 
gene expression profiles and the mutational landscape of the murine TLX3+ T-ALL samples show little 
resemblance with the human counterpart, with a reduced number of the subtype-enriched alterations 
selected a priori upon bibliographic search being observed. At the transcriptomic level, only 12 of 59 
(20%) candidate genes were consistently deregulated in all samples (S1-S4) and at the genomic level, 
of the 654 genes harbouring 933 somatic non-synonymous single-nucleotide variants in the leukaemic 
samples (S2-S4), only 4 were among the 37 (11%) selected recurrently mutated genes in TLX3+ T-ALL.

Interestingly, while TLX3 overexpression was confirmed in all samples, experimental data does not 
corroborate TCRA downregulation, the key mechanism governing differentiation blockage in TLX3+ 
T-ALL, with TCRA being overexpressed in all samples.

As a result, the TLX3+T-ALL mouse model could not be validated against clinical data. Different 
molecular and cellular contexts and discrepancies in tumour-microenvironment interactions may have 
conditioned the appearance of non-representative clones, resulting in a model that does not reliably 
reproduce the human tumour biology. Overall, this work highlights the need for careful design and 
characterization of murine disease models to assess the translational relevance of the results obtained 
in this setting.



Aluno | Student: Alexandre Manuel Matias Calçada Menção Honrosa
Orientador | Supervisor: Patrícia Martins Canhão
Laboratório, Centro, Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Clínica Universitária de Neurologia, FMUL
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Título: Valor Prognóstico do Volume Plaquetário Médio nos Doentes com Acidente Vascular Cerebral Isquémico 
Title Prognostic Role of Mean Platelet Volume in Acute Ischemic Stroke Patients

Palavras-Chave: Acidente vascular cerebral isquémico; Volume plaquetário médio; 
Resultado funcional.

Key-Words: Acute ischemic stroke; Mean platelet volume; Functional outcome.

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é uma das principais causas de incapacidade a longo prazo e é a segunda principal causa de 
mortalidade no mundo a seguir à cardiopatia isquémica. Para além da prevenção dos fatores de risco extensivamente caracterizados, 
a predição precoce do prognóstico e da incapacidade funcional nestes doentes será determinante para a redução do impacto desta 
doença. 

A atividade plaquetária tem sido implicada na fisiopatologia do AVC. As plaquetas exercem um papel determinante na hemostase 
e são igualmente importantes mediadores de inflamação. O volume plaquetário, estimado através do Volume Plaquetário Médio 
(VPM), é um marcador da ativação e função plaquetárias, correlacionando-se desta forma com a reatividade plaquetária, mediada 
por funções procoagulantes e expressão de moléculas de adesão. O VPM está aumentado em diversas situações clínicas como 
hipercolesterolémia, diabetes mellitus, enfarte agudo do miocárdio (EAM) e AVC isquémico. Valores elevados de VPM têm sido 
implicados como preditor de mau prognóstico após EAM e de re-estenose após angioplastia coronária.

Alguns estudos realizados em doentes com AVC isquémico sugeriram que valores elevados de VPM e contagem plaquetária 
diminuída à admissão se associavam a mau prognóstico. No entanto, os dados publicados têm sido controversos e inconclusivos. O 
objetivo deste estudo foi avaliar a associação entre os diversos parâmetros plaquetários e o resultado funcional após AVC.

Realizou-se um estudo retrospetivo, a partir de uma coorte de 561 doentes consecutivos, admitidos na Unidade de AVC (UAVC) 
do Hospital de Santa Maria, Lisboa, Portugal, entre 1 de janeiro de 2015 e 28 de fevereiro de 2017. Recolheram-se os dados 
consultando a informação presente na nota de alta do internamento referente ao episódio de AVC isquémico. Foram incluídos 
os doentes com avaliação laboratorial até às primeiras 72 horas após o início dos sintomas. Foram excluídos os doentes com 
comorbilidades que pudessem alterar os parâmetros plaquetários e ainda os que não tinham informação clínica na alta. O resultado 
funcional foi registado à data da alta pela escala modificada de Rankin (mRS), tendo sido considerado como bom prognóstico se mRS 
≤2 e prognóstico desfavorável se mRS>2. Analisou-se a influência dos parâmetros plaquetários no resultado funcional à data da alta 
recorrendo a testes não paramétricos e análise de regressão logística.

Após aplicação dos critérios de inclusão e exclusão, 466 doentes foram incluídos na análise. A mediana do valor de VPM foi 
significativamente maior no subgrupo associado a um pior prognóstico, em comparação com o grupo de doentes com bom 
prognóstico (8.2 versus 7.8fL, p<0.001). Estes resultados mantiveram significância estatística após análise de regressão logística 
multivariada (p=0.005), onde outras variáveis como a idade (p=0.003), a pontuação na National Institutes of Health Stroke 
Scale (NIHSS, p<0.001) e a proteína C-reativa (PCR, p=0.026) foram igualmente preditores de mau prognóstico. O modelo de 4 
variáveis atrás enumeradas apresentou um bom poder discriminativo, evidenciado pela análise da curva ROC (Receiver operating 
characteristic curve, AUC 0.843, IC 95% 0.807-0.878, p<0.001). As variáveis clínicas, idade e NIHSS, foram responsáveis pela maioria 
da capacidade preditora do modelo representado. No entanto, uma pequena, mas significativa contribuição do VPM permitiu um 
incremento na totalidade de predições corretas. 

Um valor de VPM de 8,5fL foi estabelecido como cut-off para predizer um mau prognóstico, com uma sensibilidade e especificidade 
de 41.2% e 79.2%, respetivamente. Aplicando este valor de cut-off à amostra estudada, a probabilidade pré-teste sofreu um 
incremento de 16.1%, para um total de 69.7%. 

Procedeu-se novamente a uma análise multivariada, incluindo o VPM no modelo, como variável dicotomizada relativamente 
ao cut-off estabelecido (VPM <8.5fL e VPM≥8.5fL). Verificou se um ligeiro incremento na capacidade discriminativa do modelo, 
relativamente ao previamente descrito (AUC 0.847, 95%IC 0.813-0.882, p<0.001). 

Não foi encontrada associação significativa entre os restantes parâmetros plaquetários avaliados, nomeadamente contagem 
plaquetária, plaquetócrito e distribuição do tamanho plaquetário, e o resultado funcional após AVC. 

Em conclusão, este estudo demonstrou que o VPM à admissão após AVC está associado ao resultado funcional à data da alta. Estes 
resultados sugerem que os valores de VPM poderão aumentar o poder discriminativo de futuros scores de predição de prognóstico. 
Surge deste modo a necessidade da realização de novos estudos, que possam corroborar os resultados apresentados, proceder 
à validação externa do valor de cut-off obtido e explorar a utilidade de incluir este parâmetro em eventuais scores de risco. A 
identificação correta e precoce dos doentes em risco para um mau prognóstico contribuirá para uma melhoria significativa na 
individualização dos cuidados e do impacto da doença.

Background: Platelets play a significant role in the pathophysiology of acute ischemic stroke (AIS). 
Higher mean platelet volume (MPV) values, as a marker of platelet function, and lower platelet count 
(PC) at hospital admission were suggested to be associated with poor outcome. However, previous 
studies reported inconclusive and controversial results. We aimed to investigate the association 
between platelet parameters and AIS functional outcome.

Materials and Methods: A single-centre, retrospective cohort study was performed reviewing the 
clinical discharge reports of 561 consecutive AIS patients, admitted to the Stroke Unit at the Hospital 
Santa Maria, Lisbon, Portugal, between January 1, 2015 and February 28, 2017. Baseline clinical and 
laboratory data were collected at admission, within the first 72h from symptoms onset. 
Functional outcome was measured at Stroke Unit discharge by the modified Rankin scale (mRS). 
Patients were categorized into two groups, with favourable or unfavourable functional outcome, 
defined as mRS score ≤2 or >2, respectively. By nonparametric and logistic regression analysis, we 
determined the influence of platelet parameters on functional outcome.

Results: Ultimately, 466 patients were included in this study. The median MPV was significantly 
higher in the worst outcome subgroup compared to the favourable outcome subgroup (8.2 versus 
7.8fL, p<0.001) and remained statistically significant after multivariate regression analysis (p=0.005), 
jointly with age (p=0.003), National Institutes of Health Stroke Scale score (NIHSS, p<0.001) and 
C-reactive protein (CRP, p=0.026). The model had good discriminative power on Receiver operating 
characteristic (ROC) curve analysis (AUC 0.843, 95% CI 0.807-0.878, p<0.001).
A MPV cut-off value of 8.5fL was established with a sensitivity and specificity of 41.2% and 79.2%, 
respectively. Using this value as a prediction test, a positive likelihood ratio of 1.98 was obtained 
and the pre-test probability increased by 16.1%. There was no significant association between PC, 
plateletcrit (PCT) and platelet distribution width (PDW) and functional outcome.

Conclusion: Higher admission MPV values are associated with worse short-term functional outcome 
following AIS. MPV, as an easily available parameter at admission, could incorporate future outcome 
prediction scores, improving the accuracy of correct identification of patients at risk for worst prognosis.



Aluno | Student: Bárbara Sucena Marcelo Grave Rodrigues Menção Honrosa
Orientador | Supervisor: Daniel Caldeira
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Título: Vacina da gripe em doentes com insuficiência cardíaca: revisão sistemática e meta-análise de estudos observacionais
Title: Influenza vaccination in patients with heart failure: a systematic review and meta-analysis of observational studies

Palavras-Chave: insuficiência cardíaca, vacina da gripe, mortalidade Key-Words: heart failure, influenza vaccination, mortality
Objetivo: apesar dos progressos terapêuticos ao longo das últimas décadas, a insuficiência cardíaca (IC) 
mantém-se uma doença com elevada morbilidade, mortalidade e impacto económico. A infeção pelo vírus 
influenza é um desencadeante importante para eventos cardiovasculares (CV), incluindo a IC. A vacina da 
gripe associou-se a uma diminuição do risco de mortalidade CV em doentes com doença coronária, mas 
o efeito nos doentes com IC é ainda pouco claro. Assim, realizámos uma revisão sistemática para avaliar o 
efeito da vacina da gripe na morbimortalidade dos doentes com IC.

Métodos: pesquisámos na MEDLINE, Cochrane Central Register of Controlled Trials, Cochrane Database of 
Systematic Reviews, Health Technology Assessment e PsycINFO (Dezembro 2018) por estudos longitudinais 
que comparassem a vacina da gripe com um grupo de controlo sem vacinação em doentes com IC. O risco de 
viés foi avaliado através da ROBINS-I tool. Realizámos uma meta-análise de random-effects para estimar HR 
com IC 95%, e a heterogeneidade foi avaliada pela estatística I2.

Resultados: seis estudos de coorte que avaliaram 179 158 doentes com IC foram incluídos na meta-análise. 
A vacina da gripe associou-se a uma diminuição do risco de mortalidade global (HR=0.83; IC95% 0.76 - 0.91; 
I2=75%). O efeito da vacina não foi estatisticamente significativo na análise da mortalidade CV (HR=0.92, 
IC95% 0.73 - 1.15; 2 estudos) e das hospitalizações por todas as causas (HR=1.01, IC95% 0.92 - 1.11; 2 
estudos). A maioria dos outcomes nos estudos incluídos tiveram um risco sério de viés e quase todos tiveram 
uma evidência de muito baixo grau (GRADE - Grading of Recommendation, Assessment, Development and 
Evaluation).

Conclusões: a vacina da gripe associou-se a uma diminuição significativa do risco de mortalidade global nos 
doentes com IC.

Objective: despite the progression of treatments over recent decades, heart failure (HF) is a disease 
with high morbidity, mortality and economic burden. Influenza infection is an important trigger for 
cardiovascular (CV) events, including HF. Influenza vaccination has been seen to reduce the risk of CV 
mortality in patients with coronary disease, but the effect in patients with HF is still unclear. Therefore, 
we conducted a systematic review to evaluate the effect of influenza vaccination in the morbimortality 
of patients with HF.

Methods: MEDLINE, Cochrane Central Register of Controlled Trials, Cochrane Database of Systematic 
Reviews, Health Technology Assessment and PsycINFO databases (December 2018) were searched for 
longitudinal studies evaluating influenza vaccination compared with a nonvaccination control group in 
patients with HF. The risk of bias was assessed according to the ROBINS-I tool. We performed a random-
effects meta-analysis to estimate the pooled HRs with 95% CIs, and heterogeneity was evaluated using 
the I2 statistics.

Results: six cohort studies evaluating 179 158 patients with HF were included in the meta-analysis. 
Influenza vaccination was associated with a lower risk of all-cause mortality (HR=0.83; 95% CI 0.76 
to 0.91; I2=75%). The effect of the influenza vaccination was not statistically significant in a pooled 
analysis of CV mortality (HR=0.92, 95% CI 0.73 to 1.15; 2 studies) and of all-cause hospitalisations 
(HR=1.01, 95% CI 0.92 to 1.11; 2 studies). The majority of outcomes in the included studies had a 
serious risk of bias and almost all evaluated outcomes had very low Grading of Recommendation, 
Assessment, Development and Evaluation (GRADE) evidence.

Conclusions: influenza vaccination was associated with a significant decrease in all-cause mortality risk 
in patients with HF.
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Título: Biomarcadores para identificação de fibrilhação auricular em AVC de causa indeterminada: ANP versus NT-proBNP
Title: Biomarkers for identification of atrial fibrillation in cryptogenic stroke:  ANP versus NT-proBNP

Palavras-Chave: acidentes vasculares cerebrais, etiologia, biomarcadores. Key-Words: stroke, etiology, biomarkers.
Fundamento: Cerca de um terço dos AVC são classificados como criptogénicos segundo a classificação TOAST. 
É provável que uma fração destes eventos seja devida a episódios paroxísticos de fibrilhação auricular (FA) 
não identificados. Vários estudos mostraram a utilidade do N-terminal do péptido natriurético cerebral (NT-
proBNP) na identificação de AVC cardioembólico associado a FA. Porém, por ser produzido nas aurículas, o 
péptido atrial natriurético (ANP) poderá ter maior acuidade que o NT-proBNP para o diagnóstico de FA, dado 
tratar-se de uma arritmia de origem atrial.

Objetivos: Determinar se o ANP tem maior acuidade que o NT-proBNP para o diagnóstico de FA, em doentes 
com AVC isquémico. 

Metodologia: Realizámos um estudo observacional utilizando uma coorte retrospetiva de doentes internados 
de 08/2012 a 10/2013 na Unidade de AVC do Hospital de Santa Maria. Critérios de inclusão: diagnóstico de 
AVC isquémico agudo segundo os critérios da OMS e evidência imagiológica da lesão, ou ataque isquémico 
transitório (AIT); consentimento para a recolha e análise de amostras de sangue e a sua disponibilidade no 
Biobanco do IMM. Critérios de exclusão: TFG<30mL/min; colheitas de sangue >72 horas após o início de 
sintomas ou em quantidade insuficiente. A etiologia do AVC foi determinada com a classificação TOAST. A 
análise estatística incluiu a determinação de curvas ROC, sua análise e comparação.

Resultados: Foram incluídos 204 doentes com uma mediana de idade de 65 anos, dos quais 61.8% eram 
do sexo masculino. A curva ROC para o diagnóstico de eventos cardioembólicos com FA versus não 
cardioembólicos obteve uma AUC de 0.83 (IC 95% 0.76-0.90) com NT-proBNP e 0.66 (IC 95% 0.56-0.75) para 
o ANP. No diagnóstico de eventos cardioembólicos com FA versus indeterminados, com NT-proBNP a AUC foi 
0.83 (IC 95% 0.75-0.90) e com ANP de 0.62 (IC 95% 0.52-0.73). 

Discussão/Conclusões: O NT-proBNP, comparativamente ao ANP, teve maior acuidade diagnóstica para FA, 
o que pode dever-se ao facto dos AVC cardioembolicos poderem ser causados por alterações nas aurículas 
que não apenas FA, à diminuição da libertação de ANP com episódios repetidos de FA e à possibilidade 
de instalação de insuficiência cardíaca. Conclui-se que o NT-proBNP deverá permanecer o biomarcador de 
eleição para diagnóstico de FA na investigação etiológica em doentes com AVC isquémico.

Background: About one-third of all strokes are classified as cryptogenic according to the TOAST 
classification. It is possible that a fraction of these events is due to unidentified paroxysmal atrial 
fibrillation (AF) events. Many studies have demonstrated the utility of the n-terminal pro-brain 
natriuretic peptide (NT-proBNP) in the identification of cardioembolic strokes associated with atrial 
fibrillation. However, for being synthesized in the atriums, atrial natriuretic peptide (ANP) could have 
a higher acuity than NT-proBNP for the diagnosis of AF since this an arrhythmia originated in these 
cardiac chambers. 

Objectives: To determine if ANP has a higher accuracy for the diagnosis of AF than NT-proBNP in 
patients of ischemic stroke. 

Methods: We carried out an observational study with a retrospective cohort of patients admitted 
to the stroke unit of Hospital de Santa Maria between 08/2012 and 10/2013. Inclusion criteria: a 
diagnosis of ischemic stroke according to the WHO criteria and radiologic evidence, or transient 
ischemic attack (TIA); consent to the collection and analysis of blood samples and their availability 
in the Biobanco of IMM. Exclusion criteria: GFR<30ml/min; blood samples collected >72 hours after 
the start of the symptoms or with an insufficient amount for analysis. The etiology of the stroke as 
determined with the TOAST classification. Statistical analysis included the determination, analysis, and 
comparison of ROC curves.

Results: A sample of 204 patients with a median of age of 65 years was included, 61.8% of which 
were male. The ROC curve for the diagnosis of cardioembolic strokes with AF versus noncardioembolic 
strokes had an AUC of 0.83 (CI 95% 0.76-0.90) with NT-ptoBNP and 0.66 (CI 95% 0.56-0.75) with ANP. 
For the diagnosis of cardioembolic strokes with AF versus cryptogenic strokes, NT-proBNP showed an 
AUC of 0.83 (CI 95% 0.75-0.90) and ANP an AUC of 0.62 (CI 95% 0.52-0.73).

Discussion/Conclusions: NT-proBNP, in comparison to ANP, showed a higher accuracy for the diagnosis 
of AF, which might be due to the fact that thromboembolic strokes are associated with changes in the 
atriums other than AF and to the decrease in the release of ANP with repeated episodes of AF and 
settlement of heart failure. In conclusion, NT-proBNP should remain the biomarker of choice for the 
diagnosis of AF during the etiological investigation in patients with ischemic stroke. 
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Título: Estudo dos reflexos do Sistema Nervoso Autónomo no Enfarte Agudo do Miocárdio
Title: Study of Autonomic Nervous System Reflexes in Acute Myocardial Infarction

Palavras-Chave: Key-Words:
Fundamento: o sistema nervoso autónomo (SNA) é responsável pela regulação de vários sistemas e 
órgãos de forma a manter a homeostasia e responder a estímulos diversos, autonomamente, através de 
reflexos autónomos que integram circuitos de retrocontrolo negativo. Estes reflexos autonómicos, apesar 
de essenciais, quando ativados de forma prolongada e excessiva torna-se deletérios – como acontece 
na fisiopatologia da insuficiência cardíaca. Assim, pensa-se que a atividade do SNA, principalmente 
simpática, pode ser usada como preditor de morbilidade e mortalidade cardiovascular. O papel do SNA na 
fisiopatologia de várias doenças é conhecido, no entanto, as consequências de diferentes comorbilidades 
na ação do SNA é um campo ainda em estudo. Por exemplo no Enfarte Agudo do miocárdio (EAM), 
sabe-se que durante a isquémia, os neurónios intracardíacos adjacentes também são comprometidos e 
tornam-se hiperativos à informação recebida pelo restante miocárdio ainda saudável, ativando-o. Assim, 
o miocárdico mantêm um débito cardíaco adequado às necessidades metabólicas do organismo. Esta a 
ativação continua simpática leva a lesão do restante miocárdio saudável.

Objetivos: avaliar o SNA vários doentes e perceber as alterações do baroreflexo e quimioreflexo após um 
EAM e relacionar as várias co-morbilidades com as alterações encontradas.

Métodos: A população do estudo inclui homens e mulheres, com idade >40 anos. Para o grupo de estudo 
incluem-se 20 doentes admitidos no HSM por EAM com supra-desnivelamento do segmento ST. Para o 
grupo de controlo, devem incluir-se 20 doentes com doença coronária, seguidos na consulta de cardiologia 
do HSM. Em ambos os grupos estão excluídos indivíduos cujo consentimento informado não seja obtido; 
que não sejam capazes de realizar os testes propostos; com história de EAM anterior; com história de 
disautonomia diagnosticada; diabéticos com polineuropatia; doentes renais crónicos, hemodialisados. Na 
recolha de dados inclui-se e caracteriza-se os antecedentes pessoais e co-morbilidades de cada doente.  
De provas de função do SNA propõe-se a realização dos testes de Ewing tests – variação da Pressão arterial 
(PA) com o ortostatismo ativo; variação da PA diastólica com o esforço isométrico; variação da Frequência 
cardíaca (FC) com a respiração profunda, variação da FC com a manobra de Valsalva, variação da FC com 
o ortostatismo. Estes testes devem ser realizados num ambiente adequado e com condições semelhantes 
para todos os participantes. Todos estes dados serão armazenados numa base de dados completa, 
desenvolvida na plataforma ACCESS, com um perfil relacional. 

Resultados: Ao idealizar este estudo, foi protocolado a duração de 1 ano.  Contudo, por aspetos burocráticos 
e incompatibilidade de horários e disponibilidade, apenas em Setembro de 2019 é que o protocolo teve a 
autorização da comissão de ética para avançar. Assim, à data de realização deste resumo, apenas foram 
recrutados 7 doentes do grupo de estudo com EAM. 

Conclusões: Ao longo deste protocolo, tornaram-se claras as dificuldades de desenvolver um projeto de 
investigação, nomeadamente da burocracia envolvida, a dificuldade da gestão de recursos e a angariação 
de participantes. Espera-se, no entanto, quando terminado este projecto observacional, que se torne 
perspectivo a nível do prognóstico do EAM. 

Background: The Autonomic Nervous System (ANS) is responsible for regulating various systems and 
organs in order to maintain homeostasis and respond autonomously to different stimuli, through reflexes 
that integrate negative feedback circuits. Even though these autonomic reflexes are essential, when 
activated in a prolonged and excessive way, they become harmful - as it happens in the pathophysiology 
of heart failure. It is thought that ANS activity, especially sympathetic, can be used as a predictor of 
cardiovascular morbidity and mortality. It’s well known the role of ANS in the pathophysiology of 
various diseases; however, the consequences of different comorbidities in the function on ANS it’s still 
under study. In an acute myocardial infarction (AMI), for example, during ischemia, it is known that 
adjacent intracardiac neurons are also compromised and become hyperactive to information received 
by the remaining healthy tissue, activating it. Therefore, the myocardium keeps an adequate cardiac 
output, so as to maintain the metabolic needs of the body. The continued sympathetic activation leads 
to injury of the remainder healthy myocardial.

Objectives: Evaluate the ANS of different patients in the way to understand the changes in baroreflex 
and chemoreflex present after an AMI and link the comorbidities with the changes found.

Methods: The study population includes both men and women aged> 40 years. The case-study group 
includes 20 patients admitted in HSM due to acute ST Elevation Myocardial Infarction (STEMI). The 
control group, embraces 20 patients with coronary artery disease, followed in cardiology consultation 
at HSM. In both groups are not included: individuals whose informed consent is not obtained; who 
are unable to perform the proposed tests; with history of previous AMI; with a history of diagnosed 
dysautonomia; diabetics with polyneuropathy; chronic kidney patients that need hemodialysis. Data 
collection process includes characterization of the personal history and co-morbidities of each patient. 
The ANS’s function tests proposed are called Ewing tests, which includes: Blood Pressure (BP) variation 
while active orthostatism; variation of diastolic BP with isometric effort; Heart Rate (HR) variation 
during deep breathing, HR variation with Valsalva, HR variation with orthostatism. These tests should 
be performed in a suitable environment and with similar conditions for all participants.

All this data will be stored in a complete database developed on the ACCESS platform with a relational 
profile.

Results: when designing this study, a one year timespan for the project was proposed. However, due to 
bureaucratic aspects and incompatibility of schedules and availability, it was not until September 2019 
that the protocol was authorized by the ethics committee to move forward. Thus, at the time of this 
summary, only 7 patients from the AMI study group were recruited.

Conclusions: Throughout this protocol, it became clear the difficulties of developing a research project, 
mostly the bureaucracy process, the struggle of resource management and the raising of participants. 
It is expected, however, when this observational project is completed, that it will become perspective 
on the prognosis of the MI.
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Título: Prolapso da válvula mitral. Avaliação do risco arritmogénico e funcional com base em biomarcadores clínicos, imagiológicos e laboratoriais.
Title: Mitral Valve Prolapse. Arrythmogenic and functional risk evaluation according to clinical, radiology and laboratory biomarkers.

Palavras-Chave: prolapso da válvula mitral; biomarcadores; risco arritmogénico e 
funcional

Key-Words: mitral valve prolapse; biomarkers; arrhythmogenic and functional risk

Fundamento: O prolapso da válvula mitral pode estar associado a importantes complicações, destacando-
se a insuficiência mitral e as arritmias. Com efeito, a insuficiência mitral pode progressivamente conduzir 
a insuficiência cardíaca e as arritmias, por outro lado, podem explicar a maior propensão para eventos 
de morte súbita verificada nestes doentes. Apesar da sua relevância, a determinação do risco de 
desenvolvimento de tais complicações continua a ser controverso e não existem atualmente parâmetros 
standard para a sua determinação. O nosso estudo poderá colmatar parte destas discrepâncias, 
contribuindo para a identificação de novos fatores preditores não só clínicos como também imagiológicos 
e laboratoriais. 

Objetivos:  O objetivo final deste trabalho passa por avaliar, em doentes com prolapso da válvula 
mitral, os preditores de arritmia ventricular e de insuficiência mitral moderada ou grave considerando 
biomarcadores clínicos, imagiológicos e laboratoriais expressivos de inflamação. Nesta primeira fase, 
contudo, procurou-se efetuar uma validação do estudo, realizando, para tal uma análise retrospetiva 
focada nos parâmetros laboratoriais nestes doentes. 

Métodos: Foram incluídos nesta fase do estudo 30 doentes. Para além das variáveis demográficas e 
clínicas (arritmias, insuficiência cardíaca, AIT/AVC), avaliaram-se variáveis laboratoriais (hemograma; 
plaquetócrito, ureia; creatinina; glicémia; perfil lipídico; NT-proBNP, troponina e PCR). A análise estatística 
propõe-se a obter uma descrição das variáveis contínuas através da média ± desvio-padrão ou mediana 
(intervalo interquartil) e das variáveis categóricas através de numeração e/ou percentagens. 

Resultados e conclusões: Os dados encontram-se ainda sob análise estatística, sendo apresentados no 
dia 11 de Dezembro.

Background: Mitral valve prolapse can be associated to important complications, such as mitral 
insufficiency and arrythmia. Mitral insufficiency may lead to heart failure and arrythmia explains the 
higher risk of sudden death among these patients. Despite its importance, there are not standard 
parameters to determine the risk for these complications. Our study may contribute to a better 
understanding of these issues as it aims to identify new clinical, radiological and laboratory biomarkers 
to help predict these complications. 

Objectives: Our final goal is to evaluate the ventricular arrythmia and mitral insufficiency predictors 
in patients diagnosed with mitral valve prolapse, according to clinical, radiological and laboratory 
biomarkers. In this first phase, however, we aimed to validate our study through a retrospective analysis 
only focused on the laboratory biomarkers.

Methods: 30 patients were included for the study validation. Besides the demographic and clinical 
variables, laboratory variables were analyzed (complete blood count, urea, creatinine, glucose, lipid 
profile, NT-proBNP, troponin and CRP). The statistical analysis aims to describe the continual variables 
(mean±deviation) or median (interquartile range) and the categorical variables based on absolute 
numbers and/or percentages.  

Results and conclusions: the data is still under statistical evaluation.
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Fundamento: Uma das etiologias mais relevantes para AVC isquémico é a FA. Na maioria dos casos, a FA 
é provavelmente causada por alterações estruturais cardíacas prévias ao AVC, pelo que se considera esta 
arritmia de causa cardiogénica. Contudo, em alguns casos ocorre descoberta de FA após um AVC que não 
era conhecida previamente. Alguns autores defendem que a FA encontrada após um AVC e desconhecida 
anteriormente pode ser uma consequência do AVC e não a sua causa. A FA teria nesta situação uma causa 
neurogénica, sendo uma possível explicação a perturbação da inervação autonómica cardíaca e inflamação 
consequentes ao dano cerebral induzido pelo AVC. Os dois tipos de FA podem diferir em várias dimensões 
clínicas e terapêuticas, pelo que é relevante estudá-los. Um exemplo é o risco de recorrência de AVC, sendo 
que estudos recentes mostram um menor risco de recorrência de evento isquémico na FA neurogénica 
comparativamente à cardiogénica. Isto significa que é necessário esclarecer o tipo de FA, de forma a 
fornecer aos doentes a melhor estratégia preventiva.

Objetivos: Neste estudo pretendemos verificar se os doentes em que foi descoberta FA após um AVC, 
comparados com indivíduos que se mantiveram em ritmo sinusal, já tinham ou não alterações do ritmo 
cardíaco prévias que indicassem uma maior probabilidade de FA, de modo a apoiar uma causa cardiogénica 
ou neurogénica. 

Métodos: Trata-se de um estudo caso-controlo. Foram analisados doentes internados na UAVC do Hospital 
de Santa Maria entre 2009 e 2019 com diagnóstico de AVC isquémico, sem diagnóstico de FA prévia e 
que tinham um Holter ECG prévio ao AVC. Os doentes foram divididos em dois grupos: doentes que se 
mantiveram em ritmo sinusal após o AVC (controlos), e doentes que desenvolveram FA nos primeiros 5 dias 
após AVC (casos). Os doentes foram comparados com base em diferentes parâmetros dos domínios tempo 
e frequência dos Holters ECG prévios à ocorrência do AVC. Pretendia-se comparar se estes exames seriam 
equivalentes entre os dois grupos (favorecia hipótese neurogénica), ou diferentes (favorecia hipótese 
cardiogénica).

Resultados: Foram incluídos 9 casos e 11 controlos, com uma idade média de 67.3 anos e desvio padrão 
de 13.7. O registo Holter foi realizado com uma mediana de 21 meses, intervalo interquartil de 36.8 
meses antes do AVC. Não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre os dois grupos 
relativamente ao tempo de realização do exame ou fatores de risco vascular (HTA, DM, dislipidémia, 
doença coronária, IC ou medicação). Também não se verificaram diferenças estatisticamente significativas 
nas variáveis relativas ao tempo e frequência nos registos Holter realizados anteriormente ao AVC.

Conclusões: Verificou-se que os Holters prévios à ocorrência de AVC nos dois grupos eram semelhantes em 
termos de domínios tempo e frequência, o que favorece a hipótese de FA neurogénica nos doentes em que 
esta arritmia é diagnosticada nos primeiros dias após AVC. 

Background: Atrial fibrillation (AF) is one of the most important causes of ischemic stroke. In most 
cases, AF is caused by structural cardiac changes present before the stroke. In this case, the cause is 
cardiogenic. However, in some patients AF is discovered exclusively after the stroke. Some authors 
advocate that AF found after the stroke and not known before can be a consequence of the stroke 
itself and not its cause. This type of AF has a neurogenic cause and one possible explanation for it 
includes disturbance in cardiac autonomic innervation and inflammation that appear after the brain 
injury. These two types of AF can have many clinical and therapeutic differences, so it is relevant 
to study them. One example is the recurrence risk, because some recent studies show a lower risk 
in neurogenic stroke compared to cardiogenic stroke. This implies that the type of AF should be 
enlightened in order to choose the best preventive strategy. 

Objectives: This study aims to confirm if patients in whom AF was found after the stroke, compared 
with patients who kept in sinus rhythm, had previous changes in cardiac rhythm that could give them 
more chance for developing AF after stroke. The main goal is to identify the major cause of AF after 
stroke: cardiogenic or neurogenic.

Methods: This was a case-control study which analyzed patients hospitalized in the Stroke Unit of Santa 
Maria’s Hospital, between 2009 and 2019, with the diagnosis of ischemic stroke, without previous AF, 
and with a Holter ECG done previously to the stroke. Patients were separated in two groups: patients 
that kept in sinus rhythm after the stroke (controls), and patients that developed AF on the first 5 days 
after (cases). The comparison of the two groups used time and frequency parameters from the Holter 
examination done previously to stroke onset. The aim was to establish if the exams were equivalent 
between the two groups (neurogenic hypothesis) or different (cardiogenic hypothesis).

Results: The study included 9 cases and 11 controls, with a mean age of 67.3 years old and standard 
deviation of 13.7. Holter ECG was performed with a median of 21 months, interquartile range of 
36.8 months before stroke. Statistical differences between the two groups concerning duration of the 
exam and vascular risk weren’t found (arterial hypertension, diabetes mellitus, dyslipidemia, coronary 
disease, congestive heart failure or medication). No statistical significant differences were found in 
time and frequency parameters in the Holter ECG done previously.

Conclusions: After statistical comparison, it was noticeable that the Holter exams done previously 
to stroke onset were equivalent between the two groups regarding to time and frequency variables, 
which points to the neurogenic hypothesis in patients that develop AF on the first days after stroke. 
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Título: Válvula Aórtica Bicúspide. Impacto da inflamação na expressão clínica e prognóstico 
Title: Bicuspid Aortic Valve. Role of inflammation on clinical expression and prognosis.
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Fundamento: A Válvula Aórtica Bicúspide (VAB) predispõe a complicações potencialmente fatais, como 
valvulopatia (estenose e insuficiências aórticas) e aortopatia. Os conhecimentos da sua fisiopatologia e 
complicações são limitados, transladando-se o entendimento das mesmas patologias em válvulas normais em 
que a inflamação parece ter um contributo importante. 

Objetivos: Objetiva-se o esclarecimento dos mecanismos fisiopatológicos inerentes a estas complicações com 
elucidação do papel da inflamação, bem como a descoberta de biomarcadores que, em conjunto, permitam 
identificar os doentes em risco e avaliar a progressão da doença.

Métodos: Estudou-se uma população de 157 doentes com diagnóstico ecocardiográfico definitivo de VAB. Foram 
analisadas variáveis clínicas gerais, fenótipo de VAB, fatores de risco, co-morbilidades e complicações da VAB 
e avaliados parâmetros inflamatórios incluídos em análises sanguíneas de rotina. Por forma a avaliar de forma 
independente os mecanismos envolvidos na disfunção valvular e vascular, diferenciaram-se os grupos: doentes 
com valvulopatia (95) – com distinção das diferentes valvulopatias, doentes sem valvulopatia (62), doentes com 
aortopatia (70) e doentes sem aortopatia (87).

Resultados: A média das idades do grupo com VAB e estenose aórtica é significativamente superior à dos 
grupos com insuficiência aórtica e sem disfunção valvular (p=0,009 e p=0,011, respetivamente). A percentagem 
linfocitária nos doentes com estenose e insuficiência aórticas mostra-se significativamente superior à dos outros 
grupos. A média dos valores dos rácios plaqueta/linfócito e neutrófilo/linfócito é significativamente superior nos 
doentes com estenose aórtica face aos doentes com insuficiência aórtica (p=0,017 e p=0,019, respetivamente). 
Comparando-se os doentes com VAB com e sem aortopatia, mostrou-se que a média dos valores de plaquetrócito, 
plaquetas e velocidade de sedimentação é significativamente inferior no primeiro grupo (p=0,000; p=0,000; 
p=0,010, respetivamente). Em contrapartida, a média dos valores de monócitos é significativamente superior no 
grupo com aortopatia (p=0,001). 

Discussão: O estudo comprovou os dados epidemiológicos existentes, que sugerem uma maior prevalência 
de insuficiência aórtica em fases precoces da vida. A significativa menor percentagem linfocitária nos doentes 
com VAB e estenose e insuficiência aórticas e os maiores valores de monócitos encontrados, ainda que não 
estatisticamente significativos, nos doentes com disfunção valvular, corroboram a hipótese do predomínio do 
sistema imunitário inato sob o adquirido na história natural da VAB e degeneração valvular. Os resultados admitem 
que este desequilíbrio é mais marcado nos doentes com estenose aórtica face aos doentes com insuficiência 
aórtica, como refletido nas diferenças dos rácios plaqueta/linfócito e neutrófilo/linfócito, algo até à data não 
reportado. Por outro lado, os valores inferiores de plaquetrócito, plaquetas e velocidade de sedimentação no 
grupo com aortopatia, apoiam o menor contributo inflamatório na instalação da aortopatia, não sendo o mesmo 
negligenciável em fases mais avançadas, com igual predomínio da componente inata representada pelo aumento 
de monócitos no grupo com aortopatia. 

Conclusão: A inflamação parece assumir, com soberania do sistema imune inato, um papel fundamental na história 
natural da VAB e valvulopatia associada, sendo menos importante na instalação, mas não na progressão, da 
aortopatia. A necessidade de validação de biomarcadores que colmatem as lacunas existentes nas ferramentas 
de diagnóstico e estratificação de risco disponíveis, torna os parâmetros inflamatórios avaliados merecedores 
de estudos que avaliem a sua aplicabilidade clínica.

Background: A Bicuspid Aortic Valve (BAV) predisposes to life-threatening complications such as valvulopathy 
(stenosis and aortic insufficiency) and aortopathy. The knowledge of the pathophysiology of BAV and its 
complications is limited, translating the understanding of the same pathologies in normal valves, in which 
inflammation seems to have an important contribution.

Objectives: The goal is to clarify the pathophysiological mechanisms inherent to these complications, 
elucidating the role of inflammation, as well as the discovery of biomarkers that, taken together, are able to 
identify patients at risk and evaluate disease progression.

Methods: A population of 157 patients with definitive echocardiographic diagnosis of BAV was studied. 
General clinical variables, BAV phenotype, risk factors, comorbidities and complications of BAV were analyzed 
and inflammatory parameters included in routine blood tests were evaluated. In order to independently 
evaluate the mechanisms involved in valvular and vascular dysfunction, the following groups were 
differentiated: patients with valvulopathy (95) - where different valvulopathies were differentiated, patients 
without valvulopathy (62), patients with aortopathy (70) and patients without aortopathy (87).

Results: The mean age of the group with BAV and aortic stenosis is significantly higher than that of the groups 
with aortic insufficiency and no valve dysfunction (p=0.009 and p=0.011, respectively). The lymphocyte 
percentage in patients with aortic stenosis and insufficiency is significantly higher than in the other groups. 
In addition, the mean values of platelet / lymphocyte and neutrophil / lymphocyte ratios are significantly 
higher in patients with aortic stenosis compared to patients with aortic regurgitation (p=0.017 and p=0.019, 
respectively). Comparing BAV patients with and without aortopathy, it was shown that the mean platelet, 
platelet, and sedimentation rate values were significantly lower in the first group (p=0.000; p=0.000; p=0.010, 
respectively). In contrast, the average monocyte values are significantly higher in the group with aortopathy 
(p=0.001).

Discussion: The study confirmed the existing epidemiological data, which suggest a higher prevalence of 
aortic insufficiency in early life. The significant lower lymphocyte percentage in patients with BAV and aortic 
stenosis and insufficiency and the higher values of monocytes found, although not statistically significant, in 
patients with valvular dysfunction, corroborate the hypothesis that the innate immune system predominates 
over the acquired in the natural history of the disease and valve degeneration. The results admit that this 
imbalance is more marked in patients with aortic stenosis compared to patients with aortic insufficiency, 
as reflected in the differences in platelet/lymphocyte and neutrophil/lymphocyte ratios, something not 
reported to date. On the other hand, the lower values of plateletcrit, platelets and sedimentation rate in 
the group with aortopathy, support the lower inflammatory contribution in the installation of aortopathy, 
being not negligible in more advanced phases, with the similar predominance of the innate component 
represented by the increase in monocytes in the group with aortopathy.

Conclusion: Inflammation seems to assume, with innate immune system sovereignty, a fundamental role in 
the natural history of BAV and associated valvulopathy, being less important in the installation, but not in the 
progression, of aortopathy. The need for validation of biomarkers that fill the gaps in the available diagnostic 
tools and risk stratification makes the evaluated inflammatory parameters worthy of studies that evaluate 
their clinical applicability.



POSTERS SESSIONS II
Chairs Bruno Miranda | Catarina Fonseca | Maria José Diógenes



Alunos | Students: Nuno Miguel Gonçalves Lupi Manso Projeto | Project  PEC/21
Tutores | Tutors: Ana Catarina Fonseca
Laboratório, Centro, Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Clínica Universitária de Neurologia, FMUL
E-mail: clinica.neurologia@medicina.ulisboa.pt

Título: Singularidades neurológicas de AVC de Circulação Posterior: impacto funcional 
Title: Neurological singularities of Posterior Circulation Stroke: functional outcome

Palavras-Chave: AVC-VB; mRS; outcome Key-Words: PCS; mRS; outcome
Fundamento: O acidente vascular cerebral (AVC) é a segunda causa mais comum de mortalidade e a 
terceira causa principal de incapacidade. Para avaliar a incapacidade neurológica na altura da admissão 
hospitalar são usadas escalas de avaliação funcional (ex: NIHSS). A pontuação nesta escala é utilizada 
para ponderação de intervenção terapêutica, sendo que indivíduos com NIHSS≤4 não são geralmente 
submetidos a terapêuticas de fase aguda dado se considerar que o risco ultrapassa o benefício. Contudo, 
são reconhecidas limitações das mesmas: nomeadamente na menor atenção dada a AVCs isquémicos da 
circulação vertebro-basilar (AVC-VB), existindo itens que não são considerados (ex: diplopia) pelo que 
nestes doentes a estratificação prognóstica poderá ser mais limitada. 

Objetivos: Objetivo Principal – avaliar correlação entre os elementos semiológicos do AVC-VB presentes 
na admissão e escala modificada de Rankin (mRS) da alta

Métodos: Análise retrospetiva de doentes com AVC-VB internados entre 2017 e 2018 no Hospital de 
Santa Maria. Foi feita colheita de dados para caracterização dos fatores de risco, antecedentes pessoais, 
semiologia neurológica presente na admissão e valores de mRS e NIHSS à data de admissão e alta.

Foi realizada análise estatística descritiva utilizando medidas de tendência central e de dispersão. 
Seguidamente, definiram-se dois grupos, doentes com mRS≤1 e doentes com mRS≥2 à alta, tendo sido 
feito teste do qui-quadrado, teste exato de Fisher e teste de Mann-Whitney para determinar associações 
entre características clínicas e grupos. Para dados em que se obteve associação significativa foi ainda 
empregue análise multivariada. Foi definida significância para p<0.05.

Resultados: De 124 doentes registados como tendo AVC-VB durante o período de estudo, 13 (10,5%) 
foram excluídos por terem AVC prévio e 13 (10,5%) por diagnóstico que não AVC-VB restando 98 casos 
confirmados. 

Dos 98 doentes incluídos, a idade média ao diagnóstico foi de 62,6 (±15,4) anos e 66 (67,3%) eram 
homens. Quarenta e seis doentes tiveram mRS ≤ 1 na alta. Os fatores de risco mais comuns foram 
hipertensão arterial e dislipidemia. Das associações significativamente associadas ao grupo mRS ≥ 2, 
determinou-se diabetes (48,8% vs 25,7%, p=0.058), fibrilhação auricular (32,3% vs 9,4%, p=0.032), 
alteração da consciência (32,7% vs 6,5%, p=0.002), alteração dos campos visuais (28,8% vs 6,5%, p=0.008) 
e paresia (65,4% vs 43,5%, p=0.042). Após análise multivariada, os únicos dados que foram preditores 
independentes de maior mRS à alta foram alteração de campos visuais (OR 0.08 IC 95% [0.008-0.820], 
p=0.033) e alteração da consciência (OR 0.110 IC 95% [0.018-0.669], p=0.017).

Conclusões: As alterações neurológicas decorrentes de AVC-VB que se associaram a pior prognostico de 
forma independente foram alteração dos campos visuais e alteração de consciência. Tendo em conta 
estes dados, dever-se-ia considerar a utilização de terapêutica de fase aguda nestes doentes mesmo que 
com NIHSS≤4. 

Background: Cerebrovascular disease is the second most common cause of mortality and the third 
leading cause of disability. To evaluate neurological disability at the time of hospital admission functional 
evaluation scales (ex: NIHSS) are used. The obtained score is frequently used to guide therapeutic 
intervention, with patients with an NIHSS less than 4 not being generally submitted to acute phase therapy 
since it is considered that the associated risk is greater than potential benefit. However, limitations to 
these scales are recognized: namely the fact that some clinical features of ischemic posterior circulation 
strokes (PCS) are not considered which may compromise prognostic stratification in these patients.

Objectives: Main objective – evaluate the correlation between semiological elements of PCS present at 
admission and the modified Rankin scale (mRS) at discharge

Methods: Retrospective study of patients with PCS admitted between 2017 and 2018 at Hospital de 
Santa Maria. Data was collected to characterize risk factors, past medical history, neurological findings 
present at admission, mRS and NIHSS scores at the time of admission and discharge.

Statistical analysis was performed using measures of central tendency and dispersion. Two groups were 
defined, patients with mRS≤1 and patients with mRS≥2 at discharge, with the chi-square, Fisher exact test 
and Mann-Whitney test to determine associations between clinical characteristics and groups. For the 
data in which significance was obtained, multivariate analysis was performed. Significance was defined 
for p<0.05.

Results: Of the 124 patients recorded with PCS during the study’s period, 13 (10,5%) were excluded for 
having a previous stroke and 13 (10,5%) for having other diagnosis than PCS, remaining 98 confirmed 
PCS cases. 

Of the 98 patients, the average age at diagnosis was 62,6 (±15,4) years and 66 (67,3%) were men. 46 
had mRS≤1 at discharge. The most common risk factors were hypertension and dyslipidemia. Of the 
significant associations to the mRS≥2 group, diabetes (48,8% vs 25,7%, p=0.058), auricular fibrillation 
(32,3% vs 9,4%, p=0.032), altered state of consciousness (32,7% vs 6,5%, p=0.002), visual fields defects 
(28,8% vs 6,5%, p=0.008) and paresis (65,4% vs 43,5%, p=0.042) were determined. Following multivariate 
analysis, the only remaining independent predictors of greater mRS at discharge were visual fields defects 
(OR 0.08 IC 95% [0.008-0.820], p=0.033) and altered state of consciousness (OR 0.110 IC 95% [0.0018-
0.669], p=0.017).

Conclusions: Neurological findings in PCS which are independently associated with a worse prognosis 
were visual field defects and altered state of consciousness. Taking into consideration this data, acute 
phase therapy should be considered in these patients despite an NIHSS≤4.
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Título: Burnout em Estudantes de Medicina - Rastreio numa Escola Médica Portuguesa (FMUL)
Title: Burnout in Medical Students - Screening in a Portuguese Medical School (FMUL)

Palavras-Chave: Burnout; Estudantes; Medicina. Key-Words: Burnout; Medical; Students.
Estudos realizados nos EUA demonstram que aproximadamente 50% dos estudantes de medicina 
experienciam Burnout. Dado que a literatura acerca da prevalência de Burnout nas Escolas Médicas 
Portuguesas é escassa, é da máxima importância investigá-lo. Para uma melhor compreensão do 
problema, é necessário identificar fatores de risco e fatores protetores presentes na comunidade 
estudantil, assim como consciencializar médicos e futuros médicos, de forma a protocolar métodos de 
prevenção e de intervenção nas escolas médicas e nos serviços de saúde.

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar os níveis de Burnout nos estudantes de medicina da 
Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa (FMUL), assim como a identificação de fatores de risco 
e protetores. Além disso, pretendeu-se investigar a associação entre Burnout e o stress percebido, as 
estratégias de regulação emocional, os níveis de ansiedade e de depressão. 

Durante o segundo semestre do ano lectivo 2018-2019, foram realizadas abordagens de consciencialização 
e pedido o preenchimento de um inquérito online anónimo a alunos do 1º ao 5º ano do Mestrado 
Integrado em Medicina na FMUL. Os instrumentos de avaliação utilizados incluíram: Inventário de 
burnout de Maslach para estudantes portugueses (MBI)2, Escala de Dificuldades de Regulação Emocional 
(DERS)3, Escala de Stress Percebido (PSS10)4, Questionário sobre a Saúde do Paciente - Depressão (PHQ-
9)5 e Perturbação de Ansiedade Generalizada (GAD-7)6. Posteriormente, foi realizada a análise estatística 
descritiva e comparativa com estudo correlacional das variáveis.

A amostra incluiu 390 alunos (68 1º ano, 123 2º ano, 64 3º ano, 85 4º ano e 50 5º ano), sendo 76,7% do 
sexo feminino e 23,3% do masculino, com idades abrangidas entre os 18 e os 40 anos, situando-se cerca 
de 92% dos sujeitos na faixa entre os 18 e os 24 anos. 

Dos resultados obtidos salienta-se que, na amostra total, a percentagem de consumos esporádicos de 
álcool é de 75,4%, de tabaco 12,8% e de canabinóides de 13,1%. 38,5 % da amostra afirma a existência de 
episódios de binge drinking e cerca de metade da amostra (51%) refere satisfação com o seu desempenho 
académico.

Foram identificados 176 alunos (45,1%) com indicadores de Burnout na MBI. O sexo feminino teve maior 
prevalência de Burnout (47%), face ao masculino (38%). Observou-se maior frequência de scores de 
Burnout no 2º ano (40,3%), seguido pelo 1º ano (18.8%), 4º ano (15,3%), 5º ano (13,1%) e 3º ano (12,3%). 
Observam-se e serão descritas relações significativas entre ansiedade, depressão e dimensões do burnout 
e salienta-se a importância das estratégias de regulação emocional como factores de vulnerabilidade 
para o mesmo. 

Em conclusão, os dados obtidos são, em geral, concordantes com a literatura e revelam uma prevalência 
de Burnout significativa na população estudada, sugerindo a necessidade de implementar métodos 
preventivos e de intervenção eficazes, integrando os fatores protetores e de vulnerabilidade identificados.

EUA’s studies show that about 50% of the medical students experience Burnout. Whereas literature 
concerning the prevalence of Burnout in portuguese medical schools is scarce, it is of utmost importance 
to investigate it. For a better understanding of the problem, it is essential to identify risk and protective 
factors in student community, as well as raise awareness in doctors and future doctors, in order to 
protocol prevention and intervention methods in medical schools and health services. 

The main goal of this study was to characterize the levels of Burnout in medical students of Medicine 
Faculty of University of Lisbon (FMUL), as to identify risk and protective factors. Furthermore, it intends 
to investigate the association between Burnout and perceived stress and emotional regulation strategies, 
levels of anxiety or depression. 

During the second semester of 2018-2019 academic year, several approaches took place in order to rise 
awareness and to ask medical student from the first to the fifth year of Integrated Master in Medicine 
in FMUL to fill an online anonymous inquiry. The evaluation instruments used included the Maslach 
Burnout Inventory-Student Survey (MBI), Difficulties in Emotional Regulation Scale (DERS), Perceived 
Stress Scale (PSS10), Patient Health Questionnaire (PHQ 9) and Generalized Anxiety Disorder (GAD-7). 
Subsequently, a descriptive and comparative statistical analysis was performed with a correlational study 
of the variables.

The sample included 390 students (68 1st year, 123 2nd year, 64 3rd year, 85 4th year e 50 5th year), of 
which 76,7% are female and 23,3% are male, and whose ages vary between 18 and 24 years.

From the results, it is emphasized that 75,4% of the total sample affirms doing alcohol sporadic 
consumption, in comparison to 12,8% who prefer tobacco and 13,1% cannabinoids. 38,5% of the total 
sample claims that they do binge drinking. Almost half of the sample (51%) refers to be satisfied with 
their academic performance.

176 students (45,1%) were identified with MBI indicators of Burnout. Female students had a higher 
prevalence of Burnout (47%) in comparison to male students (38%). MBI scores of Burnout had a higher 
frequency in 2nd year (40,3%), followed by 1st year (18,8%), 4th year (15,3%), 5th year (13,1%) and 
3rd year (12,3%). Significant association between Burnout dimensions and the levels of anxiety and 
depression were observed and will be described. Moreover, it is emphasized that emotional regulation 
strategies are crucial as a vulnerability factor for Burnout.

In conclusion, the obtained data generally agrees with the literature and reveals a significant prevalence 
of Burnout in the studied population. These results highlight the need of implementing effective 
preventive and interventive methods, integrating the identified protective and vulnerability factors.
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Título: Frequência de crises epiléticas em doentes submetidos a craniectomia descompressiva pós AVC
Title: Frequency of epileptic seizures in patients who underwent post-stroke decompressive craniectomy
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Fundamento: Um AVC classifica-se como maligno quando há presença de edema cerebral que condicione 
um aumento da pressão intracraniana e herniação cerebral. A cirurgia descompressiva provou ser life-
saving nestes doentes, porém este procedimento aparenta ter algumas complicações, sendo uma delas a 
ocorrência de crises epiléticas e de epilepsia. Estudos mostraram que a frequência destas crises é maior 
nesta população, sendo que a frequência e os fatores de risco para o seu desenvolvimento ainda não 
foram extensamente investigados. 

Objetivos: Conhecer a frequência de crises epiléticas e epilepsia em doentes com AVC maligno 
craniectomizados e as características demográficas, clínicas, imagiológicas e neurofisiológicas que lhe 
estão associadas.

Métodos: Estudou-se retrospetivamente os doentes submetidos a craniectomia descompressiva pós AVC 
maligno, internados na unidade de AVC do Hospital de Santa Maria desde janeiro de 2006 até março de 
2019, obtendo-se um total de 57 doentes elegíveis. 

Resultados: Identificámos que 17 (29,82%, n=57) destes doentes tiveram crises epiléticas, sendo que 6 
(10,53%) tiveram crises sintomáticas agudas e 12 (21,43%) tiveram crises não provocadas. Aquando da 
análise bivariada, foi encontrada uma associação entre a ocorrência de crises não provocadas e o valor 
do ASPECTS da primeira TC (p= 0,007).

Conclusões: Em suma, apesar de termos identificado uma percentagem inferior à documentada em 
trabalhos anteriores, a frequência de crises epiléticas após AVC maligno submetido a craniectomia é de 
facto elevada. Para além disso, a gravidade da extensão imagiológica do AVC à entrada aparenta ser um 
fator de risco para o desenvolvimento de crises. Serão necessários mais estudos para comprovar estes 
dados.

Background: A stroke is classified as malignant when there is presence of cerebral edema that causes 
increased intracranial pressure and cerebral herniation. Decompression surgery has proven to be life-
saving in these patients, but this procedure appears to have some complications, one of them being the 
occurrence of epileptic seizures and epilepsy. Studies have shown that the frequency of these seizures 
is higher in this population, and the frequency and risk factors for their development have not been 
extensively investigated.

Objectives: We aim to know the frequency of epileptic seizures and epilepsy in craniectomized patients 
who had an ischemic stroke and the associated demographic, clinical, imaging and neurophysiological 
characteristics.

Methods: We retrospectively evaluated all patients who underwent decompression craniectomy after 
malignant stroke, admitted to the Santa Maria Hospital stroke unit from January 2006 to March 2019. A 
total of 57 eligible patients were obtained.

Results: We identified that 17 (29.82%, n = 57) of these patients had epileptic seizures - 6 (10.53%) 
had acute symptomatic seizures and 12 (21.43%) had unprovoked seizures. In the bivariate analysis, an 
association was found between the occurrence of unprovoked seizures and the ASPECTS value of the 
first CT (p = 0.007).

Conclusion: In summary, although we have identified a lower percentage than documented in previous 
studies, the frequency of epileptic seizures following a craniectomized malignant stroke is indeed high. 
In addition, the severity of stroke imaging at entry appears to be a risk factor for the development of 
seizures. Further studies will be needed to prove this data.
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Título: Desenvolvimento de implantes de cranioplastia por impressão 3D
Title: Cranioplasty implants and 3D printing: a perfect fit
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Fundamento: A cranioplastia é a reparação de defeitos da abóboda craniana por inserção de um retalho 
ósseo ou materiais alogénicos como metal ou polímeros. Idealmente, a cranioplastia pretende ser um 
procedimento globalmente disponível nos centros cirúrgicos, com baixos custos e com a possibilidade 
de ser realizado com implantes personalizados para a lesão específica a tratar. No entanto, os custos 
destas cirurgias permanecem ainda elevados devido ao outsourcing dos implantes de cranioplastia 
personalizados. O polimetilmetacrilato (PMMA) é um biomaterial comercial com custo acessível que 
pode ser usado como cimento ósseo na cranioplastia, mas a moldagem em peças maiores é difícil.

Objectivos:
• Desenvolver um processo eficiente e seguro para a produção de implantes de cranioplastia 
personalizados usando a impressão 3D.
• Testar diferentes métodos deste processo.
• Calcular os custos materiais e a redução do tempo operatório com este processo.

Métodos: Foram seleccionados dois doentes do Serviço de Neurocirurgia do HSM-CHLN que tinham sido 
submetidos a craniectomia descompressiva e cujo retalho ósseo não se manteve viável para reimplante, 
com indicação para cranioplastia. As imagens de tomografia computorizada (TC) foram processadas 
com software de segmentação para reconstrução 3D do crânio ósseo com o defeito e o implante foi 
desenhado por subtracção da TC pós-craniectomia à TC realizada antes.
No primeiro caso, foi desenhado em software um molde em duas partes à volta do implante. O molde foi 
fabricado numa impressora 3D de fotopolímero em material termorresistente. Esterilizado e preparado 
para ser usado na cirurgia, o molde foi preenchido com PMMA líquido em ambiente asséptico. Uma vez 
solidificado, o implante foi colocado no doente com miniplacas de titânio.
No segundo caso, o crânio ósseo com defeito e o implante desenhado foram impressos em plástico rígido 
para moldar e cortar à medida uma malha de titânio que será depois esterilizada e implantada no doente.

Resultados: No primeiro caso, o implante em PMMA foi produzido com sucesso no molde no início da 
cirurgia e resultou num encaixe bem-adaptado ao crânio. Esta técnica teve uma considerável redução de 
custos materiais face a outras opções comerciais de implantes personalizados. Mediu-se uma redução 
significativa do tempo operatório.
No segundo caso, a malha de titânio foi mais facilmente moldada e dimensionada pré-cirurgicamente 
do que é habitualmente durante a cirurgia. Este passo será assim subtraído à cirurgia com redução do 
tempo operatório total.
Ambos os métodos permitem uma cranioplastia de precisão, respeitando a curvatura e anatomia normal 
do crânio e, portanto, com resultado esteticamente favorável.

Conclusões: A impressão 3D permitiu produzir implantes de cranioplastia à medida do doente de 
forma segura. Os resultados deste trabalho sugerem uma alternativa mais fiável às cranioplastias com 
moldagem manual e economicamente mais apelativa que os implantes comerciais personalizados.  

Background: Cranioplasty is the repair of cranial vault defects by inserting a bone flap or allogenic 
materials such as metal or polymers. Ideally, cranioplasty is intended to be a widely available procedure 
in surgical centres, with low costs and the possibility of being performed with customised implants 
for a specific cranial defect. However, the costs of these surgeries remain high due to the outsourcing 
of customised cranioplasty implants. Polymethylmethacrylate (PMMA) is an affordable commercial 
biomaterial that can be used as bone cement in cranioplasties but shaping into larger pieces is difficult.

Objectives:
• Develop an efficient and safe process for manufacturing customised cranioplasty implants using 3D 
printing.
• Test different methods for this process.
• Calculate material costs and operating time savings of this process.

Methods: Two patients were selected from the HSM-CHLN Neurosurgery Department who had 
undergone decompressive craniectomy and whose bone flaps became non-viable for reimplantation, 
with indication for cranioplasty. Computed tomography (CT) images were processed with segmentation 
software for 3D reconstruction of the bone skull with the defect and the implant was designed by 
subtraction of post-craniectomy CT scan to the one from before the craniectomy.
In the first case, a two-part mould was designed in software around the implant. The mould was made 
with a light-curing photopolymer resin 3D printer using a heat-resistant material. The mould was 
sterilised and prepared for use in surgery and was filled with liquid PMMA in an aseptic environment. 
Once solidified, the implant was placed in the patient using titanium miniplates.
In the second case, the bone skull with defect and the designed matching implant were 3D printed using 
rigid plastic and served to shape and cut to size a titanium mesh that will be sterilised and prepared for 
implantation into the patient.

Results: In the first case, the PMMA implant was successfully produced with the mould at the beginning 
of surgery and resulted in an excellent fit to the skull. This technique significantly reduced material costs 
compared to other commercial options for customised implants.

In the second case, the titanium mesh was more easily moulded and pre-surgically sized than it usually 
is during surgery. With this method there was a significant reduction in operative time. This step will 
thus be subtracted from surgery with a consequent reduction in total operative time.

Both methods allow a precision cranioplasty, respecting the normal curvature of the skull and, 
therefore, with an aesthetically pleasing result.

Conclusions: 3D printing allowed to safely produce cranioplasty implants customised to the patient’s 
lesion. The results of this work suggest a more reliable alternative to manually moulded cranioplasty 
yet remaining much more affordable than commercially available customised implants.
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A Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) é uma doença neurodegenerativa caracterizada por uma progressiva 
paralisia muscular. É a doença do neurónio motor mais frequente, afetando, mundialmente, 1 em cada 
20,000 indivíduos. 

A progressão da doença é clinicamente avaliada pela aplicação de uma escala funcional, ALS-Functional 
Rating Scale-revised (ALSFRS-R), a qual monitoriza a progressão da incapacidade nos doentes com 
ELA. Desta forma, o estado respiratório inicial e o seu declínio com a progressão da doença são fortes 
preditores independentes de sobrevida e podem, facilmente, ser avaliados pela capacidade vital forçada 
(CVF). 

O Riluzol, um inibidor da neurotransmissão glutamatérgica, é o único fármaco que provou aumentar a 
sobrevida, sendo, por isso, essencial o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. 

As citocinas pertencentes à família Transforming growth factor-β (TGF-β) são importantes reguladores 
celulares, influenciando tanto a neurogénese, como os processos neurodegenerativos. Vários estudos 
demonstraram que a sinalização do TGF-β protege os neurónios da excitotoxicidade mediada pelo 
glutamato, mecanismo este subjacente à patogénese de diversas doenças neurodegenerativas, como a ELA. 

Estudos recentes demonstraram que a desregulação do sistema TGF-β é uma alteração comum em 
doenças neurodegenerativas, tendo sida a sobre regulação deste sistema correlacionada com a 
progressão de ELA. 

O nosso objetivo é avaliar os níveis séricos de TGF-β como marcadores independentes de progessão de ELA. 

De forma a testar esta hipótese, quantificámos, por Multiplex Assay, os níveis séricos de TGF-β1, TGF-β2 e 
TGF-β3 em doentes com ELA e em controlos saudáveis. Os nossos resultados preliminares demonstraram 
que os níveis de TGF-β, particularmente TGF-β3, são, tendencialmente, superiores nos doentes com 
ELA, em comparação com o grupo controlo. No entanto, a diferença não provou ser estatisticamente 
significativa. 

Em suma, é evidenciada uma desregulação do sistema TGF-β na ELA, condicionando, dessa forma, um 
aumento dos níveis séricos de TGF-β nos doentes. Este marcador inflamatório poderá, assim, ser um 
promissor alvo terapêutico. Uma vez que esta tendência demonstrou ser particularmente marcada no 
TGF-β3, pretendemos investigar este marcador numa maior população. 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by progressive muscle 
paralysis. It is the most frequent motor neuron disease, affecting 1 per 20,000 people worldwide.

Disease progression is clinically evaluated by the application of the functional scale ALS-Functional 
Rating Scale-revised (ALSFRS-R), which monitors the progression of disability in patients with ALS. 
Respiratory complications are the main cause of death in ALS. For this reason, initial respiratory status 
and its decline over disease progression are strong independent predictors of survival and can be easily 
accessed by forced vital capacity (FVC).  

Riluzole, a glutamatergic neurotransmission inhibitor, is the only drug that has shown to extend survival. 
Therefore, new treatment strategies are needed.

Transforming growth factor-β (TGF-β) family cytokines are important regulators of cell fate affecting 
both neurogenesis and neurodegeneration. Several studies demonstrate that TGF-β signalling protects 
neurons from glutamate-mediated excitotoxicity, a recognized mechanism underlying the pathogenesis 
of various neurodegenerative disorders such as ALS.

Recent studies report dysregulations of the TGF-β system as a common feature of neurodegenerative 
disorders. The upregulation of this system has been linked with ALS progression. 

Our objective is to evaluate TGF-β serum levels as independent markers of disease progression in ALS patients. 

In order to test this hypothesis, we measured TGF-β1, TGF-β2 and TGF-β3 serum levels in ALS patients 
and in healthy controls by Multiplex Assay. Our preliminary results have shown that TGF- β levels, 
particularly TGF- β3, seem to be trendily higher in ALS patients, than in control groups. However, the 
difference did not prove to be statistically significant.  

In conclusion, there seems to be a dysregulation of the TGF-β system in ALS, leading to higher TGF- β 
serum levels in ALS patients, thus, suggesting this inflammatory marker to be a promising treatment 
target. As TGF-β3 was particularly higher in ALS patients, we intend to investigate this marker in a larger 
population.  
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Fundamento: Factores neurotróficos circulantes no sangue têm sido alvo de múltiplos estudos de 
investigação biopsiquiátrica. Deste grupo de proteínas, o Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) é o 
mais estudado, particularmente no âmbito da Perturbação Depressiva Major, onde se revelou capaz de 
identificar doentes resistentes ao tratamento farmacológico. No entanto, existe ainda pouca informação 
sobre a sua expressão em muitas outras doenças psiquiátricas, nomeadamente na Perturbação 
Obsessivo-Compulsiva (POC). O baixo insight é um subtipo de POC especificado no DSM-5, associado a 
pior prognóstico e maior resistência a tratamento. 

Objectivo: Detetar possíveis diferenças entre os valores de BDNF periférico em doentes POC com insight 
baixo em comparação com doentes com insight mantido e controlos saudáveis. 

Métodos: As concentrações de BDNF plasmático de 51 controlos e 40 doentes POC - 6 desses avaliados 
com baixo insight pela Brown Assessment of Beliefs Scale (BABS) - foi quantificado por ELISA. Os resultados 
foram estudados através de Análises de Variância (ANOVA) e Análises de Covariância (ANCOVA).

Resultados: A ANCOVA dos valores obtidos revelou níveis de BDNF reduzidos (p = 0.048) no plasma 
dos doentes com POC (2575 ± 274 pg/mL) relativamente aos controlos (3464 ± 227 pg/mL). Quando 
a comparação é feita apenas entre os controlos e os doentes com insight mantido, não é encontrada 
uma diferença estatisticamente significativa (p = 0.146), ao contrário da diferença encontrada entre os 
doentes com baixo insight e os controlos (p = 0.031). 

Conclusões: Estes resultados sugerem que a diferença encontrada entre os doentes POC e os controlos 
poderá ser atribuível principalmente aos doentes com baixo insight, que constituem um grupo com 
níveis de BDNF distintamente reduzidos. Investigação continuada sobre este assunto poderá revelar-
se útil para refinar práticas de tratamento e gestão de doentes com POC, para o desenvolvimento de 
novos biomarcadores clínicos bem como para o avanço do conhecimento sobre a fisiopatologia da POC 
e, possivelmente, de outras doenças psiquiátricas.

Background: Blood neurotrophic factor levels have been a subject of interest in the realm of 
biopsychiatric investigation. Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is the most widely studied in 
this group of proteins, particularly regarding the identification of Major Depressive Disorder patients 
who are resistant to pharmacologic therapy. However, there is still little data on its expression in many 
psychiatric disorders such as Obsessive-Compulsive Disorder (OCD). Poor insight is a subtype of OCD 
specified by the DSM-5 which has been linked to poorer response to treatment and worse outcome. 

Objective: To detect possible differences in peripheral BDNF levels between OCD patients with poor 
insight, good insight and healthy controls. 

Methods: The plasmatic BDNF concentrations of 51 controls and 40 OCD patients - 6 of those assessed 
by the Brown Assessment of Beliefs Scale (BABS) as having poor insight - were measured by ELISA. 
Analyses of Variance (ANOVA) and Covariance (ANCOVA) were used to study the results.

Results: ANCOVA showed reduced (p = 0.048) levels of plasma BDNF in OCD patients (2575 ± 274 pg/
mL) in comparison to controls (3464 ± 227 pg/mL). When comparing controls with only good insight 
patients, no statistically significant differences were found (p = 0.146), yet a significant difference 
remained between poor insight patients and controls (p = 0.031). 

Conclusions: These results suggest that the difference between OCD patients and controls might be due 
mainly to the group of patients with low insight, which show markedly reduced BDNF levels. Further 
investigation may prove useful for improving OCD treatment, patient management, for developing new 
clinical biomarkers and for advancing our understanding of the underlying pathophysiology of OCD and 
possibly other psychiatric disorders.
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Título: Será a disponilidade de glucose um fator importante no estabelecimento e severidade das Infeções Urinárias?

Title: Is increased availability of glucose a crucial factor for establishment of infection and disease severity in UTI?

Palavras-Chave: Escherichia coli; Glicosúria; Infeções urinárias Key-Words: Escherichia coli; Urinary glucose; Urinary tract infection.
Fundamento: As infeções urinárias são uma das infeções bacterianas mais comuns, sendo a Escherichica 
coli o agente patogénico mais frequentemente envolvido. Entre indivíduos saudáveis, a incidência 
desta patologia é muito variável. A disponibilidade de nutrientes parece ser relevante e trabalhos 
prévios apontam o aumento da disponibilidade de glucose no ser humano como um fator crucial para o 
crescimento microbiológico. Por sua vez, a urina foi utilizada como meio de cultura no passado; portanto, 
será que a presença de (mais) glucose a torna um melhor meio de cultura para crescimento bacteriano e, 
consequentemente, atua como fator predisponente de infeções urinárias?

Objetivo: Investigar se maior disponibilidade de glucose na urina do ser humano pode ser um fator 
microbiológico importante para o crescimento da E. coli.

Materiais e métodos: Foram obtidas amostras da primeira urina da manhã de voluntários saudáveis e 
as concentrações de glucose foram medidas através de um dipstick urinário. A glucose foi adicionada 
aos meios perfazendo as concentrações: 0, 25, 50, 75, 100, 250, 500 e 1000 mg/dL, e simulando assim 
diferentes glicosúrias. Diferentes inóculos da estirpe E. coli ATTC 35218 foram adicionados de acordo 
com os critérios McFarland. A urina foi incubada durante 15 horas (overnight) e as curvas de crescimento 
foram produzidas a partir dos valores de absorvância por espectrofotometria, a cada 30 minutos.

Resultados: De forma geral, o crescimento bacteriano na urina foi pouco pronunciado e os resultados 
obtidos apontam uma grande variedade inter-individual. Esta diversidade conduziu à divisão dos 
participantes em dois grupos: (A) de maior crescimento e (B) de menor crescimento. O crescimento 
bacteriano parece ser dose-dependente, no entanto, a disponibilidade de glucose não parece ter 
impacto biologicamente relevante no ritmo de crescimento. Este fenómeno é particularmente evidente 
em voluntários do grupo (B).

Discussão e Conclusão: Em indivíduos saudáveis, a urina parece ser um meio adverso para o crescimento 
bacteriano. A predisposição para infeções urinárias varia entre indivíduos. A presença de glucose na urina 
potencia o crescimento bacteriano, o que parece ser especialmente notório em indivíduos cuja urina 
representa, à partida, um meio microbiológico adverso.

Background: Urinary tract infections (UTIs) are one of the most common bacterial infections, with 
Escherichica coli being the most frequent causative agent. Among healthy individuals the occurrence 
of this condition varies greatly. Nutrient availability may be an important host factor. Some studies 
have started to look at the increased availability glucose in the human body as a crucial factor for 
microbiological growth. Urine was even used as culture medium in the past; thus, would the presence 
of (more) glucose make it a better growth medium for potential uropathogens – and consequently 
predispose to UTIs?

Objective: To investigate if the higher glucose availability in human urine might be an important 
microbiological factor for growth of E. coli.

Materials and methods: Early morning urine samples were obtained from healthy volunteers and 
glucose concentrations measured by urinary dipstick. Glucose was added at 0, 25, 50, 75, 100, 250, 
500 and 1000 mg/dL, simulating different levels of glycosuria. Different inoculums of the ATCC 35218 
E.coli strain were added as determined by McFarland standards. Urine was then incubated for 15 hours 
(overnight) and growth curves were obtained, based on absorbance readouts every 30 minutes. 

Results: In general, bacterial growth was not very pronounced in urine and our results point to a great 
variability between individuals. This diversity lead us to define two sample groups, (A) with high growth 
and another one (B) with lower growth. Our results suggest a dose dependent bacterial total growth, 
but glucose availability doesn’t seem to have a biologically relevant impact in the speed of growth. This 
phenomenon is particularly evident when looking at group B.

Discussion and Conclusion: In healthy people, urine seems to support bacterial growth poorly. 
However, based on the different growth curves, the predisposition for UTIs would seem to vary 
between individuals in any case. The increasing presence of glucose in urine makes it a better growth 
medium for potential uropathogens. This appears especially true for individuals whose urine represents 
an adverse environment for bacterial growth and in which glucose seems to play an important role.
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Título O que causa diferentes taxas de proliferação do plasmodium falciparum no sangue de diferentes pessoas, para além da imunidade?
Title: What does cause different growth rates of plasmodium falciparum in different people blood, beyond immunity?

Palavras-Chave: Malária; Plasmodium falciparum; Diferenças no crescimento do P. 
falciparum ex. vivo

Key-Words: Malaria, Plasmodium falciparum, P. falciparum different growth ex. vivo

Fundamento: Plasmodium falciparum (P.f.) cresce a uma taxa variável entre indivíduos na fase 
eritrocitária, o que leva a diferentes parasitemias, cargas parasitárias totais e graus de severidade da 
doença. Para além da imunidade, outros fatores parecem influenciar a taxa de proliferação do parasita e 
o prognóstico da doença; como o grupo sanguíneo ou a anemia falciforme, embora os mecanismos não 
estejam ainda bem claros.

Objetivos: Identificar dadores voluntários saudáveis e não imunes que, em culturas de P.f. com o seu 
sangue, apresentem baixas taxas de proliferação do parasita e investigar possíveis fatores no seu sangue 
que possam explicar este padrão de crescimento.

Métodos: Realizaram-se culturas de P.f. in vitro (estirpe 3D7) e avaliaram-se as parasitemias por 
microscopia. Num estudo em curso, as culturas foram realizadas com sangue de 44 voluntários saudáveis 
e não imunes (Grupo A). Mais 23 voluntários saudáveis e não imunes foram recrutados, a quem foi 
realizado um questionário sobre a sua história clínica (Grupo B). Realizaram-se culturas com eritrócitos de 
7 voluntários que apresentaram baixas taxas de proliferação, variando-se a origem do soro (suplemento 
da cultura): bovina ou humana (Grupo C).

Resultados: A média do aumento da parasitemia, às 96 horas, no grupo A foi de 13.2% (SD 0.2%) com uma 
grande variabilidade inter-indivíduos (mínimo: 1.1%; máximo: 25.3%; percentil 25, com 11 voluntários: 
média de 2.5%). O género e o grupo sanguíneo não mostraram correlação. Das 16 mulheres do grupo B 
(n=23), 9 (56%) descreveram uma história (pouco típica) de anemia leve e não explicada e/ou valores de 
hemoglobina no limite inferior dos valores de referência. Este subgrupo mostrou, consistentemente, a 
menor taxa de proliferação do P.f. No grupo C (n=7), realizaram-se culturas com eritrócitos de voluntários 
que apresentaram baixas taxas de proliferação do parasita usando soro bovino, autólogo e heterólogo na 
cultura in vitro, sem observar alterações significativas na taxa de proliferação. 

Conclusões: Confirmou-se que existem dadores cujo sangue permite uma maior ou menor proliferação 
do P. f., não parecendo estar relacionado com o sexo ou o grupo sanguíneo. Verificou-se que a grande 
variabilidade de proliferação do parasita não é influenciada pelo soro, sugerindo que o eritrócito possa 
ser o responsável por este padrão. O que é reforçado pelo facto de indivíduos com uma história clínica 
(pouco clara) de anemia ou valores pertos da referência apresentarem as menores taxas de proliferação. 
No futuro, pretende-se realizar estudos mais detalhados ao sangue dos voluntários que apresentaram 
menores taxas de proliferação do P.f., como hemograma, estudo do ferro, HPLC e estudos genéticos para 
hemoglobinopatias.

Background: Plasmodium falciparum (P.f.) grows at a variable rate between individuals in the erythrocytic 
phase, resulting in different parasitemias, total body parasite burden and degrees of disease severity. In 
addition to immunity, other factors appear to influence the parasite growth rate and disease prognosis; 
such as blood group or sickle cell anaemia, although the mechanisms are not yet clear.

Objectives: To identify healthy and non-immune voluntary donors who, in P. f. cultures with their blood, 
show low parasite growth rates and to investigate possible factors in volunteers’ blood that may explain 
this growth pattern.

Methods: In vitro P.f. cultures were performed (strain 3D7) and parasitemias were evaluated by microscopy. 
In an ongoing study, cultures were performed with blood from 44 healthy and non-immune volunteers 
(Group A). Another 23 healthy and non-immune volunteers were recruited and a questionnaire was used 
to collect their clinical history (Group B). Red cell cultures (RBC) of 7 volunteers with low proliferation rates 
were performed by varying the source of the serum (culture supplement): bovine or human (Group C).

Results: The average parasitemia, at 96 hours, was 13.2% (SD 0.2%) in group A, with a large inter-individual 
variability (minimum: 1.1%; maximum: 25.3%; 25th percentile with 11 volunteers: 2.5% average). Gender 
and blood group showed no correlation. Of the 16 women in group B (n = 23), 9 (56%) described a (non-
typical) history of mild and unexplained anaemia and/or haemoglobin values at the lower limit of the 
reference values. This subgroup consistently showed the lowest proliferation rate of P.f. In group C (n=7), 
RBC cultures were performed from volunteers that showed lower parasite growth rates, using bovine, 
autologous and heterologous serum in the in vitro culture, without observing significant changes in 
proliferation rates.

Conclusions: These results confirm that donors exist whose blood allows a consistently greater or lower 
proliferation of P.f., which does not appear to be related to gender or blood group. The large variability 
of parasite growth is not influenced by serum, suggesting that the RBC may be responsible part for this 
pattern. This is reinforced by the fact that individuals with an (untypical) clinical history of anaemia or 
near reference Hb values have the lowest proliferation rates. In the future, it is intended to carry out more 
detailed studies on the blood of volunteers with lower P.f. growth rates, such as blood count, iron studies, 
HPLC and genetic studies for hemoglobinopathies.
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Título: O Efeito de subpopulações de células T foliculares nas respostas imunológicas das células B em doentes com artrite inicial
Title: The effect of T follicular cell subsets on B cell immune responses in early arthritis patients
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Fundamento: A Artrite Reumatóide (AR) é uma doença sistémica crónica medida pelo sistema imune 
que afeta sobretudo as articulações. Se não for adequadamente tratada, a AR pode levar a destruição 
cartilagínea. Vários estudos demonstraram que tanto as células B como as T são importantes na 
fisiopatologia da AR. As células B são responsáveis pela produção de autoanticorpos, apresentação 
antigénica e ativação de células T. Estudos anteriores desenvolvidos no JE Fonseca Lab demonstraram que  
os distúrbios nas células B estão presentes desde as primeiras semanas do desenvolvimento da doença. 
Contudo, os mecanismos responsáveis por estas alterações permanecem desconhecidos. As células T 
foliculares helper (TFH) e T foliculares reguladoras (TFR) foram descritas como cruciais para a produção, 
diferenciação e sobrevivência de plasmócitos e B de memória com elevada afinidade antigénica. Estudos 
recentes demonstraram que alterações nas células TFH e TFR estão associadas à patogénese de várias 
doenças autoimunes, como a AR. No entanto, o conhecimento sobre a homeostasia imune de células 
B, TFH e TFR na AR ainda é escasso. Assim, neste projeto é colocada a hipótese de que as células TFH e 
TFR estão implicadas nas alterações nas respostas imunes das células B observadas desde a fase inicial 
da artrite.

Objetivos: O objetivo principal foi de analisar a frequência e fenótipo das subpopulações B, TFH e TFR em 
circulação em doentes com artrite inicial (<1 ano de duração) não tratada e doentes com AR estabelecida.

Métodos: Doentes diagnosticados com AR seguidos no departamento de Reumatologia do Centro 
Académico de Medicina de Lisboa foram recrutados e comparados com indivíduos saudáveis. Foram 
colhidas amostras de sangue de controlos saudáveis (n=7) e de doentes com AR estabelecida tratados 
(n=10). As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas por centrifugação com 
gradiente de densidade e o fenótipo das células B, TFH e TFR foi analisado por citometria de fluxo. As 
amostras foram adquiridas em citómetro de fluxo LSR Fortessa e os dados foram analisados com o 
software FlowJo. Todas as amostras foram processadas e adquiridas no mesmo dia da colheita de sangue.

Resultados: A frequência de células B, TFH (TFH1, 2, 17), TFR e suas subpopulações em circulação foi 
semelhante em doentes com AR estabelecida e nos controlos. Ainda assim, verificou-se que os doentes 
com AR estabelecida apresentaram percentagens significativamente superiores de células TFR CD69+ 
em comparação com os controlos. Não foram observadas diferenças significativas na expressão de 
marcadores de ativação, maturação e sobrevivência de células B, TFH e TFR em circulação  entre os 
grupos.

Conclusões: Os doentes com AR estabelecida têm um fenótipo e frequências de B, TFH e TFR em 
circulação semelhante aos dos controlos saudáveis., mas o efeito do tratamento não pode ser excluído. 
Próximos estudos em doentes com AR inicial não tratados serão importantes para perceber a potencial 
relevância destas células desde o início da doença.

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic immune-mediated disease that mainly affects the 
joints. If not properly treated, RA can lead to bone and cartilage destruction. Several studies have demonstrated 
that both B and T cells are important players in the pathophysiology of RA. B cells are responsible for 
autoantibody production, antigen presentation and T cell activation. Previous work developed at João Eurico 
Fonseca Lab have demonstrated that B cell disturbances are present since the first weeks of RA development. 
However, the mechanisms responsible for these immune alterations remain unclear. Follicular T helper cells 
(TFH) and follicular T regulatory cells (TFR) have been described as crucial to the production, differentiation 
and survival of high affinity antigen-specific plasma and memory B-cells. Recent studies have demonstrated 
that impaired TFH and TFR responses are associated with the pathogenesis of several autoimmune diseases, 
including RA. Nonetheless, the knowledge about the immune homeostasis of B, TFH and TFR cells in RA is 
still scarce. Thus, in this project it is hypothesized that TFH and/or TFR cells are implicated on the observed 
alterations in B cell immune responses since early arthritis onset. 

Objectives: The main goal of this study was to analyze the frequency and the phenotype of B, TFH and TFR 
cell subsets in circulation in untreated early (<1 year of disease duration) and established treated RA patients. 

Methods: Patients diagnosed with RA followed up at the Rheumatology Department, Lisbon Academic 
Medical Centre were recruited and compared to age and sex matched healthy individuals. Blood samples 
were collected from healthy controls (n=7) and established RA patients treated with disease modifying anti-
rheumatic drugs (n=10). Peripheral blood mononuclear cells were isolated by density gradient centrifugation 
and the phenotype of B, TFH and TFR cells was analysed by flow cytometry. Samples were acquired with 
LSR Fortessa flow cytometer and data was analysed with FlowJo software. All samples were processed and 
acquired on the same day of blood collection. 

Results: The frequency of B cells and subpopulations, TFH cells and their subsets (Tfh1, Thf2 and Tfh17) and 
TFR cells in circulation was similar between established RA patients and controls. Nevertheless, we found that 
established RA patients had significantly higher percentages of CD69+ TFR cells in comparison to controls. No 
significant differences were observed in the expression of activation, maturation and survival cell markers on 
B, TFH and TFR cells in circulation between groups. 

Conclusions: Established RA patients have a similar phenotype and frequencies of B, TFH and TFR cells in 
circulation when compared to healthy controls, but a treatment effect cannot be excluded. Future studies 
in untreated early RA (<1 year of disease duration) patients will be important to understand the potential 
relevance of these cells since early arthritis onset.
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Título: Decifrar o papel da IL-17 nas meninges na progressão da Doença de Alzheimer.
Title: Deciphering the role of meningeal IL-17 on the progression of Alzheimer’s disease
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A noção convencional de “privilégio imune cerebral” foi recentemente revista, incluindo atualmente 
a infiltração, no estado estacionário, de células imunes que participam na sua neurofisiologia. 
Presentemente, o impacto do sistema imune na função cognitiva surge como hot topic da imunologia.

Curiosamente, os resultados preliminares do nosso trabalho sustentam a existência de um papel dual nas 
células T meníngeas gd (gd) em condições fisiológicas ou patológicas. Este subconjunto celular promove 
a memória a curto prazo ou de trabalho em estado estacionário, pelo que poderá atuar como uma força 
motriz para a neurodegeneração, principalmente na doença de Alzheimer (DA). De facto, objetivou-se 
a acumulação significativa de citocinas inflamatórias no modelo progressivo tri-transgênico de ratinhos 
com DA.

Postulamos, portanto, que uma desregulação dos perfis imunológicos do SNC no estado estacionário 
e/ou em homeostase possa induzir um loop inflamatório local, que poderá ser atribuído ao início da 
DA. Isto implica um limiar hipotético de citocinas inflamatórias, acima do qual a neurodegeneração 
será promovida. Esta hipótese será testada através da manipulação in vivo deste subconjunto, a fim de 
investigar o seu impacto no comportamento cognitivo e nos mecanismos moleculares associados. 

Concluindo, a abordagem apresentada implica o estudo da DA como uma doença sistémica, e não como 
uma doença exclusivamente relacionada com o SNC. Este trabalho será certamente relevante para 
melhorar a compreensão atual dos mecanismos de neurodegeneração.

The conventional notion of “immune privilege” of the brain has been revised to accommodate its 
infiltration, at steady state, by immune cells that participate in normal neurophysiology. This impact of 
the immune system on brain cognitive function is currently under the spotlight.

Interestingly, our preliminary results support a novel dual role for meningeal gd T cells (gd) in 
physiological versus pathological conditions. 

Whereas this subset promotes short-term/working memory at steady state, it may also act as a driving 
force towards neurodegeneration, namely in Alzheimer’s disease (AD). Indeed, we observed a significant 
accumulation of inflammatory cytokines in the triple- transgenic progressive AD-mouse model. 

We thus postulate that a dysregulation of CNS immune profile at steady state and/or homeostasis 
induces a local inflammatory loop that contributes to the induction of AD. This implies a hypothetic 
threshold of inflammatory cytokines, above which neurodegeneration would be promoted. We plan to 
tackle this hypothesis by in vivo manipulating this subset in order to investigate its impact on cognitive 
behaviour and associated downstream molecular mechanisms. 

To sum up, we present here an approach that envisages examining AD as a systemic rather than a CNS-
related disease. This will certainly be relevant to improve our current understanding on the mechanisms 
of neurodegeneration.



Alunos | Students: José Guilherme Nobre, Maria Beatriz Almeida Santos, João Pedro Marques Projeto | Project  PEC/16
Tutores | Tutors: Rita Aguiar Moura, João Eurico da Fonseca
Laboratório, Centro, Unidade | Laboratory, Centre, Unit: J. Eurico da Fonseca Lab (Unidade de Investigação em Reumatologia), iMM
E-mail: joseguilhermenobre@campus.ul.pt, mariabeatrizs@campus.ul.pt, jpmarques@campus.ul.pt 

Título: Estudo do efeito imunomodulador do Tofacitinib na função dos linfócitos B em doentes com artrite reumatóide e outras espondiloartropatias
Title: Study of the immunomodulatory effect of Tofacitinib on the function of B cells in rheumatoid arthritis patients and other spondiloarthropathies
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A artrite reumatoide (AR) é uma doença crónica, sistémica e imuno-mediada que afeta principalmente 
as articulações, caracterizada por inflamação sinovial, erosão óssea e destruição da cartilagem. As 
células B têm vários papéis importantes na patogénese da AR, nomeadamente através da produção de 
autoanticorpos, apresentação do antigénio e ativação das células T. Trabalhos recentes desenvolvidos 
pelo nosso grupo apoiam uma intervenção das células B desde as primeiras semanas de início da AR. O 
tofacitinib é um inibidor oral da Janus kinase (JAK)-1 e JAK-3, que interfere com a via de sinalização do 
transdutor de sinal JAK/ e ativador de transcrição (STAT), modulando a resposta imunitária através da down-
regulation de várias citocinas que são parte integrante do desenvolvimento e função linfocitária. Estudos 
anteriores demonstraram que o tofacitinib pode afetar diretamente células T ativadas, particularmente 
células CD4+ T, células dendríticas e/ou fibroblastos sinoviais e macrófagos. Embora o número de estudos 
explorando o efeito do tofacitinib nas células B no contexto da AR seja reduzido, os resultados obtidos 
até agora indicam que o tofacitinib também interfere nas funções das células B. Portanto, levantamos a 
hipótese de que os efeitos do tofacitinib na AR podem ser parcialmente dependentes da interferência 
com as células B e que ele pode reverter os distúrbios celulares B encontrados em pacientes com AR. 

O principal objetivo deste estudo é analisar o efeito do tofacitinib na ativação e função das células B 
em pacientes com AR estabelecidas refratárias a terapêuticas convencionais sintéticas e/ou biológicas 
(DMARDs). Além disso, o efeito do tofacitinib será avaliado em pacientes com espondiloartropatias (SpA) 
refratários a DMARDs sintéticos e/ou biológicos e indivíduos saudáveis para comparação. 

Resumidamente, as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) serão isoladas, enquanto o 
fenótipo das células B e a análise de fosforilação STAT serão realizados por citometria de fluxo. Amostras 
de soro de todos os grupos também serão recolhidas para analisar o efeito do tofacitinib na produção de 
autoanticorpos e o padrão de citocinas e quimiocinas relevantes para a ativação e maturação das células 
B. Até o momento, amostras de sangue de pacientes com AR estabelecida refratária a DMARDs sintéticos 
e/ou biológicos (n=3) foram coletadas na linha de base e no seguimento (1, 3 e 6 meses após o início do 
tratamento).

Além disso, também foram recolhidas amostras de sangue emparelhadas para a idade e sexo de 
indivíduos saudáveis (n=4) para comparação. Os PBMC foram isolados após centrifugação de gradiente 
de densidade, a viabilidade celular foi estimada com Trypan Blue 0,4% de exclusão do corante, e as 
células foram armazenadas a -80ºC até posterior utilização. As amostras de soro de todos os grupos 
foram, também, recolhidas e armazenadas a -80ºC. Devido ao número reduzido de amostras de pacientes 
recrutados até agora, a análise estatística dos dados não é suficientemente robusta e, portanto, não é 
possível concluir este estudo. Este projeto está ainda em curso para aumentar o número de amostras e 
ter uma análise de dados e conclusões robustas.

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, systemic immune-mediated disease that mainly affects joints, 
characterized by synovial inflammation, bone erosion and cartilage destruction. B cells have several 
important roles in RA pathogenesis, namely through autoantibody production, antigen presentation 
and T cell activation. Recent work developed by our group supports an intervention of B cells since the 
first weeks of RA onset. Tofacitinib is an oral Janus kinase (JAK)-1 and JAK-3 inhibitor, which interferes 
with the JAK/ signal transducer and activator of transcription (STAT) signalling pathway, modulating the 
immune response via down-regulation of several cytokines that are integral to lymphocyte development 
and function. Previous studies have demonstrated that tofacitinib can directly affect activated T cells, 
particularly CD4+ T cells, dendritic cells and/ or synovial fibroblasts and macrophages. Although the 
number of studies exploring the effect of tofacitinib on B cells in the context of RA is reduced, the results 
obtained so far indicate that tofacitinib also interferes with B cell functions. Therefore, we hypothesize 
that the effects of tofacitinib on RA might be partially dependent on the interference with B cells and that 
it can revert B cell disturbances found in RA patients. The main goal of this study is to analyze the effect 
of tofacitinib on B cell activation and function in established RA patients refractory to synthetic and/ or 
biological disease-modifying anti-rheumatic drug (DMARDs). Also, the effect of tofacitinib will be assessed 
in spondyloarthropathies (SpA) patients refractory to synthetic and/ or biological DMARDs and healthy 
individuals for comparison. Briefly, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) will be isolated, and an 
extensive B cell phenotype and STAT phosphorylation analysis will be performed by flow cytometry. 
Serum samples from all groups will also be collected to analyze the effect of tofacitinib on autoantibody 
production and the cytokine and chemokine pattern relevant for B cell activation and maturation. So far, 
blood samples from established RA patients refractory to synthetic and/ or biological DMARDs (n=3) were 
collected at baseline and follow-up (1, 3 and 6 months after starting treatment).

Additionally, blood samples from age and sex-matched healthy individuals (n=4) were also collected for 
comparison. PBMC were isolated following density gradient centrifugation, cellular viability was estimated 
with Trypan Blue 0.4% dye exclusion, and cells were stored at -80ºC until further use. Furthermore, serum 
samples from all groups were collected and stored at -80ºC. Due to the reduced number of patient 
samples recruited so far, the statistical analysis of data is not robust enough and, therefore, it is not 
currently possible to conclude this study. This project is still ongoing in order to increase the number of 
samples and have robust data analysis and conclusions.
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Título: Identificação dos sinais moleculares envolvidos na formação do timo.
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O timo é um órgão linfóide primário responsável pela tolerância imunológica central, que é estabelecida 
pelas interações entre os linfócitos T em diferenciação e o microambiente do estroma, formado 
principalmente pelo epitélio tímico.

A origem do rudimento do epitélio tímico na endoderme da terceira e quarta bolsas faríngeas (3/4BF) foi 
demonstrada pela primeira vez usando o sistema quimérico galinha-codorniz. Recentemente e usando 
o mesmo sistema, demonstrámos a capacidade da endoderme da 2BF em formar um timo ectópico, 
sugerindo a existência de um potencial conservado para desenvolver timo incorporado nas diferentes 
bolsas faríngeas.

Neste projeto, confirmámos a capacidade da endoderme da 2BF para formar timo usando um sistema 
quimérico de galinha-codorniz modificado (n= 4/5). Resumidamente, a endoderme da 2BF foi associada 
in vitro com a mesoderme da somatopleura (tecido suporte ao desenvolvimento da endoderme) de 
forma heteroespecífica e durante 48h. Para avaliar a formação de órgãos, os tecidos cultivados foram 
transplantados na membrana corioalantóide dum embrião de galinha e deixados a desenvolver durante 
10 dias. Os explantes recolhidos foram analisados por histologia convencional e por imunohistoquímica.

Em seguida, explorámos a capacidade do mesênquima do segundo arco faríngeo (2AF) modular a 
formação do timo.  A endoderme da 3/4BF foi associada, sequencialmente, com o mesênquima do 2AF 
completo, porção ventral ou porção dorsal. Somente na última condição foi observada uma redução 
significativa das amostras com timo (n = 1/6), revelando as propriedades inibitórias ao desenvolvimento 
do timo no mesenquima da porção dorsal do 2AF.

Considerando a diversidade de localização do rudimento tímico nas BF nos vertebrados mandibulados 
e as nossas observações novas, estamos atualmente a explorar os sinais moleculares responsáveis ​​pelo 
(s) programa (s) genético (s) conservado (s) que controlam o potencial tímico e as pistas que tornam o 
mesênquima capaz de liberar ou limitar esse potencial. Para isso, estamos a analisar ​​os perfis transcricionais 
das associações de tecidos heteroespecíficas e de tecidos isolados (em estágios de desenvolvimento 
semelhantes aos das associações). Os nossos dados preliminares de análise quantitativa por PCR, revelaram 
a existência de genes Hox distintos (não descritos) envolvidos no programa genético tímico.

Esperamos com este projeto identificar o programa genético conservado para “fazer um timo” 
incorporado na endoderme das diferentes BF, independentemente da sua localização anatómica, e os 
sinais moleculares fornecidos pelo mesênquima dos AF adjacentes à sua regulação.

The thymus is a primary lymphoid organ responsible for central immune tolerance, which is established by 
interactions between differentiating lymphoid T-cells and a stromal microenvironment mainly formed by 
the thymic epithelium.  

The origin of thymic epithelium rudiment in the endoderm of the third and fourth pharyngeal pouches 
(3/4PP) was first demonstrated using the chick-quail chimera system. Recently, using the same system 
we demonstrated the capacity of the 2PP endoderm to form an ectopic thymus suggesting that distinct 
endodermal pouches may embody a conserved potential to develop a thymus. 

In this project, we confirmed the 2PP endoderm capacity to form a thymus using a modified chick-quail 
chimera system (n=4/5). Briefly, an in vitro heterospecific association of the 2PP endoderm with the 
somatopleura mesoderm (to support endoderm development) was perform for 48h. To evaluate organ 
formation, the cultured tissues were grafted onto the chorioallantoic membrane of chicken embryo and 
allowed to develop for 10 days. Explants were collected and analyzed by conventional histology and 
immunohistochemistry.  

We then explored the properties of the second pharyngeal arch (2PA) mesenchyme to modulate thymus 
formation. The 3/4PP endoderm was sequentially associated with the complete, ventral portion or dorsal 
portion of the 2PA mesenchyme. Only in the last condition was observed a significant reduction of samples 
with thymus (n = 1/6), revealing the inhibitory properties to thymic development of the dorsally located 
2PA mesenchyme.

Considering the known diversity of PP location of the thymic rudiment among jawed vertebrates, together 
with our new observations, we are currently exploring the molecular signals responsible for the conserved 
genetic program(s) that control thymic potential, and cues that render the mesenchyme capable to release 
or to limit this potential. For that, the transcriptional profiles of heterospecific associations of tissues and 
of their normal counterparts (freshly isolated tissue at similar stages of development) are under analysis. 
Our preliminary data, from quantitative PCR analysis, revealed distinct Hox genes (not described) involved 
in the thymic genetic program. 

We expect with this project to identify the conserved genetic program to “make a thymus” embodied in 
the endoderm of different PP, independent of their specific anatomical location, and the molecular cues 
provided by the adjacent PA mesenchyme to its regulation. 
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Fundamento: A via do receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL)-RANK é conhecida, 
sobretudo, enquanto reguladora-chave da remodelação óssea, mas tem também emergido como uma 
importante mediadora na carcinogénese mamária. Apesar de habitualmente associada a tumores 
recetor hormonais (HR)-negativos, o nosso grupo demonstrou que a ativação de RANK em células HR+/
HER2- que sobre-expressam RANK (RANK OE) induz estaminalidade e a expressão de caraterísticas 
mesenquimais, conduzindo a um fenótipo potencialmente mais agressivo. No entanto, quando 
implantadas ortotopicamente em ratinhos NSG, estas células originam tumores de pequenas dimensões. 
Assim, formulámos a hipótese de que o crescimento in vivo das células RANK OE poderia ser limitado por 
uma baixa concentração de RANKL na glândula mamária dos ratinhos NSG imunodeficientes. 

Objetivos e Métodos: Com o objetivo de testar a nossa hipótese, quantificámos a proliferação de células 
parentais e RANK OE inoculadas na glândula mamária de ratinhos NSG, sob suplementação com RANKL 
exógeno. O crescimento tumoral foi analisado semanalmente por imagem de bioluminescência (BLI). 
Aquando da necrópsia, os tumores foram recolhidos e o Ki67 e a expressão de recetor de estrogénios 
(ER) analisados por imunohistoquímica (IHQ). As células foram também mantidas em cultura in vitro, sob 
condições standard, em meio depletado de RANKL e na presença de RANKL exógeno durante 6 semanas. 
A expressão de proteínas de interesse foi posteriormente analisada por Western blot e citometria de 
fluxo. Por fim, analisou-se a correlação entre a expressão de RANK e a proliferação celular no cohort de 
cancro da mama humano do TCGA.

Resultados: Contrariamente à nossa hipótese, a suplementação in vivo com RANKL não só não aumentou 
o crescimento dos xenoenxertos RANK OE, como diminuiu o crescimento dos xenoenxertos MCF-7 
parentais, observação verificada por BLI e pela expressão IHQ de Ki67.  Com o intuito de clarificar este 
achado intrigante, medimos a proliferação celular em MCF-7, T47D e nos seus equivalentes RANK OE, 
após 6 semanas em cultura na presença de RANKL exógeno, tendo verificado que a mesma era inferior 
em todas as linhas celulares expostas ao RANKL. p-p65, p-ERK e Ciclina D1, mensageiros a jusante de 
RANK, encontravam-se diminuídos, assim como a expressão de ER e de PR, devido um mecanismo de 
feedback negativo com sub-regulação de RANK e sobre-regulação de OPG. A expressão de ER encontrava-
se também diminuída nos xenoenxertos a crescer sob suplementação com RANKL. As células RANK 
OE apresentaram um tempo de duplicação celular in vitro superior, não sendo o mesmo afetado pela 
suplementação com RANKL ou depleção do mesmo com OPG. Nos cancros da mama humanos do TCGA, 
a expressão de RANK surge associada a uma menor taxa de proliferação prevista, independentemente 
do subtipo. 

Conclusões: A concentração local de RANKL não é o fator limitante que sustenta a baixa proliferação 
das células RANK OE in vivo. Alternativamente, os nossos resultados sugerem que as células RANK 
OE constituem um reservatório de células cancerígenas slow cycling, com caraterísticas estaminais e 
mesenquimais, abrindo assim caminho para o estudo da eficácia da inibição da via RANK com o intuito de 
melhorar o prognóstico do cancro da mama ER+/HER2-.

Background: The receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL)-RANK pathway is mostly known 
for its role as a key regulator of bone remodelling, but has also emerged as a major mediator of breast 
carcinogenesis. Although usually associated with hormone receptor (HR)-negative tumors, we have 
shown that RANK activation in ER+/HER2- RANK-overexpressing (RANK OE) cells induces stemness 
and mesenchymal features, leading to a potentially more aggressive phenotype. However, these cells 
generate small tumours when implanted orthotopically into NSG mice. Therefore, we hypothesized that 
the in vivo growth of RANK OE cells could be impaired by low RANKL concentration at the mammary 
gland of immune deficient NSG mice.

Objectives and Methods: To address our hypothesis, we quantified the proliferation of parental 
and RANK OE cells inoculated into the mammary fat pad of NSG mice, under supplementation with 
exogenous RANKL. Tumor growth was measured weekly by bioluminescence analysis (BLI). At necropsy, 
tumors were harvested and Ki67 and estrogen receptor (ER) analyzed by immunohistochemistry (IHC).  
In vitro cells were cultured under standard conditions, in RANKL-depleted medium, or in the presence 
of exogenous RANKL for six weeks. Interest protein expression was assessed by Western blot or flow 
cytometry. Finally, the correlation between RANK expression and proliferation was analyzed in The 
Cancer Genome Atlas (TCGA) human breast cancer cohort.

Results: Contrary to our hypothesis, in vivo supplementation with RANKL not only did not increase 
the growth of RANK OE xenografts, but also decreased the growth of parental MCF-7 xenografts, as 
assessed by BLI and Ki67 immunostaining. To further investigate this intriguing finding, we measured 
cell proliferation in MCF-7, T47D and their RANK OE counterparts, upon six weeks of culture in the 
presence of exogenous RANKL, which was lower in all RANKL-exposed cells. p-p65, p-ERK and Cyclin D1, 
downstream of RANK, and also ER and PR were decreased, due to a negative feedback effect, with RANK 
down-regulation and osteoprotegerin (OPG) up-regulation. ER was also down regulated in xenografts 
growing under RANKL supplementation. Moreover, RANK OE cells have an increased doubling time in 
vitro, not affected by RANKL stimuli or RANKL depletion with OPG. In TCGA’s human breast cancers, 
RANK expression was associated with a decreased predicted proliferation rate, independently of BC 
sub-type. 

Conclusions: Environmental RANKL is not the limiting factor sustaining the low proliferation of RANK 
OE cells in vivo. Instead, our results suggest that RANK OE cells constitute a reservoir of slow cycling, 
staminal and mesenchymal-like cancer cells. These results pave the way to study the effectiveness of 
RANK pathway inhibition as a way to improve ER+/HER2- breast cancer outcomes.
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Fundamento: O uso constante de antibióticos aumentou o aparecimento de bactérias multirresistentes, 
tornando os medicamentos atuais ineficazes. A sigla ESKAPE inclui seis patógenos que exibem resistência 
e virulência: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Esses patógenos despertaram a consciência 
entre as comunidades científicas, incentivando a procura de novas alternativas aos antibióticos atuais. 
Nesse contexto, os péptidos antimicrobianos (PAMs) aparecem como uma nova e promissora classe de 
moléculas (1,2). Eles mostram um amplo espectro de atividade contra uma ampla gama de patógenos (2).
Os MAPs foram identificados como uma alternativa promissora às moléculas convencionais usadas 
hoje em dia contra infecções, algumas delas demonstraram ter dupla atividade, tanto como peptídeos 
antimicrobianos quanto anticancerígenos (PACs). Eles demonstraram eficácia contra as duas frentes. A 
nanomedicina é um dos ramos emergentes no tratamento de patógenos resistentes. As nanopartículas 
de metal têm amplas aplicações biomédicas como agentes antimicrobianos devido às suas propriedades 
físicas e químicas únicas (2-4). Apesar do uso de AgNPs como potencial agente terapêutico, o uso como 
transportador, conjugado com outras moléculas importantes, vem aumentando nos últimos anos.
Objetivos: Estudar as propriedades anticancerígenas do PaMAP1.9 conjugadas com AgNPs
Métodos: Nanopartículas de prata foram sintetizadas. As nanopartículas conjugadas com peptídeo 
foram caracterizadas por NTA, o espectro UV-vis e dispersão de luz. Sua citotoxicidade foi analisada por 
hemólise de eritrócitos e ensaios de proliferação celular XTT em células HFF-1 e Hela.
Resultados: A caracterização das nanopartículas conjugadas com péptido mostraram tamanho 
homogéneo e alta estabilidade. A análise UV-vis  obtido está em concordancia com os espectros de 
nanopartículas de prata em forma de estrela (λ = 380 nm) acompanhados de uma deslocação do máximo 
de emissão a concentrações crescentes de péptido. As análises DLS e NTA mostraram um aumento 
no tamanho do conjugado nanoparticula-péptido, confirmando a ligação entre as duas moléculas. Foi 
demonstrado que PaMAP1.9 e AgNPs apresentam baixos efeitos citotóxicos (<30%). O péptido PaMAP1.9 
têm efeitos citotóxicos nas células HFF-1 apenas em concentrações mais altas (4XCMI), no entanto, 
o conjugado não têm efeito em células saudáveis. Em relação à atividade anticancerígena, as AgNPs 
mostraram atividade nas células Hela com 100% de morte celular a baixas concentrações (± 0,006 nM). 
O próprio péptido exibe efeitos citotóxicos nas células Hela (IC50 = 61.46 µM). Quando combinado com 
nanopartículas, o conjugado aumentou a percentagem de morte celular em 10%, mostrando que as 
propriedades anticancerígenas do péptido foram amplificadas.
Conclusão: O péptido antimicrobiano PaMAP1.9 demonstrou ter baixa toxicidade in vitro. As 
nanopartículas conjugadas com o péptido foram estáveis ​​e menos citotóxicas quando comparadas ao 
péptido livre. Resultados preliminares sugerem que o PaMAP1.9 conjugado com nanopartículas de prata 
mantém suas propriedades antimicrobianas.

Referências:
1. Wang G., et al., (2010).
2. Felício M.R., et al., 2017.
3. Hemeg, H. (2017).
4. Möhler, J.S., et al., 2018.

Background: The constant use of antibiotics has increased the arise of multidrug resistant bacteria, making 
the current drugs ineffective. The acronym ESKAPE includes six nosocomial pathogens that exhibit multidrug 
resistance and virulence: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter spp. These pathogens have raised awakened 
consciousness between the scientific communities encouraging for the search of new alternatives to current 
antibiotics. In this context antimicrobial peptides (AMPs) appear as a new and promising class of molecules 
(1,2). They show a broad spectrum of activity against a wide range of pathogens (2). 
AMPs have been Identified as promising alternative to conventional molecules used nowadays against 
infections, some of them have been shown to have dual activity, both as antimicrobial and anticancer 
peptides (ACPs). They have demonstrated efficacy against both conditions., with the number of nature-driven 
or synthetically designed peptides increasing year by year. Nanomedicine is one of the emerging branches for 
treating drug resistant pathogens. Metal nanoparticles have wide biomedical applications as antimicrobial 
agents due to their unique physical and chemical properties (2-4). Despite the use of AgNPs as a potential 
therapeutic agent, the use as carrier, conjugating with other important molecules has been increasing in the 
last years.
Objectives: Study the anticancer properties of PaMAP1.9 conjugated with AgNPs
Methods: Silver nanoparticles were synthesized as reported before. AgNPs and peptide-conjugated 
nanoparticles were characterized by nanoparticle tracking analyses (NTA), UV-visible spectrum (UV-vis) and 
Dynamic light scattering  (DLS). Their cytotoxicity were analyzed by hemolysis (erythrocytes) and XTT cell 
proliferation assays in HFF-1 and Hela cells.
Results: The biophysical characterization of the peptide-conjugated nanoparticles showed consistent size and 
high stability. UV-vis analysis confirmed the characteristics of the star shaped silver nanoparticle spectrum 
(λ=380nm) and a shift in the plasmonic spectra in the presence of increasing peptide concentrations. The 
DLS and NTA analysis showed an rising in the nanoparticle-peptide size confirming the binding between 
both molecules. It was shown that PaMAP1.9 and AgNPs has low cytotoxic effects on erythrocytes (<30%). 
The peptide and the nanoparticles were screened for cytotoxic effects in healthy cells as well. The peptide 
PaMAP1.9 has cytotoxic effects on HFF-1 cells only at higher concentrations (above 4 fold the MIC) however, 
the peptide-conjugates has no effect against healthy cells. Concerning to the anticancer activity,  AgNPs shows 
activity in Hela cells with 100% of cell death with very low concentrations (≈ 0.006 nM). The peptide itself 
exhibit cytotoxic effects on Hela cells with IC50 = 61.46 µM. When combined with nanoparticles, the conjugate 
enhanced the percentage of cell death in 10% showing that the activity of the peptide is amplify its  anticancer 
properties.
Conclusion: PaMAP1.9 is a promising antimicrobial peptide with demonstrated low toxicity in vitro. Conjugated 
nanoparticles with PaMAP1.9 were stable and less cytotoxic when compared to free peptide. Preliminary 
results suggest that PaMAP1.9 conjugated with silver nanoparticles keeps its antimicrobial properties. 

References:
1. Wang G., et al., (2010). 
2. Felício M.R., et al., 2017.
3. Hemeg, H. (2017). 
4. Möhler, J.S., et al.,2018.
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Os tumores do pâncreas e de cabeça e pescoço são bastante resistentes à quimio e radioterapia (QT e 
RT) derivado do facto de apresentarem hipoxia, que se deve essencialmente a 2 mecanismos: hipoxia e 
hiperóxia prolongada. O primeiro relacionado com a transição epitélio-mesenquimal (TEM), enquanto 
que o segundo está associado com a acumulação de radicais livres que ativa a via MAPK, conduzindo 
à morte celular e consequente disfunção de órgão. Este mecanismo foi galardoado com o Nobel da 
Medicina de 2019. Assim sendo, têm-se procurado mecanismos de reversão desta hipoxia. Um deles é 
a Oxigenoterapia Hiperbárica (OHB) cujo racional consiste no uso de O2 a pressões superiores à pressão 
atmosférica, levando a maior quantidade de O2 dissolvido no plasma, o que aumenta a quantidade de 
O2 nas células. Desta forma, incrementamos a angiogénese nas regiões hipóxicas e produzimos espécies 
reativas de oxigénio (ERO), que aumentam o stress celular e causam maior dano às células cancerígenas. 
Poucos estudos foram realizados aplicando a OHB a cancro, daí surgiu a nossa intenção de expandir o 
conhecimento nesta área. 

O objetivo principal é caracterizar a proliferação e crescimento celular, a autofagia, o stress oxidativo, 
a TEM e a metastização, em condições OHB, em células saudáveis e cancerígenas. Para além disso, 
pretende-se avaliar o efeito da OHB como coadjuvante de uma QT convencional, tal como verificar se 
existe uma diminuição de efeitos nocivos dos agentes de QT, em células saudáveis submetidas a OHB. 
Outro objetivo é verificar se o tabaco diminui a eficácia do tratamento com OHB.

Quanto à metodologia, iniciou-se cultura celular de 2 linhagens de células cancerígenas (adenocarcinoma 
(ADC) do pâncreas e carcinoma pavimento-celular (CPC) do esófago) e as suas células humanas 
saudáveis correspondentes (pâncreas e esófago). De seguida, dividiram-se em 12 grupos, de acordo com 
as variáveis: célula saudável/cancerígena, exposição a OHB, exposição à QT adequada e exposição ao 
tabaco.  Quanto à exposição à OHB, esta foi realizada na Faculdade de Medicina de Ostrava, na República 
Checa, numa Câmara Hiperbárica sob as seguintes condições: 2.5 atm, durante 90’. Após esta exposição, 
todas as células se colocaram em gelo e enviadas para Portugal, com o intuito de se realizar western-blot 
e citometria de fluxo para avaliação do supramencionado. 

Dado que o estudo ainda se encontra a decorrer, ainda não podemos revelar os resultados nem 
as conclusões. Contudo, isto será a 1ª fase do estudo. Após os resultados com culturas celulares, 
tencionamos transpor estas conclusões para modelo animal in vivo, com o objetivo de avaliar se os 
mesmos pressupostos se verificam. Quiçá num futuro próximo, e com base nas conclusões deste 
projeto, possamos ter uma terapêutica oncológica (QT, RT, terapias biológicas alvo e imunoterapia) com 
uma diminuição ou ausência de efeitos secundários, maior eficácia do tratamento e ainda uma melhor 
qualidade de vida para o doente.

The tumours of the pancreas and head and neck are quite resistant to chemo and radiotherapy (QT and 
RT) derived from the fact that they present hypoxia, which is mostly due to 2 mechanisms: hypoxia and 
prolonged hyperoxia. The former is related to epithelium-mesenchymal transition (TEM), while the latter 
is associated with the accumulation of free radicals that activates the MAPK pathway, leading to cell death 
and consequent organ dysfunction. This mechanism was awarded the 2019 Nobel Prize in Medicine. Thus, 
mechanisms to reverse this hypoxia have been sought. One of them is Hyperbaric Oxygen Therapy (HBO), 
whose rationale consists in the use of O2 at pressures higher than atmospheric pressure, leading to a 
more significant amount of O2 dissolved in plasma, which increases the amount of O2 in cells. In this way, 
we increase angiogenesis in hypoxic regions and produce reactive oxygen species (ROS), which increase 
cellular stress and cause more considerable damage to cancer cells. Few studies have been carried out 
applying OHB to cancer, hence our intention to expand knowledge in this area. 

The main objective is to characterize cell proliferation and growth, autophagy, oxidative stress, TEM and 
metastasis, under OHB conditions, in healthy and carcinogenic cells. Also, the aim is to evaluate the effect 
of HBO as an adjunct to conventional QT, as well as to verify whether there is a decrease in the harmful 
effects of QT agents in healthy cells submitted to HBO. Another objective is to check whether tobacco 
reduces the effectiveness of treatment with HBO.

As for the methodology, cell culture of 2 carcinogenic cell lines (adenocarcinoma (ADC) of the pancreas and 
floor-cell carcinoma (CPC) of the oesophagus) and their corresponding healthy human cells (pancreas and 
oesophagus) were initiated. They were then divided into 12 groups according to the following variables: 
healthy/cancer cell, exposure to HBO, exposure to adequate QT, and exposure to tobacco.  HBO exposure 
was performed at the Ostrava School of Medicine, Czech Republic, in a Hyperbaric Chamber under the 
following conditions: 2.5 atm, for 90’. After this exposure, all the cells were placed on ice and sent to 
Portugal in order to perform western-blot and flow cytometry to evaluate those as mentioned earlier. 

Given that the study is still ongoing, we cannot yet reveal the results or the conclusions. However, this will 
be the first phase of the study. After the results with cell cultures, we intend to transpose these conclusions 
into an in vivo animal model, in order to assess whether the same assumptions are made. Perhaps soon, 
and based on the conclusions of this project, we may have an oncological therapy (QT, RT, target biological 
therapies and immunotherapy) with a decrease or absence of side effects, higher treatment efficacy and 
even better quality of life for the patient.
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Fundamento: Estudos anteriores em mulheres com cancro da mama demonstram uma correlação positiva 
entre LDL sérico e tamanho e agressividade tumoral, sendo os tumores mais comummente Her2+ se LDL 
for elevado.  O colesterol contribui para a criação de um movimento dinâmico na membrana celular que 
permite o movimento lateral de recetores transmembranares tais como o Her2. Aqui investigamos o 
fenótipo induzido pelo LDL e o papel do LDLR em células Her2+ e Her2-.

Objetivos:
1)	 Avaliar o efeito do LDL na proliferação, adesão ao substrato e invasão vascular de células de cancro da 

mama Her2+ e Her2-.
2)	 Avaliar a expressão e localização do recetor do LDL (LDLR) nas mesmas células.

Métodos: Utilizámos duas linhas celulares humanas de cancro da mama: BT474 (ER+, PR+, HER2+) e T47D 
(ER+, PR+, HER2-). 
A proliferação celular foi avaliada por contagem de células no hemacitômetro por método de exclusão 
com azul de tripano, tendo sido ambas as linhas expostas a LDL ou controlo durante 24, 48 e 72H. 
A adesão e a invasão vascular foram avaliadas por microscopia de time lapse (MTL) de células tumorais 
expostas ou não a LDL durante 6h e colocadas no topo de gelatina ou de uma monocamada confluente de 
células endoteliais, respetivamente. No ensaio de adesão foi ainda investigado o papel do LDLR através 
do seu bloqueio com um anticorpo especifico. 
A expressão e localização do LDLR foi avaliado em ambas as linhas por western blot (WB) e imunoflorescência 
(IF).

Resultados: Os resultados apresentados são preliminares, a sua validação futura será necessária.
Na avaliação da proliferação da linha BT474 verificou-se um aumento significativo do número de células no 
grupo LDL nas 24 horas (n=3, p<0.01). Nas células T47D não se verificou nenhuma diferença significativa 
entre os grupos LDL e controlo.
A MTL da invasão vascular, demonstrou que ambas as linhas afastam o endotélio e aderem ao substrato, 
sendo que as BT474 o fazem em maior percentagem (19.5% versus 3,2%). Num ambiente rico em LDL, 
verificámos uma tendência para as BT474 aderirem em maior percentagem (32.2%) do que o controlo 
(19.5%), o que não se verificou nas T47D, embora haja uma tendência para estas o fazerem mais 
rapidamente (141,1min) do que o controlo (306,25min). No ensaio de adesão à gelatina obtiveram-se 
resultados semelhantes e uma reversão parcial do fenótipo induzido por LDL quando o LDLR é bloqueado. 
O WB demonstrou que ambas as linhas expressam LDLR, no entanto as BT474 expressam cerca de 5 
vezes mais. A IF demonstrou que na linha BT474 o LDLR encontra-se na membrana celular e associado a 
vesiculas. Nas T47D este é sobretudo membranar.

Conclusão: Estes resultados sugerem que as células HER2+ apresentam um fenótipo mais agressivo 
quando expostas a LDL, nomeadamente maior proliferação, adesão e invasão vascular, apresentando 
também maior expressão do LDLR, o que poderá ter um papel neste fenótipo como mostrado para a 
adesão. No futuro seria interessante investigar o efeito do LDL na ativação de Her2 bem como na sua 
inibição terapêutica.

Background: Previous studies in women with breast cancer have shown a positive correlation between 
serum LDL and the tumor’s size and aggressivity, being the most common tumor the HER2+ if the LDL is 
elevated. The cholesterol contributes to the creation of the dynamic movement of the cellular membrane 
which allows the lateral movement of the transmembrane receptors such as the HER2. Here we investigate 
the phenotype induced by the LDL and the role of the LDLR in HER2+ and HER2- cells.

Objectives:
1)	Evaluate the effect of the LDL on the proliferation, adhesion to the substrate and vascular invasion of the 

HER2+ and HER2- breast cancer cells.
2)	Evaluate the expression and localization of the LDL receptor (LDLR) in the same cells.

Methods: We employed two human’s breast cancer cell lines: BT474 (ER+, PR+, HER2+) and T47D (ER+, 
PR+, HER2-).
The cellular proliferation was evaluated by counting cells in the hemocytometer by the method of exclusion 
with trypan blue, both lines have been exposed to the LDL or control during 24, 48 and 72 hours.
The adhesion and the vascular invasion were evaluated by time-lapse microscopy (TLM) of tumor cells 
exposed or not to the LDL for 6 hours and placed on top of gelatin or confluent endothelial cell monolayers, 
respectively. In the adhesion trial the role of the LDLR was investigated throughout its blockage with a 
specific antibody.
The expression and location of the LDLR was evaluated in both lines by western blot (WB) and 
immunofluorescence (IF).

Results: The results presented are preliminary, its future evaluation will be necessary.
In the evaluation of the line BT474 we verified a significant increase of the number of cells in the LDL group 
in the 24 hours (n=3, p<0.01). In the cells T47D we did not verify any significant difference in the LDL and 
control groups.
The TLM of the vascular invasion, exhibited that both lines ward off the endothelium and adhere to the 
substrate, the BT474 being the ones which do it in higher percentage (19.5% versus 3.2%). In an environment 
rich in LDL, we verified a tendency in which the BT474 adhere in higher percentage (32.2%) than the control 
(19.5%), which we did not verify in the T47D, although there is a tendency in which they (T47D) do it faster 
(141.1min) than the control (306.25min). In the adhesion trial to the gelatin we obtained similar results and 
a partial reversion of the induced phenotype by the LDL when the LDLR is blocked.
The WB showed that both lines express LDLR, however the BT474 express approximately 5 times more. 
The IF showed that in the BT474 line the LDLR is in the cellular membrane and associated to vesicles. In the 
T47D it is mainly in the cellular membrane.

Conclusions: These results suggest that the HER2+ cells present a more aggressive phenotype when exposed 
to LDL, namely higher proliferation, adhesion and vascular invasion, presenting also a higher expression of 
the LDLR, which can have a role in this phenotype as displayed in the adhesion. In the future, would be 
interesting to investigate the effect of the LDL in the activation of the HER2 and its therapeutic inhibition.
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A Leucemia Linfoblástica Aguda de células T é uma doença que resulta da expansão clonal de percursores 
linfoides mutados, apresentando remissões entre os 40% e os 80%, após uma agressiva quimioterapia. 
Perante este facto, torna-se de extrema importância a procura de novos biomarcadores e alvos terapêuticos. 

Este projeto passa pela caraterização de CASZ1, um gene downstream de TAL1, sendo este um oncogene 
que se encontra amplificado em 65% das LLA-T. CASZ1b, uma das duas isoformas de CASZ1, é a única 
que se encontra aberrantemente expressa em doentes com LLA-T, com TAL1 mutado. Deste modo, os 
objetivos deste estudo passam pela caraterização do impacto que este gene tem em 3 linhas celulares 
diferentes em meios com concentrações de soro diferentes e sob a ação de quimioterapia.

Em estudos anteriores no laboratório onde este projecto se desenvolveu verificou-se que CASZ1 é um 
alvo directo do oncogene TAL1 em LLA-T. Neste projecto pretendeu-se determinar qual seria o efeito 
de CASZ1 no contexto de LLA-T, mais concretamente a isoforma CASZ1b que em estudos anteriores do 
laboratório se verificou que está sobre-expressa em doentes LLA-T.  Assim determinou-se qual seria o 
efeito da sobre-expressão da isoforma CASZ1b em linhas celulares LLA-T. 

Foram usadas três linhas celulares, nas quais foi modelada a expressão de CASZ1 (células BaF3 e Loucy) e 
TAL1 (Jurkat). Procedemos então com a caraterização genética (expressão relativa de mRNA), fosforilação 
proteica e estudos de viabilidade nas três linhas celulares.

Anteriormente, no laboratório, verificou-se que CASZ1 é directamente regulado por TAL1, através de 
estudos de sobre-expressão e silenciamento. Neste contexto queremos comprovar o mesmo efeito 
usando a técnica de CRISPR/cas9 na linha celular Jurkat fazendo o silenciamento completo TAL1. 
Verificámos que estas células não só tinham menor viabilidade, comparativamente às de controlo, como 
também, uma expressão mais reduzida de CASZ1b comprovando os dados iniciais. 

Na linha celular BaF3 (totalmente dependente de IL3) conseguimos observar que a sobreexpressão de 
CASZ1b consegue manter a viabilidade das células mesmo na ausência de IL3. No contexto desta linha 
celular este aumento de viabilidade é concomitante com a activação da via de sinalização PI3K-Akt como 
demonstramos com os estudos de expressão génica e ensaios de western-blot.  Na linha celular Loucy, 
uma linha celular humana de LLA-T, verificamos que em condições normais, ou seja, na cultura regular 
das células, a sobre-expressão de CASZ1b não alterava a sua viabilidade. No entanto, em condições 
de stress, como a ausência de soro e o tratamento com L-Asparaginase, a sobre-expressão de CASZ1b 
promove a viabilidade das células. 

Embora não tenhamos verificado alterações nos níveis de activação da via de sinalização PI3K-Akt na linha 
celular Loucy com sobreexpressão de CASZ1b, verificamos que em condições de stress, sem soro no meio 
de cultura, a inibição desta via de sinalização com dactolisib revertia o efeito protector da sobreexpressão 
de CASZ1b. 

CASZ1b é um alvo do oncogene TAL1 em LLA-T, como demonstrado na experiência com a linha celular Jurkat. 

The T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL) is a disease that results from the clonal expansion of 
transformed lymphoid percursors, presenting with remission rates of 40 to 80%, after an aggressive 
chemotherapy. Therefore, it remains of crucial importance to find new biomarkers and therapeutic targets.

This project aims to characterize CASZ1, a TAL1 target gene which an oncogene aberrantly expressed in up 
to 65% of the T-ALL cases. CASZ1b, one of two isoforms of CASZ1, is aberrantly expressed in T-ALL patients in 
frequent association with the expression of the TAL1 oncogene. Therefore, the objectives of the study are the 
characterization of the physiological impact of the overexpressing CASZ1b isoform in three different cell lines.

We used three different cell lines where in which the expression of CASZ1b (BaF3 and Loucy) and TAL1 (Jurkat) 
was modulated. We characterized the effects of the different gene modulation regarding transcription (mRNA 
relative expression), signalling pathway activation (protein phosphorylation levels) and also viability on the 
cell lines.

Previously, on the lab where this project was developed, preliminary studies demonstrated that CASZ1b was 
directly regulated by TAL1 at the transcriptional level. In this context, we aimed to test the same effect using 
CRISPR/Cas9 technology on the Jurkat cell line. In line with this, TAL1 expression was completely silenced and 
we verified that not only these cells had less viability, compared to control, but also a reduced expression of 
CASZ1b, confirming the preliminary results.

By overexpressing CASZ1b on the BaF3 cell line (a cell line totally dependent of IL3) we observed that CASZ1b 
is able to maintain viability proliferation in the absence of IL3. In the context of this cell line the increase in 
viability and cellular proliferation is concomitant to the activation of PI3k-Akt.

On the other hand, by overexpressing CASZ1b in the Loucy cell line (a human T-ALL line) we verified 
that under normal condition (in regular culture medium) the over-expression of CASZ1b did not alter its 
viability. However, under stress conditions, serum absence and treatment with L-asparaginase, the CASZ1b 
overexpression is able to rescue cellular viability.

Despite not having noted differences on the activation of PI3k-Akt on the Loucy cell line with CASZ1b 
overexpression, we verified that under stress (no serum on the culture medium) the inhibition of PI3k-
Akt-mTOR with a pharmacological substance (dactolisib) reverted the rescue effect observer by the CASZ1 
overexpression.

Taken together, these results suggest that CASZ1b behaves like an oncogene by promoting cell viability under 
stress conditions, highlighting the CASZ1 gene is a novel regulator of T-ALL biology.
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Fundamento: O cancro colo-rectal (CCR) é a 3ª neoplasia mais diagnosticada e a 4ª causa principal de 
mortalidade associada a neoplasia. Na carcinogénese do CCR existem 3 vias principais (metiladora, 
mutadora e supressora) que têm impacto no comportamento tumoral, prognóstico e resposta à 
terapêutica justificando a relevância clínica da análise do perfil molecular tumoral.

Objetivos: 
Primários: Análise descritiva de CCRs; avaliar associações entre variáveis clinico-patológicas e expressão 
MMR, BRAF, KRAS e PD-L1.
Secundários: Calcular sobrevivência global (OS) e sobrevivência livre de doença (DFS) de acordo com a 
expressão de MMR, BRAF, KRAS e PD-L1 e em subgrupos de doentes M0 vs M1; cólon vs recto.

Métodos: Estudo observacional retrospetivo. Foram incluídos 242 doentes diagnosticados com CCR e 
sujeitos a intervenção cirúrgica com intuito curativo entre 2012 e 2014 no Hospital Beatriz Ângelo e 
colhidos os dados demográficos, clínicos e patológicos a partir de registos eletrónicos. 
Foram obtidas amostras em blocos de parafina e analisados quanto ao seu status RAS (exões 2, 3 e 4 para 
NRAS e KRAS), inativação BRAF (exão 15), expressão de genes MMR e PD-L1 (TMA). 
Analise inferencial feita com recurso a testes paramétricos e não paramétricos. Para calcular a OS e a DFS 
serão utilizadas curvas de Kaplan-Meier e teste log rank para comparação entre grupos. Definiu-se como 
OS o tempo passado desde a cirurgia até à morte e DFS definiu-se como o tempo passado desde a cirurgia 
até à recidiva. Determinou-se a significância estatística para p<0.05. 

Resultados: Dos 242 doentes a média de idade ao diagnóstico foi de 68,7 e 143 (59,1%) eram homens. O 
estadio, localização e tipo mais frequentes foram estadio III (31,9%), esquerdo (41,9%) e adenocarcinoma 
(50,2%).
Tumores dMMR (n=25) foram mais frequentes no cólon direito (92,7% vs 7,3%, p=0.034). Tumores BRAF 
mutado (n=16) foram mais frequentes em mulheres (68,8% vs 31,2%, p=0.013) e cólon direito (92,7% vs 
7,3%, p=0.034). Tumores KRAS mutado (n=130) estavam associados à presença de linfoinvasão (73,2% vs 
26,8%, p=0.005). Quanto à expressão de PD-L1, 188 doentes tinham expressão de PD-L1˂1% (94,9%) e 10 
PD-L1>1% (5,1%). Os tumores PD-L1>1% estavam associados à presença de neuroinvasão (57,1% vs 8,3%, 
p=0.003) e baixo grau de diferenciação (70% vs 7,5%, p<0.001).
Quanto à análise de sobrevivência, em doentes sem metástases, os tumores RAS-WT apresentaram 
maior OS do que os RASmut (mediana não atingida nos 2 grupos, p=0.024). Nos doentes sem metástases 
síncronas, a presença de PD-L1 associou-se a melhor OS (34 vs 74 meses, p=0.045).

Conclusões: A abordagem dos CCRs exige uma avaliação dos dados clínicos e achados histopatológicos, 
tendo o perfil molecular um valor prognóstico preponderante, podendo alterar significativamente a 
terapêutica.  Apesar dos achados estarem de acordo com o que foi descrito na literatura, continua a 
ser necessária investigação metodologicamente robusta com maiores coortes e tempos de follow-up.    

Background: Colo-rectal cancer (CRC) is the 3rd most diagnosed cancer and the 4th main cause of death 
associated with cancer. In CRC’s carcinogenesis three main pathways (methylator, mutator and suppressor) 
have an impact on tumoral behaviour, prognosis and response to therapy thereby justifiying the clinical 
relevance of tumoral molecular profile analysis.

Objectives:
Primary: descriptive analysis of CRCs; evaluate associations between clinical-pathological variables and 
expression of MMR, BRAF, KRAS and PD-L1
Secondary: calculate overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) according to MMR, BRAF, KRAS and 
PD-L1 expression and analysis in subgroups M0 vs M1; colon vs rectum. 

Methods: Retrospective observational study with 242 patients diagnosed with CRC and subjected to surgical 
intervention with curative intent, between 2012 and 2014 in Hospital Beatriz Ângelo were included and their 
demographic, clinical and pathological data obtained from electronic records.
Paraffin-embedded samples were obtained and analysed according to their RAS status (exons 2, 3 and 4 for 
NRAS and KRAS), BRAF inactivation (exon 15), expression of MMR and PD-L1 (TMA).
Inferential analysis was performed with parametric and non-parametric tests. To calculate OS and DFS, 
Kaplan-Meier curves were obtained, and log-rank test was used to compare between groups. OS was 
defined as the time lapsed from surgery to death and DFS as the time elapsed from surgery to recurrence. 
Significance was defined for p<0.05.

Results: Of the 242 patients, the average age at diagnosis was 68,7 and 143 (59,1%) were men. The most 
frequent stage, location and type were stage III (31,9%), left-sided (41,9%) and adenocarcinoma (50,2%).
dMMR tumors (n=25) were most frequent in the right colon (92,7% vs 7,3%, p=0.0034). BRAFmut tumors 
(n=16) were more frequent in women (68,8%vs31,2%, p=0.013) and in the right-colon (92,7% vs 7,3%, 
p=0.034). KRASmut tumors (n=130) were associated with lymphatic invasion (73,2% vs 26,8%, p=0.005). 
Regarding PD-L1 expression, 188 patients had PD-L1<1% (94,9%) and 10 PD-L1>1% (5,1%). PD-L1>1% tumors 
were associated with perineural invasion (57,1% vs 8,3%, p=0.003) and poor differentiation (70% vs 7,5%, 
p<0.001).
Regarding survival analysis, in patients without metastases, RAS-WT tumors presented greater OS than 
RASmut (median was not reached in both groups, p=0.024). In patients without synchronous metastases, 
the presence of PD-L1 was associated with a greater OS (34 vs 74 months, p=0.045).

Conclusions: The approach to CRCs demands an evaluation of both clinical and histopathological data, with 
the molecular profile having a determinant prognostic value which may significantly alter treatment. Despite 
the findings being in accordance with what has been previously described, more methodologically robust 
research is needed with larger cohorts and follow-up periods.
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As proteínas de choque térmico (HSP) desempenham papéis importantes no cancro. Em particular, a forma 
extracelular da HSP90 (eHSP90) está envolvida na transição epitelial-mesenquimal (EMT) e na modulação 
da matriz extracelular em tumores. Atualmente, estamos a estudar os efeitos de um reagente bloqueador 
da atividade da eHSP90 (anti-eHSP90), com potencial uso terapêutico em contexto neoplásico.

Os objetivos deste projeto são: 1) a validação da capacidade do anti-eHSP90 bloquear a invasão de células 
tumorais in vivo; 2) identificar sinais mediados pela eHSP90 no “fenótipo invasivo”.

Para testar a capacidade bloqueadora do anti-eHSP90 na invasão de células tumorais in vivo, usámos o 
modelo da membrana coriolantóide (CAM). Resumidamente, as linhas celulares de melanoma (SKMEL-28) 
e de cancro de ovário (OVCAR-8) foram embebidas em Matrigel, colocadas sobre a CAM e incubadas 
durante 48h. O anti-eHSP90 foi adicionado ao Matrigel e usado de acordo com os nossos resultados 
anteriores (ensaios in vitro). A análise morfológica dos explantes em CAM-48h foi realizada por histologia 
convencional e imuno-histoquímica. Nas condições de controlo, observámos rutura da integridade do 
epitélio da CAM em contato com as células tumorais. Além disso, algumas células tumorais invadiram o 
mesênquima e os vasos circundantes. Na presença do anti-eHSP90, observámos uma maior integridade 
do epitélio da CAM, independente do tipo celular. Estes resultados sugerem a capacidade do anticorpo 
bloquear as etapas iniciais da invasão das células tumorais mediadas por eHSP90. No entanto, devido 
ao número reduzido de células tumorais no mesênquima, não foi possível realizar análises adicionais. 
O trabalho progredirá substituindo o Matrigel enriquecido por uma matriz com baixo teor de fatores de 
crescimento para promover o comportamento de invasão celular.

Para a identificação dos sinais envolvidos no “fenótipo invasivo” mediado pela eHSP90, estamos a 
estudar a expressão de genes-EMT nas linhas celulares (SKMEL-28 e OVCAR-8) cultivadas na presença 
do reagente bloqueador. As linhas tumorais celulares foram cultivadas em placas revestidas por Matrigel 
e incubadas in vitro durante 30min e 90min. Os níveis dos transcritos dos genes-EMT foram analisados ​​
por RT-PCR quantitativo. Não observámos alterações na expressão dos genes estudados nas células 
tumorais incubadas durante 30min ou 90min, sugerindo que o “programa invasivo” requer mais tempo 
para ser estabelecido in vitro. Como esperado, não foram observadas diferenças nos níveis transcricionais 
em células tumorais incubadas com o anti-eHSP90 quando comparadas com o controlo. Atualmente, 
estamos a analisar as células tumorais cultivadas in vitro durante 12h, 24h e 48h. Em seguida, iremos 
caracterizar por RNAseq e análise bioinformática os transcriptomas das linhas celulares tumorais com um 
“comportamento invasivo” dependente da eHSP90.

Com este trabalho, esperamos compreender melhor os mecanismos moleculares envolvidos na invasão 
tumoral mediada por eHSP90.

(Os resultados deste projeto estão sujeitos a um acordo confidencial com a empresa farmacêutica, 
Pharmis Biofarmaceutica, proprietária da patente deste reagente).

Heat-shock proteins (HSP) play important roles in tumour cell growth and metastasis. Particularly, the 
extracellular form of HSP90 (eHSP90) is involved in epithelial-mesenchymal transition (EMT) and modulation 
of the extracellular matrix in tumours. In our laboratory we are currently studying the effects of a blocking 
reagent of the eHSP90 activity, an antibody against eHSP90 (anti-eHSP90), to be potentially used as a new 
reagent in cancer therapy. 

The goals of this project are: 1) the in vivo validation of anti-eHSP90 ability to block tumour cell invasion; 2) 
to unravel the signals involved in the “invasive phenotype” mediated by the eHSP90.

To test the capacity of the anti-eHSP90 to block in vivo tumour cell invasion we used the chorioallantoic 
membrane (CAM) model. Briefly, melanoma (SKMEL-28) and ovarian cancer (OVCAR-8) cell lines were 
embedded in the Matrigel, placed on the top of the CAM and incubated for 48h. The anti-eHSP90 was added 
to the Matrigel and used according to our previous results (in vitro assays).  Morphologic analysis of 48h-CAM 
explants was performed by conventional histology and immunohistochemistry. In control conditions, we 
observed the disruption of epithelial layer integrity of the CAM epithelium in contact with the tumour cells. 
Moreover, some tumour cells invaded the mesenchyme and surrounding vessels. In the presence of anti-
eHSP90, we observed increased preservation of the CAM-epithelium integrity, irrespectively of tumour 
cell type. These results suggest the ability of the antibody to block the initial steps of tumour cell invasion 
mediated by eHSP90. However, due to the low number of invading tumour cells to the CAM mesenchyme, 
we were unable to perform further analysis. The work will progress by preplacing the enriched Matrigel by a 
low-growth factor matrix to boost cell invasion behaviour. 

To unravel the signals involved in the “invasive phenotype” mediated by eHSP90 we are studying the 
expression of EMT-related genes in tumor cells grown in the presence of the blocking reagent. SKMEL-28 and 
OVCAR-8 cell lines were plated in Matrigel coated plates and incubated in vitro for 30 min and 90min.  The 
transcription levels of EMT-related genes were analysed by quantitative RT-PCR. We observed no changes in 
the expression of EMT-related transcripts in tumour cells incubated for 30min or 90min, suggesting that the 
“invasive program” requires more time to be established in vitro.  As expected, no differences in transcript 
levels were observed in tumour cells incubated with the anti-eHSP90 when compared with control conditions. 
We are currently analysing tumour cells grown in vitro for 12h, 24h and 48h. Then, we will characterize the 
transcriptome profiles of the tumour cell lines presenting an eHSP90 dependent “invasive behaviour” by 
RNAseq and bioinformatics analysis.  

With this work we hope to obtain new insights into the molecular mechanisms involved in tumour invasion 
mediated by eHSP90. 

(The results of this project are subject to a confidentially agreement with the pharmaceutical company, 
Pharmis Biofarmaceutica, which owns the patent of this reagent).
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Fundamento: O gene PFKP codifica a proteína PFK1, que catalisa uma etapa chave da glicólise. Num 
estudo anterior demonstrámos que o knockdown deste gene diminui a proliferação celular de cancro 
da mama triplo negativo (CMTN) que apresenta amplificação do PFKP. Também foi demonstrado, em 
carcinoma oral de células escamosas, que a expressão de PFKP aumenta em meio pobre em nutrientes, 
o qual promove a proliferação e migração celular. Em carcinoma renal de células claras, a redução da 
expressão de PFKP mostrou a ativação da p53. Por outro lado, foi demonstrado em mesotelioma que a 
inibição química do PFK1 diminui a expressão das proteínas anti apoptóticas Mcl-1 e Bcl-xL, e aumenta a 
sensibilidade à cisplatina.
Deste modo, a minha hipótese é que o gene PFKP promova a proliferação das células de cancro da mama 
em meio pobre em nutrientes, e que o knockdown da expressão do PFKP ou a inibição química da PFK1 
conduza a um aumento da sensibilidade à cisplatina.

Objetivos: Este projeto pretendeu testar se a expressão de PFKP promove a proliferação celular CMTN 
em meio pobre em nutrientes, e se o knockdown do PFKP resulta na ativação da p53, na diminuição da 
expressão de moléculas anti apoptóticas e no aumento da sensibilidade à cisplatina. Desta forma, o PFKP 
poderá ser utilizado como alvo terapêutico nestas neoplasias.

Métodos: Foram cultivadas duas linhas celulares: HCC1187, derivada de CMTN com amplificação da 
região do gene PFKP e MDA-MB-231, uma linha celular controlo de cancro da mama sem amplificação do 
gene PFKP. Estas linhas celulares foram cultivadas em meio normal e em meio sem glutamina.
A inibição química do PFK1 foi realizada com clotrimazol e citrato. O knockdown do PFKP foi conseguido 
através da transfeção de RNAi. A expressão dos efetores da p53 - CDKN1A, BBC3 e SESN2 - foi avaliada por 
RT-PCR, assim como o rácio entre isoformas anti/pró apoptoticas dos genes MCL1 e BCLX. A sensibilidade 
à cisplatina foi medida através de um ensaio de proliferação com resazurina.

Resultados: Em ambas as linhas celulares um meio sem glutamina levou ao aumento da expressão do 
PFKP, nomeadamente em HCC1187. O knockdown do PFKP não aumentou a expressão dos seus efetores 
da p53, CDKN1A, BBC3 e SESN2, particularmente em meio sem glutamina.
A sensibilidade à cisplatina aumentou nas células HCC1187 tratadas em meio sem glutamina, quando 
comparado com meio normal. Tanto o knockdown do PFKP e a inibição do PFK1 com citrato, diminuíram 
a resistência destas células à cisplatina, principalmente em meio sem glutamina.
O rácio entre as isoformas anti/pró apoptóticas do gene MCL1 diminuiu em HCC1187, quando o PFKP foi 
inibido e estas foram tratadas com meio pobre em glutamina.

Conclusões: Estes resultados sugerem que o PFKP é um gene importante em meio pobre em glutamina, 
o qual replica as condições do microambiente tumoral. Os mesmos resultados indicam que, quando se 
inibe o PFKP, a ativação da p53 poderá ser um dos mecanismos envolvidos na diminuição da proliferação 
celular. Assim, também se poderá explicar a maior sensibilidade à cisplatina. Contudo, são necessários 
mais estudos.

Background: PFKP encodes PFK1, which catalyzes a key step in glycolysis. Previously we have shown that 
this gene inhibition impairs cell proliferation in triple negative breast cancer (TNBC) with an amplification of 
PFKP region. Moreover, in oral squamous cell carcinoma there has been demonstrated that PFKP expression 
increases under starvation conditions, which promotes proliferation and migration of this type of tumours. 
Also, PFKP knockdown has been shown to induce activation of tumour suppressor gene TP53, in clear cell renal 
cell carcinoma. In addition to that, there is evidence that PFK1 chemical inhibition decreases the expression of 
anti-apoptotic proteins Mcl-1 and Bcl-xL and, also increases mesothelioma sensitivity to cisplatin.
In view of the above, my hypothesis is that PFKP promotes breast cancer cell proliferation under starvation 
conditions, and PFKP downregulation or the chemical inhibition of PFK1 increases cell sensitivity to cisplatin.

Objectives: The aim of this project is to test if PFKP expression promotes TNBC cell proliferation under 
starvation conditions, and if PFKP knockdown results in p53 activation, decreased expression of anti-apoptotic 
molecules and increased sensitivity to cisplatin, so it can be a candidate target for an anti-breast cancer 
therapy.

Methods: We cultured two cells lines - HCC1187, derived from a TNBC with an amplification of the PFKP gene 
region and MDA-MB-231, as breast cancer control cell line control with no amplification of PFKP – in normal 
and glutamine starvation medium.
PFK1 was chemically inhibited by clotrimazole or by citrate. PFKP knockdown was performed by RNAi 
transfection. Active p53 downstream effectors CDKN1A, BBC3, SESN2 were assessed by RT-PCR. Anti-
apoptotic/pro-apoptotic isoform ratios for MCL1 and BCLX genes were also assessed by RT-PCR. Cisplatin 
sensitivity was tested using a resazurin proliferation assay.

Results: In both cells lines we found out that glutamine starvation induces PFKP expression, mostly in 
HCC1187. PFKP knockdown didn’t increase significantly TP53 expression, but it increased the expression of its 
downstream effectors, CDKN1A, BBC3 and SESN2, especially in starvation conditions. 
Starvation treated HCC1187 cells were more sensitive to cisplatin than cells grown in normal medium. PFKP 
knockdown and PFK1 chemical inhibition with citrate also showed to decrease cells resistance to cisplatin, 
particularly in starvation cultured cells. 
Anti-apoptotic/pro-apoptotic isoform ratio for MCL1 decreased in HCC1187 cells when PFKP was inhibited 
and when cultured in starvation medium. 

Conclusions: Our results suggest that PFKP is an important gene in starvation conditions, like those seen in 
cancer microenvironment. They also indicate that p53 activation is one of the mechanisms behind decreased 
cell proliferation in PFKP knockdowned cells. This mechanism can explain increased sensitivity to cisplatin 
treatment. However, additional studies must be done.
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Pacientes com cancro da mama e ovário podem ser portadores de um alelo de susceptibilidade ao cancro 
o que significa que têm um risco aumentado de desenvolver doença maligna quando comparado com a 
população em geral. Os mais frequentemente encontrados e com maior penetrância são as variantes dos 
genes BRCA1 e BRCA2.

As proteínas codificadas pelos genes BRCA1 e BRCA2 desempenham um papel crucial na reparação do 
DNA por recombinação homóloga, um processo necessário para a correção das quebras de cadeia dupla 
do DNA. A descoberta de uma variante patogénica na linha germinativa BRCA1 ou BRCA2 em pacientes 
com cancro da mama ou ovário pode ter implicações na escolha do tratamento. O atual aumento da 
frequência dos testes ao gene BRCA foi acompanhado por uma acumulação das Variantes de Significado 
Desconhecido (VUS) nesses genes. Algumas destas variantes podem ocorrer fora da sequência codificante 
e interferir com o splicing e maturação do transcrito.

O Digital droplet PCR (ddPCR) foi desenvolvido recentemente para permitir uma alta precisão e 
quantificação absoluta de sequências de DNA alvo. Com o procedimento de RT-PCR, é abolido qualquer 
viés que possa ser incluído, devido à retrotranscrição enzimática antes da amplificação do cDNA e desta 
forma este torna-se o método de escolha para quantificação precisa da expressão génica, especialmente 
com baixos níveis de expressão genéticos.

A nossa hipótese é que alguns VUS em BRCA1 possam ter como consequência uma alteração no 
splicing da transcrição destes genes, levando à introdução de Codões de Stop Prematuros no transcrito, 
levando à sua degradação por Nonsense Mediated Decay (NMD). Seguidamente, hipotetizamos que 
portadores heterozigóticos da variante patogénica BRCA1 vão apresentar níveis reduzidos do transcrito, 
mesmo em células somáticas não cancerígenas. Estes níveis estarão relacionados com o aumento do 
risco de desenvolver malignidade. Com a utilização de RT-ddPCR na análise de RNA, iremos obter uma 
quantificação precisa da expressão do gene BRCA1 em células sanguíneas mononucleadas de pacientes 
portadores de variantes conhecidas e, também, de pacientes portadores de VUS. O uso de vários genes 
também contribui de referência será determinante para obter resultados mais fidedignos. Adicionalmente, 
testámos a ocorrência de NMD através do tratamento das células com cicloheximida e através da análise 
da maturação do transcrito através da utilização de uma nova metodologia baseada no ddPCR.

Este projeto otimiza um novo método para quantificação precisa da expressão dos genes BRCA1 e 
BRCA2 em células sanguíneas mononucleadas de pacientes com cancro de mama ou ovário e identifica 
transcritos alvo de NMD. Tem como objetivo final melhorar a classificação de mais variantes nos genes 
BRCA1 e também BRCA2. Este projeto irá ajudar a que mais pacientes possuam uma classificação correta 
da variante de que são portadores e desta forma permitirá uma melhor escolha terapêutica quer do 
paciente, quer dos familiares.

Breast and ovarian cancers patients may harbor a susceptibility allele with an increased risk of malignancy 
above the general population. The most frequently found and with higher penetrance in these malignancies 
are the BRCA1 and BRCA2 genes, with the increased susceptibility being inherited in an autosomal dominant 
manner.

The proteins encoded by BRCA1 and BRCA2 genes play a crucial role in DNA repair by homologous recombination, 
a process required for the correction of DNA double strand breaks The finding of a germline BRCA1 or a BRCA2 
pathogenic variant in a breast or ovarian cancer patient may have implications in the choice of treatment. The 
increasing frequency of current BRCA gene testing has been accompanied by an accumulation of identified 
Variants of Unknown Significance (VUS) in these genes. Some of these variants can occur out of the coding 
sequence and interfere with splicing and transcript maturation. 

Digital droplet PCR (ddPCR) was recently developed to allow high precision and absolute quantification of 
target DNA sequences and is increasingly being used in clinical applications. With the 1-step RT-PCR procedure 
is abrogated any bias that could be included by the enzymatic retrotranscription step before cDNA amplification 
and this becomes the method of choice for accurate quantification of gene expression, especially for low 
expression gene levels.

We hypothesize that some BRCA1 VUS may lead to a change in splicing of these gene transcripts, resulting 
in the introduction of premature termination codons (PTCs) in the transcript, that will drive it to degradation 
by the nonsense mediated decay (NMD) machinery. Further, we hypothesize that heterozygous carriers of a 
pathogenic variant of BRCA1 will show a reduced level of gene transcripts even in somatic non cancer cells. 
This low level of BRCA1 transcripts in somatic non-cancer cells would be related with an increased risk for 
developing malignancy.

By using the 1-step RT-ddPCR analysis of RNA, we were able to achieve an accurate quantification of BRCA1 
gene expression on mononucleated blood cells from patients carriers of known variants and also from patients 
carriers of VUS.  The use of several reference genes also contributes to get the more reliable results. Additionally, 
we tested the occurrence of NMD by treating cells with cycloheximide and also by assaying the maturation of 
transcripts by a new methodology based on ddPCR.

As this project optimizes a new method for accurate quantification of BRCA1 and BRCA2 gene expression 
in mononucleated blood cells of breast or ovary cancer patients and also the identification of NMD target 
transcripts, it has as final objective to improve the classification of more variants on BRCA1 and also BRCA2 
genes. As a consequence, it will help to get more patients having a correct classification of the variant they 
carry and leading to a better medical care of both patients and family members. 
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Fundamento: Apesar da maioria da atenção ter vindo sido dada a alterações genéticas, nomeadamente 
mutações no DNA, como iniciadores da tumorogénese, estudos de sequenciação do RNA revelaram 
que alterações no RNA mensageiro podem contribuir para a iniciação e progressão do cancro1. Várias 
alterações genéticas encontradas nos genes BRCA1/2 foram demonstradas alterar o splicing do RNA 
pré-mensageiro, incluído a mutação BRCA2 c.156_157insAlu que apenas é encontrada em família de 
origem Portuguesa e representa 55% de todas as mutações BRCA2 encontradas em Portugal. Apesar da 
sua caracterização inicial em células do sangue periférico há 15 anos atrás, e análise de haplotipos ter 
confirmado a sua patogenicidade, a contribuição desta mutação para a integridade transcriptómica do 
RNA mensageiro BRCA2 e dos seus níveis de expressão ainda não foi revelada.

Objetivos: O objetivo deste projeto foi primeiramente a quantificação tecidual da expressão genética do 
BRCA2 em células com e sem a mutação fundadora portuguesa e, seguidamente, estudar a estabilidade 
e as isoformas alternativas dos RNAs mensageiros transcritos a partir deste gene.

Métodos: Células de dadoras controlo e células de portadores da mutação BRCA2 c.156_157insAlu 
foram analisadas. Fibroblastos primários foram obtidos através de biópsias de pele e linhas celulares 
linfoblastóides foram geradas a partir de amostras de sangue doado. Células de sangue periférico também 
foram isoladas. Os fibroblastos foram reprogramados em células estaminais pluripotentes induzidas. 
RNA total foi extraído das células em culturas e quantificado por PCR digital droplet com três sondas 
fluorescentes direcionadas a três regiões diferentes dos transcritos. De forma a detetar isoformas do RNA 
mensageiro BRCA2, foram utilizados dez pares de primers que cobrem todo o transcrito e os produtos 
amplificados foram corridos em gel de agarose. Após seleção baseada no tamanho, os fragmentos foram 
sequenciados.

Resultados: Nós observámos níveis semelhantes de expressão de BRCA2 nos diferentes tipos celulares 
analisados. Nenhuma alteração foi observada após tratamento com ciclohexamida, um conhecido 
inibidor indireto do decaimento mediado por codões de terminação prematura, o que sugere que 
nenhum transcrito degradável está a ser produzido nestas células. Em concordância com estes achados, 
isoformas semelhantes produzidas por splicing foram detetadas em células controlo e mutadas.

Conclusões: Não foi encontrada evidencia que a mutação fundadora portuguesa induza um padrão de 
splicing do BRCA2 especifico nas diferentes células analisadas.

1. Desterro, J., Bak-Gordon, P. & Carmo-Fonseca, M. Targeting mRNA processing as an anticancer strategy. Nat Rev Drug 
Discov (2019) doi:10.1038/s41573-019-0042-3
Este projecto tem o apoio da Fundação para a Ciência e a Tecnologia e FEDER através do POR Lisboa 2020 - Programa 
Operacional Regional de Lisboa PORTUGAL 2020 (LISBOA-01-0145-FEDER-029469)

Background: Although much attention has been paid to genetic changes, chiefly DNA mutations, as potential drivers 
of tumorigenesis, RNA-sequencing studies have revealed that alterations in mRNA can contribute to the initiation and 
progression of cancer1. Many genetic alterations found in BRCA1/2 genes have been demonstrated to disrupt pre-
mRNA splicing, including the BRCA2 c.156_157insAlu mutation that has only been reported in families of Portuguese 
ancestry and represents 55% of all the BRCA2 mutations found in Portugal. Despite its initial characterization in 
peripheral blood cells 15 years ago and haplotype analysis confirming its pathogenicity, the contribution of this 
mutation to the transcriptomic integrity of BRCA2 mRNA and BRCA2 expression levels remains elusive.

Objective: The aim of this project was first, to quantify the tissue-specific gene expression of BRCA2 in cells with and 
without the Portuguese founder mutation and second, to study the stability and alternative isoforms of the mRNAs 
transcribed from this locus.

Methods: Cells from normal donors and cells from carriers of the BRCA2 c.156_157insAlu mutation were analyzed. 
Primary fibroblasts were obtained from skin biopsies and lymphoblastoid cell lines were derived from donor blood 
samples. Peripheral blood mononuclear cells were also isolated. Fibroblasts were reprogrammed into induced 
pluripotent stem cells. Total RNA was isolated from cultured cells and quantified by droplet digital PCR using three 
fluorescent probes targeting distinct regions of the transcripts. To detect BRCA2 mRNA isoforms, ten primer pairs 
spanning the whole transcript were used and amplified products were run on agarose gel. Size-selected fragments 
were Sanger-sequenced. 

Results: We observed similar levels of BRCA2 mRNA expression in the different cell types analyzed. No changes 
were observed following treatment with cycloheximide, a known indirect inhibitor of non-sense mediated decay, 
suggesting that no unstable transcripts form in these cells. In agreement with this finding, similar splicing isoforms 
were detected in wild type and mutant cells.

 Conclusions: We found no evidence that the Portuguese founder mutation induces distinct BRCA2 splicing isoforms 
in the analysed cell types.  

1. Desterro, J., Bak-Gordon, P. & Carmo-Fonseca, M. Targeting mRNA processing as an anticancer strategy. Nat Rev Drug 
Discov (2019) doi:10.1038/s41573-019-0042-3
This work was supported by Fundação para a Ciência e a Tecnologia and FEDER through POR Lisboa 2020 - Programa 
Operacional Regional de Lisboa PORTUGAL 2020 (LISBOA-01-0145-FEDER-029469)
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Resumo
A heterodimerização dos recetores de adenosina A1 e A2A permite que a adenosina exerça uma ação 
moduladora sobre a transmissão sinática glutamatérgica. No decurso do processo do envelhecimento, 
ao nível do hipocampo, existe um desequilíbrio entre a expressão de A1R e a de A2AR, em detrimento do 
primeiro. A sobreativação do recetor A2A aumenta a libertação de glutamato, o que promove a entrada 
de cálcio através de recetores NMDA, levando, por sua vez, à disrupção sinática. Por outro lado, o facto 
da sobrexpressão de A2AR no cérebro ser capaz, por si só, de induzir disfunções cognitivas e sináticas, é 
sugestivo da importância deste recetor no défice cognitivo associado ao envelhecimento.

Nesse sentido, propomo-nos a testar a hipótese de que, em condições fisiológicas, havendo uma 
expressão relativamente baixa de A2AR, existe um predomínio da formação de heterodímeros A1-A2A. 
Porém, sempre que há sobrexpressão de A2AR, deverá ocorrer antes formação de homodímeros A2A-
A2A. Corroborante com esta hipótese, encontra-se o facto de que modelos animais sem expressão de 
A1R perdem, em parte, a expressão de A2AR ao nível da membrana neuronal.

Obtivemos do nosso colaborador, Francisco Ciruela (Univ. Barcelona), recetores A1R e A2AR com HALO 
e SNAP tags. Com o objetivo de identificar a formação de hétero- e homodímeros, transfetamos linhas 
celulares H4 de neuroglioma, com diferentes estequiometrias de A1R/A2AR, tendo como outcome a 
avaliação do respetivo sinal de fluorescência associado. Em paralelo, realizamos também um gel nativo 
não desnaturante, tendo em vista a verificação da presença de dímeros de A2AR, tanto em amostras de 
hipocampo de ratos velhos, como amostras com sobrexpressão de A2ARs.

Este estudo irá, assim, contribuir para compreender de que forma os recetores de adenosina A2A podem 
estar envolvidos nos mecanismos capazes de alterar vias de sinalização neuronal, levando, em última 
instância, a alterações com prejuízo na transmissão sinática. 

Mariana B. Morais1, Francisco Ciruela3, Luísa V. Lopes2 and Mariana Temido-Ferreira2

(1) MSc 5th-year medical student, Faculdade de Medicina de Lisboa, Universidade de Lisboa | (2) Instituto de 
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Abstract
Heteromerization of adenosine A1 receptors (A1R) and adenosine A2A receptors (A1R s) allows adenosine to 
exert a fine tuning modulation of glutamatergic neurotransmission in synapses. Upon aging, there is an im-
balance of A1R versus A2AR expression favoring the latter, in the hippocampus. The overactivation of A2AR 
increases glutamate release and calcium entry through NMDA receptors leading to synaptic dysfunction. On 
the other hand, A2AR overexpression in forebrain areas alone is sufficient to induce cognitive and synaptic 
impairments which suggests an important role for this event in age-related cognitive impairment.

We now propose to test the hypothesis that in physiological conditions, A1-A2A heteromer formation pre-
dominate, as the A2A expression is relatively low. However, whenever A2ARs are overexpressed, A2A-A2A 
homodimers may be formed instead. The fact that A1R young knockout mice lose a significant amount of 
A2AR in the neuronal membrane, favours this hypothesis.

We have obtained A1R and A1R receptors with HALO and SNAP tags from Francisco Ciruela (Univ. Barcelona). 
In order to identify hetero- and homodimer formation, we have transfected H4 neuroglioma cell lines with 
variable A1/A2ARs stoichiometry and evaluated the respective output fluorescent signal. In parallel we have 
performed native non-denaturing gels to assess the presence of A2AR dimers in aged and A2AR overex-
pressed hippocampal rat samples.

This study will provide novel insights into the contribution of A2ARs to aging and insights into the mecha-
nisms leading to the altered downstream signaling, and ultimately to synaptic dysfunction.
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No laboratório L.Saúde, nós usamos o peixe zebra (Danio rerio) para aprendermos com ele, dado que 
é capaz de regenerar quase todos os seus órgãos. Estudos mostram que os melanócitos são capazes 
de proteger as células estaminais hematopoéticas da radiação UV-B, pelo que pretendemos saber se 
o mesmo é verdade para as células estaminais neuronais (CENs). Também nos interessa entender a 
relação entre melanócitos, radiação UV-B e a regeneração da medula espinal. A nossa hipótese é de que 
a radiação UV-B mata as CENs e dificulta a regeneração da medula espinal. Também coloco a hipótese 
de que esta capacidade regenerativa é menor em peixes sem melanócitos. Para isto, irradiei e/ou lesei 
medulas espinhais de peixes de 3 condições (WT, tratamento com PTU – sem melanina, mutantes casper 
– sem melanócitos). Realizei imunohistoquímica para melhor entendimento dos efeitos da radiação UV-B 
(anti-CPD para marcação de células com resíduos de radiação UV-B) e padrões de recuperação (PCNA – 
marcador de proliferação).

Este trabalho mostrou que a radiação UV-B tem um efeito dose dependente, que varia com base no grau 
de melanização do peixe. O aumento da radiação leva a um aumento do número de CPDs na pele, maior 
em peixes sem melanina/melanócitos. As CPDs nunca são vistas junto à medula espinhal, sugerindo a sua 
penetração limitada pela pele. Apesar disto, o aumento da dose de radiação leva a alterações morfológicas 
(curvatura do corpo) e da sobrevivência, mais evidentes em peixes sem melanina/melanócitos.

Neste trabalho também pesquisei o efeito da radiação UV-B na capacidade de regeneração da medula 
espinal. Os meus resultados mostram que doses menores (50mJ/cm2) não têm efeito em nenhuma das 
três condições, doses intermédias (75mJ/cm2) sugerem um efeito benéfico nas larvas sem melanócitos 
traduzido por um número menor de mortes face ao grupo controlo, apesar de se manterem elevadas. 
Em doses superiores (100 mJ/cm2) existe um acentuada taxa de morte, mais evidente nos peixes sem 
melanócitos, seguido dos sem melanina e por fim nos WT. 

Em termos do efeito dos melanócitos na regeneração da medula espinal, os meus resultados mostram 
que existe uma menor sobrevivência de peixes sem melanócitos face aos sem melanina ou WT. Este efeito 
requer um maior estudo para se perceber se isto se deve à ausência de melanócitos ou a mecanismos de 
geração deste mutante.

Em conclusão, eu mostrei que a radiação UV-B tem um efeito dose-dependente nas larvas de peixe-zebra. 
Também mostrei que tal como nos humanos, a radiação UV-B não penetra pela derme do peixe-zebra. 
Não fui capaz de tirar conclusões sobre o papel da melanização na proteção das CENs da radiação UV-B 
uma vez que as doses que optimizam a ativação das CPDs resultados da irradiação são as que afetam a 
sobrevivência. Este trabalho sugere que os melanócitos podem ter um papel importante na regeneração 
da espinal medula, mas que requer um maior estudo.

In L. Saúde’s lab, we use the Zebrafish (Danio rerio) to learn from it, as it is able to regenerate almost every 
organ of its body. Previous studies showed that melanocytes protect the hematopoietic niche from UV-B 
radiation, so we wanted to know if the same is true for neural stem cells (NSCs). We also wanted to under-
stand the relationship between melanocytes, UV-B radiation and spinal cord regeneration. I hypothesized 
that UV-B radiation kills NSCs and impairs spinal cord regeneration. I also hypothesized that the regenerative 
capacity of zebrafish is decreased in melanocyte-free larvae. For this work, I irradiated and/or performed spi-
nal cord injury in three different zebrafish larvae conditions (WT, PTU-treated (without melanin) and casper 
mutants (without melanocytes)). Immunohistochemistry was performed for a better understanding of the 
UV-B radiation effect (anti-CDP for marking cells with UV-B radiation waste) and recovery patterns (PCNA – 
proliferation marker).

This work showed that UV-B radiation has a dose-dependent effect on larvae, which varies depending on the 
degree of melanization. Increasing radiation results in an increasing number of CPD cells in the larvae skin 
and this number is higher in fish without melanin/melanocytes. However, these cells are never seen close to 
the spinal cord, suggesting that UV-B radiation has a limited ability to penetrate the zebrafish skin. Neverthe-
less, increasing doses have increasing effects on the fish morphology (body curvature) and survival. These 
effects are enhanced in fish without melanin or melanocytes.

In this work I also tried to assess if UV-B radiation affects the ability of larvae to regenerate and if fish with 
melanin are more protected from radiation. My results showed that lower doses (50mJ/cm2) do not have any 
effect on all conditions but intermediate doses (75mJ/cm2) show fewer deaths when compared to control in 
melanocyte-free larvae despite the still high values. Doses of 100mJ/cm2 result in a high death rate with the 
highest being in melanocytes-free larvae, followed by larvae without melanin, and then WT.

Regarding the effect of melanocytes on spinal cord regeneration, my results show worse survival after spinal 
cord injury for fish without melanocytes, when compared to WT or fish without melanin. However, further 
work is needed to confirm if this effect is due to the absence of melanocytes or due to other processes that 
may be affected in this mutant.

In conclusion, I showed that UV-B radiation has a dose-dependent effect in zebrafish larvae. I also showed 
that as in humans, UV-B radiation does not fully penetrate the zebrafish larvae’s dermis. I was unable to dis-
sect the role of melanization in the protection of neural stem cells from UV-B radiation, since radiation doses 
that elicit strong activation CDP cells also affect survival. This work also suggests that melanocytes may play 
a role in spinal cord regeneration, but further studies are needed to confirm this role. 
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A Síndrome de Rett (RTT), descrita pela primeira vez pelo médico Andreas Rett em 1966, é uma doença 
do neurodesenvolvimento ligada ao cromossoma X, caracterizada por sintomas comportamentais e 
fisiológicos graves causados ​​maioritariamente por mutações no gene MECP2 (Oosterholt, Horrigan, 
Jones, Glass, & Della Pasqua, 2017; Vigli et al., 2018). A RTT tem uma prevalência de 1:10.000 crianças 
do sexo feminino. Não existe cura para esta doença sendo que o tratamento disponível é meramente 
sintomático (Vignoli et al., 2017). O sistema endocanabinóide (SEC) é um importante sistema 
neuromodulador do sistema nervoso central e periférico. Este sistema está envolvido em diversos 
processos fisiológicos que se encontram comprometidos na RTT. Deste modo, o potencial terapêutico 
dos constituintes naturais da planta de canábis (fitocanabinóides) tem vindo a ser estudado com o 
objetivo de atenuar a sintomatologia desta doença (Alper, Manheimer & Ehrlich, 2017; Chiu, Olsen, 
Borys, Karler & Turkanis, 1979; Di Marzo, 2011; Linge et al. 2016). A RTT é estudada em laboratório 
recorrendo a modelos murinos geneticamente modificados para o gene MECP2. Os estudos anteriores 
que provaram a utilidade e potencial de determinados fitocanabinóides na RTT foram desenvolvidos em 
diferentes modelos genéticos e privilegiando animais do sexo masculino. Deste modo, consideramos que 
mais estudos são necessários para melhor caracterizar o SEC nesta doença, olhando tanto para animais 
do sexo masculino como feminino. Assim, o objetivo principal deste trabalho consistia em caracterizar 
por Western Blot possíveis alterações moleculares nos principias recetores do SEC num modelo 
murino de RTT em animais pré-sintomáticos e sintomáticos do sexo masculino e feminino. De seguida, 
quisemos também estudar o fenótipo destes animais, avaliando diversos parâmetros, como a memória 
e cognição, ansiedade, locomoção, coordenação motora e interação social. Usando o modelo murino 
de RTT (Mecp2tm.1.1Bird) estabelecido no nosso laboratório, os resultados demonstram a inexistência 
de diferenças estatisticamente significativas no SEC entre animais controlo e RTT, independentemente 
do sexo e da sintomatologia. Estes resultados estão em claro contraste com estudos anteriores que 
revelaram diferenças significativas no SEC em animais doentes. Em relação aos testes de comportamento, 
os animais sintomáticos apresentaram pior desempenho na maioria dos testes quando comparados aos 
animais controlo, como seria expectável. Assim, o nosso trabalho assume importante relevância ao 
demonstrar que as alterações no SEC podem ser específicas a cada modelo murino RTT geneticamente 
modificado, não representando alterações universais e necessariamente extrapoláveis para investigação 
em humanos. Como tal, reforçamos a necessidade de investigação futura, da inclusão de animais do sexo 
feminino na investigação e de uma prudente interpretação dos resultados já disponíveis. 

Rett Syndrome (RTT), first described by the physician Andreas Rett in 1966, is a severe X-linked 
neurodevelopmental disease, characterized by devastating behavioural and physiological symptoms, 
which are caused mainly by mutations in the MECP2 gene (Oosterholt, Horrigan, Jones, Glass, & Della 
Pasqua, 2017; Vigli et al., 2018). Prevalence is approximately 1:10,000 girls and no cure is available to date 
(Vignoli et al., 2017).  The endocannabinoid system (ECS) is an important neuromodulator system of the 
central and peripheral nervous system. This system is involved in several physiological processes that are 
compromised in RTT. Therefore, the therapeutic potential of the natural constituents of the cannabis plant 
(phytocannabinoids) has been studied in order to attenuate the symptoms of this disease (Alper, Manheimer 
& Ehrlich, 2017; Chiu, Olsen, Borys, Karler & Turkanis, 1979; Di Marzo, 2011; Linge et al. 2016). RTT is studied 
in the laboratory using genetically modified mouse models for the MECP2 gene. Previous studies proved the 
usefulness and potential of certain phytocannabinoids in RTT were developed in different genetic models 
and favoring male animals. As a result, we consider that more studies are needed to better characterize the 
ECS in this disease, looking at both male and female animals. Thus, the main objective of this work was to 
characterize by Western Blot possible molecular changes in the main ECS receptors while using a murine RTT 
model in pre-symptomatic and symptomatic male and female animals. Then, we studied the phenotype of 
these animals, evaluating several parameters, such as memory and cognition, anxiety, locomotion, motor 
coordination and social interaction. Using the murine RTT model (Mecp2tm.1.1Bird) established in our 
laboratory, the results demonstrate no statistically significant differences in ECS between control animals 
and RTT, regardless of sex and symptomatology. These results are different from those in the literature, that 
revealed significant differences in ECS in animals with RTT. Regarding behavioral tests, symptomatic animals 
performed worse in most tests when compared to control animals, as expected. Thus, our work assumes 
important relevance in demonstrating that changes in ECS can be specific to each genetically modified 
murine RTT model, not representing universal and necessarily correlated changes for human research. As 
such, we reinforce the need of further research, while including female animals and a careful interpretation 
of results already available.
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As células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) constituem um poderoso sistema celular na 
modelação de doenças e em medicina regenerativa. No entanto, as iPSCs atuais ainda possuem uma 
heterogeneidade epigenética considerável, como ao nível do estado de inativação do cromossoma X 
(XCI). Após reprogramação de células somáticas, a maioria das iPSCs femininas possui um cromossoma 
ativo e outro inativo (Xi). Contudo, com a passagem das células em cultura tem sido descrita a perda de 
expressão do RNA não codificante longo (lncRNA) XIST, o principal regulador da XCI. Este é o primeiro 
sinal de reativação parcial do Xi, também conhecido como erosão do Xi. O estado variável da XCI pode 
comprometer o seu uso clínico na modelação de doenças ligadas ao X que afetam mulheres.

Pretendemos compreender o impacto do estado da XCI num co-hort de hiPSCs femininas. Ao estudar 
a expressão de XIST por RT-qPCR, identificamos hiPSCs XIST+ e XIST-, uma linha de células estaminais 
embrionárias humanas XIST- e uma linha hiPSC com níveis intermédios de XIST-. Posteriormente, 
caracterizamos a XCI analisando a expressão de XIST e de cinco genes ligados ao X por RNA FISH para o 
transcrito nascente. Os resultados mostraram que as hiPSCs XIST+ exibiam uma expressão monoalélica 
para todos os genes. Por outro lado, todas as hiPSCs XIST- exibiram expressão monoalélica para um 
subconjunto de genes (ATRX, HUWE1, HDAC8), mas revelando uma expressão bialélica para o XACT e 
o POLA1. A linha hiPSC com níveis intermédios de XIST exibiu uma expressão bialélica de POLA1, mas 
com reativação de XACT em apenas 50% das células, sugerindo diferentes cinéticas de reativação nesses 
dois genes. Finalmente, avaliamos a reativação da XCI por RT-PCR seguido de sequenciação de Sanger, 
identificando SNPs para seis genes ligados ao X, de forma a distinguir os dois cromossomas. Para os genes 
HUWE1 e ATRX, confirmamos a expressão monoalélica em todas as linhas, estando de acordo com a 
análise de RNA FISH e confirmando a expressão monoalélica sempre do mesmo cromossoma X nestas 
linhas clonais. O mesmo resultado foi observado para o ATP7A. Em oposição, o IRS4 mostrou sinais de 
reativação em alguns, mas não em todas as hiPSCs XIST-, apontando para diferentes padrões de erosão 
de XCI entre XIST- hiPSCs.

Concluindo, os resultados sugerem que (1) a expressão de XIST é dispensável para manutenção da XCI na 
cultura de células para muitos genes ligados ao X (ATRX, HUWE1; ATP7A; HDAC8); (2) alguns genes são 
muito propensos à reativação na ausência de XIST (POLA1; XACT), enquanto outros são apenas reativados 
num subconjunto de hiPSCs XIST- (IRS4). Estes resultados mostram a variabilidade dos padrões de XCI em 
hiPSCs fêmeas. Desta forma, para a modelação de doenças ligadas ao X é imperativo fazer-se a avaliação 
da expressão monoalélica do gene ligado ao X causador da doença. Estes meus resultados são, de facto, 
importantes para definir os critérios para o uso de iPSCs femininas como modelo de doenças.

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are a powerful cellular system for disease modelling and regenerative 
medicine.  However, current iPSCs still have considerable epigenetic heterogeneity which impacts on epigenetic 
phenomena, such as X-chromosome inactivation (XCI). Upon reprogramming from somatic cells, most female 
iPSCs have one active and one inactive X-chromosome (Xi). Unfortunately, they tend to lose expression of the 
XIST long non-coding RNA (lncRNA), the master regulator of XCI, upon extended culture. This is considered 
the first sign of future partial reactivation of the Xi, a process known as Xi erosion. The variable state of XCI 
can compromise research and clinical potentiality of female iPSCs, namely on modelling of X-linked diseases 
affecting women.

We set out to understand the status of XCI in a co-hort of female hiPSCs.  By screening for XIST expression, we 
identified some XIST+ and XIST- hiPSCs, a XIST- human embryonic stem cell and a hiPSC with intermediate levels 
of XIST by RT-qPCR. Then, we characterize XCI by analysing the expression of XIST and five X-linked genes by 
nascent-transcript RNA FISH. Our results showed that XIST+ hiPSCs displayed monoallelic expression for X-linked 
genes. In contrast, all XIST- hiPSCs  displayed monoallelic expression of a subset of genes (ATRX, HUWE1, HDAC8), 
but consistent biallelic gene expression for XACT and POLA1. Interestingly, the hiPSC with intermediate levels of 
XIST displayed a biallelic expression of POLA1, but only 50% of the cells showed XACT reactivation, suggesting 
different reactivation kinetics for these two X-linked genes. Finally, we assess XCI reactivation by identifying 
SNPs for six X-linked genes to distinguish the two X chromosomes by allele-specific RT-PCR. For HUWE1 and 
ATRX, we confirm the monoallelic status in all hiPSCs in accordance with RNA FISH analysis. This analysis also 
confirmed the non-random nature of XCI in these clonal lines with monoallelic expression coming always from 
the same X chromosome.  This was also seen for ATP7A. In contrast, IRS4 showed signs of reactivation in some 
but not all XIST- hiPSCs. These results point out for different pattern of XCI erosion between XIST- hiPSCs.

To sum up, these results suggest that (1) XIST expression is dispensable for maintenance of XCI during cell 
culture for many X-linked genes (ATRX, HUWE1; ATP7A; HDAC8); (2) some genes are very prone to reactivation 
in the absence of XIST (POLA1; XACT), while other are only eroded/reactivated in a subset of XIST- hiPSCs (IRS4). 
Overall, my results suggest that hiPSCs exhibit variable patterns of XCI. This is an important issue for X-linked 
gene disease modelling and assessment of the X-linked gene causing the disease should be mandatory before 
the use of this cellular system and will set the standards for the use of these cells in the future.
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Fundamento: A dismotilidade gastrointestinal é uma patologia preocupante na população pediátrica. Em 
muitos casos manifesta-se por vómitos e/ou diarreia, tendo como consequência intolerância alimentar 
implicando nutrição parentérica total. Para controlo médico desta situação são usados medicamentos pró-
cinéticos, como agonistas da motilina. Porém, os resultados destas terapêuticas nem sempre são os esperados, 
ocorrendo em alguns casos efeitos não desejados ou paradoxais. A distribuição do local de produção de 
motilina e dos seus recetores no trato gastrointestinal (TGI) na população pediátrica não está descrita, sendo 
os efeitos clínicos destes fármacos inferidos a partir de estudos em adultos ou em animais.

Objetivos:
- Mapear a distribuição da produção de motilina no TGI;
- Comparar os resultados do mapeamento gastrointestinal de cadáver adulto com os de cadáver fetal.

Métodos: Obtenção de amostras de TGI completo em dois cadáveres adultos e dois cadáveres fetais. 
Processamento das amostras para estudo em histopatologia (H&E) e posterior marcação por imunohistoquímica 
(IHQ) com anticorpo anti-motilina (PA5-64415). Análise dos resultados histológicos. Construção de mapa de 
distribuição da marcação para motilina ao longo do TGI.

Resultados:
Após as preparações do estudo IHQ estarem coradas, observamos dois resultados distintos:
- O epitélio gastrointestinal dos cadáveres adultos sofreu autólise, não sendo possível observar qualquer 

marcação. Para comparação da marcação da motilina em adulto, utilizou-se a base de dados Human Protein 
Atlas;

- O epitélio gastrointestinal dos cadáveres fetais manteve-se íntegro, com coloração H&E adequada bem 
como a marcação IHQ (para as células enteroendócrinas produtoras de motilina), exceto no cólon mais 
distal que evidenciou autólise; O estudo IHQ dos TGI dos fetos evidenciou, nos primeiros 100cm de jejuno 
proximal, uma densidade intermédia/baixa com redução gradual da marcação da motilina. No restante trato 
gastrointestinal, a marcação foi inespecífica.

Conclusões: A distribuição similar dos locais de produção de motilina em ambos os fetos sugere a existência 
de uma disposição sistemática dos mesmos. Comparativamente ao adulto, onde a marcação da produção 
de motilina é mais intensa no duodeno e jejuno-ileo com níveis de marcação intermédia, o feto apresenta 
certa imaturidade para tal marcação, apenas marcando no primeiro metro de jejuno proximal com densidade 
intermédia/baixa. 
Tal resultado pode permitir aferir a utilidade dos agonistas de motilina na regulação da motilidade no tracto 
gastrointestinal superior, sendo contudo necessário a realização de estudos funcionais.   
A autólise observada nos cadáveres adultos deve-se provavelmente ao intervalo de tempo entre a morte e a 
preparação, imposto por questões legais, apresentando-se como principal limitação do presente estudo.

Background: Gastrointestinal dismotility is a concerning disorder in pediatric population. In many cases, it may be 
manifested as vomiting or diarrhea with oral intolerance, which implies total parenteral nutrition. Pro-kinetic agents, 
in which motilin agonists are included, are used for medical control of this disorder. However, the results are not 
always the predictable, with some paradoxal effects. Motilin production site and motilin receptors distribution in the 
gastrointestinal tract (GIT) in the pediatric population is not described, with pharmacologic effects based on adult or 
animal studies.

Objectives
-	 Mapping motilin production in the GIT;
-	 Compare the GTI mapping of adult cadaver with fetal cadaver. 

Methods: Complete GIT sampling of two adult and two fetal cadavers. Sample processing for histopathologic (H&E) 
and imunohistochimic (IHQ) with anti-motilin antibody (PA5-64415). Histologic evaluation. GIT mapping of the 
motilin distribuition.

Results
After IHQ processing of samples, two results were obtained:
-	 Adult cadaveric GIT epithelium suffered autolysis, which limited IHQ coloration. For adult mapping Human Protein 

Atlas database was used;
-	 Fetal cadaveric GIT epithelium was maintained, enabling H&E and IHQ coloration (for motilin producing 

enteroendocrine cells), except in the distal colon due to autolysis. IHQ coloration in the fetus revealed, in the first 
100 cm of proximal jejunum, a medium/low density with gradual reduction of motilin coloration. The remaining GIT 
had inespecific result.

Conclusions: Similar distribution of motilin production in the GTI in both fetal cadavers suggests a systematic 
disposition of this production sites. When comparing to the adult GIT, where motilin coloration is more evident at 
duodenum and small-intestinal with medium protein pattern, fetus presents with immaturity for this coloration, only 
being expressed in the first meter of proximal jejunum with medium/low density and a gradual reduction of motilin 
coloration. This result may allow to gauge the utility of motilin agonists in regularity of proximal gastrointestinal tract 
motility in relation to motilin, with need of functional studies for confirmation.
The autolysis of adult cadavers is probably due to the amount of time between the death and the sample preparation, 
which is imposed by legal aspects, being the main limitation of this study.
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Fundamento: O Núcleo Basal de Meynert (nbM) é um núcleo localizado no prosencéfalo basal, que 
consiste no principal ponto de partida das vias colinérgicas para o encéfalo. Este núcleo encontra-se 
intimamente envolvido com a memória, apresentando particular relevo na fisiopatologia da demência. 
A Estimulação Cerebral Profunda é uma técnica com resultados promissores no controlo dos sintomas 
associados a síndromes demenciais, necessitando-se no entanto, de um alvo cirúrgico optimizado, de 
modo a maximizar a sua eficácia.

Objectivos: Caracterização estereotáxica dos limites do nbM do cérebro humano.

Métodos: O estudo incluiu 20 nbM provenientes de 10 cérebros de adultos sem patologia neurológica 
prévia. Realizou-se dissecção de blocos anatómicos com colocação de agulhas transfixivas de referência, 
inclusão dos mesmos em OCT e congelação rápida em azoto líquido. Seguidamente, cada bloco 
congelado, foi submetido a 30 séries de cortes isotópicos seriados de 7µm, no sentido ântero-posterior 
e perpendicularmente à linha média do III ventrículo, utilizando o criomicrótomo Leica Cryo Policut®. 
Em cada série de 700 µm, foram selecionados 5 cortes, tendo sido corados com Hematoxilina-Eosina ou 
Violeta de Cresil.

Resultados: Os cortes foram obtidos com sucesso e permitiram a observação da matriz intersticial 
do prosencéfalo basal onde se localiza o nbM. Contudo, verificou-se consistentemente, nos cortes 
selecionados, degeneração da substância cinzenta após aplicação da coloração. Desta forma, a observação 
das lâminas coradas ficou marcada pela impossibilidade de definir as coordenadas esterotáxicas do 
nbM. Também a substância branca evidenciou degeneração marcada. Foram efectuadas alterações ao 
processamento, embora sem resultados satisfatórios, pelo que se adaptou o protocolo inicial e optou-se 
pela inclusão do bloco em parafina, ao invés de OCT, na esperança que de obter resultados mensuráveis. 
Encontra-se a decorrer a avaliação e coloração destes novos cortes obtidos.

Conclusões: A utilização de cortes de congelação, associados a retração mínima, impossibilitou a 
correta observação histológica do tecido nervoso cerebral, com o método descrito. Alternativas, como a 
parafina, deverão ser procuradas para permitir a caracterização anatómica do nbM.

Background: Nucleus Basalis of Meynert (nbM) is a nucleus located on the basal forebrain, which consists on 
the main source of the brain’s cholinergic pathways. This nucleus is intimately involved with memory, being 
particularly relevant in the pathophysiology of dementia. Deep Brain Stimulation is a technique with promising 
results regarding dementia syndrome’s symptomatic control, however an optimized surgical target must be 
obtained to maximize its efficacy.

Objectives: Stereotaxic characterization of the human brain’s nbM anatomical boundaries.

Methods: The study included 20 nbM from 10 human adult brains without previous neurological disorder. 
Anatomical block dissection with transfixed needles placement was performed, followed by inclusion in OCT 
and freezing in liquid nitrogen. In the following days, each block underwent 30 antero-posterior isotopic block-
cutting series with the cryomicrotome Leica Cryo Policut®, each cut with 7µm width and perpendicular to the 
3rd ventricle’s middle line. 5 cuts per 700 µm serie were stained with Hematoxylin-Eosin or Cresyl Violet.

Results: The cuts were successfully obtained and allowed the observation of basal forebrain’s interstitial 
matrix, where nbM is located. However, degeneration of gray matter after staining has consistently occurred. 
Therefore, the observation was marked by the impossibility to  define nbM’s stereotaxic coordinates. The 
white matter also evidenced marked degeneration. Alterations to the process were made, but satisfactory 
results weren’t achieved, and so the initial protocol was adapted, with the replacement of OCT inclusion by 
paraffin block inclusion, in the hope to obtain measurable results. The evaluation and staining of these new 
cuts is underway.

Conclusions: The use of congelation cuts, associated with minimum shrinkage, with the described method, 
didn’t allow the correct histologic observation of brain nervous tissue. Alternatives, such as paraffin should be 
sought to enable the anatomical characterization of nbM.
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Título: Seleção de um nervo receptor, na região mamária, para neurotização do retalho perfurante dos vasos epigástricos inferiores profundos (DIEP) – um estudo anatómico 
Title: Selecting a recipient nerve in the mammary region for deep inferior epigastric perforator (DIEP) flap neurotization – an anatomical study
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Introdução: A reconstrução mamária constitui um passo essencial no tratamento do cancro da mama. O 
retalho DIEP é o método gold standard para reconstrução autóloga na maioria dos centros. Na literatura 
é reportada uma recuperação da sensibilidade da mama inconsistente e imprevisível após reconstrução 
com retalho DIEP sem coaptação nervosa. Alguns estudos enfatizam a importância da neurotização do re-
talho para recuperação da sensibilidade da mama após a reconstrução, porém as descrições anatómicas 
da inervação da região mamária pós-mastectomia atuais não são satisfatórias. 

Objetivos: O presente estudo pretende descrever os nervos que restam na região mamária após uma 
mastectomia e determinar o(s) nervo(s) receptor(es) ideal(ais) para reconstrução mamária pós mastec-
tomia com retalho DIEP neurotizado.

Material e métodos: Foi realizado um estudo observacional transversal em 4 mamas de cadáveres adul-
tos preservados em formalina, no Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina de Lisboa, Portugal. 
Primeiro, os ramos supraclaviculares do plexo cervical foram identificados e o seu trajeto delimitado 
acima da clavícula. Depois, os ramos anteriores e laterais dos nervos intercostais foram identificados, cui-
dadosamente dissecados e seguidos retrogradamente até à sua origem. Finalmente, uma mastectomia 
total foi realizada e os comprimentos dos cotos nervosos que restaram foram medidos.

Resultados: Os cotos dos nervos supraclaviculares e dos ramos cutâneos anteriores e laterais dos ner-
vos intercostais que permaneceram na região mamária pós-mastectomia foram rigorosamente descritos, 
incluindo o seu trajeto, calibre, comprimento e relação com os vasos torácicos internos e seus ramos. O 
nervo receptor ideal seria um que não fosse removido durante a mastectomia, fácil de dissecar, presente 
no mesmo campo cirúrgico da anastomose vascular, não aumentaria a complexidade de inserção do re-
talho, teria inervado originalmente o CAM e teria uma boa correspondência em termos de diâmetro. No 
nosso estudo concluiu-se que os ramos laterais e anteriores do 3.º e 4.º nervos intercostais são aqueles 
que melhor cumprem estes critérios.

Conclusões: Um conhecimento detalhado da neuroanatomia da região mamária pós-mastectomia per-
mite a adequada seleção de um nervo receptor sem aumentar significativamente a complexidade da 
cirurgia reconstrutiva. Poderá também oferecer às doentes uma recuperação melhor e mais célere da 
sensibilidade do retalho DIEP utilizado na reconstrução.

Introduction: Breast reconstruction constitutes an essential step in breast cancer treatment. The DIEP flap is 
gold standard for autologous reconstruction in most centers. Literature findings suggest inconsistent and un-
predictable recovery of breast sensitivity after reconstruction with a DIEP flap without nerve coaptation. Some 
studies accent the emphasis of flap neurotization for recovery of breast sensitivity post reconstruction howe-
ver, current anatomical descriptions of the innervation of the post-mastectomy mammary region are lacking. 

Objectives: The present study aims to describe the nerves that remain in the mammary region after a mas-
tectomy and to determine the ideal recipient nerve(s) for post mastectomy breast reconstruction with a neu-
rotized DIEP flap.

Material and methods: An observational cross-sectional study was performed on 4 breasts from formalin-
-preserved adult cadavers at the Institute of Anatomy, Lisbon Faculty of Medicine, Portugal. Firstly, the su-
praclavicular branches from the cervical plexus were identified and traced above the clavicle. After that, the 
anterior and lateral cutaneous branches of the intercostal nerves were identified, carefully dissected, and 
traced retrogradely to its origin. Finally, a total mastectomy was performed and the lengths of the remaining 
nerve stumps were measured.

Results: The stumps of the supraclavicular, anterior and lateral cutaneous branches of the intercostal nerves 
remaining in the post mastectomy area were fully described, including its course, caliber, length and rela-
tionship to the internal mammary vessels and its branches. The ideal recipient nerve would be one that is not 
removed during mastectomy, is easy to dissect, is present in the same surgical field as the vascular anastomo-
sis, does not increase flap insert complexity, originally supplied the NAC and has adequate diameter match. 
In our study, the 3rd and 4th intercostal anterior and lateral branches were the ones that best fulfilled these 
criteria.

Conclusions: Detailed understanding of the neuroanatomy of the mammary region after mastectomy allows 
adequate selection of a receptor nerve without increasing significantly surgery’s complexity. May also provide 
patients with faster and better sensitivity recovery after a neurotized DIEP flap breast reconstruction.
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Introdução: O retalho perfurante dos vasos epigástricos inferiores profundos (DIEP) é o gold standard, 
em várias instituições, para a reconstrução mamária autóloga pós mastectomia. A sensibilidade da mama 
reconstruída é um fator importante para aumentar a satisfação das doentes e para prevenir lesões. 
Apesar de se saber que a neurotização melhora a recuperação da sensibilidade pós-operatória, a maioria 
dos retalhos DIEP continuam a ser realizados sem a coaptação nervosa.

O presente estudo tem como objetivo descrever a inervação do retalho de DIEP e identificar os nervos 
ideais para o desenho de um retalho de DIEP neurotizado.

Material e métodos: Foi realizado um estudo observacional e transversal em 4 hemicadáveres no 
Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa (Portugal). As dissecções 
foram iniciadas com identificação dos nervos nos limites do retalho DIEP e descrição do seu trajecto 
pelos planos preaponevróticos. De seguida, os nervos T10 a T12 foram identificados e descritos ao longo 
do plano neurovascular da parede abdominal anterolateral até ao seu ponto de penetração no músculo 
recto abdominal, terminando como ramos cutâneos. Foi realizado um mapeamento detalhado dos 
padrões de ramificação e anastomoses dos nervos. Foi descrita, também, a relação dos nervos com a 
vasculatura do retalho DIEP. 

Resultados: Pequenos nervos sensitivos foram identificados nas margens do retalho no plano pré-
aponevrótico. Os nervos profundos atingem o retalho após a penetração no músculo recto abdominal. 
Embora de maior calibre, geralmente são acompanhadas por vasos, podem exibir fibras motoras e sua 
dissecção é mais complexa.

Conclusões: O conhecimento detalhado da neuroanatomia do retalho DIEP poderá permitir a neurotização 
do retalho durante a reconstrução mamária, sem aumentar significativamente a complexidade do 
procedimento nem o risco de complicações cirúrgicas. 

Introduction: The deep inferior epigastric perforator (DIEP) flap is gold standard, at several institutions, for 
autologous breast reconstruction after mastectomy. Sensation of the reconstructed breast is an important 
factor to improve patient satisfaction and to prevent injuries. Although flap neurotization is known to improve 
postoperative sensation recovery, most DIEP flaps are still performed without nerve repair.

The present study aims to describe the nerves supplying the DIEP flap and identify the ideal nerves for the design 
of a neurotised DIEP flap.

Material and methods: An observational cross-sectional study was performed on 4 hemicadavers at the Institute 
of Anatomy, Lisbon Faculty of Medicine, Portugal. Dissections began by tracing the nerves exiting the DIEP flap 
through the preaponeurotic planes. Next, nerves T10-12 were followed through the neurovascular plane of the 
abdominal wall, as they penetrated the rectus abdominis (RA) muscle and terminated as cutaneous branches. 
A detailed mapping of the branching patterns and interconnections was carried out. The relationship between 
nerves and DIEP vessels was described.

Results: Small sensory nerves were identified leaving the periphery of the flap in the pre-aponeurotic plane. The 
deep nerves reach the flap after perforating the RA. Although of a larger caliber, these are often accompanied by 
vessels, may exhibits motor fibers, and their dissection is more complex.

Conclusions: Detailed understanding of the DIEP flap neuroanatomy may allow neurotization of the flap, during 
breast reconstruction, without significantly increasing the complexity and risks of surgery.
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Medical Oncology as a career track blending clinical,  
practice and research
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Arlindo Ferreira
Centro Clínico Champalimaud, Fundação Champalimaud; FMUL

Arlindo R. Ferreira é oncologista e investigador clínico na Unidade 
de Mama da Fundação Champalimaud em Lisboa. É ainda candi-
dato doutoral na Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa. 
Completou o mestrado integrado em medicina na Universidade 
de Lisboa e o treino em oncologia médica no Centro Hospitalar 
Universitário de Lisboa Norte. Completou adicionalmente um 
mestrado em investigação clínica na Universidade Nova de Lisboa 
(Lisboa, Portugal)/Northeastern University (Boston, USA) e um 
treino pós graduado em investigação clínica no programa Harvard 
Medical School Portugal através do qual completou uma felowship 
e investigação clínica no Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA/
EUA. Os seus interesses atuais são a evidência de mundo real (real-
-world evidence), qualidade de vida, ensaios clínicos e ciência de 
dados aplicada à medicina
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Patrícia Costa Reis
Unidade de Nefrologia e Transplantação Renal do Departamento de Pediatria 

do Hospital de Santa Maria e Unidade de Reumatologia Pediátrica,  

HSM/CHULN; FMUL; iMM

 
Pediatra na Unidade de Nefrologia e Transplantação Renal do Departamento 
de Pediatria do Hospital de Santa Maria.
Pediatria na Unidade de Reumatologia Pediátrica do Hospital de Santa Maria.
Membro da Comissão Técnica de Vacinação da Direção-Geral da Saúde.
Professora Auxiliar Convidada de Pediatria.
Investigadora na Unidade de Investigação em Reumatologia do Instituto de 
Medicina Molecular João Lobo Antunes.
Doutoramento pela Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa. 
Investigação realizada no Children’s Hospital of Philadelphia - Unniversity 
of Pennsylvania. 
Programa de Formação Médica Avançada da Fundação Calouste de 
Gulbenkian 2010-2013.

Pediatrician at the Pediatric Nephrology and Kidney Transplantation 
Division, Department of Pediatrics, Hospital de Santa Maria.
Pediatrician at the Pediatric Rheumatology Division, Hospital de Santa Maria.
Member of the Portuguese Technical Committee on Vaccines.
Assistant Professor of Pediatrics, Faculdade de Medicina – Universidade de Lisboa.
Researcher at Unidade de Investigação em Reumatologia, Instituto de 
Medicina Molecular João Lobo Antunes.
Ph.D. Faculdade de Medicina - Universidade  de Lisboa. Research conducted 
at the Children’s Hospital of Philadelphia - University of Pennsylvania. 
Calouste Gulbenkian Program for Advanced Medical Education 2010-2013.
immunology, particularly the interaction of T cells between human tissues 
and its relation to human autoimmune and inflammatory disorders. He 
studies regulatory T cells and tissue-resident T cells and its blood precur-
sors, with the dual goals of improving treatments for immunologic diseases 
and providing novel insights into human immune responses. Dr. Matos has 
since received numerous international grants, awards and been invited to 
present at multiple conferences. Recently, Tiago joined Prof. Menno de 
Rie laboratory at the University of Amsterdam, Netherlands, where he  
continues studying the effect of TRM cells in GvHD and vitiligo, while carry-
ing on his medical specialization training in Dermatology.
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Behavioural Neurology
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Pedro Alves
Departamento de Neurociências e Saúde Mental, Serviço de 
Neurologia, HSM/CHULN; Laboratório de Estudos de Linguagem, FMUL

Licenciado em Medicina pela Faculdade de Medicina da Universidade de 
Lisboa em 2012. Realizou o Internato de Formação Específica em Neurologia 
no Serviço de Neurologia do Hospital de Santa Maria, CHULN, obtendo o 
grau de especialista em 2019. Atualmente, desempenha funções como 
médico Neurologista no Serviço de Neurologia do mesmo hospital, tendo 
como principais áreas de diferenciação a Neurologia do Comportamento 
e os Acidentes Vasculares Cerebrais. É estudante de doutoramento do 
Centro Académico de Medicina de Lisboa, estando a desenvolver o projecto 
“Spatial navigation and orientation after stroke” no Laboratório de Estudos 
de Linguagem, sob a orientação da Professora Doutora Isabel Pavão Martins 
e da Professora Doutora Ana Catarina Fonseca. 
É atualmente membro da direção da “Federation of European Societies 
of Neuropsychology”, na função de tesoureiro. Como principais bolsas de 
investigação, destaca-se o Prémio João Lobo Antunes 2018 - Santa Casa 
de Lisboa, o “Research Experience Fellowship” da Academia Europeia de 
Neurologia e a Bolsa AstraZeneca/FMUL do GAPIC.
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Edgar Gomes
iMM/FMUL

Edgar Gomes received his PhD in Cell Biology from the University  
of Coimbra, Portugal and then did a post-doctoral training at 
Columbia University, New York, USA. Since 2002 he became an inde-
pendent group leader at INSERM/University Paris IV, Paris, France. 
In 2014 he moved to the iMM Lobo Antunes Institute located at the 
Faculdade Medicina, Lisbon University, Portugal after being awar-
ded an European Research Council (ERC) consolidator grant and 
an EMBO installation grant.  He is currently an Associate Professor 
at the Faculdade de Medicina. The lab of Edgar Gomes is studying 
how cells organized themselves for multiple functions. In particular, 
the lab has been interested in understanding how the cell nucleus  
is positioned within the cytoplasm and what is the function  
of nuclear positioning.     

“     Ligar o núcleo ao citoesqueleto é relevante para vários pro-
cessos celulares e as perturbações destas ligações resultam 
em várias patologias neuromusculares e inflamatórias. No 
nosso laboratório estudamos a migração celular e forma-
ção de células musculares esqueléticas que exigem a liga-
ção entre o núcleo e o citoesqueleto e o posicionamento 
preciso do núcleo.

Usamos diferentes abordagens moleculares e celulares  
em  combinação com a análise em video para responder a 
estas perguntas.
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Luísa Figueiredo
iMM/FMUL

Luisa Figueiredo is Head of Laboratory at the Instituto de Medicina 
Molecular, in Lisbon since February 2010. Before taking this position, 
Luisa did her postdoctoral training in New York at The Rockefeller 
University and her graduate work in Paris, at the Institut Pasteur. 

Luisa Figueiredo’s group is interested in host-pathogen interactions. 
Their favorite pathogen is Trypanosoma brucei, a unicellular para-
site responsible for a fatal disease in humans (sleeping sickness) 
and for a chronic disease in cattle (nagana) in Sub-Saharan Africa. 
Their research focuses on the cellular and molecular mechanisms 
employed by trypanosomes to adapt to their tissue environment 
and to evade the host immune defenses. The lab has been funded 
by Howard Hughes Medical Institute, EMBO, and the European 
Research Council (ERC).

“     Durante o meu ERASMUS no Imperial College, fiquei des-
lumbrada com a variedade de estratégias usadas pelos 
agentes patogénicos para conseguirem infetar o seu hos-
pedeiro, provocando doenças tão variadas como a Doença 
do Sono, a Malária e a Toxoplasmose. Depois de viajar pelo 
mundo a estudar, em 2010 estabeleci o meu grupo no IMM. 
Uma equipa de cerca de 12 pessoas estuda como é que o 
parasita Trypanosoma altera o metabolismo do hospedeiro 
causando cachexia, como atravessa os vasos para se alo-
jar nos tecidos, como interfere com o ritmo circadiano cau-
sando a doença do sono.



Lunch with researchers

BIOGRAPHY

Luísa Lopes
iMM/FMUL

Luísa Lopes é neurocientista, coordenadora de um grupo de investigação 
no Instituto de Medicina Molecular e Professora Convidada na Faculdade 
de Medicina da Universidade de Lisboa. Estudou na Escola Secundária do 
Bombarral, licenciou-se em Bioquímica na Faculdade de Ciências de Lisboa 
e mais tarde doutorou-se em Neurociências na Faculdade de Medicina 
da mesma Universidade. Trabalhou em Cambridge, no Reino Unido, em 
Estocolmo, na Suécia e em Lausanne, Suiça, antes de regressar a Lisboa, 
onde a partir de 2008 estabeleceu a sua própria equipa de investigação, 
tendo em 2013 e 2018 obtido posições de Investigador da Fundação para  
Ciência e Tecnologia. O seu trabalho centra-se nos mecanismos que causam 
o envelhecimento precoce das funções associadas à memoria, e o desen-
volvimento de modelos animais de envelhecimento para estudar o défice 
cognitivo e neurodegeneração. Tem vários artigos e capítulos de livros publi-
cados em revistas científicas internacionais, incluindo revistas de referência 
na área, tal como Nature Neuroscience, Molecular Psychiatry ou Brain. Em 
2010, Luísa recebeu um prémio da Dana Alliance for Brain pelas actividades 
de divulgação científica enquanto coordenadora das actividades da Semana 
do Cérebro em Lisboa. Pertence a várias sociedades científicas portuguesas 
e internacionais, destacando-se ter sido membro da Direcção da Sociedade 
Portuguesa de Neurociências entre 2008 e 2011. Em 2017 recebeu uma 
menção honrosa da Universidade de Lisboa pelo seu currículo científico 
na área de Biomedicina, em 2018 o Prémio Mantero Belard – Santa Casa 
da Misericórdia de Lisboa e em 2019 o Prémio Interstellar Initiative para 
“Healthy Aging and Longevity” da Academia de Ciências de Nova Iorque

“     Proponho uma conversa sobre como a investigação pode e 
deve fazer parte da carreira médica e de que forma se pode 
incorporar na prática clínica, com interação entre médicos 
e investigadores pré-clínicos. Alguns exemplos das nossas 
descobertas com implicações para a investigação clínica 
em Neurociências: com a recente descoberta de vasos lin-
fáticos no cérebro, descobrimos novas funções do sistema 
imunitário na formação da memória; sabemos o meca-
nismo pelo qual a cafeína modula a excitabilidade neuronal 
e porque razão é pro-cognitiva; ou exploramos as causas 
moleculares da disfunção circadiana como factor de risco 
para a demência”
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Alterações cognitivas em doentes com polineuropatia amiloidótica familiar associada à transtirretina
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Title: Cognitive impairment in transthyretin-related familial amyloid polyneuropathy
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Introdução e objetivos: A amiloidose hereditária associada à transtirretina (ATTR-FAP) caracteriza-se 
clinicamente por neuropatia, cardiomiopatia, nefropatia e manifestações oftalmológicas. Apesar de 
mais de 90% da produção de transtirretina amiloidogénica ocorrer perifericamente, a nível hepático, 
uma parte considerável da mesma ocorre nos plexos coroideus. Alguns doentes com ATTR-FAP em fases 
avançadas apresentam eventos neurológicos transitórios de etiologia central, contudo o impacto desta 
patologia a nível cognitivo não está caracterizado. Os objetivos deste estudo foram: a) investigar o perfil 
cognitivo de doentes com ATTR-FAP de longa duração; b) correlacionar os dados cognitivos com os 
padrões de metabolismo e de deposição de amiloide cerebral.

Métodos: Realizou-se um estudo transversal numa amostra consecutiva de doentes ATTR-FAP com 10 
ou mais anos de duração da doença. Todos foram submetidos a avaliação neuropsicológica. Foi ainda 
realizada Tomografia de Emissão de Positrões (PET), com os radiofármacos florbetabeno e fludeoxiglicose 
(FDG) como marcadores da deposição cerebral de amiloide e do metabolismo cerebral, respetivamente. 

Resultados: Um total de 16 doentes forma incluídos no estudo. A média de idades foi de 53 anos e a 
duração média de doença de 18 anos. Todos tinham sido submetidos a transplantação hepática. Em 
termos funcionais, 75% dos doentes incluídos mantinha marcha autónoma necessitando no máximo 
de apoio unilateral e 38% mantinha atividade laboral. A avaliação neuropsicológica revelou défices no 
domínio da memória episódica em 31% e no domínio das funções executivas em 25% dos doentes. A 
avaliação por PET-florbetabeno e PET-FDG está a decorrer, não estando ainda disponíveis os resultados 
da mesma. 

Conclusões: Os dados apresentados sugerem que a disfunção cognitiva pode constituir uma manifestação 
tardia da amiloidose hereditária associada à transtirretina. Os resultados de PET-florbetabeno e PET-FDG 
serão importantes para melhor caracterizar esta associação. A possível relação das alterações cognitivas 
com a deposição cerebral de transtirretina amiloidogénica pode contribuir uma nova abordagem da 
hipótese do amiloide na disfunção cognitiva. 

Introduction and aim: Hereditary transthyretin-related amyloidosis (ATTR-FAP) is characterized by progressive 
neuropathy, cardiomyopathy, nephropathy and ocular disease. More than 90% of amyloidogenic transthyretin 
is produced by the liver, however this protein is also synthetized in the choroid plexus. Although some patients 
have transitory neurologic events, the impact on cognition is still unknown. The aims of this study were: a) 
to investigate the cognitive performance of ATTR-FAP patients with long disease course; b) to correlate the 
cognitive performance with the patterns of brain metabolism and brain amyloid deposition.

Methods: A cross-sectional study of a consecutive sample of patients with 10 or more years of disease duration 
was conducted. All patients underwent a neuropsychological evaluation. Positron Emission Tomography (PET) 
was performed, using the radiotracers Florbetaben and Fludeoxyglucose (FDG) as measures of brain amyloid 
deposition and brain metabolism, respectively.

Results: Sixteen patients were included, with a mean age of 53 years-old and mean duration of disease of 
18 years. All had been submitted to liver transplantation. The functional status was not incapacitating in the 
majority, with 75% needing at most a stick to walk and 38% still actively working. The neuropsychological 
evaluation disclosed episodic memory impairments in 31% and executive dysfunction in 25% of patients. PET-
florbetaben and PET-FDG assessment is still ongoing and its results are not available yet. 

Conclusions: These novel findings suggest that cognitive dysfunction can be a delayed manifestation of 
hereditary transthyretin-related amyloidosis. The results of PET-florbetaben and PET-FDG will be important to 
better characterize this association. The putative relationship between cognitive dysfunction and transthyretin-
amyloid deposition can provide another model to study the amyloid hypothesis of cognitive impairment. 
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