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INTRODUÇÃO
Face ao interesse crescente dos estudantes da FMUL pela actividade científica e do seu já notável 
nível de envolvimento em projectos de investigação, o GAPIC e a AEFML decidiram re-editar, como 
iniciativa conjunta, o “Dia da Investigação” na FMUL, dado o sucesso da sua edição inaugural no 
ano passado.

A investigação científica é hoje entendida pelos jovens estudantes como uma mais valia de 
desenvolvimento pessoal e curricular, e constitui importante motivo de opção pela nossa 
Faculdade de Medicina.

É nossa visão que a prática de investigação científica deve ser estimulada precocemente, em 
particular entre a grande maioria de estudantes que deseja vir a exercer clínica como actividade 
principal no futuro. Entendemos a investigação científica como parceira de privilégio da 
actividade clínica, pela promoção de um espírito interrogativo e das capacidades de raciocínio 
crítico inerentes à boa prática médica.

Este ano serão também apresentados os resultados das bolsas “Gulbenkian/FMUL”, no contexto 
de várias novas actividades.

A Equipa do GAPIC
A Equipa da AEFML, Secção Formativa



DIA DA

para ESTUDANTES DE MEDICINA

 

G
C

I
G

ab
in

et
e 

de
 

C
om

un
ic

aç
ão

 e
 Im

ag
em

 

Programa
Detalhado

Organização

GAPIC
Gabinete de Apoio à Investigação Científica, 
Tecnológica e Inovação

www.fm.ul.pt /DiaInvestigacao
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Apoios

8:30 Abertura do Secretariado

9:00 Sessão de Abertura
Prof. Doutor J. Fernandes e Fernandes – Director da FMUL
Prof. Doutor Rui Victorino – Presidente do Conselho Científico
Prof.ª Doutora Maria do Céu Machado – Directora Clínica do CHLN
Aluna Maria Guilhermina Pereira – Presidente da AEFML
Prof. Doutor João Ferreira – Coordenador do GAPIC

9:15 Análise Estrutural de Redes na 

Nuno Rodrigues – CPA | Sónia Barroso – GAPIC

9:45  
“EDUCAÇÃO PELA CIÊNCIA” | 
Bolsas Gulbenkian/FMUL

VISITAS A UNIDADES
DE INVESTIGAÇÃO

SESSÃO DE POSTERS I

NEUROCIÊNCIAS
Moderadores: Ana Sebastião | Maria José Diógenes | Tiago Maia

02/BG Receptores A2A da Adenosina e Zinco: Novas Estratégias para o Tratamento 
do Síndrome de Rett
Tiago Rodrigues – Instituto de Farmacologia e Neurociências

09/BG Caracterização dos níveis e acoplamento à Proteína-G dos Receptores A2A 
de Adenosina no Hipocampo e Estriado de ratos transgénicos que sobre-
expressam A2AR no cérebro
Marta Bento – Unidade de Neurociências | Ana Sebastião Lab (IMM)

16/PEC Análise semi-quantitativa da distribuição dos receptores dopaminérgicos 
(D1 e D2) do Locus Ceruleus Humano
Miguel Martins – Instituto de Anatomia

18/PEC Papel dos receptores A2A da adenosina no efeito péptido ß-amilóide sobre 
a sinalização do BDNF
Diogo Filipe Guimarães – Instituto de Farmacologia e Neurociências

19/PEC Expressão das subunidades de GABAAR num modelo in vitro de actividade 
epileptiforme
Inês Cristina Fernandes, Denise Andreia Fernandes – 
Instituto de Farmacologia e Neurociências

20/PEC Modulação do transportador GAT-1 pelos receptores A2A de adenosina 
num modelo de epilepsia de ausência
Raquel Brás – Unidade de Neurociências | Ana Sebastião Lab (IMM)

26/PEC Modulação de receptors GAT-1 pelo BDNF num modelo de epilepsia de 
ausência
Gabriel Matos – Instituto de Farmacologia e Neurociências

47/PEC Acção dos receptores A2A da Adenosina na neurogénese induzida por 

Diogo Miguel Pedro, Marta Maria Samartinho – 
Instituto de Farmacologia e Neurociências

SESSÃO DE POSTERS II

BIOLOGIA MOLECULAR, BIOQUÍMICA, ONCOBIOLOGIA, 

Moderadores: Francisco Enguita | João Taborda Barata | Sérgio Dias

07/BG Dissecção dos mecanismos de sinalização envolvidos na regulação da 
autofagia pela IL-7 em leucemia linfoblástica aguda de células T
Maria Inês Lopes – Unidade de Biologia do Cancro | João Barata Lab (IMM)

08/BG Estudo da interacção com membranas biológicas do pep14-23, um novo 
inibidor da proteína da cápside do vírus da Dengue
Vanessa Artilheiro – Unidade de Biomembranas | Nuno Santos Lab (IMM)

15/BG Será possível usar ferro para tratar a Malária?
Afonso Miguel Ferreira – Unidade de Malária | Maria Mota Lab (IMM)

28/BG Marcação Fluorescente de DENV para análise dinâmica do ciclo de infecção 
viral utilizando microscopia confocal com Spining Disk e citometria de 

Inês Figueiredo – Instituto de Bioquímica

38/BG Fusão dos mecanismos imunitários inatos e adaptativos de 
reconhecimento tumoral ao nível de um único linfócito T
Artur Martins – Unidade de Imunologia Molecular | Bruno Silva-Santos Lab (IMM)

39/BG Caracterização dos determinantes moleculares envolvidos no “targetting” 
de subtipos de leucemia mielóide aguda por células T gama-delta
Tomás McGuire – Unidade de Imunologia Molecular | Bruno Silva-Santos Lab (IMM)

41/BG

na reversão do fenótipo em modelos de DMD
Ricardo Simões – Unidade de Biologia Celular | Maria Carmo-Fonseca Lab (IMM)

44/BG Quais as diferenças na origem dos órgãos linfoides primários e 

timo e amígdalas palatinas
Adriano Carvalho – Instituto de Histologia e Biologia do Desenvolvimento

45/BG O papel da angiogénese na regenração da medula espinahl no peixe zebra
Benedict Paul Both – 
Unidade de Desenvolvimento Embrionário de Vertebrados | Leonor Saúde Lab (IMM)

03/PEC Desenvolvimento e caracterização de um modelo celular de resistência 
adquirida ao cetuximab em linhas celulares humanas de cancro colorectal 
KRAS- e BRAF-wt
Sara Dâmaso, Maria Madalena Rosário – 
Unidade de Inv. Aplicada em Oncologia Clínica | Luís Costa Lab (IMM)

10/PEC
Tiago Velho – 
Unidade de Biologia Celular do Sistema Imunológico | Luís Moita Lab (IMM)

12/PEC Prevenindo a produção de proteínas patológicas a nível nuclear através da 
retenção de transcritos anormais junto do gene
Catarina Vale – Unidade de Biologia Celular | Maria Carmo-Fonseca Lab (IMM)

37/PEC
Diogo Silva – Unidade de Genética Molecular de Parasitas |  Luísa Figueiredo Lab (IMM)

42/PEC Papel diferencial da LMW-PTP (Low Molecular Weight Protein Tyrosine 
Phosphatase) total e isoforma slow na progressão de metástases ósseas
Guilherme Sapinho – Laboratório de Genética

SESSÃO DE POSTERS III
MEDICINA CLÍNICA E TRANSLACIONAL
Moderadores: Ana Almeida | Dulce Brito | Conceição Azevedo Coutinho | 

Rui Tato Marinho

52/BGM Comparação de prognóstico em adenocarcinomas colo-rectais T1N+ e T4N0
António Soares – Hôpital de Saint Antoine, Sérvice de Chirurgie Digéstive

53/BGM
ganho de peso
Filipa Andreia Guerra – Institut Universitaire de Médicine Sociale et Préventive - 
Université de Lausanne

04/BG Vitamina D – um elo entre a aterogénese e a massa óssea?
Pedro Miguel Santos – Unidade de Investigação em Reumatologia | 
João Eurico Fonseca Lab (IMM)

05/BG Abordagem multidisciplinar para deteção precoce de cardiotoxicidade 
induzida pelas terapêuticas oncológicas utilizadas no Cancro da Mama
Mariana Saraiva – Clínica Universitária de Cardiologia

29/BG Biomarcadores imunológicos pós-transplantação na doença do enxerto 
contra o hospedeiro aguda
António Soares – Clínica Universitária de Hematologia

36/BG Resposta de doentes adultos com tuberculose pulmonar aos antigénios 

tratamento antibacilar?
Cristina Miranda, Ana Filipa Sutre – Laboratório de Diagnóstico Molecular de Doenças 
Infecciosas

01/PEC Osteoporose em Doentes com Aterosclerose Carotídea

Unidade de Investigação em Reumatologia | João Eurico Fonseca Lab (IMM)

21/PEC Conhecimentos, Perceções, Atitudes e Práticas dos Ginecologistas e 
Urologistas no Diagnóstico e Tratamento de Disfunções Sexuais
José Correia, Ana Beatriz Costeira – Instituto de Medicina Preventiva

22/PEC
Nelson Filipe Descalço – Unidade de Investigação em Reumatologia | João Eurico Fonseca 
Lab (IMM)

30/PEC
crónica submetidos a terapêutica de ressincronização cardíaca
João Carlos Serôdio – Laboratório de Função Autonómica Cardiovascular, Instituto de 
Fisiologia

31/PEC Anomalias na aprendizagem de hábitos em pacientes com Perturbação de 

Tiago Silva, Vasco Conceição – Unidade de Fisiologia Translacional e Clínica | Mamede de 
Carvalho Lab (IMM)

34/PEC Doença Coronária e Disfunções Sexuais
Ricardo Dias – Clínica Universitária de Cardiologia

11:15 Pausa para Café | 

11:30 Oportunidades de investigação para alunos | AEFML
Moderadores: Maria Guilhermina Pereira e Filipe Cortes Figueiredo

Oradores: Maria Guilhermina Pereira – Presidente da AEFML
Mestre Sónia Barroso – GAPIC
Comissão Organizadora do 5th AIMS Meeting
Inês Rego Figueiredo – aluna
Prof. Doutor Luís Costa
Prof.ª Doutora Maria Carmo Fonseca

13:00 Pausa para Almoço

14:00 PALESTRA
“Amor, ciúme, cinzas e lume, dor e pecado: 
O Fado nos labirintos da identidade portuguesa” 
Professor Rui Vieira Nery – Fundação Calouste Gulbenkian

15:00 COMUNICAÇÕES ORAIS
º WORKSHOP “EDUCAÇÃO PELA CIÊNCIA” | 

BOLSAS GULBENKIAN/FMUL
Moderadores: Ana Almeida | Ana Sebastião | Conceição Azevedo Coutinho |
Francisco Enguita | Maria José Diógenes | Miguel Castanho | Rui Tato Marinho | 
Sérgio Dias | Tiago Maia

16:30 Pausa para Café | 

16:45 CRITICAL MIND GAME

17:30 Entrega de Prémios e Encerramento

CENTRO HOSPITALAR 
LISBOA NORTE, EPE

LEGENDA :  PEC – Programa “Educação pela Ciência” |  BG – Bolsas Gulbenkian/FMUL de Investigação |  BGM – Bolsas Gulbenkian/FMUL de Mobilidade



SESSÃO DE 
POSTERS I
NEUROCIÊNCIAS



 

Palavras-Chave: Síndrome de Rett; Receptores A2A da Adenosina; Zinco

O Síndrome de Rett (RTT) é uma doença monogénica causada por uma mutação dominante no 
gene que codifica o methyl-CpG binding protein 2 (MeCP2), um factor de transcrição. O gene mais 
proeminente sob a jurisdição do MeCP2 é o Bdnf, que codifica o factor neurotrófico derivado do 
cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor – BDNF). Foi já demonstrado que os níveis de BDNF 
estão diminuídos no prosencéfalo de ratinhos Mecp2-KO (um modelo animal de RTT), e que a 
modulação in vivo dos níveis de BDNF tem impacto sobre a história natural da doença. Inspiradas 
por estes resultados, foram desenvolvidas estratégias para potenciar a activação dos receptores 
TrkB (os cognate receptors do BDNF), que alcançaram melhorias do fenótipo respiratório e 
locomotor. 

Contudo, pouco se sabe acerca do envolvimento do BDNF na disrupção dos processos hipocâmpicos 
de plasticidade sináptica, que muito provavelmente contribuem para os défices cognitivos 
associados ao RTT. Neste sentido, este projecto pretende, em primeiro lugar, por meio de registos 
extracelulares ex vivo, estudar o efeito do BDNF exógeno, aplicado de forma aguda, sobre a 
transmissão sináptica basal e determinar se é capaz de reverter a supressão patológica da Long-
Term Potentiation (LTP). Por outro lado, resultados prévios do nosso laboratório demonstraram que 
os efeitos sinápticos rápidos do BDNF dependem da co-activação dos receptores A2A da adenosina 
(A2ARs). Assim, em segundo lugar, serão avaliados os níveis de expressão dos A2ARs no hipocampo 
de ratinhos Mecp2-KO através de Western Blotting. Posteriormente, estudar-se-á se a activação 
exógena destes receptores revela ou potencia os efeitos do BDNF sobre a LTP induzida por θ-burst, 
através de registos extracelulares ex vivo. Infelizmente, a utilização da molécula do BDNF, na prática 
clínica, apresenta diversos obstáculos farmacocinéticos. Neste sentido, será explorado o potencial 
do Zinco enquanto “substituto” do BDNF, dado que é capaz de aumentar a libertação neuronal 
de proBDNF, favorecendo a sua maturação a BDNF maduro, além de ser capaz de transactivar os 
receptores TrkB, mesmo na ausência de BDNF. O efeitos do Zinco per se sobre a LTP, assim como 
sob co-activação A2AR serão estudados, novamente, através de registos extracelulares ex vivo. 

Em suma, o presente projecto pretende colocar em destaque dois novos agentes, nunca antes 
implicados em estratégias terapêuticas para o RTT: agonistas A2AR e Zinco. Esta abordagem não só 
é apoiada por um corpo sólido de evidência prévia, como seria facilmente incorporada na prática 
clínica. De facto, a suplementação oral de Zinco está já disponível e é bem tolerada, enquanto que 
agonistas A2AR estão presentemente em ensaios clínicos para outras doenças.

A primeira fase do projeto, dirigida à implementação da colónia de ratinhos Mecp2-KO no 
IMM, está agora em processo de finalização e as primeiras experiências a ser realizadas. 

Key-words:  Rett Syndrome; Adenosine A2A Receptors; Zinc

Rett Syndrome is a monogenic disease caused by a dominant mutation in the gene that encodes 
methyl-CpG binding protein 2 (MeCP2), a transcription factor. The most prominent gene under the 
jurisdiction of MeCP2 is Bdnf, which encodes for Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF). It has 
already been shown that BDNF levels are reduced in the prosencephalon of Mecp2-KO mice (an 
animal model of RTT) and that the in vivo modulation of BDNF levels impacts the natural history 
of the disease. Inspired by these results, several strategies aiming to enhance TrkB receptor (BDNF 
cognate receptor) activation were devised and shown capable of improving both the respiratory 
and locomotor phenotypes. 

However, little is known about the involvement of BDNF in the disruption of hippocampal synaptic 
plasticity phenomena, which are likely to underlie RTT-related cognitive impairments. Therefore, 
in first place, the herein project aims to study, through extracellular ex vivo recordings, the effect 
of acutely-applied exogenous BDNF upon basal synaptic transmission and whether it is able to 
revert the pathologic suppression of Long-Term Potentiation (LTP). On the other hand, previous 
results from our lab have shown that BDNF fast synaptic effects rely on Adenosine A2A Receptors 
(A2ARs) co-activation. Hence, in second place, the expression levels os A2ARs will be evaluated 
in the hippocampus of Mecp2-KO mice through Western Blotting. Subsequently, the ability of 
exogenous A2AR activation to unravel or even to potentiate the effect of BDNF upon θ-burst LTP will 
be assessed through extracellular ex vivo recordings. Unfortunately, the use of the BDNF molecule 
for clinical purposes is hampered by its pharmacokinetic properties. Therefore, we will explore the 
potential of Zinc as a BDNF “substitute”, given that it has been shown to increase the neuronal 
release of proBDNF, facilitating its maturation into mature BDNF, as well as to directly transactivate 
TrkB receptors, even in the absence of BDNF. The effect of Zinc alone upon LTP and under A2AR 
exogenous activation will be evaluated, once again, through extracellular ex vivo recordings. 

In conclusion, this project aims to bring to the table two new agents, that have never been explored 
as components of therapeutic strategies for RTT: A2AR agonists and Zinc. Not only is the approach 
we advocate supported by a resolute rationale, but it would also be very feasibly incorporated in 
clinical practice. Indeed, oral Zinc supplementation is readily available and well tolerated, whereas 
A2AR agonists are already in clinical trials for other diseases.

The first phase of this project – raising and maintaining a stable Mecp2-KO mice colony – is in 
conclusion and the first experiments are now underway.

Alunos | Students: Tiago Filipe Martins Rodrigues

Projecto | Project         

201302 / BG

Tutores | Tutors: Maria José de Oliveira Diógenes
Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Instituto de Farmacologia e Neurociências

Institute of Pharmacology and Neurosciences
E-mail: tiago.rodrigues@campus.ul.pt

Título | Title: Adenosine A2A Receptors and Zinc: New Avenues for the Treatment of Rett Syndrome

Adenosine A2A Receptors and Zinc: New Avenues for the Treatment of Rett Syndrome



 

Alunos | Students: Marta Leal Bento
Projecto | Project         

201309 / BG

Tutores | Tutors: Joana E. Coelho (PhD), Vânia L. Batalha, Luísa V. Lopes (PhD)

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Unidade de Neurociências, IMM, FMUL  |  Neuroscience Unit, IMM, FMUL

E-mail: marta.leal.bento@campus.ul.pt

Título | Title: Caracterização dos níveis e acoplamento à Proteína-G dos Receptores A2A de Adenosina no Hipocampo e Estriado de ratos transgénicos que sobre-
expressam A2AR no cérebro
Characterization of the levels and G-protein Coupling of Adenosine A2A Receptors in Hippocampus and Striatum of transgenic rats overexpressing adenosine 
A2A receptors in the brain

Palavras-Chave: Receptores A2A de Adenosina – Acoplamento a proteína G - Cognição

Fundamentos: A adenosina é um neuromodulador que actua maioritariamente via dois receptores: 
A1R inibitórios e A2AR facilitatórios (Ribeiro et al. 1996). Existe forte evidência de aumento da 
expressão/função de A2AR associado aos défices cognitivos do envelhecimento (Lopes et al, 1999; 
Diogenes et at, 2007) bem como em cérebro de doentes diagnosticados com Alzheimer, criando 
um paralelo entre os processos degenerativos e a desregulação da função de A2AR no hipocampo. 
A derradeira questão que está a ser abordada é se o aumento dos A2AR actua como causa ou 
consequência no desenvolvimento de patologia e envelhecimento. Estudos anteriores (Lopes et 
al., 1999) mostram forte correlação entre o envelhecimento e aumento da densidade de A2AR. 
O grupo estabeleceu assim uma nova linhagem de ratos transgénicos (CamKIIhA2A) que sobre-
expressam A2AR. Objectivos: Testar a hipótese de que os A2AR no modelo estabelecido mantêm 
modificações estruturais e funcionais semelhantes às encontradas em animais envelhecidos de 
forma a determinar se a sobre-expressão é condição suficiente para produzir este perfil. Métodos: 
Ensaios de ligação com radioligandos do tipo saturação e competição com o antagonista selectivo 
de A2AR- [3H] ZM241385 realizados como previamente descrito (Cunha et al., 1999), usando 
membranas de estriado e hipocampo de ratos transgénicos (TG) e selvagens (WT). Foram 
determinados os parâmetros de Bmáx, KD e Ki por ajuste das curvas, usando o método de Raphson-
Newton. Foi considerado p- value < 0,05 representativo de diferença significativa.Resultados: A 
curva de saturação de A2AR no corpo estriado evidenciou um valor de número máximo de locais de 
ligação (i.e. Bmáx.) de 1249±79 fmol/mg em TG e 931,6±72,9 fmol/mg em WT (n=3). O KD (constante 
de afinidade) não apresentou diferença significativa, 0,123±0,045 nM em TG e 0,106±0,05 nM em 
WT. No hipocampo o Bmáx. foi indetectável em WT e subiu para 731,2±156,1 fmol/mg, com um 
KD de 0,62±0,39 nM (n=3) em animais TG. No sentido de investigar o acoplamento dos A2AR às 
GTP avaliámos a capacidade do agonista selectivo CGS21680 descolar a ligação ao receptor do 
antagonista [3H]ZM241385. As curvas de deslocamento foram executadas na presença e ausência 
de Gpp(NH)p (desacopla as GTP, deixando os receptores em estado de baixa-afinidade). O GTP 
shift foi calculado como: Ki (Gpp+) / Ki (Gpp-). No corpo estriado, o GTP shift foi de 166% (KiGpp- 
21,07 nM; KiGpp+ 34,93 nM) (n=4) em WT. Em TG, o GTP shift foi superior: 194% (KiGpp- 16,27 
nM; KiGpp+ 31,59 nM). A análise comparativa demonstrou diferença significativa (p-value de 
0,03). No hipocampo, TG o GTP shift foi 211% (KiGpp- 49,58 nM; KiGpp+ 104,5 nM), sem diferenças 
significativas em relação ao estriado TG. Conclusão: A sobre-expressão de A2AR no cérebro tem 
a capacidade de produzir modificação no perfil de ligação à GTP com aumento do acoplamento 
ao receptor nas regiões cerebrais do corpo estriado e hipocampo. Isto confirma a influência da 
sobre-expressão no aumento do acoplamento de A2AR à GTP observado nos ratos de fenótipo 
envelhecido estudados na literatura (ver Lopes et. al, 1999). No entanto, o desacoplamento de GTP 
nos grupos envelhecidos estudados na literatura originou um deslocamento da ligação ao A2AR de 
321%, ou seja, um perfil de ligação à GTP superior ao observado nos animais transgénicos. Isto 
sugere a contribuição de outros factores para a modificação do perfil de ligação a GTP.

Key-words:  Adenosine receptors A2A - G protein coupling – Cognition

Foundation: Adenosine is a neuromodulator that acts predominantly via two receptors: inhibitory 
A1R and facilitatory A2AR (Ribeiro et al. 1996). Compelling evidence was found of cortical and 
hippocampal upsurge of A2AR expression/function associated to the cognitive deficits observed 
upon ageing (Lopes et al, 1999; Diogenes et at, 2007) and brain diseases like Alzheimer’s disease, 
creating a parallel between these detrimental processes and dysregulation of hippocampal A2AR 
function. The ultimate question that is being addressed is whether the increase in A2AR is either 
the cause or a consequence for the development of pathology and aging. Previous studies (Lopes 
et al., 1999) showed strong correlation between aging and increase in A2AR’s density. The group 
established a novel transgenic rat strain (CamKIIhA2A), overexpressing adenosine A2AR. Objectives: 
Test the hypothesis of whether A2AR in the established model maintain the same functional and 
structural changes of those observed in aged rats in order to ascertain whether over-expression 
is sufficient to produce this profile. Methods: Binding studies of saturation and competition with 
[3H] ZM241385 (selective antagonist of A2AR) were performed as previously described (Cunha et 
al., 1999)1, using membranes from striatum and hippocampus of wild-type (WT) and A2A over-
expressing transgenic (TG) rats. The parameters determined were Bmáx., KD and Ki by curve fitting, 
using Raphson-Newton method. A value of p < 0,05 was considered to represent significant 
differences. Results: Saturation binding of A2AR in the striatum, showed a maximum value of 
binding (Bmáx) of 1249±79 fmol/mg in TG and 931,6±72,9 fmol/mg in WT (n=3). The KD (affinity 
constant) showed no significant difference, 0,123±0,045 nM for TG and 0,106±0,05 nM WT. In the 
hippocampus the Bmáx.of WT was undetectable. The saturation values increased to 731,2±156,1  
fmol/mg in TG with a KD of 0,62±0,39 nM (n=3). In order to investigate the GTP.coupling of A2AR we 
evaluated the ability of the selective agonist CGS21680 to displace the binding of the antagonist 
[3H]ZM241385. The displacement curves were performed in the presence and absence of Gpp(NH)
p (which decouples GTP).The GTP shift was calculated as: Ki (Gpp+) / Ki (Gpp-). In the striatum, GTP 
shift was 166% (KiGpp- 21,07 nM; KiGpp+ 34,93 nM) (n=4) in WT.  In TG GTP shift was higher: 194% 
(KiGpp- 16,27 nM; KiGpp+ 31,59 nM) (n=4). Analytical comparison showed significant difference 
(p-value of 0,03). In the hippocampus, TG GTP shift was 211% (KiGpp- 49,58 nM; KiGpp+ 104,5 nM), 
with no significant difference from the striatum of TG. Discussion: Over-expression of A2AR in the 
brain is able to produce modification of GTP binding profile with increased coupling to the receptor 
in the brain regions of striatum and hippocampus. This confirms the influence of over-expression in 
the increased GTP coupling to the A2AR observed in the aged groups studied in the literature. (see 
Lopes et. al, 1999). However, GTP uncoupling in the aged groups studied in the literature produced 
321% fold-change in the displacement of A2AR ligand, therefore a greater shift in the coupling 
profile than the one observed in transgenic animals. This suggests the contribution of other factors, 
besides over-expression, to the modification of GTP binding profile.

Referências: Cunha R. A., Constantino M. D. and Ribeiro J. A. (1999) G protein coupling of cGS 21680 binding sites in the rat hipocampus and cortex is different from that of adenosine A1 and striatal A2A receptors, Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 359, 295-302  |  Diógenes 
MJ, Assaife-Lopes N, Pinto-Duarte A, Ribeiro JA, Sebastião AM, Influence of age on BDNF modulation of hippocampal synaptic transmission: interplay with adenosine A2A receptors, Hippocampus. 2007;17(7):577-85. |  Lopes, Luísa V., Cunha, Rodrigo A. and Ribeiro, J.A., Increase in 
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Palavras-Chave: Locus Ceruleus, neuromelanina, receptores dopaminérgicos

Fundamentos: O Locus Ceruleus (LC) humano é um núcleo situado na porção dorsal superior da 
protuberância, envolvido em múltiplos circuitos neuroquímicos. As suas aferências dopaminérgicas 
são fundamentais para o estado de vigila e são provenientes sobretudo da área tegmental ventral 
(via mesocerúlica) e da substância cinzenta periaquedutal. Num estudo anterior, concluímos que 
o LC humano é um núcleo mais estreito (± 1,3 mm) e mais longo (± 14mm) do que previamente 
descrito. 

Objetivos: Estudo da distribuição diferencial dos subtipos de receptores dopaminérgicos D1 e D2 
(D1R e D2R) ao longo da extensão do LC humano e a nível intracelular. 

Material e Métodos: 8 LC obtidos de 4 troncos cerebrais (TC) humanos. Fixação, dissecção 
e inclusão em parafina dos TC; execução de cortes seriados e referenciados no micrótomo 
perpendicularmente ao pavimento do IV ventrículo e à linha média; marcação imunohistoquímica 
dos subtipos D1R e D2R e coloração com hematoxilina como controlo histológico; observação da 
marcação dos neurónios do LC ao microscópio de fluorescência; análise da distribuição de D1R e 
D2R ao longo de toda a extensão do LC e a nível intracelular e da sua co-localização celular; estudo 
da proporção relativa de D1R e D2R através da análise quantitativa da respetiva imunoreactividade, 
através de programa informático adequado (Image J 1.44®); análise estatística dos dados pelo teste 
de Wilcoxon (α<0,05).

Resultados e Conclusão: Os D2R são significativamente mais abundantes que os D1R no LC 
humano (p ≤ 0,004). Os D2R estão presentes na generalidade dos neurónios, encontrando-se em 
amplos compartimentos citoplasmáticos, incluindo a nível dos grânulos de neuromelanina, bem 
como na porção proximal das dendrites e membrana citoplasmática. Os D1R têm uma distribuição 
mais escassa e esparsa, sobretudo no terço superior do LC, expressando-se em neurónios pobres 
em grânulos de neuromelanina, em compartimentos intracitoplasmáticos mais restritos. A co-
localização de ambos os neuroreceptores é pouco frequente.

Key-words:  Locus Ceruleus, neuromelanin, dopaminergic receptors

Background: Locus coeruleus (LC) is a brainstem (BS) nucleus located in the upper dorsal pons, 
involved in several neurochemical circuits. Its dopaminergic afferents from ventral tegmental area 
(via mesocoerulear) and periaqueductal gray matter play a key role in promotion of arousal. In a 
previous study, it was concluded that the human LC is narrower (± 1.3 mm) and longer nucleus (± 14mm) 
than previously described. 

Objectives: To study the differential distribution of D1 and D2 dopaminergic receptors subtypes 
(D1R and D2R) along the human LC length and at subcellular level. 

Material and Methods: 8 LC obtained from 4 human BS. Fixation, dissection and paraffin embedding 
of BS; serial sections on the microtome perpendicular to the fourth ventricle floor and the midline 
planes; immunohistochemical labeling of D1R and D2R subtypes and staining with hematoxylin 
for histological control; observation on fluorescence microscope; analysis of differential D1R/
D2R distribution along the entire length of the LC and at subcellular level; analysis of cellular co-
localization; study of the relative proportion of each subtype receptor by quantitative analysis of 
the respective immunoreactivity through a computer program (Image J ® 1.44); statistical analysis 
of data by the Wilcoxon test (α <.05). 

Results and Conclusions: D2R are significantly more abundant than D1R in the human LC (p ≤ 0.004).
D2R are globally present in all neurons in large cytoplasmatic compartments, namely at neuromelanin 
granules as well as in the proximal dendrites and cytoplasmatic membrane. D1R have a sparser 
and scarcer distribution, mainly in the upper third of the LC, in neurons poor in neuromelanin 
granules, in more restricted intracytoplasmatic compartments than D2R. The co-localization of both 
neuroreceptors was seldom seen.
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Palavras-Chave: BDNF, Adenosina, Doença de Alzheimer

O factor neurotrófico  derivado  do  cérebro  (BDNF)  é  uma  neurotrofina  que  promove 
sobrevivência neuronal através da activação do seu receptor TrkB-FL (full-lenght).  Na  doença  
de  Alzheimer (AD)  ocorre  deposição  do  péptido  Aβ (amyloid-beta) e redução dos níveis de 
BDNF e do seu receptor TrkB-FL. Dados recentes do laboratório mostram que o péptido Aβ induz 
a clivagem do TrkB-FL, mediada pelas calpaínas, produzindo um receptor truncado (TrkB-T) e um 
fragmento intracelular (TrkB-ICD). 

O BDNF têm um papel fundamental na transmissão e plasticidade sináptica assim como na 
sobrevivência neuronal, por isso têm-se procurado soluções terapêuticas para promover os 
efeitos do BDNF na AD. Estudos anteriores mostram que a activação dos receptores A2A da 
adenosina (A2AR) é necessária e potencia os efeitos do BDNF na plasticidade e transmissão 
sinápticas, assim sendo os A2AR tem sido estudados como possível alvo terapêutico para 
potenciar os efeitos do BDNF.

Neste trabalho pretendeu-se estudar a influência dos A2AR sobre os efeitos neuroprotectores do 
BDNF na toxicidade induzida pelo péptido Aβ25-35. 

Foram  preparadas culturas de neurónios corticais de 10 dias, a partir de ratos Sprague-Dawley 
com 19 dias de gestação. Os resultados foram obtidos por western-blotting.

Observou-se que o péptido Aβ (25µM) induziu um aumento robusto dos marcadores de morte 
neuronal (activação caspases e calpaínas) e que o BDNF (20ng/ml) reduziu os níveis desses 
marcadores. A activação dos A2AR pelo agonista CGS21680 (10nM) ou o bloqueio pelo antagonista 
SCH58261 (100nM) não modificou a morte neuronal induzida pelo Aβ e também não influenciou 
os efeitos mediados pelo BDNF. Os resultados agora apresentados trazem ainda a evidência de 
que o BDNF diminui a clivagem do TrkB-FL prevenindo a formação de TrkB-T e TrkB-ICD induzida 
pelo Aβ.

Este estudo enfatiza os efeitos neuroprotectores do BDNF contra a toxicidade do péptido Aβ e 
mostra que, em oposição ao que está descrito para os efeitos rápidos do BDNF na plasticidade 
e transmissão sináptica, os efeitos neuroprotectores do BDNF são independentes da activação 
dos A2AR. 

Key-words: BDNF, Adenosine, Alzheimer’s Disease

Brain derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin that promotes neuronal survival through 
the activation of its full-lenght TrkB receptor (TrkB-FL). In Alzheimer’s Disease (AD) there is the 
deposition of Aβ (amyloid-beta) peptide, and a decrease on BDNF and TrkB-FL receptors. Recent 
data from the laboratory showed that Aβ peptide induces calpain-cleavage of TrkB-FL (full-length) 
producing a truncated receptor (TrkB-T) and an intracellular fragment (TrkB-ICD).

Since BDNF has a major role in synaptic plasticity and neuronal survival, therapeutic strategies have 
been explored to promote BDNF effects in AD. Previous studies showed that activation of adenosine 
2A receptor (A2AR) is required to promote BDNF effects on synaptic plasticity and transmission. 
Therefore, A2AR have been studied as a potential therapeutic target to boost BDNF effects.

In this work we aimed to study the influence of A2AR over BDNF neuroprotective effects in 
neurotoxicity induced by Aβ25-35 peptide.

Neuronal cultures were prepared from cortical cells from embryonic Sprague-Dawley rats (E19) and 
incubated over 10 days. Results were obtained by western-blotting.

It was observed that Aβ peptide (25µM) induced a robust increase in cell death markers (activation 
of caspases and calpains) and that BDNF was able to reduce the levels of those markers. The 
activation of A2AR by the agonist CGS21680 (10nM) or the blockade by the antagonist SCH58261 
(100nM) did not affect the neuronal death induced by Aβ and in addition, it did not influence the 
neuroprotective effect of BDNF. The results now obtained also showed that BDNF decreased the 
cleavage of TrkB-FL mediated by calpain, preventing the formation of TrkB-T and TrkB-ICD induced 
by Aβ peptide.

The present study highlights the BDNF neuroprotective effects against Aβ peptide, and it shows that, 
in contrast with what is described in fast synaptic effects of BDNF, the long-lasting neuroprotective 
actions of BDNF are independent of A2AR activation. 
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Background: The glycinergic and the GABAergic transmissions play an inhibitory role in the 
control of neuronal excitability and information processing, as well as in neuronal plasticity and 
synchronization of the central nervous system.
Gamma-aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory neurotransmitter in the brain. It is formed 
from glutamate in the GABAergic terminals and released into the synaptic cleft, activating three 
main types of receptors: GABAA, GABAB and GABAC receptors.
The ionotropic receptors, GABAAR and GABACR, have different subunits. The numerous GABAA 
receptor subunits (α1–6, β1–3, γ1–3, ρ1–3, δ, ε, θ and π) typically form heteropentameric receptors 
that differ in their function, pharmacology and cellular localization.
Several studies performed both in humans with epilepsy, as well as in epilepsy animal models, 
demonstrated the occurrence of abnormalities in GABA-mediated synaptic transmission. Alterations 
in GABAAR subunit expression have been reported in adult animals beginning immediately after 
prolonged seizures and continuing as animals become chronically epileptic. In this work we have 
used an in vitro model of epileptiform activity in OHSC (organotypic hippocampal slice cultures), to 
further understand these changes.
Objectives: This project aims to determine the expression changes in the subunits of ionotropic 
GABAA receptor in a model of epileptiform activity in OHSC.
Methods:
1.	Organotypic hippocampal culture preparation from 5/6 days old rats (P5/P6).
2.	 Induction of epileptiform activity by incubation in a low magnesium solution, for 7 hours, after 14 days 

of culture. Control slices (CTL OHSC) will be kept in the same medium, but with added magnesium.
3.	RNA extraction from OHSC CTL and insulted OHSC.
4.	cDNA synthesis by in vitro transcription from RNA.
Evaluation, by qPCR, of changes in the expression of GABAA receptor subunits (α1–5, β1–3, and γ2). 
Results: Quantitative PCR with specific primers for GABAAR subunits, namely α1-5, β1-3 and γ2, has 
shown that serum removal per se, in the CTL MEM (MEM with magnesium and without serum) 
slices, increases GABAAR α2, α3 and β2 expression and that extracellular magnesium removal does 
not further alter the expression of these subunits.
However, the expression of the other GABAAR subunits, namely α1, α5 and β3, despite having a 
higher expression in the CTL MEM, when placed in the Low Mg MEM (MEM without magnesium 
and without serum) their expression depicts a tendency for decrease.
Also, slices with epileptiform activity have a tendency for increasing the expression of GABAAR γ2 
subunit, when compared with serum deprived slices.
Conclusions: Extracellular magnesium removal from OHSC is able to induce a sustained 
epileptiform activity charaterized by repetitive bursts of action potentials. The results indicate that 
the expression of some GABAAR subunits are altered in the in vitro model of epileptiform activity 
established in organotypic slice cultures. The obtained alterations are among the most significant 
changes described in human temporal lobe epilepsy and related animal models of acquired epilepsy. 
Despite the need for more experiments, in order to have more valuable data, these findings support 
the use of the established model as a routine procedure to further study this pathology.
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Fundamento: As transmissões glicinérgica e GABAérgica desempenham um papel inibitório no 
controlo da excitabilidade neuronal e no processamento de informação, assim como na plasticidade 
neuronal e sincronização do sistema nervoso central.
O ácido gama-aminobutírico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitório no cérebro. É formado 
a partir do glutamato nos terminais GABAérgicos e libertado na fenda sináptica , activando três 
tipos principais de receptores : receptores GABAA, GABAB e GABAC.
Os receptores ionotrópicos, GABAAR e GABACR, possuem diferentes subunidades. As várias 
subunidades do receptor de GABAA (α1–6, β1–3, γ1–3, ρ1–3, δ, ε, θ e π) formam tipicamente receptores 
heteropentaméricos que diferem na sua função, farmacologia e localização celular .
Vários estudos realizados tanto em seres humanos com epilepsia, como em modelos animais de 
epilepsia, demonstraram a ocorrência de alterações na transmissão sináptica mediada pelo GABA. 
Estas alterações na expressão da subunidade GABAAR têm sido relatadas em animais adultos, 
começando imediatamente após convulsões prolongadas e continuando como animais que se 
tornam cronicamente epilépticos. Neste trabalho, utilizámos um modelo in vitro de actividade 
epileptiforme em OHSC (fatias organotípicas de hipocampo), para entender melhor essas mudanças.
Objetivos: Este projeto tem como objetivo determinar as alterações na expressão das subunidades 
do receptor ionotrópico GABAA, num modelo de actividade epileptiforme em OHSC.
Métodos:  1. Preparação de culturas organotípicas de hipocampo a partir de ratos no 5/6 dia pós-natal (P5/P6).
2.	Indução de actividade epileptiforme por incubação com uma solução com pouco magnésio, 

durante 7 horas, após 14 dias de cultura. As fatias de controlo (CTL OHSC) serão mantidas no 
mesmo meio, mas com adição de magnésio.

3.	Extração de RNA a partir de OHSC CTL e OHSC com actividade epileptiforme.
4.	Obtenção de cDNA por transcrição in vitro a partir do RNA.
5.	Avaliação, por qPCR, das alterações na expressão das subunidades do receptor GABAA (α1–5, β1–3, e γ2). 

Resultados: O PCR quantitativo com iniciadores específicos para as subunidades GABAAR α1-5, β1-3 
and γ2, demonstrou que a remoção do soro, por si só, nas fatias CTL MEM (MEM com magnésio 
e sem soro), aumentou a expressão de GABAAR α2, α3 and β2 e que a remoção de magnésio 
extracelular não altera nada mais a expressão destas subunidades.
No entanto, a expressão de outras subunidades, nomeadamente GABAAR α1, α5 and β3, apesar 
de terem uma maior expressão no CTL MEM, quando colocadas no Low Mg MEM (MEM sem 
magnésio e sem soro) a sua expressão apresenta uma tendência para diminuir.
Ainda mais, as fatias com actividade epileptiforme têm uma tendência para o aumento da expressão 
da subunidade GABAAR γ2, quando comparado com as fatias sem soro.
Conclusões: A remoção de magnésio extracelular em OHSC é capaz de induzir actividade 
epileptiforme mantida, caracterizada por picos repetitivos de potenciais de acção. Os resultados 
indicam que a expressão de algumas subunidades GABAAR estão alteradas no modelo in vitro de 
actividade epileptiforme estabelecido em fatias organotípicas de hipocampo. As alterações obtidas 
estão entre as mudanças mais significativas descritas na epilepsia do lobo temporal humano e 
em modelos animais com epilepsia adquirida. Apesar de serem necessárias mais experiências, no 
sentido de existirem dados mais consistentes, estes resultados suportam a utilização do modelo 
estabelecido como um procedimento de rotina para o estudo mais aprofundado desta patologia.



 

Palavras-Chave: Transportadores de GABA; Gliossomas; Adenosina; Epilepsia de ausência

Fundamento: As crises de ausência estão presentes na Epilepsia de Ausência Infantil (EAI), 
sendo este a síndrome de epilepsia pediátrica mais comum. As crises de ausência consistem em 
súbitos e breves períodos de perda de consciência, associados a hipersincronia de interneurónios 
GABAérgicos, que, transitoriamente, desligam o circuito tálamo-cortical. A sincronia GABAérgica 
resulta do aumento da concentração extracelular de GABA, que tem sido associada à disfunção 
do transportador de GABA do tipo 1 (GAT-1). Assim, é importante estudar potenciais moduladores 
dos transportadores de GABA que possam compensar a disfunção do GAT-1, prevenindo as crises 
epilépticas de ausência.
Foi observado, no laboratório de acolhimento, que os receptores A2A, modulam a captação de 
GABA mediada pelo transportador GAT-1 e, assim, poderão ter potencial terapêutico para a EAI. 
Colocamos a hipótese de que a activação dos receptores A2A poderá restaurar a actividade dos 
transportadores de GABA expressos no tálamo num modelo animal de epilepsia de ausência. O 
melhor modelo animal de epilepsia de ausência é o rato transgénico de epilepsia de ausência de 
Estrasburgo (GAERS), uma vez que reproduzem as crises observadas em humanos com epilepsia 
de ausência.

Objectivos: O objectivo principal do projecto é caracterizar a disfunção dos transportadores de 
GABA associados às crises de ausência, pela avaliação do papel benéfico dos moduladores do 
transporte de GABA, como os activadores dos receptores A2A.

Métodos: No tálamo, os transportadores GAT-1 e GAT-3 são exclusivamente expressos por 
astrócitos. Os ensaios da captação de GABA foram realizados com o uso de gliossomas obtidos 
de ratos adultos jovens com fenótipo de epilepsia de ausência (GAERS). Os gliossomas são 
considerados como uma preparação rica em astrócitos adequada para o estudo da libertação e 
captação de neurotransmissores, com contaminação neuronal ou por outros elementos da glia 
negligenciável. Os gliossomas foram preparados num gradiente Percoll descontínuo. Os ensaios 
da captação de GABA foram realizados com GABA marcado radioactivamente ([3H]GABA), que foi 
captado por gliossomas. A quantidade de GABA captado foi quantificada por espectrofotoscopia 
de cintilação líquida. O uso de bloqueadores de GAT-1 e de GAT-3 permitiu a distinção entre a 
captação de GABA mediada por GAT-1 ou por GAT-3.

Resultados: A activação dos receptores A2A aumentou a captação de GABA mediada pelo 
transportador GAT-1 nos gliossomas preparados a partir de tálamo de GAERS.

Conclusões: Estes resultados sugerem que os receptores A2A de adenosina afectam a captação 
de GABA em GAERS. Assim, a modulação destes receptores pode ter um potencial terapêutico 
no tratamento da EAI.

Key-words: GABA transporters; Gliosomes; Adenosine; Absence epilepsy

Background: Typical absence seizures are present in childhood absence epilepsy (CAE), which is 
the most common paediatric epilepsy syndrome. Absence seizures consist of sudden and brief 
periods of lack of consciousness, associated to a hypersynchrony of GABAergic interneurons, which, 
transiently, shut down the thalamocortical circuit.  The GABAergic synchrony results from an 
enhancement in extracellular GABA concentration, which has been associated to GABA transporter 
GAT-1 dysfunction. Thus it is important to study potential GABA transporters modulators that can 
compensate GAT-1 dysfunction, preventing epileptic seizures. 
It has been described by the host lab that adenosine A2A receptors modulate GAT-1 mediated 
GABAuptake, thus A2A receptors can be point out as a therapeutic potential for CAE. We therefore 
hypothesize that adenosine A2A receptors activation are able to restore the activity of the GABA 
transporters expressed in thalamus of an animal model of absence epilepsy. The best animal model 
of absence epilepsy is the genetic absence epilepsy rats from Strasburg (GAERS), since it reproduces 
the seizures observed in humans during absence epilepsy.

Objectives: The main objective of the project is to characterize the dysfunction of GABA transporters 
associated with absence seizures, by evaluating a beneficial role of GABA transporters modulators, 
such as A2A receptors activators. 

Methods: In the thalamus, GABA transporters GAT-1 and GAT-3 are exclusively expressed by 
astrocytes. GABA uptake assays were performed using gliosomes obtained from young adult 
rats with absence epileptic phenotype (GAERS). Gliosomes are considered as a highly enriched 
astrocytic preparation suitable for study of release and uptake of neurotransmitters with negligible 
contamination of neuronal or other glial elements and were prepared through a discontinuous 
Percoll gradient. GABA uptake assays were performed using a radiolabeled GABA ([3H]GABA), 
which was taken up into gliosomes. The amount of GABA taken up was then quantified by liquid 
scintillation spectroscopy. The use of specific GAT-1 and GAT-3 blockers allowed the distinction 
between the GABA uptake mediated by GAT-1 or by GAT-3.

Results: Activation of adenosine A2A receptors enhanced GABA uptake mediated by GAT-1 
transporter in gliosomes prepared from GAERS thalamus.  

Conclusions: These results suggest that adenosine A2A receptors affect GABA uptake in GAERS. 
Thus, modulation of these receptors may have therapeutic potential in the treatment of CAE. 
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Fundamento: Epilepsia de ausência na infância é o tipo de epilepsia pediátrica mais comum . Os 
tratamentos actuais estão associados com défices de atenção e desempenho académico pobre. 
A transmissão GABAérgica tónica, que corresponde a cerca de 80-90% da inibição GABAérgica, 
está profundamente envolvida na génese de ataques. Uma disfunção na recaptação de GABA 
mediada por GAT-1 foi associada a correntes tónicas GABAAR patológicas. GAT-1 parece perder 
a sua função em modelos de epilepsia de ausência, pois o seu bloqueio não altera as correntes 
tónicas GABAAR nestes modelos, em oposição ao aumento observado em animais controlo. Foi 
observado que o BDNF aumenta a recaptação de GABA mediada por GAT-1. Deste modo, põe-se 
a hipótese de que o BDNF pode recuperar a função dos GAT-1 e ser um potencial tratamento para 
a epilepsia de ausência.

Objectivos: Estudar o efeito do BDNF nos transportadores GAT-1 in-vitro utilizado gliosomas 
obtidos do tálamo de um modelo animal de epilepsia de ausência.

Métodos: Dois modelos animais (ratos) foram utilizados: Non-epileptic controls (NEC) e Genetic 
absence epilepsy rats from Strasburg (GAERS), o modelo animal melhor caracterizado para a 
epilepsia de ausência. Gliosomas foram purificados a partir do tálamo de ambos os modelos 
utilizando um gradiente Percoll descontínuo. Gliosomas são considerados preparações 
astrocíticas altamente enriquecidas adequadas para o estudo de libertação e recaptação de 
neurotransmissores, com contaminação neuronal ou com outros elementos da glia negligenciável. 
Provas de recaptação de GABA foram realizadas utilizando GABA marcado radioactivamente 
([3H]GABA), que foi recaptado pelos atrócitos ou gliosomas. Provas de recaptação de GABA 
foram realizadas depois de incubação dos gliosomas talâmicos com BDNF. A quantidade de GABA 
recaptada foi quantificada por espectroscopia de cintilação líquida. O uso de bloqueadores 
específicos para GAT-1 e GAT-3 permite a distinção entre a recaptação de GABA mediada por 
GAT-1 e GAT-3.

Resultados: BDNF potencia a recaptação de GABA pelo transportador GAT-1 (p<0.01, n=4) em 
gliosomas preparados a partir de tálamos de ratos GAERS. 

Conclusão: Estes resultados sugerem que o BDNF afecta a recaptação de GABA nos GAERS. Logo, 
o BDNF pode ter potencial terapêutico no tratamento da epilepsia de ausência infantil.

Key-words:  GABA transporters; BDNF; Absence epilepsy.

Background: Child absence epilepsy (CAE) is the most common pediatric epilepsy syndrome. 
Current treatments are associated with attention deficits and poor academic performance. Tonic 
GABAergic transmission, which corresponds to approximately 80-90% of thalamic GABAergic 
inhibition, is deeply involved in the generation of absence seizures. A dysfunction in GAT-1 mediated 
GABA uptake was associated to pathological tonic GABAAR currents. GAT-1 seems to lose its 
function in absence epilepsy models, since its blockade did not modify tonic GABAAR currents in 
these models, in opposition to the enhancement in tonic currents observed in control animals. 
In the host laboratory, it was found that BDNF (brain derived neurotrophic factor) increases GAT-
1-mediated GABA-uptake. We thus hypothesize that BDNF can restore GAT-1 function and be a 
potential treatment for absence epilepsy.

Objectives: Study the effect of BDNF in GAT-1 transporters in-vitro using gliosomes obtained from 
the thalamus of an absence epilepsy animal model.

Methods: Two rat models were used: Non-epileptic controls (NEC) and Genetic absence epilepsy 
rats from Strasburg (GAERS), the best characterized animal model of absence epilepsy. Gliosomes 
were purified from the thalamus of both models using a discontinuous Percoll gradient. Gliosomes 
are considered as a highly enriched astrocytic preparation suitable for study of release and uptake of 
neurotransmitters with negligible contamination of neuronal or other glial elements. GABA uptake 
assays were performed using a radiolabeled GABA ([3H]GABA), which was taken up into astrocytes 
or gliosomes. GABA uptake assays were performed after incubating thalamic gliosomes with BDNF. 
The amount of GABA taken up was then quantified by liquid scintillation spectroscopy. The use of 
specific GAT-1 and GAT-3 blockers allows the distinction between the GABA uptake mediated by 
GAT-1 or by GAT-3.

Results: BDNF increases GABA uptake mediated by GAT-1 transporter (p<0.01, n=4) in gliosomes 
prepared from GAERS thalamus.  

Conclusions: These results suggest that BDNF affects GABA uptake in GAERS. Thus, BDNF may have 
therapeutic potential in the treatment of CAE. 
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Fundamento: A neurogénese ocorre no cérebro pós-natal tanto na zona subventricular, 
como na zona subgranular do giro dentado (GD). Lesões cerebrais estimulam estes nichos e, 
consequentemente, a neurogénese. No entanto, a substituição celular nunca ocorre totalmente. 
Como a neurogénese é modulada por vários factores, a identificação de factores indutores desta 
pode levar ao desenvolvimento de novas terapêuticas para doenças cerebrais, usando células 
estaminais. O BDNF tem importantes acções no desenvolvimento, diferenciação e protecção 
neuronais, na sinaptogénese, e na neurogénese do hipocampo. Além disto, o hipocampo está 
sob neuromodulação da adenosina, que activa os seus receptores A1, A2A, A2B e A3. 

Objectivos: Como em diversas áreas do cérebro os receptores A2A (rA2A) estão localizados nas 
mesmas células que o BDNF e a interacção funcional entre os receptores A2A (rA2A) e o BDNF já 
foi demonstrada, propusemo-nos a estudar a influência dos rA2A na neurogénese induzida por 
BDNF, in vitro. 

Métodos: Neurosferas de GD foram obtidas de ratos pós-natal Sprague-Dawley. As neurosferas 
que cresceram em meio sem soro, suplementado com 20 ng/ml de factor de crescimento epidermal 
(EGF) e 10 ng/ml de factor de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2), foram plaqueadas em lamelas 
revestidas com polilisina-D, e desenvolveram-se durante 48h (para avaliar proliferação) ou 7 dias 
(para avaliar diferenciação). Uma curva de concentração-resposta foi realizada para o BDNF 
(1,10,30 e 100 ng/ml) para decidir qual a concentração que deveria ser utilizada. Posteriormente, 
estudámos a proliferação celular com um ensaio de bromodesoxiuridina (BrdU), assim como 
a diferenciação neuronal através de imunocitoquímica para um marcador neuronal (NeuN - 
neuronal nuclei). 

Resultados: Incubámos as células com BDNF a 30 ng/ml durante 48h, já que esta concentração 
foi responsável pela estimulação da proliferação celular, como observado pelo aumento da 
percentagem de células BrdU-positivas para 185.8 ±15,73% (n=15), quando comparando com o 
controlo (100%). Também observámos um aumento da percentagem de células NeuN-positivas 
tratadas com BDNF a 30 ng/ml, durante 7 dias, para 197.1 ±11.86% (n=15), face ao controlo (100%). 
Além disto, a activação dos rA2A com o agonista CGS21680 (30nM) durante 7 dias promoveu a 
diferenciação neuronal como foi observado por um aumento da percentagem de células NeuN-
positivas (207.9±18.71%, n=15), um efeito que foi anulado pelo antagonista dos rA2A, ZM241385 
50 nM (139.8±14.16%, n=10). Além disto, observámos que a proliferação e a diferenciação 
neuronal induzidas por BDNF foram abolidas na presença do antagonista dos rA2A (89.13±13.26% 
de células BrdU-positivas e 125.7±16.31% de células NeuN-positivas, respectivamente). 

Conclusões: O BDNF promove a proliferação e diferenciação neuronal, enquanto que a activação 
dos rA2A apenas promove diferenciação neuronal. Além disto, a acção do BDNF na proliferação 
e diferenciação depende da co-activação dos rA2A.

Key-words: BDNF, A2A receptors, Neurogenesis

Background: Constitutive neurogenesis takes place in both adult mammalian subventricular zone 
and dentate gyrus’s (DG) subgranular zone of the hippocampus. Brain lesions can stimulate these 
neurogenic niches and, therefore, neurogenesis. However, complete cell replacement is never fully 
achieved. Since neurogenesis is modulated by a broad range of factors, identifying factors that 
might induce neurogenesis might lead to new stem-cell based therapies, to treat brain diseases. 
BDNF plays critical roles in neuronal development, differentiation, synaptogenesis and neuronal 
protection, as well as in hipppocampal neurogenesis. Additionally, the hippocampus is under 
neuromodulatory control by adenosine, which activates its A1, A2A, A2B and A3 receptors.

Objectives: Since in several brain regions A2A receptors (A2Ar) are localized in the same cells as 
BDNF and the functional interaction between A2Ar and BDNF action has already been shown, we 
proposed to study whether adenosine A2Ar influences BDNF-induced neurogenesis, in vitro. 

Methods: DG neurospheres were obtained from early postnatal rat Sprague-Dawley (P1-3). These 
neurospheres that grew in serum-free medium supplemented with 20 ng/ml epidermal growth 
factor (EGF) and 10 ng/ml fibrobaslt growth factor-2 (FGF-2) were seeded on poly-D-lysine coated 
glass coverslips, and were grown for 48h (to evaluate cell proliferation) or 7 days (to evaluate 
neuronal differeantiation). We performed a concentration-response curve for BDNF (1, 10, 30 e 
100 ng/ml) to decide the concentration that should be used. Then, we studied cell proliferation 
by bromodeoxyuridine (BrdU) assay, as well as neuronal differentiation by performing an 
immunocytochemistry against a neuronal marker (NeuN – neuronal nuclei). 

Results: We incubated the cells with BDNF at 30 ng/ml for 48h since this concentration was 
responsible for stimulating cell proliferation as observed by an increase in the percentage of BrdU-
positive cells to 185.8±15.73% (n=15), when comparing with 100% of control. We have also observed 
an increase in the percentage of NeuN-positive cells to 191.5 ±11.86% (n=15) when treated with 30 
ng/ml of BDNF for 7 days (compared to 100% of control). Moreover, A2Ar activation with the agonist 
CGS21680 (30 nM)  for 7 days promoted neuronal differentiation as observed by an increase in the 
percentage of NeuN-positive cells (207.9±18.71%, n=15) an effect that was blocked by the A2Ar 
antagonist ZM241385 50 nM (139.8±14.16%, n=10). Importantly, we observed that BDNF-induced 
proliferation and neuronal differentiation were abolished in the presence of the A2Ar antagonist 
(to 89.13±13.26% of BrdU-positive cells and to 125.7±16.31% of NeuN-positive cells, respectively). 

Conclusions: BDNF promotes neuronal proliferation and differentiation, while A2Ar activation 
only promotes neuronal differentiation. Furthermore, the role of BDNF on cell proliferation and 
differentiation depends on co-activation of A2Ar.
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Resumo: A leucemia linfoblástica aguda de células T (LLA-T) constitui um subtipo agressivo 
de LLA, o tumor maligno mais frequente em idade pediátrica. Embora existam esquemas de 
quimioterapia de sucesso, ainda existem efeitos adversos significativos a longo prazo e casos 
de reincidência associados a mau prognóstico. A interleucina-7 (IL-7) é produzida pela medula 
óssea e pelo estroma do timo. Além de muito importante para o desenvolvimento das células 
T normais, existe evidência considerável ​​de que a sinalização mediada pela IL-7 pode promover 
o desenvolvimento da leucemia. Anteriormente, mostrámos que a IL-7 promove a proliferação, 
sobrevivência e ativação metabólica de LLA-T, dependente da atividade da via PI3K/AKT/mTOR 
. A autofagia é um processo normal e que ocorre em níveis basais nas células, desempenhando 
funções homeostáticas. A autofagia é rapidamente ativada durante a privação de nutrientes 
ou em células em divisão rápida, como as células tumorais, para a reutilização de nutrientes 
intracelulares. No entanto, quando persistente, o seu papel de proteção pode mudar para o que 
é chamado de morte celular autofágica. mTOR é reconhecido como sendo o principal regulador 
negativo deste processo. Uma vez que a IL-7 regula a morte celular por apoptose, crescimento 
celular e ativação de mTOR, decidimos explorar se a IL-7 também pode regular a autofagia ou a 
morte celular autofágica em LLA-T e elucidar os seus mecanismos moleculares. A compreensão 
dessa modulação pode levar à identificação de novos alvos terapêuticos moleculares. Métodos: 
Utilizámos uma linha celular LLA-T humana dependente de IL-7, TAIL7, como modelo celular e 
utilizámos diferentes inibidores de vias de sinalização: LY2940002 (inibidor de PI3K), a rapamicina 
(inibidor de mTOR), U0126 (inibidor de MEK1/2) e um inibidor de STAT5. Foram avaliadas as taxas 
autofágicas usando a hidroxicloroquina (HCQ), um inibidor lisossómico, e analisadas a clivagem 
de LC3 e a formação de pontos de LC3. Os dados foram obtidos por western blot , microscopia 
confocal e citometria de fluxo. Resultados: Através da análise por western blot, verificámos 
que a IL -7 inibe a autofagia em LLA-T, observado pela sua inibição da clivagem do LC3 e pela 
inibição da degradação do p62/SQSTM1. Para compreender as vias de sinalização envolvidas, 
estimulámos as células com IL -7 e tratámo-las com os inibidores. A inibição de PI3K ou de mTOR 
anula o efeito da IL-7 sobre a inibição da clivagem do LC3. Curiosamente, a inibição de MEK inibe 
ainda mais a clivagem do LC3. Análises da formação de pontos de LC3 por microscopia confocal 
e por citometria de fluxo da intensidade média de fluorescência (MFI) do LC3, confirmaram os 
resultados anteriores. Estes dados sugerem que a IL-7 ativa vias com funções opostas no controle 
da autofagia. A inibição de STAT5 não mostrou alterações significativas na clivagem do LC3. 
Quanto à sua importância relativa, com a inibição concomitante das vias MEK/Erk e PI3K/mTOR, 
surpreendentemente, observámos que a atividade MEK/Erk é exigida para a indução da autofagia 
(clivagem de LC3) em LLA-T, independentemente do status de ativação do mTOR. Conclusão: Os 
nossos dados sugerem que a IL-7 inibe a autofagia em LLA-T, de uma forma complexa que envolve a 
ativação concomitante de vias pró- e anti-autofágicas. A via PI3K/mTOR parece ser um importante 
mediador da inibição de autofagia promovida por IL-7 em LLA-T. No entanto, a via MEK/Erk parece 
ter um papel fundamental na indução de autofagia em LLA-T, que pode ir para além do contexto 
IL-7. Para compreender de forma rigorosa o modo como a IL-7 coordena a interação entre estas 
vias, são necessários mais estudos. A autofagia está frequentemente associada quimioresistência 
mas também a morte celular, pelo que uma compreensão mais profunda dos seus mecanismos de 
regulação poderá contribuir para encontrar novos alvos terapêuticos em LLA-T. 

Key-words: IL-7 signaling; T-ALL; Autophagy

Background: T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) constitutes an aggressive subset of ALL, the 
most frequent childhood malignancy. Despite successful chemotherapeutic regimens, there are still 
significant long-term side effects and relapsed patients have dismal prognosis. Interleukin-7 (IL-7) is 
produced by the bone marrow and thymic stroma. While essential for normal T-cell development, 
there is considerable evidence that IL-7-mediated signaling can promote leukemogenesis. 
Previously, we showed that IL-7 promotes T-ALL proliferation, survival and metabolic activation 
dependent on PI3K/Akt/mTOR pathway activity. Autophagy is a normal, basal occurring process 
performing homeostatic functions in cells. Autophagy is upregulated during starvation or in rapidly 
dividing cells, such as cancer cells, for reuse of intracellular nutrients. However, when persistent, its 
protective role may shift to what is called autophagic cell death. mTOR is recognized as the master 
negative regulator of this process. Since IL-7 regulates apoptotic cell death, cellular growth and 
mTOR activation we decided to explore whether IL-7 may also regulate T-ALL cell autophagy or 
autophagic cell death and elucidate its molecular mechanisms. Understanding this modulation may 
lead to the identification of new molecular targets with therapeutic value. 

Methods: We used a human IL-7 dependent T-ALL cell line, TAIL7, as a cellular model and different 
signaling pathways inhibitors: LY2940002 (PI3K inhibitor), rapamycin (mTOR inhibitor), U0126 
(MEK1/2 inhibitor) and a small-molecule inhibitor of STAT5. We evaluated the autophagic rate using  
the lysosomal inhibitor hydroxychloroquine (HCQ) and assessed LC3 cleavage and puncta formation. 
We collected data by western blot, confocal microscopy and  flow cytometry.

Results: By western blot analysis, we found that IL-7 prevented autophagy in T-ALL, seen via its 
inhibition of LC3 cleavage and prevention of p62/SQSTM1 degradation. To understand the signaling 
pathways involved, we treated IL-7-stimulated cells with signaling inhibitors. Inhibiting either PI3K 
or mTOR abrogated the IL-7 effect on LC3 cleavage prevention. Interestingly, inhibition of MEKs 
further prevented LC3 cleavage. We confirmed these observations with confocal microscopy 
analysis of puncta formation and flow cytometry analysis of LC3 mean fluorescence intensity (MFI). 
Our data suggests that IL-7 activates pathways with opposing roles in autophagy control. We did not 
find major differences in LC3 cleavage using the STAT5 inhibitor. To dissect the relative importance 
of MEK/Erk and PI3K/mTOR pathways we concomitantly inhibited them in the context of IL-7 
stimulation. Surprisingly, we found MEK/Erk activity to be required for autophagy induction (LC3 
cleavage) in T-ALL cells regardless of the mTOR activation status. 

Conclusion: Taken together, our data suggest that overall IL-7 inhibits autophagy in T-ALL, albeit in a 
complex manner that involves triggering both pro- and anti-autophagic signaling pathways. The PI3K/
mTOR pathway appears to be an important effector of IL-7-mediated inhibition of autophagy in T-ALL. 
In contrast, MEK/Erk pathway activation appears to be absolutely required for autophagy in T-ALL 
cells, hinting a role on autophagy regulation that extends beyond the IL-7 context. How precisely IL-7 
coordinates the interplay between these pathways in leukemia warrants more studies. As autophagy 
is often associated with chemoresistance but also with cell death, a deeper comprehension of its 
regulation mechanisms may contribute to finding new therapeutic targets in T-ALL. 
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O vírus da dengue (DENV) é um flavivírus que causa uma doença transmitida por mosquitos que 
afecta milhões de pessoas e causa mais de 500 000 hospitalizações e 20 000 mortes por ano. 
Originalmente uma doença tropical, encontra-se agora em franca expansão, inclusivamente para 
regiões temperadas da América do Norte e Europa. Na ilha da Madeira, Portugal, ocorreu em 
2012/2013 um surto com mais de 2000 casos transmitidos pela população local de mosquitos. A 
dengue é pois uma doença grave com alcance global e para a qual não existe nenhum tratamento 
eficaz. Contudo, um avanço promissor é o desenvolvimento de um péptido inibidor, pep14-23 
(patente internacional WO/2012/15918), pelo laboratório que acolheu a investigação proposta.

O pep14-23, baseado na sequência N-terminal da proteína DENV C (que é conservada entre os 
flavivírus), inibe a interacção da proteína C com corpúsculos lipídicos (LDs) intracelulares da célula 
hospedeira, um passo essencial na replicação viral. O objectivo principal desta investigação é 
agora compreender o papel da proteína C (uma proteína estrutural essencial na montagem e 
encapsidação viral) e o mecanismo pelo qual o pep14-23 leva a cabo a inibição da interacção 
DENV C-LDs. Assim, para melhor compreender o modo de interacção do pep14 -23 e da proteína 
DENV C com sistemas lipídicos, foram empregues técnicas de bioinformática (I-Tasser e Chimera), 
combinadas com abordagens biofísicas (dicroísmo circular (CD) e potencial-zeta), permitindo 
determinar os parâmetros estruturais e a tendência da DENV C e do pep14-23 para interagirem 
com vesículas com diferentes composições lipídicas.

O CD mostrou uma conversão do pep14-23 para uma estrutura em hélice α quando na presença 
de fosfolípidos carregados negativamente, tendo o potencial zeta apoiado os dados de CD, ao 
observar-se que o péptido é capaz de se ligar fortemente a vesículas lipídicas com carga negativa. 
Relativamente aos estudos computacionais da estrutura secundária, os dados de bioinformática 
sugerem que a região N-terminal da proteína da cápside dos flavivírus, que corresponde aproxi-
madamente ao pep14-23, tem uma elevada tendência para hélice α, sendo capaz de interagir com 
as membranas lipídicas. Uma análise mais detalhada usando o I-TASSER permitiu a previsão da 
estrutura terciária e sugere que a proteína C dos flavivírus pode expor ou ocultar a interface α2-α2’ 
através da diversidade conformacional apresentada pelo N-terminal. O mecanismo de inibição do 
péptido pep14-23 pode, portanto, envolver a sua ligação a lípidos das LDs com carga negativa e 
consequente conversão para hélice α, que potenciaria a sua actividade sobre alvos proteicos da 
DENV C encontrados na superfície das LDs, explicando a sua actividade inibitória sobre a ligação 
DENV C-LDs. Estes resultados contribuem para futuras terapêuticas baseadas no pep14-23 para 
infecções pelo DENV bem como outros flavivírus.

Key-words:  Proteína da cápside do vírus da dengue, Membranas lipídicas, Péptido inibidor pep14-23

Dengue virus (DENV) is a flavivirus that causes a mosquito-borne disease that affects millions of 
people, causing over 500 000 hospitalizations and 20 000 deaths per year. Due to climate change and 
globalization, dengue, originally a tropical disease is now spreading to temperate regions, including 
North America and Europe. The most recent local European outbreak of dengue fever occurred from 
October 2012 to January 2013, in Madeira island, Portugal with over 2000 cases transmitted by the 
local mosquito population. Dengue is thus a major disease with a global reach and for which, currently, 
there is no effective treatment. A promising leap forward is the development by the host lab of pep14-
23, a novel peptide inhibitor drug lead (international patent WO/2012/159187). 

The host lab is focused on the understanding of the role of a key structural protein in virus assembly 
and encapsidation, the DENV capsid (C) protein. The pep14-23 peptide, based on the DENV C protein 
N-terminus sequence (which is conserved among flaviviruses), inhibits the C protein interaction with 
host lipid droplets (LDs), a key step of the viral life cycle. Further advances will require a detailed 
understanding of pep14-23 and DENV C mode of interaction with lipid systems, the objective of 
the proposed research. Here, we used bioinformatics tools (I-TASSER and Chimera), combined with 
circular dichroism (CD) and zeta-potential analysis, to determine the structural parameters and the 
tendency of DENV C and pep14-23 to interact with lipid vesicles.

CD shows a conversion of pep14-23 to α-helix conformation in the presence of negative phospholipids, 
confirming that the peptide also interacts with lipid vesicles. Zeta-potential supports the CD data, 
showing that the peptide binds strongly to negative lipid vesicles. Regarding the computational 
secondary structure studies, bioinformatics suggests that the flaviviruses capsid protein N-terminus 
region, roughly corresponding to pep14-23, has a high α-helical tendency and is likely to interact 
with lipid systems. Further analysis with I-TASSER allowed tertiary structure’s prediction and showed 
that the flavivirus C protein may be able to expose or hide the α2-α2’ interface via the N-terminus 
conformational diversity.  

The pep14-23 inhibition mechanism may therefore involve its binding to negative LDs phospholipids 
and the conversion to an α-helical peptide, which may prompt its inhibition of protein molecular 
targets of DENV C in the lipid droplets surface. These findings contribute to the design of pep14-23 
based treatments for DENV and related flavivirus infections.
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Fundamento: O ferro é um dos elementos essenciais à vida, mas a sua aquisição e metabolismo 
são estritamente regulados. É essencial para toda a vida microbiana, desde bactérias a vírus, 
fungos a protozoários. O agente da Malária, Plasmodium, invade os eritrócitos e é uma causa 
frequente de anemia. A malária continua a ser a doença parasitária mais prevalente, com poucas 
drogas efetivas e sem vacina disponível. Desde 1978 que se tem atribuído um efeito prejudicial 
à suplementação de ferro na malária. Ainda assim, a suplementação de ferro é uma estratégia 
importante para evitar a deficiência de ferro, prevalente em países em desenvolvimento como 
as áreas endémicas de malária. O efeito dos suplementos de ferro em indivíduos com malária 
tem vindo a ser estudado em diversos ensaios clínicos. No entanto, os resultados variam entre 
estudos, sem existir uma correlação clara entre a suplementação de ferro e a gravidade da malária. 
Ao mesmo tempo, diversos estudos têm demonstrado uma associação entre a co-infeção por 
Salmonella e Plasmodium, uma das co-infeções mais frequentes em indivíduos com malária. O 
ferro pode ter um papel crucial neste aspeto, uma vez que a Salmonella invade principalmente 
os macrófagos repletos de ferro aquando da sua infeção. 

Objectivos: Estudar o impacto do ferro dietético e da suplementação de ferro na infeção por 
Plasmodium yoelli. Estudar o impacto do ferro dietético num modelo de co-infeção de P. yoelli e 
Salmonella Typhimurium, avaliando a influência do ferro na mortalidade destes modelos. 

Métodos: Infetaram-se ratos com P. yoelli em dietas com diferentes quantidades de ferro e 
administrou-se um suplemento com ferro oral. Diferentes ratos, também em diferentes dietas, 
foram co-infetados com P. yoelli e S. Typhimurium. 

Resultados: Nos ratos infetados apenas com P. yoelli, existe uma correlação positiva entre a 
parasitemia e a quantidade de ferro na dieta. No entanto, a sobrevivência também se correlaciona 
positivamente com a quantidade de ferro na dieta e com a parasitemia. Enquanto os ratos com 
deficiência de ferro (<10mgFe/Kg) têm uma sobreviência inferior a 10%, os ratos com excesso de 
ferro (500mgFe/kg) têm uma sobrevivência de 80%. A mortalidade dos ratos com deficiência de 
ferro pode ser prevenida com a suplementação oral de ferro. Relativamente à co-infeção com P. 
yoelli e S. Typhimurium, este modelo está associado a uma maior resposta inflamatória (níveis 
ferritina) do que a infeção de ratos apenas com P. yoelli. Maiores concentrações dietéticas de 
ferro em ratos co-infetados relaciona-se com menor bacteremia, apesar do aumento do número 
de macrófagos hepáticos. 

Conclusão: No contexto do nosso modelo de infeção, a suplementação de ferro em hospedeiros 
com défice do mesmo pode ser importante para reduzir a mortalidade, mesmo que aumente a 
parasitemia. O modelo de co-infeção exacerba o processo inflamatório e um aumento do ferro 
na dieta correlaciona-se com menor bacteremia.

Key-words: Malaria, Iron, Salmonella

Background: Iron is one of the elements required for life and its uptake and metabolism are tightly 
regulated. It is essential for microbial life, from bacteria to virus, from fungi to protozoans. The agent 
of malaria, Plasmodium, invades erythrocytes and is a frequent cause of severe anemia. Malaria is 
the most prevalent parasitic disease, with few new drugs developed in the last decades and still 
no vaccine available. A prejudicial effect of iron supplementation in malaria has been reported 
since 1978. However, Iron supplementation is an important strategy to avoid iron deficiency, which 
is prevalent in many developing countries, including most malaria endemic areas. The effect of 
iron supplements in malaria-infected individuals has been studied in several clinical trials. However, 
results vary between studies, with no clear correlation between iron supplementation and malaria 
severity. What´s more, several studies have associated Salmonella co-infection with Plasmodium 
infection, being one of the most common co-infections with Malaria. Iron may take a role in this co-
infection because Salmonella mainly invades iron-enriched macrophages during its infection. 

Objectives: To study both the dietary iron and iron supplementation impact on the course of 
Plasmodium yoelli infection. To study the impact of dietary iron in a co-infection model of P. yoelli 
and Salmonella Typhimurium, evaluating if dietary iron would influence mortality in these models. 

Methods: We infected mice in special diets (different iron content) with P. yoelli and supplemented 
them with oral iron supplementation. In addition, we also co-infected mice in these special diets 
with P. yoelli and S. Typhimurium. 

Results: Our data using the P. yoelii infection model in mice shows that the maximum parasite load 
correlates positively with the amount of iron in the diet. However, survival curves also correlate 
positively with both the amount of iron in the diet and the parasite load. While an iron-deficient 
diet (<10mgFe/Kg) leads to 10% survival or lower of mice infected with P. yoelii, an iron diet with 
500mgFe/kg (“iron excess”) leads to over 80% survival. Similarly, iron deficient mice can be rescued 
from dying of Malaria if they receive oral iron supplementation. As far as the co-infection of P. yoelli 
with S. Typhimurium is concerned, our data suggest that this co-infection model is associated with a 
higher inflammation rate (Ferritin levels) when compared to mice only infected with P. yoelli. Higher 
dietary iron provided to co-infected mice leads to a lower bacterial infection, despite a higher 
frequency of macrophages in the liver. 

Conclusion: Our data suggest that, in the context of a murine model of infection, iron 
supplementation of iron-deficient hosts may be beneficial to avert pathology, even if it seems to 
increase the infection load. Our co-infection model exacerbates the inflammation process and 
higher dietary iron correlates with lower bacteremia.
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Palavras-Chave: Vírus Dengue, Infecção viral, Marcação viral, Microscopia single particle, 
Dinâmica de infecção viral

Fundamento: A dengue é uma doença viral sistémica, transmitida por artrópodes, de grande 
importância global de saúde pública, que se manifesta clinicamente por febre dengue ou condições 
mais graves, como dengue hemorrágica ou síndrome do choque. Estratégias eficientes para o 
controlo da doença viral são extremamente dependentes do que se sabe sobre o ciclo “vida” viral, 
incluindo a forma como o vírus (DENV) interage com as células hospedeiras humanas (membrana) 
durante a infecção, o que será um grande avanço para a compreensão do mecanismo de infecção 
e orientar o desenvolvimento de fármacos. No entanto, para DENV, assim como outros vírus 
potencialmente fatais, este processo é mal compreendido e não fornece pormenores moleculares. 
Os resultados preliminares sugerem que a proteína DEN C, até agora exclusivamente atribuída 
às funções estruturais e de montagem da capside pode realmente intervir na entrada DENV em 
células actuando como agente de transfecção de ssRNA para o citosol, bem como transportador 
para a infecção célula-a-célula. A nossa hipótese é que proteína C de DENV pode ser uma proteína 
activa funcional da membrana, agindo como um agente de transfecção do genoma viral.

Objectivos: Com este projecto pretende-se produzir um DENV fluorescente com proteína C marcada 
usando o método de marcação baseada na fluoresceína tetracysteine (FlasH). Será uma tecnologia 
útil para elucidar a dinâmica da infecção viral e clarificar a hipótese de que a proteína DEN C é 
responsável pelo transporte do genoma viral para o citoplasma celular. Os objectivos específicos 
são: 1) Criação de um sistema de produção eficaz para vírus com proteína C marcada, usando 
células HEK; 2) infecção de células com o vírus com DENVC marcada, 3) Obtenção de imagens e 
detecção de DENVC marcada durante a infecção celular.

Métodos: As células HEK293T foram usadas para produzir a proteína DENVC marcado por 
transfecção de um plasmídeo contendo DENVC marcado. Foram realizados estudos de PCR para 
confirmar a expressão constitutiva do gene DEN C, bem como microscopia confocal para observar DEN 
proteína C marcada. Posteriormente, células HEK293T foram infectadas com o vírus da dengue para 
a produção de vírus da dengue com DENVC marcado. As células BHK foram infectadas com a cultura 
anterior contendo o vírus e fotografadas através de microscopia confocal para co- localizar a proteína 
DENVC marcado e o vírus (utilizando um anticorpo monoclonal anti-DENV) durante a infecção.

Resultados: As células HEK293T foram transfectadas com sucesso com o plasmídeo, expressando 
DENV C com FlasH. A infecção com o vírus da dengue foi também confirmada por co -localização 
com um anticorpo monoclonal anti- DENV por microscopia confocal. Estes dados preliminares 
suportam a nossa proof-of-concept para produzir DENV com proteína da capside marcada. Além 
disso, a possibilidade de migração de DENV célula-a-célula e promover a infecção DENV sem 
necessidade de sair dos novos vírus também foi testada. Dados de citometria de fluxo revelaram 
que a proteína C é capaz de migrar de células “infectadas”, para “não infectadas “ levantando a 
hipótese de que este pode contribuir para propagar DENV infecção no hospedeiro.

Conclusões: Com esta ferramenta, pode-se imaginar o estudo aprofundado das dinâmicas da 
infecção e do papel da proteína C durante o processo, bem como o teste de potenciais medicamentos 
anti- DENV que podem servir como inibidores de entrada para o vírus.

Key-words: Dengue Virus, Viral Infection, Viral Labeling, Single-Particle Microscopy, Cellular infection 
dynamics

Background: Dengue is a systemic arthropod-borne viral disease of major global public health 
importance clinically manifested by dengue fever or more severe conditions such as dengue 
hemorrhagic fever and shock syndrome. Efficient strategies for viral disease control are critically 
dependent on how much is known about the viral “life” cycle, including how the virus (DENV) 
interacts with the human hosts cells (membrane) upon infection, which will be a major breakthrough 
for understanding the infection mechanism and guiding drug development. Yet, for DENV, as well 
as other life-threatening viruses, this process is poorly understood and lacks molecular detail. Our 
preliminary results suggest that DENV C protein, so far assigned uniquely to structural and capsid 
assembly functions may actually intervene in DENV entry into cells acting as the ssRNA transfection 
agent to the cytosol as well as function as carrier for DENV cell-cell infection. We hypothesize that 
DENV C protein may be a membrane-active functional protein, acting as a transfection agent of the 
viral genome. 

Objectives: With this project we aim to produce a fluorescent DENV with labeled C proteins using 
the fluorescein tetracysteine-based labeling method (FlAsH). It will be a useful technology to 
elucidate the viral infection dynamics and clarify the hypothesis that DENV C protein is responsible 
for the transport of the viral genome to the cellular cytosol. Specific goals: 1) Creating an effective 
production system for DENV C-labeled viruses using HEK; 2) Infecting cells with Virus having labeled 
DENVC; 3) Imaging and detection of labeled-DENV during cellular infection.

Methods: HEK293T cells were used to produce labeled DENVC protein by transfection of a labeled 
DENVC containing plasmid. PCR studies were performed to confirm the constitutive expression 
of DENV C gene, as well as confocal microscopy to observe DENV C protein labeling. Afterwards 
HEK293T cells were infected with Dengue Virus to produce Dengue viruses with labeled DENVC. 
BHK cells were infected with the previous culture containing the virus and imaged by confocal 
microscopy to co-localize the labeled DENVC protein and the virus (using a monoclonal Anti-DENV) 
during infection.

Results: HEK293T cells were successfully transfected with the plasmid being able to further label 
DENV C with FlASH. Infection with Dengue Virus was also confirmed by co-localization with an anti-
DENV monoclonal antibody by confocal microscopy. This preliminary data further supports our setup 
as a proof-of-concept to produce DENV labeled in the Capsid protein. Moreover, the possibility of 
DENV to migrate from cell-to-cell and promote DENV infection with no need of emerging of new 
viruses was also tested. Flow cytometry data revealed that DENV C protein is able to migrate to from 
“infected” to “uninfected” cells posing the hypothesis that this may contribute to propagate DENV 
infection in the host.

Conclusions: With this value tool, one can envision the in-depth study of the dynamics of DENV 
infection and the role of C protein during the process, while testing potential anti-DENV drugs that 
may serve as entry inhibitors for the virus.
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Palavras-Chave: Escape tumoral, Reconhecimento tumoral, Células T Gama-Delta

Fundamento: Células-T αβ geneticamente modificadas para expressarem receptores quiméricos 
para antigénio (CARs) ou receptors de células T- αβ (TCRs) têm sido usados em ensaios clínicos 
para eliminarem tumores metastáticos. Remissões completes duradouras têm sido ocasionalmente 
obtidas. Contudo, muitos doentes recidivam, devido à diminuição da expressão da molécula 
reconhecida pelo CAR ou TCR. Deste modo, são necessárias células efectoras com um espectro 
de acção mais alargado. Células-T γδ são um subtipo de células-T com actividade anti-tumoral 
endógena. Elas reconhecem tumores através de vários receptores: TCR γδ, NKp30, NKG2D, DNAM-
1. As células-T γδ são assim um efector promissor, especialmente se forem equipadas com um CAR 
ou um TCRαβ aumentando o seu portfolio de reconhecimento.Desta forma o nosso objectivo foi 
criar uma “célula T super assassina multi-reactiva cancro-específica”, combinando a potencia de um 
CAR/TCRαβ com o alargado portfolio de receptores tumor-reactivos das células-Tγδ. Objectivos: 
1.Provar que os TCRs ou CARs introduzidos funcionam aditiva ou sinergeticamente com os receptores 
endógenos das células-Tγδ; 2. Melhorar a imunoterapia do cancro; 3. Melhorar os conhecimentos 
básicos acerca da engenharia de células T. Métodos: A transformação bacteriana foi efectuada 
através do protocolo heat shock. A linha utilizada foi a DH5α. Os plasmídios codificando pDMLg, 
#318, VSVG e RSV-VER foram utilizados em lotes diferentes. As bactérias cresceram em cultura com 
ampicilina. O kit midiprep foi utilizado para extrair os plasmídios. O Nanodrop foi utilizado para 
avaliar a sua quantidade. A digestão através de restrição enzimática seguida de electroforese foi 
efectuada para avaliar a pureza dos plasmídeos. As células HEK 293 foram transfectadas com os 
plasmídeos codificantes de pMDLg, #318, VSVG e RSV-VER, e cultivadas para produzirem vectores 
lentivirais codificando GFP, secretando-o para o sobrenadante. Os linfócitos foram isolados de buffy 
coat. Foram cultivados com TCR crosslinking reagentes e diferentes citocinas, de forma a obter 
células Vγ1+, Vγ2+ e Tαβ. Estas células fora transduzidas com o lentivírus-GFP. Foi efectuado citómetria 
de fluxo e killing assay, com linhas de tumores hematológicos, para avaliar o fenótipo e função das 
células transduzidas. A linha celular M foi colocada em cultura e foi extraído o retrovírus M. Os linfócitos 
foram isolados de buffy coat e estimulados como acima mencionado. Foram transduzidos com o 
retrovírus M. Foi efectuada citometria de fluxo para avaliar o seu fenótipo. Os linfócitos foram 
isolados de buffy coat e estimulados como acima mencionado. As linhas celulares M e V fora 
colocadas em cultura, foram extraídos os retrovírus M e V e foram utilizados para transduzir 
os linfócitos. As linhas celulares de melanoma MEL-A e MEL-B foram colocadas e mcultura. Foi 
realizado o ensaio de CD107 com os linfócitos traduzidos-M e V, e as linhas MEL-A e MEL-B. 
Resultados: Os plasmídeos foram transfectados com sucesso. Conseguimos produzir o lentivírus-
GFP. O vírus conseguiu transduzir as células-T γδ. Estas células apresentaram capacidade citotóxica. 
A transdução com os retrovirus M e R foi efectuada com sucesso. As culturas linfocitárias cresceram 
preferencialmente nos subtipos pretendidos. O ensaio de CD107 demonstrou degranulação em 
quase todas as condições. Conclusões: As células-Tγδ podem ser transduzidas tanto com o lenti 
e retrovirus. As células-Tγδ apresentaram função citotóxica. É possível efectuar crescimento de 
linfocitário para os subtipos pretendidos, mesmo com células transduzidas. O ensaio de CD107 
foi inconclusive, desta forma mais estudos serão necessários para avaliar se o αβTCR ou o CAR 
funciona aditiva ou sinergeticamente com os receptores endógenos das células-Tγδ.

Key-words: Tumor escape, tumor targeting, Gamma-Delta T cells

Background: Genetically modified αβ T-cells expressing chimeric antigen receptors (CARs) or 
αβ T-cell receptors (TCRs) have been used in clinical trials to eradicate metastatic malignancies. 
Lasting complete remissions were ocasionally achieved. However, many patients relapse, due to 
a down regulation of the molecule targeted by the CAR or TCR. Therefore, effector cells with a 
wider spectrum of recognition are needed. γδ T-cells are a subset of T-cells with endogenous anti-
tumoral activity. They recognize tumors through several receptors: γδTCR, NKp30, NKG2D, DNAM-1. 
γδ T-cells are thus promising effectors, especially if equipped with a CAR or αβ TCR enhancing their 
recognition portfolio. Therefore we aimed at creating a “multi-reactive cancer-specific super killer 
T cell”, combining the potency of a CAR/ αβTCR with the endogenous broad portfolio of tumor-
reactive receptors from the γδ T-cell. Objectives: 1. Prove that introduced TCRs and CARs work 
additively or synergistically with endogenous γδ T cell receptors; 2. Improve cancer immunotherapy;
3. Improve our basic knowledge on engineering T cells. Methods: Bacterial transformation was 
done through heat shock protocol. The bacterial line used was DH5α. Plasmids encoding pMDLg, 
#318, VSVG and RSV-REV was used in different batches. The bacteria was grown in culture with 
ampicilin. Midiprep kit was used to extract the plasmids. Nanodrop was used to assess its amount. 
Restriction enzyme digestion followed by electrophoresis was preformed to assess plasmid purity.
HEK 293 cells were transfected with pMDLg, #318, VSVG and RSV-REV encoding plasmids and 
cultured to produce lentiviral vectors coding GFP, secreted into the supernatant. Lymphocytes 
were isolated from buffy coat. Cultured with TCR crosslinking reagents and different citokines 
was preformed in order to obtain Vγ1+, Vγ2+ and αβ T cells. These cells were transduced with the 
GFP-lentivirus. Flow cytometry analysis and killing assay with hematological tumor cell lines were 
preformed to analyze their phenotype and function, respectively. M cell line was set in culture 
and M retrovirus was extracted. Lymphocites extracted from a donors buffy coat and stimulated 
as above. They were transduced with M retrovirus. Flow cytometry was preformed to assess their 
phenotype. Lymphocites extracted from a donors buffy coat. They were stimulated as above. M and 
V cell line were set in culture, both M and V retrovirus were extracted and used to transduce the 
lymphocites. MEL-A and MEL-B melanoma cell lines were set in culture. CD 107 assay was preformed 
with the M and V-transduced lymphocytes and MEL-A and MEL-B cell lines. Results: The plasmids 
were transfected with success. We were able to produce a GFP-lentivirus. The virus was able to 
transduce γδ T-cells. These cells presented cytotoxic function. Transduction with M and R retrovirus 
was performed with success, and culture preferential growth in the targeted subsets was achieved.
CD107 assay showed degranulation on almost every conditions. Conclusions: γδ T-cells can 
be transduced with both lentivirus and retrovirus. GFP transduced γδ T-cells present cytotoxic 
function. It is possible to grow into prefered subsets even when transduced. CD107 assay results 
are inconclusive, therefore further studies are needed to assess if αβTCRs work additively or 
synergistically with endogenous γδ T cell receptors.
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Palavras-Chave: Leucemia mielóide aguda, Células T γδ, Ligandos NKR

Fundamento: A leucemia mielóide aguda (AML) é a leucemia mais frequente em adultos e o cancro 
hematológico com taxa de sobrevivência mais baixa. Apesar de poder ser classificado em subtipos 
de acordo com padrões citogenéticos e moleculares, estes avanços não se têm traduzido em 
repercussão ao nível da maioria de estratégias terapêuticas. Terapêutica de primeira linha continua 
uniforme, consistindo em quimioterapia com agentes intercalantes do DNA. Esta estratégia é 
eficaz na indução de remissão completa e prolonga a sobrevivência, mas apesar de terapêutica 
de consolidação ser feita, recorrência é frequente e associa-se com uma taxa de sobrevivência de 
apenas 10%. O péssimo prognóstico associado à recorrência de AML salienta a necessidade de 
novas abordagens terapêuticas.

Células T γδ são linfócitos “innate-like” com actividade anti-tumoral que se aparenta especialmente 
potente contra AML. Células T γδ T partilham muitas características com células “natural killer” 
(NK), e a expressão de receptores de células NK (NKRs) pelas células T γδ é crítica na sua actividade 
citolítica anti-tumoral.

Objectivos: Carificar o papel de ligandos NKR na susceptibilidade à morte mediada por células T γδ 
em subtipos de AML.

Métodos: Linhas celulares representates dos subtipos de AML (de acordo com a classificação FAB) 
de M1 a M7 foram mantidas em cultura. Análise de expressão de ligandos NKR ( PVR, Nectin-2, 
MICA, MICB, ULBP-1,2,3,4, B7-H6), assim como de outros mediadores, foi feita através de qRT-
PCR. Células T γδ foram expandidas de leucócitos de sangue periférico até purezas >70%. Foram 
realizados ensaios de morte, em que células de AML foram colocadas em cultura com células T γδ e 
a morte induzida foi quantificada por FACS, de modo a avaliar a susceptibilidade à morte mediada 
por  células T γδ. Em todas as etapas, uma linha celular de leucemia mielóide crónica, K562, foi 
incluida como controlo positivo.

Resultados: Verificou-se que a expressão de ligandos de NKR e a susceptibilidade à morte 
mediada por  células T γδ do tipo Vδ2 era variável nos diferentes subtipos de AML. Dos transcritos 
analisados, o ligando do NKR NKG2D, ULBP2, revelou a maior associação com a susceptibilidade à 
morte mediada por  células T γδ.

Conclusão: ULBP2 aparenta ser o mais importante mediador de susceptibilidade à morte mediada 
por  células T γδ Vδ2. No entanto, a ausência de correlações fortes entre a expressão destes 
ligandos e morte celular nos ensaios indica que a expressão de um único ligando poderá não 
reflectir directamente o fenotipo, uma vez que há mais interações implicadas: reconhecimento de 
múltiplos ligandos pelo mesmo receptor, interacções de feedback negativo, entre outras.

Key-words: Acute myeloid leukemia, γδ T cell, NKR ligand

Background: Acute myeloid leukemia (AML) is the most common acute leukemia in adults and the 
hematological cancer with the lowest survival rate. It currently can be subdivided by molecular 
and cytogenetic patterns into variants; however, these advances have not had significant 
repercussion on most treatment strategies. First-line treatment remains mostly uniform, consisting 
of chemotherapy with DNA intercalating agents. This therapeutic approach is effective in causing 
complete remission and prolongs survival, but even with consolidation therapy relapse is still 
frequent and is associated with a survival rate of only 10%. The dismal survival rate associated with 
AML recurrence underscores the need for new therapeutic strategies.

γδ T cells are innate-like lymphocytes with anti-tumor activity that appear to be especially potent 
against AML. γδ T cells share many characteristics with natural killer (NK) cells, and the expression 
of NK cell receptors (NKRs) by γδ T cells is key in these cells’ anti-tumor cytolytic activity.

Objectives: Clarification of the role of NKR ligands in susceptibility to γδ T cell mediated cell killing 
in AML subtypes.

Methods: Cell lines representative of AML FAB subtypes M1 through M7 were cultured. qRT-PCR 
analysis of NKR ligand transcripts (PVR, Nectin-2, MICA, MICB, ULBP-1,2,3,4, B7-H6) as well as 
other molecules was performed. γδ T cells were expanded from peripheral blood leukocytes to 
purities >70%. Killing assays, in which AML cells were co-cultured with  γδ T cells and cell death was 
quantified by fluorescence-activated cell sorting (FACS) were also performed, in order to evaluate 
susceptibility to γδ T cell mediated killing. In all stages, chronic myeloid leukemia cell line K562 was 
used as a positive control.

Results: We verified that NKR ligand expression and susceptibility to Vδ2 γδ T-cell mediated killing 
was variable in AML subtypes.  Of the quantified transcripts, the ligand of NKR  NKG2D, ULBP2 
showed the strongest association with susceptibility to δ T-cell mediated killing.

Conclusion: ULBP2 appears to be the main mediator of susceptibility to  Vδ2  γδ T-cell mediated 
killing. However, the lack of strong correlations between ligand expression and cell death indicates 
that single ligand expression may not directly reflect phenotype, as multiple ligands bind to the 
same receptor and there may be negative feedback mechanisms in play, among other possible 
interactions.
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Palavras-Chave: Splicing, Terapia génica, Distrofia Muscular de Duchenne

Fundamento: A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doença miodegenerativa recessiva 
ligada ao cromossoma X para a qual não existe uma terapia eficaz. Esta doença é caracterizada pela 
degeneração muscular, culminando geralmente em insuficiência cardiorrespiratória entre a 2ª e 3ª 
década de vida. Tem como causa mutações no gene DMD que inibem a produção eficaz da proteína 
distrofina por alterarem o seu quadro de leitura. Mutações neste gene que não afetam o quadro de 
leitura dão origem a uma proteína de menores dimensões mas funcional e associam-se à Distrofia 
Muscular de Becker (DMB), muito menos grave.

A terapia génica da DMD baseada em modulação de splicing consiste em administrar oligonucleótidos 
antisense (AONs) que vão evitar a inclusão dos exões alvo no mRNA (exon-skipping) de modo a 
restabelecer o quadro de leitura da proteína. O objetivo é transformar uma DMD numa DMB.

Objetivos: O trabalho proposto visa o desenvolvimento de uma estratégia mais eficaz para induzir 
o skipping de exões nos transcritos do gene DMD, através do uso de AONs modificados por “locked 
nucleic acid” (LNA) e uma estrutura de fósforo-tioato. Tendo em conta os resultados promissores 
obtidos por nós na avaliação da capacidade destes AONs induzirem exon-skipping dos exões 46 e 51 
do mRNA da distrofina numa linha imortal de células precursoras de células musculares humanas, 
pretendemos agora testar a sua eficiência em induzir exon-skipping e reversão do fenótipo em 
células musculares humanas provenientes de pacientes DMD.

Métodos: A primeira tarefa consistiu em otimizar a transfeção dos AONs LNA (desenhados 
anteriormente) nas células provenientes de pacientes DMD e pacientes controlo, utilizando vários 
agentes de transfeção. De seguida, utilizando o método de transfeção e o reagente de transfeção 
mais eficaz, os vários tipos de células foram incubadas durante 48 horas a 37ºC, com CO2 a 5%, 
no meio de cultura correspondente e o RNA total foi extraído. A partir do RNA total foi produzido 
cDNA com primers aleatórios e efetuado RT-PCR para deteção dos variantes de splicing do gene da 
distrofina através do método de nested PCR. Finalmente, utilizamos a técnica de imunocitoquímica 
para observar diretamente a expressão de distrofina nos vários tipos de células.

Resultados: Confirmámos a expressão de distrofina nas células musculares de pacientes controlo 
e a sua ausência nas células musculares provenientes de pacientes DMD. Observámos exon-
skipping do exão 51 e restauro da produção da proteína distrofina nas células de pacientes DMD 
transfetadas com o AON LNA DMD_51_seq1 48h antes da extração do RNA.

Conclusões: Conseguiu-se mostrar que, dos vários AONs LNA tendo como alvo o exão 51 do gene 
DMD, o AON DMD_51_seq1 foi o mais eficiente, a induzir exon-skipping corrigindo o quadro de 
leitura da proteína distrofina e recuperando a sua produção em células de pacientes DMD com 
uma mutação passível de ser corrigida pelo skipping do exão 51.

O projeto terá continuação com a avaliação da utilização de AONs LNA num modelo animal de 
DMD, o rato mdx52.

Key-words:  Splicing, gene therapy, Duchenne Muscular Dystrophy

Background: Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a myodegenerative recessive X linked disease 
for which there is no effective therapy. This disease is characterized by muscle degeneration, usually 
culminating in cardio-respiratory failure between the 2nd and 3rd decade of life. It is caused by 
mutations in the DMD gene that effectively inhibit the production of the dystrophin protein by 
altering its reading frame. Mutations in this gene which do not affect the reading frame give rise to 
a smaller but functional protein and are associated with Becker muscular dystrophy (BMD), which 
is much less severe.

The DMD gene therapy based in splicing modulation consists in the administration of antisense 
oligonucleotides (AONs) which will avoid the inclusion of the target exons in the mRNA (exon-
skipping) in order to restore the reading frame of the protein. The aim is to transform a DMD in a 
DMB.

Objectives: The work to which we propose is to develop more effective strategies for inducing 
exon-skipping in DMD transcripts by using small LNA modified AONs with a phosphor-thioate 
backbone. Given the promising results obtained by us in assessing the ability of these AONs induce 
exon-skipping of exons 46 and 51 of the dystrophin mRNA in an human immortallized cell line 
differentiated into muscle cells, now we intend to test its effectiveness in inducing exon-skipping 
and phenotype reversal in human muscle cells from DMD patients.

Methods: The first task was to optimize the transfection of LNA AONs (previously designed) into 
cells from DMD and control patients, using multiple transfection agents. Then, using the most 
effective transfection method and reagent, the various types of cells were incubated for 48 hours at 
37°C with 5% CO2 in appropriate culture medium, then total RNA was extracted. From the total RNA, 
cDNA was produced with random primers and RT-PCR was performed to detect the splicing variants 
of the dystrophin gene by the nested PCR method. Finally, immunocytochemistry techniques were 
used to directly observe dystrophin expression in various cell types.

Results: We confirmed the expression of dystrophin in the muscle cells of control patients and 
its absence in the muscle cells from DMD patients. We observed exon-skipping of exon 51 and 
restoration of dystrophin protein production in cells from DMD patients transfected with LNA AON 
DMD_51_seq1 48h prior to RNA extraction.

Conclusions: We were able to show that from our various LNA AONs targeting exon 51 of the 
DMD gene, the AON DMD_51_seq1 was the most efficient to induce exon-skipping, correcting the 
reading frame of the dystrophin protein and recovering its production in cells from DMD patients 
with a mutation which could be corrected by skipping exon 51.

The project will continue with the evaluation of the use of LNA AONs in an animal model of DMD, 
the mdx52 mouse.
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Palavras-Chave: Timo, Amígdalas palatinas, Programa genético

O timo é um órgão linfoide primário, onde os linfócitos T são produzidos enquanto as amígdalas 
palatinas (AP) são órgãos linfoides secundários, onde os linfócitos T exercem as suas funções. 
Apesar destes órgãos serem funcionalmente diferentes, partilham semelhanças importantes: 1) 
um retículo epitelial semelhante, que no órgão adulto têm a capacidade de interagir com linfócitos 
T; 2) ambos derivam da endoderme das bolsas faríngicas (BF). Mais especificamente, o epitélio das 
AP deriva da endoderme da 2ª BF enquanto o epitélio tímico deriva da endoderme da 3ª BF.

O objectivo deste trabalho é caracterizar o perfil de expressão génica dos rudimentos das criptas 
das AP (endoderme da 2ª BF) e dos rudimentos epiteliais tímicos (endoderme da 3ª BF) durante o 
desenvolvimento embrionário de codorniz. Para esse efeito, isolou-se a endoderme da 2ª e 3ª BF 
de embrião de codorniz com 3 dias de desenvolvimento (fase precedente à formação dos órgãos). 
Para cada tipo de estrutura (2ª ou 3ª BF), os tecidos de 15-20 embriões foram isolados e classificados 
como uma amostra. Esta experiência foi repetida duas vezes (n=2/cada estrutura). Posteriormente, 
procedeu-se à extracção de RNA e à síntese de cDNA para cada amostra. Finalmente, as amostras 
foram avaliadas utilizando GeneChip® Chicken Genome Array (da Affimetrix).

Através de análise bioinformática, comparou-se os níveis de expressão génica em cada BF. 
Observou-se, então, expressão significativamente diferente (p<0,05) em genes conhecidos por 
participarem em diferentes vias de sinalização. Com esta abordagem, procedemos à identificação 
da assinatura genética dos rudimentos do epitélio das AP (endoderme da 2ª BF) e do epitélio tímico 
(endoderme da 3ª/4ª BF). Identificámos os genes Wnt6, Wnt7a, Wnt9b, Fzd6, Fzd10, Wif1, Tle1, 
Cox2, Sox5, Sox6, Mycbp2, Tcfl5 and Tgfbr3 (from Wnt signalling); Ascl2 and Grem2 (from TGFb 
signalling); Cxcl14 and Cxcr7 (chemokines); HoxD10 (from Hox signalling); Shh and Ptch1 (from 
Hedgehog signalling); Mir181b-1, Mir1590, Mir1597 and Mir3528 como padrão de expressão 
génica do rudimento do epitélio das AP. Por seu turno, os genes Fzd2, Fzd4, Fzd7, Sox11, Tgfa and 
Myc (from Wnt signalling); Chrdl1 and Nog (from TGFb  signalling); Fgf18 and Vegfa (from FGF and 
VEGF signalling); Hoxa1, Hoxa3, Hoxa4, Hoxb1, Hoxb3, Hoxb4 and Hoxd4 (from Hox signalling); 
Dll1, Jag1, Hey1, Hey2 and Hes6 (from Notch signalling), Runx2 (from Hedgehog signalling); Cxcl12 
and Cxcr4 (chemokines) definem o padrão de expressão do rudimento do epitélio tímico. Visamos 
continuar a exploração dos resultados obtidos para se completar o perfil genético dos rudimentos 
epiteliais do timo e das criptas das AP.

Key-words:  Timo, Palatine tonsils, Genetic program

Thymus is a primary lymphoid organ, where T lymphocytes are produced and the palatine tonsils 
are secondary lymphoid organs, where T lymphocytes exert their effector functions. Although 
these organs are functionally different, they share important similarities: 1) A similar reticular 
epithelium in the adult organ capable of interacting with T-lymphocytes; 2) they both derive from 
the endoderm of the pharyngeal pouches (PP). Specifically, the tonsilar epithelium derives from the 
2nd PP endoderm while the thymic epithelium derives from the 3rd PP endoderm. 

In this work we aimed to characterize the gene-expression profile of the palatine tonsils crypts (2nd 
PP endoderm) and the thymic (3rd PP endoderm) rudiments during quail embryo development. 
For that, we isolated the 2nd PP endoderm and the 3rd PP endoderm of quail embryos with 3 days 
of development (at stages prior to organ formation). For each type of embryonic structure (2nd PP 
or 3rd PP), tissues were isolated from 15-20 embryos and pooled as one sample. This experiment 
was repeated twice (n=2/each embryonic structure). Then, total RNA extraction and cDNA was 
synthesized for each sample. Finally, samples were evaluated for gene expression using the 
GeneChip® Chicken Genome Array (from Affimetrix).

By bioinformatics analysis, we’ve started to compare the gene-expression levels in the distinct 
pouches. We observed significant differences (p < 0,05) in expressed genes known to be involved 
in several developmental and regulatory signalling pathways. With this approach we are currently 
identifying the genetic signature for the tonsilar epithelium (2nd PP endoderm) and the thymic 
epithelium (3rd/4th PP endoderm) rudiments. We identified Wnt6, Wnt7a, Wnt9b, Fzd6, Fzd10, Wif1, 
Tle1, Cox2, Sox5, Sox6, Mycbp2, Tcfl5 and Tgfbr3 (from Wnt signalling); Ascl2 and Grem2 (from 
TGFb signalling); Cxcl14 and Cxcr7 (chemokines); HoxD10 (from Hox signalling); Shh and Ptch1 (from 
Hedgehog signalling); Mir181b-1, Mir1590, Mir1597 and Mir3528 as emerging gene-expression 
pattern for the tonsilar epithelium rudiment. Conversely, Fzd2, Fzd4, Fzd7, Sox11, Tgfa and Myc 
(from Wnt signalling); Chrdl1 and Nog (from TGFb  signalling); Fgf18 and Vegfa (from FGF and VEGF 
signalling); Hoxa1, Hoxa3, Hoxa4, Hoxb1, Hoxb3, Hoxb4 and Hoxd4 (from Hox signalling); Dll1, Jag1, 
Hey1, Hey2 and Hes6 (from Notch signalling), Runx2 (from Hedgehog signalling); Cxcl12 and Cxcr4 
(chemokines) defined the emerging gene-expression pattern for the thymic epithelium rudiment. 
This is an on-going project and we intent to further explore these results to complete the genetic 
profile of thymus and palatine tonsils rudiments.
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Palavras-Chave: Splicing, Angiogénese, regeneração, medula espinhal

Fundamento: A medula espinhal dos mamíferos tem uma capacidade muito limitada de 
regeneração celular e recuperação funcional após trauma. A ineficaz restauração do sistema 
vascular que se segue após a lesão contribui de maneira significativa para a regeneração deficiente 
do tecido nervoso. Ao contrário dos mamíferos, o peixe zebra adulto tem a capacidade de recuperar 
completamente após lesão da medula espinhal. Esta capacidade regenerativa combinada com a  
sua fácil manipulação genética, fazem do peixe zebra um modelo muito valioso para estudar os 
mecanismos subjacentes à regeneração da medula espinhal. O projeto tenta explorar o papel dos 
vasos sanguíneos na regeneração completa da medula espinhal do peixe zebra. 

Objectivos: Realizar uma caracterização detalhada da vasculatura da medula espinhal do peixe 
zebra adulto em peixes controlo e com lesão, usando uma linha transgénica fli1-EGFP que marca as 
células endoteliais dos vasos sanguíneos, em combinação com angiografia do peixe zebra adulto.

Métodos: Para investigar mudanças na arquitectura dos vasos sanguíneos em resposta a lesão foi 
usado o protocolo para lesão da medula espinhal estabelecido no laboratório. Foram igualmente 
injetados dextrans marcados com fluorescência na corrente sanguínea de peixes não transgénicos, 
de maneira a obter uma perspetiva adicional da vasculatura. As medulas espinhais manipuladas 
foram analizadas a diferentes tempos pós-lesão para estudar o processo da regeneração: 3, 7 e 10 
dias. A vasculatura das medulas controlo e lesadas foi mapeada em wholemount usado microscopia 
confocal. A informação resultante será analisada usando um software de imagem para obter o 
mapa da vasculatura.

Resultados: O projeto revelou como os vasos sanguíneos da medula espinhal respondem a forças 
mecânicas direccionadas ao tecido nervoso. O processo ocorreu em diferentes etapas: disrupção 
inicial da vasculatura e quebra da barreira hemato-encefálica, recuperação gradual da integridade 
dos vasos em vasculatura existente.

Conclusões:  Esta análise produziu o primeiro mapa detalhado da vasculatura da medula espinhal 
do peixe zebra. Permitiu obter dados sobre dinâmica da resposta  a uma lesão da medula. Para além 
disso, esta caracterização fornece uma nova abordagem sobre a vasculatura e pode representar a 
base para futuras investigações que visem descobrir como este organismo consegue de maneira 
eficaz coordenar a formação de vasos sanguíneos e regeneração da medula espinhal

Key-words:  Angiogenesis, regeneration, spinal cord

Background: The adult mammalian spinal cord has a very limited capacity of cellular regeneration 
and functional recovery after trauma. The inefficient restoration of the vascular system following 
injury significantly contributes for the impaired repair of the nervous tissue. In contrast to 
mammals, the adult zebrafish is able to fully recover after spinal cord injury. This regenerative 
capacity, combined with its genetic tractability, makes zebrafish an invaluable model to study the 
mechanisms underlying spinal cord regeneration. This project aims to explore the role of blood 
vessels in the successful repair of the zebrafish spinal cord. 

Objectives: Perform a detailed characterization of the vasculature of the adult zebrafish spinal cord 
in control and injury conditions, using a fli1-EGFP transgenic line that labels endothelial cells in 
blood vessels, as well as angiography of the adult zebrafish.

Methods: To investigate the changes in blood vessel architecture in response to damage we used 
a spinal cord crush injury protocol established in the laboratory. In addition, fluorescence-labelled 
dextrans were injected into the bloodstream of non-transgenic fish in order to obtain an additional 
perspective of the vasculature. The manipulated spinal cords were analyzed at different time post-
injury to assess the progression of regeneration: 3, 7 and 10 days post-injury. The vasculature 
of control and injured spinal cords was mapped in wholemount using confocal microscopy. The 
resulting data will be analyzed using image processing software to obtain a map of the vasculature.

Results: The project revealed how blood vessels in the spinal cord respond to mechanical forces 
imposed on the nervous tissue. The process occurred in successive steps: early disruption of the 
vasculature and breakage of the blood-brain-barrier; gradual recovery of vessel integrity in existing 
vessels.

Conclusions: This analysis provided the first detailed map of the spinal cord vasculature zebrafish. 
It helped better understand the dynamics of the vascular system response in upon spinal damage.  
Furthermore this characterization provides new insight into the vascular system of the zebrafish 
spinal cord and can provide a basis for further investigation aiming understand how this organism is 
able to successfully coordinate blood vessel formation and spinal cord repair.
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Palavras-Chave: Cancro colorectal, Cetuximab, mTOR

Fundamento: O cancro colo-rectal (CCR) é o terceiro cancro mais frequente a nível mundial. O 
anticorpo monoclonal cetuximab (Cetx) é actualmente utilizado em contexto de CCR metastizado. 
O Cetx reconhece o receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFR) e inibe a activação das 
vias de sinalização dele dependentes. Contudo, o Cetx é eficaz apenas em cerca de 20% dos casos, 
existindo mecanismos de resistência que envolvem activação de proteínas downstream na via de 
sinalização. A melhor resposta ao Cetx ocorre no subgrupo de  indivíduos com tumores KRAS-
wt, BRAF-wt, PI3KCA-wt e com níveis normais de PTEN. Contudo, cerca de 20% destes indivíduos 
são ainda resistentes ao Cetx. Esta observação sugere a existência de mecanismos de resistência 
alternativos capazes de influenciar a eficácia do tratamento, sendo um mecanismo possível a 
sobreactivação da via PI3K/AKT/mTOR.

Objectivos: Desenvolvimento de um modelo celular de resistência adquirida ao Cetx a partir 
de linhas celulares humanas derivadas de cancro do colon. Caracterização molecular das linhas 
resistentes ao Cetx e comparação com as respectivas linhas parentais relativamente ao estado de 
activação da via de sinalização PI3K/AKT/mTOR e o estado mutacional de KRAS e BRAF .

Métodos: Foram utilizadas 2 linhas celulares - Caco-2 e SW48, primariamente sensíveis ao Cetx 
(KRAS- e BRAF-wt). Utilizaram-se 2 metodologias de selecção de linhas resistentes: exposição a 
concentrações crescentes de Cetx (10-300 nM) e incubação com uma concentração fixa de Cetx 
(300 nM). Foi ainda efectuada a selecção de clones resistentes pelo método de diluição limite. 
Para determinação do estado mutacional de KRAS e BRAF foi efectuada amplificação por PCR 
de fragmentos genómicos que incluem as mutações KRAS codão 12, 13 e 61 e BRAF V600E, e 
sequenciação dos produtos obtidos. O grau de activação da via PI3K/AKT/mTOR foi avaliado por 
immunoblotting, tendo sido analisada a expressão das proteínas PTEN, AKT e proteína ribosomal 
S6, e as formas fosforiladas p-AKT(Ser473) e p-S6(Ser240/244).

Resultados: Obtiveram-se 2 linhas SW-48 e 2 linhas Caco-2 com aumento da resistência ao Cetx. 
Foram ainda isolados 3 clones Caco-2R e 18 clones SW-48R. Foram caracterizados 3 clones SW-
48R, tendo-se verificado  também um aumento de resistência ao Cetx quando comparados com 
a linha parental. Aguardam-se as sequências dos produtos de PCR para determinação do estado 
mutacional de KRAS e BRAF nos clones isolados. O grau de activação da via PI3K/AKT/mTOR nos 
clones resistentes e nas linhas parentais está a ser avaliado por immunoblotting.

Conclusões: Foi possível desenvolver in vitro linhas celulares resistentes a Cetx a partir de linhas 
parentais sensíveis ao fármaco. Face à variabilidade genética associada ao CCR e à forma como 
esta condiciona a eficácia terapêutica, esperamos que este modelo de resistência adquirida permita 
identificar possíveis alvos terapêuticos a ser explorados para aumentar a eficácia dos agentes anti-EGFR.

Key-words:  Colorectal cancer, Cetuximab, mTOR

Background: Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide. The monoclonal 
antibody cetuximab (Cetx) is currently used in the context of metastatic CRC. Cetx recognizes the 
epidermal growth factor receptor (EGFR) and inhibits the activation of EGFR-dependent signaling 
pathways. However, Cetx effectiveness is only about 20%, due to the existence of resistance 
mechanisms involving the activation of downstream proteins in the signaling pathway. The 
subgroup of patients with tumors KRAS-wt, BRAF-wt, PI3KCA-wt and normal PTEN levels show the 
best response to Cetx. Still, about 20% of these individuals remain resistant to Cetx. This observation 
suggests the existence of alternative mechanisms or resistance capable of influencing treatment 
effectiveness, with the overactivation of the PI3K/AKT/mTOR pathway being a possible hypothesis.

Objectives: Development of a cellular model with acquired resistance to Cetx using cell lines 
derived from human colorectal cancer. Molecular characterization of Cetx resistant cell lines and 
comparison with the respective parental line in what concerns the activation state of the PI3K/AKT/
mTOR signaling pathway as well as KRAS and BRAF mutational state.

Methods: Caco-2 and  SW48cell lines, primarily sensitive to Cetx (i.e. KRAS- and BRAF-wt) were used. 
For the selection of resistant lines, 2 different protocols were applied: exposure to progressively 
higher concentrations of Cetx (10-300 nM) and incubation with a fixed concentration of Cetx (300 
nM). Resistant clones were  selected using the limiting dilution method. To evaluate the mutational 
status of KRAS and BRAF, genomic fragments including the KRAS codons 12, 13 and 61 mutations 
and BRAF V600E mutation were amplified by PCR and sequenced. The activation of the PI3K/AKT/
mTOR pathway was evaluated by immunoblotting, with respect to the expression of PTEN, AKT and 
ribosomal protein S6 and the phosphorylated forms p-AKT(Ser473) and p-S6 (Ser240/244).

Results: Two SW48 lines and 2 Caco-2 lines with a higher degree of resistance to Cetx were 
obtained. Also, 3 Caco-2R clones and 18 SW48R clones were isolated. Three SW48R clones have 
been characterized and showed higher resistance to Cetx when compared to the parental line. PCR 
products are being sequenced to determine the mutational status of KRAS and BRAF of the resistant 
clones. The activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway in the resistant clones and parental lines are 
being assessed by immunoblotting.

Conclusions: It was possible to develop in vitro Cetx resistant cell lines from drug-sensitive parental 
lines. Given the genetic variability associated with CRC and how it influences the treatment 
response, we hope this acquired resistance model will enable the identification of new therapeutic 
targets that might be used to enhance the efficacy of anti-EGFR agents.
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Palavras-Chave: Moxifloxacina, Sépsis, Citoquinas

Fundamentação: A Sépsis é uma resposta inflamatória sistémica com ponto de partida numa 
infeção, que resulta de uma resposta nociva do hospedeiro à infeção. Não existe uma terapêutica 
eficaz para tratar a Sépsis, com as abordagens atuais baseadas em terapêuticas de suporte. Citocinas 
como o TNFα e a IL1β são mediadores essenciais na fisiopatologia da Sépsis. Estratégias anti-TNFα 
e anti-IL1β podem ser úteis no seu tratamento. Estudos demonstraram que a Moxifloxacina (um 
antibiótico que inibe a ADN girase) tem efeito na secreção de citocinas in vitro. No entanto, não há 
estudos que demonstrem o seu efeito imunomodulador na Sépsis.

Objectivos: (1) Testar a Moxifloxacina na sua capacidade em modular a secreção de TNFα e IL1β. 
(2) Testar a Moxifloxacina num modelo animal de Sépsis. (3) Usar estratégias farmacológicas e 
genéticas para identificar mecanismos moleculares.

Métodos: Moxifloxacina foi testada em células humanas de uma linha monocítica-macrofágica 
(THP1). As células THP1 foram estimuladas com lipopolisacárido (LPS), B. fragilis e E. coli (bactérias 
num rácio de 20 bactérias por cada célula), após uma hora de incubação com 5, 10 e 20 μM de 
Moxifloxacina. Os sobrenadantes foram recolhidos 4, 6, 8, 16 e 24 horas depois. Os níveis de TNFα 
e IL1β foram medidos com ELISA. A lesão do ADN foi verificada por Come Assay. O modelo animal 
de Sépsis foi realizado com laqueação do cego e perfuração, em ratinhos.

Resultados: A moxifloxacina inibe a secreção de TNFα e IL1β nas células estimuladas com LPS, B. 
subtilis e E. coli. A Moxifloxacina não induz lesão do ADN, uma vez que as células incubadas com 
diferentes concentrações (5, 10 e 20 μM) não mostraram ADN na cauda dos cometas. No modelo 
de Sépsis, os ratinhos não tratados morreram nas primeiras 48 horas. Por outro lado, quando a 
Moxifloxacina foi administrada intra-peritonealmente, no momento do procedimento e 24 horas 
depois, a sobrevivência aumentou para 80%. Não houve diferença significativa na sobrevivência 
dos ratinhos ATM knock-out tratados com Moxifloxacina. 

Conclusões: Moxifloxacina inibe a secreção de TNFα e IL1β. Os seus efeitos imunomoduladores 
não estão relacionados com a sua actividade na topoisomerase II (ADN girase), uma vez que não se 
identifica lesão do ADN. Adicionalmente, a sobrevivência de ratinhos ATM-knock out tratados com 
Moxifloxacina não é significativamente diferente. A Moxifloxacina é eficaz num modelo animal de 
Sépsis. Mais estudos são necessários para validar o efeito protetor da Moxifloxacina.

Key-words:  Moxifloxacin, Sepsis and Cytokines.

Background: Sepsis is a complex syndrome that results from harmful or damaging host response 
to infection. There is no effective therapy to treat sepsis, with the current approach based only 
in supportive therapies. Cytokines such as TNFα and IL1β are two important mediators of sepsis. 
Anti-TNFα and anti-IL1β strategies may be useful in the treatment of sepsis. It has been showed 
that Moxifloxacin (an antibiotic that inhibits DNA gyrase) has effect on the secretion of cytokines in 
vitro. However, there are no studies reporting immunomodulatory effects of Moxifloxacin in Sepsis. 

Objectives: (1) Test Moxifloxacin in its ability to modulate the secretion of TNFα and IL1β. (2) Test 
Moxifloxacin in an in vivo model of sepsis. (3) Use pharmacological and genetical approaches to 
identify its molecular mechanisms.

Methods: Moxifloxacin was tested on human cells of monocyte-macrophage line (THP1). The THP1 
cell line was stimulated with lipopolysaccharide (LPS), B. subtilis and E. coli (bacteria in a ratio of 20 
bacteria per cell) after one hour incubation with 5, 10 or 20 μM of Moxifloxacin. 4,6,8, 16 and 24 
hours after the supernatants were collected. The concentration of TNFα and IL-1β was measured 
by ELISA. DNA damage was accessed by Comet Assay. In vivo model of sepsis was performed with 
cecal ligation and puncture (CLP) in mice.

Results: Moxifloxacin inhibits the secretion of TNFα and IL-1β in cells stimulated with LPS, B. subtilis 
and E. coli. Moxifloxacin showed no DNA damage, as treated cells in concentrations of 5, 10 and 
20 μM showed no comet tail. In the CLP model, non-treated animals died in the first 48 hours. 
Moxifloxacin administered intra-peritonealy at the time of CLP and again 24 hours later increased 
the survival of mice by nearly 80%. There was no statistically significant difference in survival in ATM 
knock-out mice treated with Moxifloxacin.

Conclusions: Moxifloxacin inhibits the secretion of TNFα and IL-1β. Its immunomodulatory action 
may not be related with its activity on topoisomerase II (DNA gyrase), as there is no DNA damage. 
Moreover, survival in ATM knock-out mice is not different from survival in wild type mice. Moxifloxacin 
seems to be effective in an animal model of sepsis, probably due to its immunomodulatory effects. 
Further studies must be conducted to validate the protective effects of Moxifloxacin.
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Palavras-Chave: Transcrição; Mecanismo de controlo de qualidade de mRNA; Retenção no 
local de transcrição; 

Fundamento: Os eucariotas dispõem de mecanismos sofisticados para reconhecer mRNAs 
anormais e prevenir que estes sejam traduzidos em proteínas que, em última instância, poderão 
originar doenças. O mecanismo de controlo de qualidade melhor estudado é o NMD, que previne 
a tradução de transcritos com codões stop prematuros (PTC). Outro mecanismo de controlo de 
qualidade, descrito mais recentemente, é a retenção no local de transcrição de transcritos com 
defeitos de processamento. No laboratório em que este trabalho foi realizado, descobriu-se que 
mutações que condicionam o splicing de pré-mRNA da β-globina, semelhantes às apresentadas 
em pacientes com β-talassémia, conduzem à acumulação de transcritos anormais junto do local 
de transcrição1-2. Ao contrário do que era esperado, não se verificou um aumento na intensidade 
do sinal de RNA nos pontos de retenção destes transcritos. Tal observação sugere a existência 
de um mecanismo de feedback para a maquinaria de transcrição que resulta na redução dos 
níveis de transcrição. Contudo, o impacto da retenção de transcritos sobre a transcrição nunca 
foi avaliado. Adicionalmente, foi recentemente descrita a retenção no local de transcrição de 
transcritos contendo PTC3. Curiosamente, o processo é dependente de um de dois factores 
que participam no NMD: UPF1 ou SMG6. Neste contexto, é relevante verificar se estes factores 
também desempenham um papel na retenção de transcritos com defeitos de splicing. Objectivos: 
1) Determinar se a transcrição é afectada pela retenção no locus génico de transcritos com defeitos 
de splicing; 2) Verificar se UPF1 e/ou SMG6 são necessários para a retenção no local de transcrição 
de transcritos com defeitos de splicing. Métodos: O modelo usado consistiu em linhas celulares 
HEK-293 indutíveis e estavelmente transfectadas com uma única cópia do gene da β-globina, quer 
wild-type (βWT) quer com defeitos de splicing (βIVS1). Para determinar se a mutação tinha efeito 
na transcrição, realizaram-se ensaios de run-on baseados na marcação metabólica dos transcritos 
nascentes com 4-tiouridina, seguindo-se a purificação e a quantificação dos novos transcritos por 
RT-qPCR. A presença de retenção no local de transcrição foi avaliada por RT-qPCR dos transcritos 
associados à cromatina ou já livres no nucleoplasma. Para avaliar se UPF1 e SMG6 desempenham 
uma função na retenção, junto do local de transcrição, de transcritos com defeitos de splicing, 
realizou-se knockdown destas proteínas por RNA de interferência (RNAi)  e quantificou-se o 
nível de transcritos de β-globina associados à cromatina ou livres no nucleoplasma, por RT-qPCR. 
Resultados e conclusões: Os ensaios de run-on efectuados para determinar se a retenção do 
pré-mRNA com defeitos de splicing afecta a transcrição revelaram níveis significativamente mais 
baixos dos transcritos mutantes relativamente aos normais. Este resultado indica que, de facto, a 
transcrição do gene mutante se encontra reduzida e sugere um mecanismo de feedback para a 
maquinaria de transcrição despoletado pelas moléculas de RNA mutante retidas. O knockdown 
das proteínas UPF1 ou SMG6 realizado para elucidar o mecanismo de retenção indicou que estas 
proteínas não são necessárias para a retenção dos mutantes com defeitos de processamento. 
Este resultado indica que a retenção no gene de transcritos com PTC e com defeitos de splicing é 
mediado por moléculas diferentes. 

Key-words:  Transcription; mRNA quality control; Transcription site retention

Background: Eukaryotes have advanced mechanisms to recognize abnormal mRNAs and prevent 
them from being translated into disease-causing proteins. The best studied example of such a 
quality control mechanism is nonsense-mediated decay (NMD) which prevents the translation of 
transcripts with premature termination codons (PTC). Another quality control mechanism, more 
recently described, involves the retention of pre-mRNAs with processing defects at the site of 
transcription. The host laboratory discovered that defects impairing splicing of human β-globin pre-
mRNA, similar to those present in β-thalassemia patients, cause retention of abnormal transcripts 
at the gene locus1-2. Contrary to what was expected, the retained β-globin mutant transcripts do 
not show an increased RNA signal intensity, suggesting a feedback mechanism to the transcription 
machinery that results in reduced transcription levels. However, the effect of transcription site 
retention on transcription has never been evaluated. Additionally, the retention at the gene locus 
of transcripts harbouring PTC was also recently described3. Interestingly, the process is dependent 
upon one of two factors that participate in NMD: UPF1 or SMG6. In this context we asked whether 
these factors also play a role in retention of splicing-defective transcripts.

Objectives: 1) To determine if transcription is affected by the retention of splicing defective 
transcripts at the gene locus; 2) To verify if UPF1 and/or SMG6 are required for transcription site 
retention of transcripts with impaired splicing

Methods: As a model system we used inducible stable HEK-293 cell lines with a single copy of 
either the wild-type (βWT) or a splicing-defective (βIVS1) human β-globin gene. To determine if the 
mutation has an effect on transcription we performed run-on assays based on metabolic tagging 
with 4-thiouridine of the nascent transcripts followed by purification and quantification of newly 
transcribed RNA molecules by RT-qPCR. The presence of transcription site retention was evaluated 
by RT-qPCR of the transcripts in chromatin-associated and nucleoplasmic-released RNA fractions. 
To evaluate if UPF1 and SMG6 have a role in the retention, at the gene locus, of splicing-defective 
transcripts, we performed knockdown of these proteins by RNA interference (RNAi) and quantified 
by RT-qPCR the levels of the β-globin transcripts in the chromatin-associated and nucleoplasmic-
released RNA fractions.

Results and conclusions: The run-on assays performed to determine if retention of splicing mutant 
pre-mRNA at the gene locus affects transcription revealed significantly lower levels of nascent 
mutant β-globin pre-mRNA relative to βWT. This result indicates that indeed transcription of 
the mutant gene is reduced and suggests a feedback mechanism to the transcription machinery 
triggered by the mutant RNA molecules stalled on the template. Knockdown of SMG6 or UPF1 
performed to further elucidate the mechanism of retention indicated that neither UPF1 nor SMG6 
are necessary to the retention of the splicing-defective transcripts. This indicates that the retention 
at the gene locus of transcripts harbouring PTCs and transcripts with splicing defects is mediated 
by different molecules. 
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Palavras-Chave: Trypanosoma brucei, RNAs longos não-codificantes, Ciclo de vida do parasita.

Fundamento: Trypanosoma brucei é um protozoário unicelular que causa uma doença fatal 
denominada Tripanossomíase Africana Humana. T. brucei tem um ciclo de vida complexo, dividido 
em dois hospedeiros, que inclui cinco estádios parasíticos diferentes: as formas slender e stumpy 
(no hospedeiro mamífero, também conhecidas como formas da corrente sanguínea) e as formas 
procíclicas, epimastigotas e metacíclicas (a tsetse). Apesar de o ciclo de vida de T. brucei estar bem 
estudado e ser conhecido, os mecanismos moleculares que comandam o processo de diferenciação 
continua essencialmente desconhecido. Recentemente, uma nova classe de RNA não codificantes 
foi descoberta e chamada RNA longos não codificantes (lncRNA). LncRNAs constituem um grupo 
heterogéneo de moléculas de RNA com dimensões superiores a 200 nucleótidos e que regulam a 
expressão genética a diferentes níveis. A expressão de determinados lncRNAs tem sido associada 
a processos como desenvolvimento celular ou o cancro. A nossa hipótese afirma que, em T. brucei, 
os lncRNAs regulam a diferenciação do parasita do seu estádio da corrente sanguínea para a forma 
procíclica.

Objectivos: 1) Criar parasitas knockdown indutíveis para lncRNAs específicos previamente 
identificados por sequenciação de RNA. 2) Estudar o fenótipo destes parasitas knockdown para 
lncRNAs específicos através de testes de diferenciação celular in vitro.

Métodos: Seleccionámos 8 genes de lncRNAs a partir dos dados de sequenciação de RNA do 
laboratório da Dr. Luisa Figueiredo, baseando-nos nos seguintes critérios: (1) expressão diferencial 
entre os estádios da corrente sanguínea e procíclicos e (2) localização próxima de genes promotores 
de diferenciação celular. Primeiro, gerámos uma linha celular para estabelecer um sistema de 
RNA interferência (RNAi) indutível por tetraciclina a partir da estirpe pleomórfica de T. brucei 
Antat 1.1. O sistema de RNAi, baseado na expressão de uma molécula de RNA stem-loop “sense/
antisense”, foi desenhado para marcar individualmente cada um dos 8 lncRNA para degradação. 
A expressão de RNAi foi induzida no parasita na forma da corrente sanguínea um dia antes de 
testar a diferenciação in vitro. A diferenciação de forma da corrente sanguínea para procíclicos foi 
estudada em células da “linha-mãe” e células mutantes para o lncRNA usando um anticorpo contra 
a Prociclina e ensaio de citometria de fluxo.

Resultados: A análise por PCR Quantitativo confirmou uma downregulation em 6 dos 8 mutantes 
para lncRNA quando induzidos por tetraciclina comparando com as células parentais e não 
induzidas. O knockdown do lncRNA 603 induziu um atraso na diferenciação de parasitas da corrente 
sanguínea para procíclicos comparado com os clones não induzidos. A marcação específica de dois 
genes de lncRNAs, o lncRNA 603 e o lncRNA 4810, também induziram downregulation dos genes 
vizinhos upstream.

Conclusões: LncRNAs podem ser eficiente e especificamente marcados para knockdown  em 
T. brucei usando um sistema RNAi, por nós desenvolvido, funcionando na maioria dos mutantes 
de lncRNA testados. Dos 8 lncRNA estudados, o lncRNA 603, gerou um fenótipo de diferenciação 
durante a transição para procíclico. Estudos futuros com condições experimentais distintas são 
necessários para validar esta conclusão. Mostrámos que genes de lncRNA em T. brucei podem 
regular a expressão de genes próximos por um mecanismo em cis. Este estudo preliminar confirma 
a nossa hipótese que lncRNAs participam na diferenciação de T. brucei. 

Key-words:  Trypanosoma brucei, Long non-coding RNAs, Parasite life cycle

Background: Trypanosoma brucei is a unicellular protozoan which causes a fatal disease called 
Human African Trypanosomiasis. T. brucei has a complex life cycle divided in two hosts that includes 
five different parasitic forms: the slender and the stumpy forms (in the mammalian host, they 
are known as bloodstream forms) and the procyclic, epimastigote and the metacyclic forms (in 
the vector tsetse). Although the life cycle of T. brucei is well known, the molecular mechanisms 
governing the differentiation process remain largely unknown.
Recently, a new class of non-coding RNA has been discovered and classified as long non-coding RNA 
(lncRNA). LncRNAs are a heterogeneous group of RNA molecules larger than 200 nucleotides that 
regulate gene expression at several levels. The expression of determined lncRNAs is associated to 
some processes such as cell development and cancer.
We hypothesize that lncRNA regulates the cell differentiation from bloodstream to procyclic stage 
in T. brucei. 

Objectives: 1) To engineer inducible-knockdown parasites for specific lncRNAs identified previously 
by RNA sequencing. 2) To study the phenotype of these lncRNA-knockdown parasites through in 
vitro cell differentiation assays. 

Methods: We have selected 8 lncRNAs genes from the RNA-sequencing data of Dr. Luisa Figueiredo’s 
laboratory based on the following criteria: (1) differential expression between bloodstream and 
procyclic forms and (2) location nearby cell differentiation promoting genes.  We first generated 
a cell line to establish a tetracycline-inducible RNA interference (RNAi) system into the Antat 1.1 
pleomorphic strain of T. brucei. The RNAi system, based on the expression of a stem-loop “sense/
antisense” RNA molecule, was designed to individually target the 8 lncRNAs for degradation. RNAi 
expression was induced in bloodstream forms one day before performing the in vitro differentiation 
assay. Bloodstream to procyclic differentiation was studied for changes between parental and 
lncRNA mutant cells using a Procyclin (procyclic parasite marker) antibody and flow cytometry assay.

Results: Quantitative PCR analysis confirmed a significant downregulation in 6 of the 8 lncRNA 
mutants when induced with tetracycline compared to parental and non-induced cells. Knock-down 
of lncRNA 603 induced a delay in differentiation of bloodstream to procyclic forms compared to 
non-induced clones. Specific targeting of two lncRNA genes, lncRNA 603 and lncRNA 4810, also 
induced down-regulation of the associated upstream neighboring genes. 

Conclusions: LncRNA genes can be efficiently and specifically targeted for knockdown in T. 
brucei using an RNAi inducible system. The RNAi inducible system we developed works for the 
majority of the tested lncRNA mutants. Out of the 8 lncRNA studied one, lncRNA 603, generated 
a differentiation phenotype during bloodstream to procyclic form transition. Further studies with 
different experimental conditions need to be carried out to validate this conclusion. Finally, we 
showed for the first time that lncRNA genes in T. brucei can regulate the expression of the nearby 
genes by an active mechanism in cis. This preliminary study confirms our hypothesis that lncRNAs 
play a role in cell differentiation in T. brucei. Therefore study of lncRNAs will contribute to a better 
understanding of cell differentiation and parasite transmission of T. brucei.
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Palavras-Chave: LMW-PTP, MDA-MB-231, osteoclastos

Fundamentos: As LMW-PTP são um grupo de enzimas codificados no genoma humano no gene 
ACP1 (2p25.3) que, por splicing alternativo, produz duas isoformas principais funcionais designadas 
fast e slow, de acordo com o padrão de mobilidade electroforética. Têm sido reportados papéis 
divergentes da LMW-PTP na progressão tumoral, possivelmente por se considerar a proteína total 
e não as suas isoformas individualmente. Estudos desenvolvidos neste laboratório sugerem papéis 
opostos, propondo a isoforma fast como anti-oncogénica e a slow como pró-oncogénica. Pela 
elevada frequência de metastização do adenocarcinoma da mama para o osso, é fundamental 
averiguar a relação entre os níveis de expressão da LMW-PTP e a osteólise decorrente do processo 
metastático neste tipo de tumor. Os resultados poderão futuramente ser incorporados no 
desenvolvimento de marcadores de prognóstico e novos alvos terapêuticos.

Objectivos: 1) Estudar as características da linha tumoral da mama MDA-MB-231 quando a 
expressão de LMW-PTP está alterada. 2) Obter knockdowns eficazes de LMW-PTP total e isoforma 
slow; 3) Estudar a influência dos níveis de expressão de LMW-PTP (total e slow) na actividade 
PTPase e na diferenciação osteoclástica, ao cultivar precursores de osteoclastos (RAW 264.7) em 
meio condicionado dos knockdowns.

Métodos: Utilizou-se a linha celular MDA-MB-231, isolada de uma metástase pleural de 
adenocarcinoma da mama humano, que foi mantida com DMEM, 10% FBS, 1% PenStrep, sob 
condições BSL2. As células foram passadas a uma confluência não superior a 90%. Obtiveram-se 
curvas basais de crescimento e foram determinadas as curvas de crescimento sob pressão selectiva 
com puromicina em concentrações variáveis. Procedeu-se à infecção com diferentes lentivírus e à 
expansão dos clones sob pressão selectiva de puromicina. Fez-se extracção de RNA e conversão a 
cDNA. Quantificou-se a expressão de ACP1 total e isoforma slow por Real Time-PCR, usando como 
controlo interno o GAPDH. Estão agendadas a determinação da actividade PTPase e a cultura de 
RAW 264.7 em meio condicionado dos knockdowns para quantificação de TRAP5b no meio de 
cultura das células, por ELISA e por coloração dos osteoclastos.

Resultados: A análise das curvas de crescimento permitiu determinar que a densidade de 
plaqueamento deveria ser de 5,000 células/cm2 e a densidade de passagem de 160,000 células/
cm2, tendo esta linha celular 7 PDLs por semana. Determinou-se a concentração de 0,3 µg/mL de 
puromicina para usar na pressão selectiva dos clones infectados. O real time-PCR confirmou a 
eficácia dos knockdowns total e slow.

Conclusões: Os clones infectados têm uma taxa de crescimento sobreponível ao scramble e à linha 
parental. A confirmação da eficácia dos knockdowns permitiu selecionar os clones mais adequados 
para utilizar nas fases subsequentes do projecto.

Key-words:  LMW-PTP, MDA-MB-231, osteoclasts

Background: LMW-PTPs are a group of enzymes encoded by the ACP1 gene (2p25.3) in the human 
genome. Through a process of alternative splicing they originate two main functional isoforms 
named fast and slow according to their electrophoretic mobility. Divergent roles of LMW-PTP in 
tumor progression have been reported, which may be due to the fact that the total protein is 
studied, instead of its two isoforms separately. Studies conducted in this laboratory suggest that 
the two isoforms might actually have opposite roles in tumorigenesis, the fast isoform being pro-
oncogenic and the slow anti-oncogenic. Given the high rate of bone metastasis reported in breast 
adenocarcinoma, it seems extremely relevant to establish the relationship between LMW-PTP 
expression levels and the osteolysis that frequently occurs with this type of tumor. These results 
may be relevant for the identification of prognostic markers and novel therapeutic targets.

Objectives: 1) To study MDA-MB-231 characteristics under altered LMW-PTP expression; 2) To 
obtain efficient LMW-PTP knockdowns (total and slow isoform); 3) To study the influence of LMW-
PTP levels on PTPase activity and on osteoclast differentiation, by culturing osteoclast precursors 
(RAW 264.7) in conditioned media from knockdowns. 

Methods: The MDA-MB-231 cell line, isolated from a pleural metastasis of human breast 
adenocarcinoma, was maintained in DMEM, 10% FBS, 1% PenStrep, under BSL2 conditions. Cells 
were split at a maximum confluence of 90%. Growth curves have been obtained and growth curves 
under variable puromycin concentrations have been determined. Infection was performed with 
lentiviruses and the obtained clones were expanded under puromycin selective pressure. RNA 
extraction and conversion to cDNA was performed. Total ACP1 and slow isoform expression were 
quantified by real-time PCR, using GADPH as an internal control. Measurement of PTPase activity 
and culture of RAW 264.7 in conditioned media from knockdowns, with TRAP5b quantification by 
ELISA and osteoclast staining are already scheduled.     

Results: Growth curves analysis established that cells must be plated at 5,000cells/cm2, and split 
when reaching 160,000 cells/cm2. This cell line has 7 PDLs per week. Puromycin concentration for 
selective pressure has been determined to be 0.3 µg/mL. Knockdown efficiency has been shown by 
Real-time PCR.

Conclusions: The infected clones had a growth rate similar to that of the scramble and the parental 
cell line. The confirmation of knockdown efficiency allowed for the selection of clones to be used in 
the following phases of the project.
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Palavras-Chave: Adenocarcinoma colo-rectal; Estadiamento TNM, Prognóstico

Fundamento: No adenocarcinoma colorectal, a sobrevida aos 5 anos de acordo com o 
estadiamento TNM é de 46-61% para o estádio IIB/C (T4N0) e de 65-74% para o estádio IIIA/B 
(T1-2 N+). É razoável esperar que tumores mais pequenos com metastização ganglionar precoce 
sejam mais agressivos mas os dados parecem indicar o contrário. Tal poderá estar ligado ao facto 
de que a técnica cirúrgica não é tida em conta nos grandes registos de doentes. Se este é o caso, 
os adenocarcinomas colorectais T1N+ poderão ter um pior prognóstico quando comparados com 
os T4N0.

Objectivos: Comparar os tumores T1N+ e T4N0 que foram submetidos a cirurgia na mesma 
instituição no que toca a sobrevida global, sobrevida livre de doença e morte relacionada com 
cancro. O endpoint secundário foi a análise da instabilidade de microsatélites nos dois grupos.

Métodos: Os doentes encaminhados para o serviço de Cirurgia Digestiva do Hôpital de Saint 
Antoine (urgentes ou electivos) no período entre 2000 e 2012, com adenocarcinomas colorectais 
T1N+ ou T4N0 foram incluídos no estudo. Os doentes incluídos foram seguidos sistematicamente 
com o protocolo da instituição (descrição completa no texto). A cirurgia foi realizada segundo a 
regra estabelecida por West e colegas3. O fenótipo MSI foi definido como a falta de expressão de 
MLH1, MSH2 ou MSH6. As associações entre o estádio, numero de gânglios linfáticos e diferentes 
variáveis clínicas foi realizado com tabelas de contingência e o teste de Chi quadrado e t de 
Student. A análise de sobrevida foi realizada com o método de Kaplan Meier e as distribuições de 
sobrevida comparadas com o teste log-rank. Foi aplicado o modelo de hazards proporcionais de 
Cox. Emparelhamento por score de propensão foi realizado ad hoc.

Resultados: 74 doentes foram incluídos de 93 possíveis. Ambos os grupos eram semelhantes em 
termos de sexo e localização do tumor. A idade media à altura da cirurgia dos grupos T1N+ e 
T4N0 era respectivamente 67,5 e 60,2 anos (p < 0,05). Ocorreram complicações pós operatórias 
em 27,8% do grupo T4N0 e em nenhum doente do grupo T1N+. Os endpoints primários de 
sobrevida global (hazard of 1,7, p>0,05); sobrevida livre de doença (hazard of 0,385, p>0,05) e 
morte relacionada com cancro (hazard of 0,68, p>0,05) não foram significativamente diferentes. O 
status MSI foi registado para 77% dos doentes (n=57), dos quais 15,7% (n=9) eram positivos, 8 no 
grupo T4N0 e 1 no grupo T1N+ (p>0,05). A análise realizada após o emparelhamento por score de 
propensão não mostrou diferenças significativas.

Conclusões: Não se demonstrou uma diferença de prognóstico estatisticamente significativa entre 
os grupos T1N+ e T4N0 na nossa série. Tendo em conta estes resultados, a série sugere que os 
tumores T1N+ podem ser mais agressivos que os tumores T4N0. Possíveis vieses são as diferenças 
em idade, localização tumoral e status MSI entre grupos.

Key-words:  Colorectal adenocarcinoma. TNM Staging. Prognosis

Background: In colorectal adenocarcinoma, five year survival according to the TNM stage is46-61% 
for stage IIB/C (T4N0) and 65-74% for stage IIIA/B (T1-2 N+). It is reasonable to expect that smaller 
tumours with early lymph node metastasis are more aggressive but data seem to point elsewhere. 
This may have to do with the fact that the surgical technique is not accounted for in the large patient 
registries. If that is the case, T1N+ colorectal adenocarcinomas may have a worse prognosis when 
compared to T4N0. 

Objectives: To compare T1N+ and T4N0 tumours who underwent surgery in the same institution 
with regard to overall survival, relapse free survival and cancer related death. Secondary endpoint 
was the analysis of microsatellite instability status in both groups.

Methods: Patients addressed to the Digestive Surgery Service (elective or urgent setting) in the 
period between 2000 and 2012, with pathologically confirmed T4N0 or T1N+ were enrolled in the 
study. Eligible patients were those enrolled in the systematic follow-up of the centre (protocol in 
the full text). Surgery was performed according to the rules established by West and colleagues3. 
MSI phenotype was defined as the complete lack of MLH1, MSH2 or MSH6 expression. Associations 
between tumour stage, number of examined lymph nodes and different clinical variables were 
explored in contingency tables, and Pearson’s chi-square test was applied. Survival analysis was 
carried out using the Kaplan Meier method, and survival distributions were compared using the log-
rank test. Cox proportional hazards model was applied. Propensity score matching was executed 
ad hoc.

Results: 74 patients were eligible from 93 possible. Both groups are similar in terms of gender and 
tumour location. Average age at surgery T4N0 and T1 groups respectively 60,2 and 67,5 years (p 
< 0,05). Post-operative complications occurred in 27,8% in the T4N0 group and none of the T1N+. 
Primary endpoints of overall survival (hazard of 1,7, p>0,05); disease free survival (hazard of 0,385, 
p>0,05) and cancer related death (hazard of 0,68, p>0,05) were not significantly different. MSI 
status was recorded for 77% of patients (n=57), of which 15,7% (n=9) were positive, 8 in the T4N0 
group and 1in the T1N+ group (p>0,05). Analysis calculated after propensity score matching were 
not significant.

Conclusions: There wasn’t noted a significant difference in prognosis of T4N0 and T1N+ in our series. 
Taking in account these results, this series suggests that T1N+ tumours may be more aggressive 
than T4N0 tumours. Possible biases include different age and MSI status between groups.
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Palavras-Chave: Ganho de peso; Sociodemográfico; Single nucleotide polymorphism (SNP)

Fundamento: Na Suíça, um nível socioeconómico (NSE) alto está inversamente associado com a 
obesidade, mas nenhum estudo prospectivo avaliou o impacto do NSE no ganho de peso. 
Vários single nucleotide polymorphisms (SNPs) foram associados com um índice de massa corporal 
(IMC) elevado, mas a sua relação com o ganho de peso tem sido menos estudada.

Objectivos: Foram conduzidas duas análises separadas com os objectivos: 1) Estudar os 
determinantes sociodemográficos e comportamentais do ganho de peso na população suíça 
adulta; 2) Estudar a associação entre SNPs, scores genéticos e ganho de peso.

Métodos: Estudo prospectivo de base populacional (CoLaus), com 5,5 anos de follow-up. 
A 1ª análise incluiu 4469 participantes (53,0% mulheres, 35 a 75 anos no momento basal). O ganho 
de peso foi considerado como taxa de ganho de peso (Kg/ano) ou ganho ≥5kg (sim/não) durante 
o período do estudo. 
A 2ª análise incluiu 3323 participantes (52,1% mulheres, 53,0±10,5 anos no momento basal). A 
alteração no peso foi expressa como número de Kg ganhos/perdidos por ano. A associação entre 
alteração do peso e 32 SNPs relacionados com o peso e dois scores genéticos foi verificada por 
regressão linear.

Resultados: 1) A taxa de ganho de peso foi inferior nos participantes mais velhos (média±desvio 
padrão: 0,46±0,92, 0,33±0,88, 0,21±0,86 e 0,06±0,74 kg/ano nos participantes com [35-45[, [45-55[, 
[55-65[ e [65+ anos, respectivamente, P<0,001); fisicamente activos (0,27±0,82 vs. 0,35±0,95 kg/
ano para sedentários, P<0,005) ou a viver com companheiro (0,29±0,84 vs. 0,35±0,96 kg/ano para 
viver sozinho, P<0,05), e superior nos fumadores (0,41±0,97, 0,26±0,84 e 0,29±0,85 kg/ano para 
fumadores, ex-fumadores e nunca fumadores, respectivamente, p<0,001). A regressão logística 
multivariada mostrou que receber apoio social, ser fumador ou obeso aumentou a predisposição 
para ganhar ≥5Kg: Odds ratio (OR) e intervalo de confiança (IC) 95% 1,43 (1,16-1,77); 1,63 (1,35-
1,95) e  1,95 (1,57-2,43), respectivamente, enquanto viver com companheiro ou ser fisicamente 
activo diminuiu o risco: 0,73 (0,62-0,86) e 0,72 (0,62-0,83), respectivamente. Não se encontrou 
associação com género, nascido na Suíça ou educação.
2) Após ajustar para a idade, apenas os SNPs rs2241423 (MAP2K5) e rs571312 (MC4R) 
permaneceram significativamente (p<0,05) associados à alteração de peso: coeficiente beta e 
[intervalo de confiança 95%] 0,067 [0,012: 0,120] e -0,054 [-0,108; -0,001]. A replicação da análise 
noutras duas coortes (KORA3 e KORA4) não confirmou os resultados. Não foi verificada associação 
entre dois scores genéticos e alteração de peso.

Conclusão: 1) Na Suíça, dificuldades financeiras (indicadas por receber apoio social) e ser fumador 
estavam associadas com aumento do peso corporal durante 5 anos de follow-up. Ter companheiro, 
ser mais velho ou fisicamente activo foram protectores contra o ganho de peso. 
2) SNPs relacionados com o IMC parecem exercer pouco ou nenhum efeito na alteração de peso 
de indivíduos de meia-idade.

Key-words:  Weight gain; Socio-demographic; Single nucleotide polymorphism (SNP)

Background: In Switzerland, high socio-economic status (SES) is inversely associated with obesity, 
but no study ever assessed the impact of SES on weight gain using prospective data.
Several single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been associated with high body mass index 
(BMI), but their relationship with weight gain has been less studied.

Objectives: Two separated analyses were conducted with the aims: 1) To assess the socio-
demographic and behavioral determinants of weight gain in the Swiss adult population.
2) To study the association between individual SNPs and genetic scores and weight gain.

Methods: Prospective population-based study (CoLaus), with 5.5 years of follow-up. 
The 1st analyses included 4469 participants (53.0% women, aged 35 to 75 years at baseline). Weight 
gain was considered as rate of weight gain (kg/year) or as gaining ≥5kg (yes/no) during the study 
period.
The 2nd analyses included 3323 participants (52.1% women, 53.0±10.5 years at baseline). Weight 
change was expressed as number of kg gained/lost per year. Association between weight change 
and 32 weight-related SNPs and two genetic scores was assessed by linear regression.

Results: 1) Rate of weight gain was lower among participants who were older (mean±standard 
deviation: 0.46±0.92, 0.33±0.88, 0.21±0.86 and 0.06±0.74 kg/year in participants aged [35-45[, [45-
55[, [55-65[ and [65+ years, respectively, P<0.001); physically active (0.27±0.82 vs. 0.35±0.95 kg/year 
for sedentary, P<0.005) or living in couple (0.29±0.84 vs. 0.35±0.96 kg/year for living single, P<0.05), 
and higher among current smokers (0.41±0.97, 0.26±0.84 and 0.29±0.85 kg/year for current, former 
and never smokers, respectively, p<0.001). These findings were further confirmed by multivariate 
analysis. Multivariate logistic regression showed that receiving social help, being current smoker 
or obese increased the likelihood of gaining ≥5Kg: Odds ratio (OR) and 95% confidence interval 
(CI) 1.43 (1.16-1.77); 1.63 (1.35-1.95) and 1.95 (1.57-2.43), respectively, while living in couple or 
being physically active decreased the risk: 0.73 (0.62-0.86) and 0.72 (0.62-0.83), respectively. No 
association was found with gender, being Swiss born or education.
2) After adjusting for age, only SNPs rs2241423 (MAP2K5) and rs571312 (MC4R) remained 
significantly (p<0.05) associated with weight change: beta coefficient and [95% confidence interval] 
0.067 [0.012: 0.120] and -0.054 [-0.108; -0.001]. Replication of the analysis in two other cohorts 
(KORA3 and KORA4) did not confirm the findings. No association was found between two genetic 
scores and weight change.

Conclusion: 1) In Switzerland, financial difficulties (indicated by receiving social help) and current 
smoking were associated with increases in body weight over a 5 years follow-up. Living in couple, 
being older or physically active were protective against weight gain.
2) BMI-related SNPs appear to exert little if no effect on weight changes in middle-aged subjects.
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Palavras-Chave: Vitamina D, Aterogénese, Osteoporose 

Pensa-se que a vitamina D possa proteger o sistema cardiovascular, apesar do seu papel ainda 
não ser completamente conhecido. Este efeito benéfico pode ocorrer por inibição da calcificação 
vascular através do bloqueio de citocinas inflamatórias e de moléculas de adesão. O calcitriol é 
um inibidor negativo da renina, interferindo no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) 
e limitando a produção de angiotensina II, uma citocina inflamatória e aterogénica implicada 
no desenvolvimento de placas ateroscleróticas em ratinhos ApoE-/-. Estudos epidemiológicos 
mostraram uma associação entre osteoporose e aterosclerose, o que sugere a existência de 
mecanismos subjacentes comuns. Os nossos objetivos foram analisar a relação entre os níveis 
séricos de vitamina D, a gravidade da progressão aterosclerótica  e a densidade mineral óssea 
(DMO), bem como explorar a importância da pressão arterial e da inflamação como mediadores da 
relação entre a vitamina D e a aterogénese. 

Foram incluídos neste estudo doentes que foram submetidos a endarterectomias carotídeas 
no Serviço de Cirurgia Vascular do Hospital de Santa Maria. Foi aplicado um protocolo clínico 
estruturado aos doentes que aceitaram participar e diversas informações importantes e pessoais 
foram recolhidas (idade; género; fatores de risco cardiovasculares típicos; data da cirurgia; história 
familiar e pessoal de fraturas ósseas, osteoporose e outras doenças relevantes; medicação habitual 
e passada do doente), bem como diversas variáveis, como o nível sérico de calcidiol, percentagem 
de estenose carotídea, DMO (obtida através de densitometria óssea), pressão arterial média (PAm) 
e proteína C-reativa (PCR).

Apesar de terem tendido como esperávamos, quer as correlações entre o calcidiol com o grau de 
estenose (p-value=0.470), quer com a DMO (p-value= 0.467 (masculino) e 0.496 (feminino)) não 
foram estatisticamente significativas. Não existiu nenhuma associação transversal entre a PAm com 
os valores séricos de calcidiol ou com a percentagem de estenose; esta última e a DMO não foram 
significativamente diferentes em doentes com e sem níveis suficientes/adequados de vitamina D.

Apesar da existente evidência de que a vitamina D tem um papel protetor no sistema cardiovascular 
através de vários mecanismos, os nossos resultados não suportam tal premissa. A pressão arterial 
média e a PCR (duas eventuais ligações entre a vitamina D e a progressão aterosclerótica) não se 
correlacionaram com a vitamina D ou com a percentagem de estenose. É importante ter em atenção 
que este estudo teve algumas limitações (como a sua dimensão e o desenho transversal, bem 
como a exclusão de diversos confundidores). Apesar de não termos obtido nenhuma correlação 
significativa, ressalvamos a importância da vitamina D no sistema cardiovascular, encorajando a 
reflexão sobre diversos pontos que poderão eventualmente fortalecer os resultados de futuros 
projetos.

Key-words:  Vitamin D, Atherogenesis, Osteoporosis

Vitamin D is thought to protect the cardiovascular system, although its role is not completely 
clear. The beneficial effect may occur by vascular calcification inhibition through blockage of 
both inflammatory cytokines and adhesion molecules. Moreover, calcitriol is a renin negative 
regulator, interfering in renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) and limiting the production 
of angiotensin II, an inflammatory and atherogenic cytokine implicated in the development of 
atheromatous plaques in ApoE-/- mice. Epidemiological studies showed an association between 
osteoporosis and atherosclerosis, which suggests the existence of common underlying mechanisms. 
We aimed to analyze the relationship between vitamin D serum levels, the severity of atherosclerosis 
and bone mineral density (BMD) and to explore the importance of both arterial blood pressure and 
inflammation as mediators of the relationship between vitamin D and atherogenesis. 

Patients who underwent carotid endarterectomy in the Vascular Surgery Department of Hospital 
de Santa Maria were included. A structured clinical protocol was applied to those who agreed to 
participate and many important personal data (age; gender; traditional cardiovascular risk factors; 
date of the surgery; personal and family history of bone fractures, osteoporosis and other relevant 
diseases; patient’s regular and past medication) were recorded, as well as many variables, like 
calcidiol, degree of carotid stenosis, BMD (obtained by dual-energy X-ray absorptiometry), mean 
arterial pressure (MAP) and C-reactive protein (CRP).

Although they tended as expected, the correlations between calcidiol and both degree of stenosis 
(p-value = 0.470) and BMD (p-value = 0.467 (male) or 0.496 (female)) were not statistically significant. 
There were no cross-sectional association between MAP and serum calcidiol or the percentage of 
stenosis and the latter and BMD levels were not significantly different in patients with and without 
sufficient/adequate vitamin D levels.

In spite of the existing evidence that vitamin D has a protective role in cardiovascular system 
through many pathways, our results didn’t support that premise. Mean arterial blood pressure and 
C-reactive protein (two putative links between vitamin D and atheromatous plaque progression) 
didn’t correlate with both vitamin D and percentage of stenosis. It is important to have in mind 
that this study had some limitations (like sample dimension, the cross-sectional design and the 
exclusion of many confounders). Although we didn’t obtain any significant correlations, we highlight 
the importance of vitamin D in cardiovascular system, encouraging the reflection about the points 
that could eventually strengthen the results of future projects. 
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Palavras-Chave: Cancro da Mama, Cardiotoxicidade, Modelo de Estratificação de risco

O aumento da taxa de sobrevida de doentes (dts) com cancro da mama (CM) acompanhou-se de 
um aumento da incidência de cardiotoxicidade (CTX), situação que pode comprometer a eficácia 
do tratamento oncológico. Assim, a deteção precoce de lesão cardíaca subclínica poderá permitir 
melhores intervenções terapêuticas.
O exame clínico e a avaliação ecocardiográfica (eco) seriada da Fração de Ejeção (FE) do ventrículo 
esquerdo (VE) são atualmente usados para avaliar a CTX da quimioterapia (QT). Contudo, uma 
diminuição na FEVE traduz uma fase relativamente tardia de disfunção cardíaca, o que constitui uma 
importante limitação. Novos métodos para a avaliação eco da função do VE, como a deformação 
miocárdica (strain e strain rate), podem ser ferramentas sensíveis na identificação de disfunção 
miocárdica, antes que alterações na FEVE sejam evidentes, permitindo uma deteção precoce.
De igual modo, a medição de biomarcadores (BM) cardíacos, como o NT pro-BNP e a troponina I 
(TnI), tem sido discutida como método de diagnóstico atempado de CTX. Recentemente, novos BM 
têm sido estudados no âmbito da insuficiência cardíaca, como a galectina (Gal), podendo ter um 
valor adicional na estratificação de risco.
Pretendemos estudar a utilidade destes BM e de novas modalidades ecocardiográficas em mulheres 
com diagnóstico de novo de CM, observadas na consulta multidisciplinar de CM do HSM-CHLN, que 
cumprem os critérios de inclusão.
O endpoint é um aumento do volume telessistólico do VE >10% ou uma redução da FEVE≥5%.
Realizou-se avaliação clínica, eco e laboratorial antes e 1, 3, 6, 9 e 12 meses (M) após o início dos 
tratamentos oncológicos. O estudo eco incluiu: a medição da FEVE 2D e 3D, Doppler convencional 
e deformação miocárdica por speckle-tracking. Foram colhidas amostras de sangue de acordo com 
o protocolo oncológico e para a medição de BM cardíacos (TnI, NT-pro BNP e Gal).
Foram incluídas 54 mulheres, idade: 54.8±14.5 anos. Hipertensão Arterial: 30.9%; Dislipidémia: 
23.6%; Diabetes: 12.7%; Obesidade: 10.9%; Hábitos tabágicos: 7.3%. Todas receberam tratamento 
com antraciclinas e a ciclofosfamida foi usada em 98% das dts.
No follow-up, observaram-se aumentos significativos da Tn I [mediana 0.020 (0.001) vs 0.02 (0.02), 
p=0.001]; não se encontraram alterações significativas noutros BM.
Na avaliação eco, verifica-se um agravamento precoce (3M) dos parâmetros diastólicos [velocidade 
E’: mediana 8.5 (4.5) vs 8 (2.5), p=0.039; razão E’/A’: 0.85 (0.59) vs 0.78 (0.48), p=0.026; E’ lat: 10 
(5) vs 9 (3.5), p=0.039], e tardio (≥6M) dos sistólicos [Volume telessistólico VE: 21 (8.75) vs 21.5 
(9.88), p=0.002; FEVE: 69.2±5.3% vs 65±6%, p=0.007; Strain Global VE: -18.65±2.6 vs -17.94±2.87, 
p=0.015], que é estatisticamente significativo.
Mais ainda, parâmetros sistólicos basais e o endpoint no follow-up mostraram uma associação 
significativa (Volume telessistólico VE: 29.71±8.18 vs 17.83±3.62, p=0.008; Volume telediastólico 
VE: 79.57±17.89 vs 63.29±10.44, p=0.022; FEVE: 63±5% vs 72±2.8%, p<0.001).
Também foram evidentes correlações importantes entre: FEVE e o pico sistólico de Strain Rate (r=-
0.513, p=0.007); Strain Global e o pico Sistólico de Strain Rate (r=0.516, p=0.006); Strain Global e o 
pico telediastólico de Strain Rate (r=-0.513, p=0.006).
Os resultados apresentados sugerem que as novas metodologias eco poderão ser úteis na predição 
de disfunção VE e remodeling adverso. O seu papel na deteção precoce de CTX deverá ser melhor 
esclarecido futuramente, juntamente com o estudo de BM cardíacos.

Key-words:  Breast cancer, Cardiotoxicity, Risk stratification model

The increase in the survival rate of Breast cancer (BC) patients (pts) was accompanied by a rise 
in cardiotoxicity (CTX), which can compromise the effectiveness of cancer therapy. Thus, early 
detection of subclinical cardiac damage may allow better interventions.
Clinical examination and serial echocardiographic (echo) left ventricular (LV) ejection fraction 
(EF) measurements are now used to assess the CTX of chemotherapy (CT). Still, a decline in LVEF 
represents a relatively late stage of cardiac dysfunction, which is an important limitation. New 
methodologies for the echo assessment of LV function, as myocardial deformation (strain and strain 
rate), can be sensitive tools to detect myocardial dysfunction before changes in LVEF are evident, 
fulfilling this urging need for early detection.
In the same way, the measurement of cardiac biomarkers (BM), such as NT pro-BNP and troponin 
I (TnI), has been suggested as a method for prompt diagnosis of CTX. Recently, new BM have been 
studied in heart failure, such as galectin (Gal), which may provide incremental information for risk 
stratification.
We aim to study the usefulness of these BM and echocardiographic modalities in a population of 
women with a newly diagnosis of BC, identified and screened for eligibility during multidisciplinary 
BC consultation at the HSM-CHLN.
The endpoint is an increase in LV end-systolic volume >10% or a reduction in LVEF≥5%.
We performed clinical, echo and laboratory evaluations before and 1, 3, 6, 9 and 12 months (M) 
after the beginning of oncologic treatments. The echo study included: the assessment of LVEF by 2D 
and 3D, conventional Doppler and myocardial deformation by speckle-tracking. Blood samples were 
requested according to the oncologic protocol and for the measurement of cardiac biomarkers (TnI, 
NT-pro BNP and Gal).
We included 54 women, 54.8±14.5 years. Hypertension: 30.9%; Dyslipidemia: 23.6%; Diabetes: 
12.7%; Obesity: 10.9%; Smoking habits: 7.3%. All pts were treated with anthracyclines and 
cyclophosphamide was used in 98%.
During follow-up, we found significant increases in Tn I [median 0.020 (0.001) vs 0.02 (0.02), 
p=0.001]; there were no significant changes in other BM.
Regarding the echo evaluation, we found an early (3M) worsening of diastolic parameters [E’ 
velocity: median 8.5 (4.5) vs 8 (2.5), p=0.039; E’/A’ ratio: median 0.85 (0.59) vs 0.78 (0.48), p=0.026; 
E’ lat: median 10 (5) vs 9 (3.5), p=0.039] and later (≥6M) systolic [LV End-systolic volume: median 21 
(8.75) vs 21.5 (9.88), p=0.002; LVEF: 69.2±5.3% vs 65±6%, p=0.007; LV Global strain: -18.65±2.6 vs 

-17.94±2.87, p=0.015], that reached statistical significance.
Moreover, baseline systolic parameters and the endpoint at follow-up showed a significant 
association (LV End-systolic volume: 29.71±8.18 vs 17.83±3.62, p=0.008; LV End-diastolic volume: 
79.57±17.89 vs 63.29±10.44, p=0.022; LVEF: 63±5% vs 72±2.8%, p<0.001).
 We also found important correlations between: LVEF and Global systolic Strain Rate (r=-0513, 
p=0.007); Global strain and Global systolic Strain Rate (r=0.516, p=0.006); Global Strain and late 
diastolic Strain Rate (r=-0.513, p=0.006).
These results suggest that new echo techniques may be useful in predicting LV dysfunction and 
adverse remodeling. Its role in the early detection of CTX needs to be further assessed, along with 
the study of cardiac BM.
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Palavras-Chave: Reconstituição imunológica, Doença do enxerto contra o hospedeiro aguda, 
Biomarcador

Fundamento: A doença do enxerto contra o hospedeiro aguda (DECHa) é uma complicação 
major após o transplante de progenitores hematopoiéticos. Justifica profilaxia e terapêutica 
imunossupressora em todos os doentes submetidos a transplante. Esta estratégia não é sempre 
eficaz e implica um risco aumentado de complicações infecciosas. Determinados parâmetros de 
reconstituição imune pós transplante parecem relacionar-se com a probabilidade de desenvolver 
DECHa mas tal não altera o facto de que nenhum deles é usado na prática clínica.

Objectivos: Endpoint primária é a caracterização de de biomarcadores candidatos em pacientes 
submetidos a transplante de progenitores hematopoiéticos e a sua correlação com o aparecimento 
e grau da DECHa. Endpoints secundários serão a correlação destes biomarcadores com eventos 
adversos major (reinternamentos, infecção, morte).

Métodos: Doentes submetidos a transplante de progenitores hematopoiéticos no Hospital de 
Santa Maria, a partir de Dezembro de 2012, foram recrutados para este ensaio. Os doentes foram 
sistematicamente avaliados 1, 2, 3 e 6 meses após transplante com consulta (história, exame 
objectivo, hemograma) de acordo com o programa de follow up institucional. Foram colhidas em 
todas as consultas amostras de sangue total, em que foram analisados por citometria de fluxo a 
distribuição de subsets celulares (T, B, NK), perfil de proliferação e apoptose. Foi realizada a análise 
de citocinas em amostras de soro congeladas dos doentes com o kit Luminex, com avaliação dos 
níveis de: TNF-alpha, IL-2, IL-7, IL-15, IL-10, IFN-γ. A análise estatística foi feita com o SPSS 21. 
Associações entre a presença e grau de DECHa com diferentes variáveis clínicas e laboratoriais foi 
explorada em tabelas de contingência, aplicando o teste de qui quadrado de Pearson.

Resultados: 21 doentes recrutados para o estudo. Idade média de 49,0 anos (±13,5); 66,6% sexo 
masculino, 33,3% sexo feminino. Origem do enxerto: sangue periférico 9, medulla óssea 8, cordão 
umbilical 1. Tipo de transplante: 4 dador familiar; 17 dador não relacionado; 1 haploidêntico

Conclusões: Após transplante de progenitores hematopoiéticos, as Tregs mostraram ser peças 
importantes na reconstituição imunitária; correlacionando-se a sua frequência com os outcomes 
adversos de mortalidade sem recidiva, maior grau de DECHa inicial; eventual grau máximo e 
resposta ao tratamento. CD25 mostrou estar ligado à predição de DECHa. Um aumento nos níveis 
de TNF-α mostraram correlacionar-se com um maior grau de DECHa. Para além disso, os níveis no 
dia 7 pós transplante mostraram-se relacionados com a mortalidade relacionada com o transplante 
e com a sobrevida global.

Key-words:  Immune reconstitution, Acute graft-versus-host disease, Biomarker

Background: Acute graft versus host disease (aGVHD) is a major complication of hematopoietic 
stem cell transplantation (HSCT), justifying chronic immunosuppressive prophylaxis and therapy in 
patients submitted to transplant. This strategy isn’t always effective and it implies an accrued risk 
of infectious complications. Certain immune reconstitution parameters seem to relate with aGVHD 
likelihood but the fact remains that none of them is used in clinical practice.

Objectives: Primary endopoints are to prospectively analyze candidate biomarkers in patients 
recently submitted to HSCT and correlate these variables with aGVHD presence and grade. 
Secondary endpoints are correlation of biomarkers with major adverse events (rehospitalization, 
death, infection)

Methods: Patients submitted to HSCT in Hospital de Santa Maria, from December 2012 onwards, 
were enrolled in this trial. Patients were assessed at 1, 2, 3 and 6 months following HSCT with clinical 
consultation (H&P, CBC) according to institutional follow-up program and whole blood sampled for 
analysis. Samples at every timepoint were evaluated by flow cytometry for major cell subsets (T, 
B, NK), proliferation and apoptosis. For cytokine analysis we used frozen serum samples from the 
patients in the Luminex assay to evaluate: TNF-alpha, IL-2, IL-7, IL-15, IL-10, IFN-γ. Statistical analysis 
was performed with SPSS 21. The associations between aGVHD presence and grade with different 
clinical and laboratorial variables were explored in contingency tables, and Pearson’s chi-square 
test was applied. 

Results: 21 patients enrolled, mean age 49,0 (±13,5); 66,6% male, 33,3% female. Graft source: PBSC 
9, BM 8, UC 1. Transplant type: 4 familiar donor; 17 unrelated donor; 1 haploidentical

Conclusions: Following HSCT, Treg cells have been shown to be important players in immune 
reconstitution, with their frequency correlating to adverse outcomes of non-relapse mortality, 
increasing grades of GVHD at onset, eventual maximum grade of GVHD and response to GVHD 
treatment. CD25 (IL-2Rα) is another parameter shown to be connected to the prediction of aGVHD, 
being part of diverse analysis panels. An increase in the levels of TNF-α has also been shown to 
correlate with increased GVHD maximum grade. Furthermore, TNF-α levels at day +7 posttransplant 
correlate to transplant-related mortality and overall survival.
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A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa com um enorme impacto de mortalidade e morbilidade 
em todo o mundo, estimando-se que existam oito milhões de novos casos e dois milhões de mortes 
por ano associadas a esta doença, provocada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Nos últimos 
anos, em países onde o diagnóstico e o tratamento de TB estão disponíveis, têm-se procurado novas 
estratégias para diminuir o número de casos de TB. Uma delas procura explorar as potencialidades 
de novos testes de diagnóstico baseados na detecção de interferão-gama (INF-γ). Considerando 
a hipótese de que a produção de IFN- γ será proporcional ao número de micobactérias existente, 
estes testes poderiam servir para prever o prognóstico da TB em tratamento. 

IFN- γ é produzido por linfócitos, após estimulação por antigénios específicos (early secretor 
antigenic target 6 , ESAT-6 e culture filtrate protein 10, CFP-10). Um dos testes comerciais disponíveis, 
T-SPOT.TB, usa a técnica de ELISPOT (“enzyme-linked immunospot assay”) e permite quantificar o 
número de linfócitos produtores de INF-γ, após estimulação com ESAT-6 e CFP-10.

O objectivo do estudo foi quantificar as respostas aos antigénios ESAT-6 e CFP-10, na altura do 
diagnóstico de TB e após a conclusão de terapêutica antibacilar. 

Incluíram-se 13 doentes com TB, seguidos no Serviço de Doenças Infecciosas do Hospital Santa 
Maria, com teste T-SPOT.TB positivo na altura do diagnóstico de TB. Recolheram-se dados 
demográficos, clínicos, laboratoriais e sobre terapêutica. Foi realizado novo teste T-SPOT.TB após a 
conclusão de, pelo menos, seis meses de terapêutica.

Verificou-se que ocorreu uma diminuição, estatisticamente significativa, na contagem do número 
de spots entre o diagnóstico de TB e a realização do segundo teste, quer para o antigénio ESAT-6 
(90%, p=0,0266), quer para o antigénio CFP-10 (87%, p=0,0068), o que se reflectiu na reversão do 
resultado do teste de parte (n=5, 38%) dos indivíduos estudados. Pensa-se que a não reversão no 
teste de todos os doentes (n=8, 62%) possa estar relacionada com a possível eliminação incompleta 
da bactéria do organismo, que permanecerá num estadio latente, com reinfecção ou permanência 
de linfócitos com reactividade para os antigénios.

Este estudo permitiu concluir que existiu uma descida, significativa, do número de spots do teste 
T-SPOT.TB bem como negativação em alguns casos, após a terapêutica antibacilar, sugerindo que 
este pode ser um bom método de avaliação do sucesso da terapêutica. Justifica-se a realização de 
mais estudos no sentido de confirmar os resultados obtidos e avaliar de que forma evoluiriam os 
resultados nos casos de insucesso terapêutico.

Key-words:  Tuberculosis, ELISPOT, Outcome

Tuberculosis (TB) is an infectious disease with a worldwide impact on both morbidity and mortality. 
Eight million new cases and two million deaths per year are associated with this disease, which is 
caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb). For the last years, in countries where TB diagnosis and 
treatment are available, there has been an effort to develop new strategies to reduce the number of 
TB cases. One of them, focus on the new diagnostic tests based on the detection interferon-gamma 
(IFN-γ). Taking into account the hypothesis that IFN- γ production is proportional to the number 
of mycobacteria in the organism, these tests could be used to predict the TB treatment outcome.

IFN- γ isproduced by lymphocytes, when the former are exposed to specific antigens (early secretor 
antigenic target 6 , ESAT-6 e culture filtrate protein 10, CFP-10). One of the tests available nowadays, 
T-SPOT.TB, is based on the ELISPOT (“enzyme-linked immunospot assay”) technique, which allows 
the counting of the number of lymphocytes (spots) which produce interferon-gamma when 
exposed to ESAT-6 e CFP-10.

The purpose of this study was to quantify the response to the antigens ESAT-6 and CFP-10, by time 
of TB diagnosis and after fulfillment of anti-tuberculous treatment.

For that end, 13 patients followed at the Infectious Diseases Department of Santa Maria Hospital, 
with TB diagnosis and a positive T-SPOT.TB at the time of TB diagnosis were recruited. Demographic, 
clinic, laboratory and treatment data were gathered. T-SPOT.TB test was then repeated after the 
fulfilment of, at least, six months of treatment.

We confirmed the occurrence of a statistically significant decrease in the count of the number of 
spots between the TB diagnosis and the second test, for the ESAT-6 antigen (90%, p=0.0266), as 
well as for the CFP-10 antigen (87%, p=0.0068), which reflected globally in the reversion of the test 
results in some (n= 5, 38%) of the studied subjects. It is believed that the non-reversal of the test in 
eight (62%) patients may be related either to possible incomplete elimination of the bacteria in the 
organism, which remains in latency, to reinfecton or to the maintenance of lymphocytes reactivity 
to antigens. 

This study allows us to conclude that exists, after anti-tuberculous treatment, a significant reduction 
in the Mtb-specific antigen ELISPOT count as well as a change to negative ELISPOT count in some 
cases. This fact suggests that this test could be a good method to assess the treatment’s success. 
Further studies are required to confirm these results and to evaluate ELISPOT response in case of 
treatment’s failure.
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Fundamento: Indivíduos com doença cardiovascular (CV) têm um risco aumentado de fracturas 
de fragilidade, e indivíduos com densidade mineral óssea (DMO) baixa têm mais eventos e mortes 
CV. A inflamação crónica, o stress oxidativo, a vitamina D (25OHD) e a homocisteína são alguns 
dos possíveis mecanismos de ligação entre as duas patologias, que podem ter uma associação 
independente de factores de risco comuns. Neste estudo testámos a hipótese de que os doentes com 
aterosclerose carotídea avançada têm uma densidade mineral óssea (DMO) inferior ao esperado 
para o sexo e idade. Isto iria apoiar a existência de mecanismos fisiopatológicos comuns, podendo 
verificar-se o interesse em procurar alterações na DMO em doentes com doença aterosclerótica 
grave para identificar mais precocemente OP e nos indivíduos com OP pesquisar activamente 
aterosclerose subclínica, permitindo iniciar tratamento apropriado mais precocemente e assim 
reduzir a morbilidade.

Objectivos: O principal objectivo foi determinar se a DMO em doentes com aterosclerose carotídea 
grave é diferente do esperado para o sexo, idade e factores de risco para OP. Secundariamente, 1) 
avaliar a independência de associação entre a aterosclerose e DMO de factores de risco comuns e 
2) determinar a relação entre a homocisteína, níveis de 25OHD e a DMO.
 
Métodos: Foram incluídos 73 doentes submetidos a endarterectomia carotídea no Hospital de Santa 
Maria (HSM). Foi aplicado um protocolo clínico para avaliar os factores de risco para aterosclerose 
e para OP, colhidas amostras de sangue de jejum, realizado ecodoppler carotídeo e DXA. Após 
a análise descritiva das variáveis, examinámos a correlação entre a DMO e 1) percentagem de 
estenose, 2) homocisteína e 3) os níveis de 25OHD, e comparámos subgrupos de doentes com 
base no t-score, percentagem de estenose, status de homocisteína e idade. Análise multivariada, 
ajustada para confundidores e covariáveis clinicamente relevantes, também foi realizada.
 
Resultados: A amostra tem 49 (67,1%) homens, a idade média é 69,6 ± 9,1 anos. A percentagem 
de estenose carotídea é em média 85,2 ± 9.0%. A DMO é, em média, 0,883 ± 0,148 g/cm2. O 
t-score médio é - 1,32 ± 1,23, significativamente inferior a um desvio padrão (p = 0, 039). 19,2% 
dos pacientes têm osteoporose e 43,8% têm osteopénia. A DMO não foi diferente do esperado 
para o sexo e idade. 60,61% dos doentes têm deficiência de 25OHD, 31,82% têm insuficiência de 
25OHD e 7,58% tem valores normais de 25OHD. Doentes com DMO inferior ao normal (t-score 
≤ -1) não diferiram das doentes com DMO normal (t-score > -1) em qualquer variável CV avaliada. 
Não há correlação entre a percentagem de estenose carotídea e a DMO, homocisteína ou 25OHD. 
Ter osteoporose tem uma correlação positiva com níveis elevados de homocisteína (r = 0, 268, p = 
0, 039). Esta correlação não permaneceu significativa após o ajuste para factores de risco para OP 
convencionais. 

Conclusões: Doentes com estenose carotídea grave estão significativamente no estádio de 
osteopénia, mas não têm uma DMO inferior ao esperado para o sexo e idade. Embora não haja 
uma correlação significativa entre a percentagem de estenose e DMO, 25OHD e os níveis séricos 
de cálcio, a relação entre estas variáveis tende a ser negativa.

Key-words:  Atherosclerosis, Osteoporosis, Bone Mineral Density

Background: Individuals with cardiovascular (CV) disease have a higher risk of fragility fractures 
like individuals with low bone mineral density (BMD) have more CV events and deaths. In spite 
of sharing many risk factors, osteoporosis (OP) and atherosclerosis are thought to have common 
pathophysiological pathways. Chronic inflammation, oxidative stress, vitamin D (25OHD), and 
homocysteine are among the putative mechanisms linking the two diseases. We hypothesized 
that an association exists between carotid atherosclerosis and BMD assessed by dual-energy 
x-ray absorptiometry (DXA). This would support the existence of common pathophysiological 
mechanisms between atherosclerosis and OP. Furthermore, it would allow us to seek earlier for 
BMD changes in atherosclerosis patients and actively search for subclinical atherosclerosis in OP 
patients, thus starting appropriate treatment and reducing morbidity rates.

Objectives: Our main objectives were to determine if BMD in patients with severe carotid 
atherosclerosis is different from the expected taking into account gender, age, and OP risk factors. 
Secondarily, we 1) evaluated the association between atherosclerosis and BMD regardless of 
common risk factors and 2) determined the relationship between homocysteine and 25OHD levels 
and BMD.

Methods: A clinical protocol for OP and CV risk factors evaluation, blood sample collection, Doppler 
ultrasound and DXA were performed in a group of 73 patients undergoing carotid endarterectomy 
in Hospital de Santa Maria. After descriptive analysis of the variables, we examined the correlation 
between BMD and 1) percentage of stenosis, 2) homocysteine and 3) 25OHD levels, and we 
compared subgroups of patients based on t-score, stenosis percentage, homocysteine status and 
age. Multivariate analyses, adjusted for confounders and clinically relevant covariates, was also 
carried out.

Results: The sample has 49 (67.1%) males, the average age is 69.6 ± 9.1 years. Carotid stenosis 
percentage is in average 85.2 ± 9.0 % and BMD is 0.883 ± 0.148 g/cm2. The average t-score is 

-1.32 ± 1.23, which is significantly lower than one standard deviation (p=0.039). 19.2% of patients 
have osteoporosis and 43.8% have osteopenia. BMD was not different from the expected for 
gender and age. 60.6 % of patients have 25OHD deficiency, 31.8 % have 25OHD insufficiency and 
7.6 % have normal values of 25OHD. Patients with lower BMD than normal did not differ from 
patients with normal BMD in any CV variable evaluated. There is no correlation between carotid 
stenosis percentage and BMD, homocysteine, or 25OHD. Osteoporosis correlates positively with 
having abnormally high levels of homocysteine (r=0.268, p=0.039). This correlation did not remain 
significant after adjusting for conventional OP risk factors.

Conclusions: Patients with severe carotid stenosis are significantly in the stage of osteopenia, but 
they don’t have a lower BMD than the expected taking into account gender and age. Although there 
is no significant correlation between stenosis percentage and BMD, 25OHD, and calcium serum 
levels, the relationship between these variables tends to be negative.
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Fundamento: Estudos recentes revelam uma baixa percentagem de urologistas e ginecologistas 
que se consideram muito competentes no diagnóstico e tratamento de Disfunções Sexuais (DS), e 
indicam também a existência de diversas barreiras autopercecionadas, como diferenças de género, 
restrições de tempo na consulta ou falta de conhecimentos específicos do tema. Quanto aos 
urologistas, 91% subestimam a incidência de DS nas mulheres. Nos ginecologistas, menos de 5% 
sentem-se muito confiantes no tratamento das mesmas. 

Objetivos: Caracterizar na amostra de Urologistas e Ginecologistas: a) os conhecimentos sobre 
DS; b) as práticas clínicas, incluindo diagnósticos e tratamentos; c) as potenciais barreiras 
autopercecionadas; e d) a autoperceção de necessidades de formação.

Métodos: Estudo transversal com uma amostra final projetada de 100 especialistas e internos de 
Urologia e Ginecologia (40/60) dos 7 Hospitais Públicos com estas valências e 1 Hospital Privado 
de Lisboa (população total de 173 ginecologistas e 66 urologistas). Os dados, em fase de recolha 
através de questionários anónimos de autopreenchimento, incluem conhecimentos e perceções 
sobre as DS, a sua formação e prática clínica em saúde sexual, os critérios para iniciar ou prescrever 
tratamento e a adoção de recomendações. 

Primeiro, os dados serão explorados através de estatística descritiva. Segundo, a significância 
estatística (p≤0,05) das associações será verificada através do teste de Qui-Quadrado (ou teste 
Exato de Fisher) para as variáveis categoriais, como o sexo, e pelo teste t de Student e análise de 
variância para as variáveis contínuas (ou equivalentes não paramétricos), como a idade e anos 
de prática. As barreiras de comunicação serão avaliadas por uma escala de Likert de 10 items e 
será construído um score total de barreiras. Por fim, através de análises de regressão linear serão 
identificados potenciais preditores das barreiras à abordagem das DS, como sexo, idade, anos de 
prática, autoperceção de competências e necessidade de formação, para cada população. 

Prevemos um intervalo de confiança de 90% e um erro amostral de 5% por especialidade e 
3,5% no total para os dados analisados, considerando uma estimativa de 90% de necessidade 
autopercecionada de formação, segundo dados existentes.

Resultados: Será obtida uma caracterização sociodemográfica e da prática clínica dos 
Ginecologistas e Urologistas participantes, uma descrição da autoperceção de barreiras, 
competências e necessidades de formação. Depois, serão identificados fatores explicativos de 
uma maior autopercepção de barreiras. Por fim, as barreiras e capacidades autopercecionadas dos 
Ginecologistas e Urologistas serão comparadas entre si, para identificar semelhanças e divergências.

Conclusões: Esperamos fundamentalmente que as barreiras detetadas sejam passíveis de 
intervenção, podendo a informação recolhida e processada neste estudo vir a potenciar a definição 
e aplicação de estratégias dirigidas a estas populações.

Key-words:  Sexual Dysfunctions, Gynecology, Urology

Background: Recent studies show a low percentage of urologists and gynecologist who consider 
themselves highly competent in the diagnosis and treatment of Sexual Dysfunctions (SD); they also 
point towards the presence of several self-perceived barriers, such as gender differences, lack of 
time and/or knowledge on the topic. About 91% of the urologists underestimate the prevalence of 
female SD and less than 5% of the gynecologists feel highly confident in treating them.	

Objectives: Characterize the following on the urologists and gynecologists sample: a) knowledge 
on SD; b) clinical practices, including diagnoses and treatments; c) self-perceived barriers; d) self-
perceived need for training.

Methods: Cross-sectional study, with a prospective final sample of 100 specialists and residents 
of urology and gynecology (40/60) from the 7 public hospitals with these specialties and 1 private 
hospital in Lisbon (total population of 173 gynecologists and 66 urologists). The data being 
gathered through paper based self-administered anonymous questionnaires include knowledge 
and perception of SD, training and clinical experience in sexual health, criteria used to initiate or 
prescribe treatment and the use of guidelines.

Descriptive analyses will be performed. Statistical significance (p≤0,05) of the associations 
performed will be verified through the squared-chi test (or Fisher exact test) for the categorical 
variables, such as sex, and through T-Student test and variance analysis for continuous variables 
(or non-parametrical equivalents), such as age and years of practice. The communication variables 
will be analyzed through a 10-item Likert scale and a barriers total score will be calculated. Finally, 
potential barrier’s predictors, such as sex, age, years in practice, self-perceived competence and 
need for training, will be identified by linear regression analyses for each population.

We predict a 90% confidence interval and a sample error of 5% per specialty and of 3,5% for the 
whole analyzed data, considering an estimated 90% self-perceived need for training, according to 
previous studies.

Results: A characterization of the urologists and gynecologists sample will be drawn considering 
socio-demographic and clinical practice variables; and a description of the self-perceived barriers, 
competence and need for training. Then, we will identify explanatory factors for a greater auto 
perception of barriers. Finally, the self-perceived barriers and abilities of both gynecologists and 
urologists will be compared, to identify common and divergent features.

Conclusions: We mainly hope that the identified barriers are liable to intervention, so that the 
information gathered and processed in this study can enable the implementation of strategies 
directed to this population.
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A apolipoproteína E (ApoE) é uma glicoproteína polimórfica que medeia o uptake celular de 
lipoproteínas do tipo VLDL (very low density lipoproteins) e que tem um papel determinante na 
biodisponibilidade de vitamina K para os osteoblastos. Existem três isoformas – ε2, ε3, e ε4 – que 
estão associadas a diferentes capacidades de ligação aos recetores celulares, o que determina 
diferentes valores de clearance de lipoproteínas intestinais ricas em vitamina K da circulação para 
o osso. Com este estudo, pretende-se verificar se a isoforma ε4 está associada a um maior número 
de eventos fraturários do que a isoforma ε3, que é a mais prevalente na população em geral. Estas 
isoformas diferem de uma cisteína para uma arginina nas posições 112 e 58. Para verificar a relação, 
foi desenvolvido um estudo caso-controlo, comparando um grupo de 144 doentes submetidos a 
artroplastia total da anca por fratura de fragilidade da anca ou coxartrose com um grupo controlo 
de 128 pessoas saudáveis. Para ambos foi determinado o polimorfismo da ApoE (com recurso a 
amostras de sangue) através da técnica RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), utilizando 
as enzimas de restrição AflIII e HaeII para identificar os SNP (single nucleotide polymorphism). A 
fratura de fragilidade foi a razão da cirurgia para 43.8% dos doentes submetidos a artroplastia total 
da anca. Destes, apenas 28.6% (p=0.890) apresentam pelo menos um alelo ε4 no seu genótipo. 
Com recurso ao SPSS, foi realizada uma análise logística multivariável que cruzava o sexo, a idade, o 
índice de massa corporal (IMC), o número de fraturas prévias e o polimorfismo da ApoE para estes 
doentes. Observou-se que a isoforma ε4 não se relaciona de forma estatisticamente significativa 
com a ocorrência de mais eventos fraturários (p=0.255).

Key-words:  ApoE polymorphism; Coxarthrosis; Fragility fracture

The apolipoprotein E (ApoE) is polymorphic glycoprotein that regulates the cellular uptake of 
lipoproteins like VLDL (very low density lipoproteins) and that determines the osteoblastic 
bioavailability of vitamin K. There are three isoforms - ε2, ε3, e ε4 – and each one is associated with 
different binding capacities to cellular receptors which determine different clearances of vitamin K 
rich intestinal lipoproteins from circulation to bone. In this study, we aim to verify if the ε4 isoform 
is associated with a greater percentage of fracture events than the ε3 isoform, the most prevalent 
in population. They differ by a cysteine-to-arginine change at position 112 and 58. To establish this 
relation it was developed a case-control study that compares a group of 144 patients submitted to 
hip replacement surgery due to fragility fracture or coxarthrosis with a control group (128 healthy 
controls). For both of the groups the ApoE polymorphism was characterized through RFLP (restriction 
fragment length polymorphism), using AflIII and HaeII as restriction enzymes to identify the SNP 
(single nucleotide polymorphism). Fragility fracture was the main reason for surgery in 43.8% of the 
patients submitted to hip replacement surgery. Only 28.6% (p=0.890) of these seem to have at least 
one ε4 allele in their genotype. Using the SPSS software it was conceived a multivariable logistics 
analysis regarding sex, age, body mass index (BMI), number of previous fractures and the ApoE 
polymorphism for these patients. The analysis showed that the ε4 isoform does not statistically 
correlates with the a higher prevalence of fracture events (p=0.255).
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Palavras-Chave: Insuficiência cardíaca; ressincronização cardíaca; reflexo baroreceptor

Fundamento: A terapêutica de ressincronização cardíaca (TRC) tem demonstrado benefícios 
clínicos significativos no tratamento da insuficiência cardíaca crónica (IC), com disfunção sistólica 
grave (Fração de ejecção- FEj<35%) e dessíncronia da ativação ventricular (QRS > 120 ms). No 
entanto, cerca de 30% dos candidatos a TRC são considerados não-respondedores. Apesar dos 
mecanismos subjacentes às alterações benéficas na função cardíaca pós-TRC (“remodelagem 
inversa”) não serem ainda claros, tem sido sugerido que o sistema nervoso autónomo poderá ter 
um papel importante na resposta clínica à TRC. De facto, A TRC tem sido associada à melhoria de 
marcadores de prognóstico como seja o aumento da variabilidade da frequência cardíaca (FC), a 
diminuição da actividade simpática cardíaca ou da FC média. 

Objectivos: O objetivo deste trabalho é estudar a função autonómica cardiovascular através da 
avaliação do reflexo baroreceptor em doentes com IC candidatos a TRC, e comparar a evolução dos 
parâmetros clínicos, hemodinâmicos e autonómicos durante o seguimento clínico pós-TRC. 

Métodos e Resultados: Neste estudo clínico foram incluídos até à data (11/11/2013) 22 doentes 
com IC com indicação formal para TRC. Para além da avaliação clínica, eletrocardiográfica e 
ecocardiográfica, efectuadas no âmbito do programa de ressincronização cardíaca em vigor no 
Hospital de Santa Marta, o protocolo de estudo incluiu um teste de stress ortostático (teste de tilt) 
para estudo da função autonómica e do reflexo baroreceptor. O teste de tilt é efectuado antes da 
implantação do dispositivo de TRC, em fase aguda pós-implantação (48h), e no seguimento a 6 
meses. Durante o teste de tilt, o electrocardiograma e a pressão arterial periférica foram registados 
de forma contínua e não invasiva. Os sinais adquiridos são utilizados para o cálculo da variabilidade 
da pressão arterial sistólica (PAS) e da variabilidade da FC. A sensibilidade do baroreflexo (SBR) e o 
indíce de eficácia do baroreflexo (IEB) foram calculadas através do método sequencial. Este estudo 
encontra-se ainda em fase de recrutamento, pelo que se apresentam os resultados preliminares 
referentes à avaliação Pré-TRC e 48h pós-TRC de 7 doentes. Assim, verificou-se uma diminuição 
significativa da PAS durante o período de ortostatismo, 48h pós-TRC (Pré-TRC: 118,5±14,8 vs Pós-
TRC: 109.5±12,8 mmHg; P=0.008), bem como um aumento da FC média (74,1±12,1 vs 83,1±10,8 bpm; 
p=0.002). Não se verificaram contudo alterações significativas dos valores basais (clinostatismo) 
de PAS e FC. Existe ainda uma redução significativa do IEB durante o ortostatismo (39,8±12,8% 
vs 23,9±10,7%, P=0,03), no entanto a SBR mantem-se inalterada (7,4±2,8 vs 6,3±3,3ms/mmHg; 
P=0,26) durante o mesmo periodo. Apesar de não existirem diferenças significativas naquilo que 
toca à variabilidade da FC, parece existir uma tendência para a diminuição do índice de variabilidade 
na banda das Low Frequencies (LF), o que traduz uma redução da actividade simpática.

Conclusão: Estes resultados preliminares demonstram uma diminuição aguda da PAS e um 
aumento da FC média pós-TRC, que parece ser acompanhada de uma diminuição da actividade 
simpática. Porém, parece existir uma redução da eficácia do baroreflexo, que pode estar associada 
ao aumento da ocorrência de extrassistoles que se registou após implantação do dispositivo de TRC.

Key-words:  

Backgroud: Cardiac Resynchronization Therapy (CRT) is a recent therapy that has shown several 
clinical benefits in the treatment of chronic Heart failure (HF) which presents with both systolic 
dysfunction (Ejection fraction (EF)<35%) and ventricular dissinchrony (QRS>120 ms)1. However, 
there are still 30% of patients who fail to respond to CRT (nonresponders). Although the 
mechanisms underlying the clinical and echocardiographic response to CRT are still not clear, it has 
been suggested that the autonomic nervous system plays an important role on reverse remodeling, 
the cardiac structural and functional changes that are responsible for the improvement in EF and 
cardiac volumes seen in responders to CRT. In fact, CRT has been associated with an increase in 
Heart Rate (HR) Variability as well as a decrease in Mean HR and Cardiac sympathetic nerve activity, 
all of them well-established autonomic prognostic markers in HF.

Objectives: The aim of our work is to assess autonomic cardiovascular function by evaluating 
arterial baroreflex in patients with HF who are candidates for CRT, and to analyze the evolution of 
clinical, hemodynamic and autonomic parameters during post-CRT follow-up.

Methods and Results: 22 HF patients with indication for CRT were included in this clinical study until 
11/11/2013. All patients were submitted to the clinical, electrocardiographic and echocardiographic 
evaluation that are part of the CRT protocol in Santa Marta Hospital. An orthostatic tilt test was 
also performed to all patients for the assessment of autonomic cardiovascular function and arterial 
baroreflex. This was performed before CRT-implantation, in the acute phase after CRT-implantation 
(48-72h), and during the follow-up (at 6 months). During tilt test, the ECG and arterial blood 
pressure were registered continuously and non-invasively. This signals were used to calculate the 
variability of systolic blood pressure (SBP) and the HR variability. The baroreflex sensitivity (BRS) and 
the baroreflex effectiveness index (BEI) were measured through the sequence method. This study is 
still on the recruitment phase. Therefore, we present our preliminary results related to the Pre-CRT 
and 48h post-CRT autonomic evaluation of 7 patients. In this group, there was a significant decrease 
in SBP48h after CRT, during the orthostatic period, Pré-TRC: 118,5±14,8 vs Pós-TRC: 109.5±12,8 
mmHg; P=0.008), as well as an increase in mean HR (74,1±12,1 vs 83,1±10,8 bpm; p=0.002). 
Although, there were no differences between clinostatic SBP and HR measures. There was also a 
significant decrease in BEI during tilt test (39,8±12,8% vs 23,9±10,7%, P=0,03), although the BRS 
remained unchanged (7,4±2,8 vs 6,3±3,3ms/mmHg; P=0,26). Although there were no significant 
changes in HR variability indexes, there appears to be a trend to the decrease of the HR variability 
indexes in the Low Frequencies band, thereby suggesting a reduction in sympathetic nerve activity. 

Conclusion: These preliminary results show an acute decrease in SBP and an acute increase in mean 
HR after CRT, which seem to be accompanied by a reduction in sympathetic nerve activity. However, 
it was also shown that there is a decrease in the effectiveness of the arterial baroreflex, which may 
be related to the observed increase in the number of extrassystoles after CRT.
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Palavras-Chave: Aprendizagem por reforço e de hábitos; Gânglios da base; Dopamina

Fundamento: Durante a aprendizagem de hábitos, o sujeito é influenciado pelas consequências 
que advêm da prática de diferentes respostas face a diferentes estímulos, sendo diversos valores 
assimilados e o seu comportamento progressivamente adaptado em função dos erros de predição 
obtidos. Estes erros correspondem à diferença entre o valor esperado e o obtido após a execução 
da ação nesse contexto e estão associados aos níveis fásicos de dopamina nos gânglios da base (GB), 
os principais responsáveis pelo desempenho desta função. A existência de anomalias nos GB pode 
pois explicar distúrbios neuronais em doenças como a Perturbação de Hiperatividade e Défice de 
Atenção (PHDA). De forma a estudar estes distúrbios, tarefas de classificação probabilística como 
a Weather Prediction Task (WPT) são utilizadas. Esta tarefa apresenta uma estrutura complexa e 
associa probabilisticamente 14 inputs (conjuntos de até 3 de um total de 4 pistas) a 2 resultados 
distintos, chuva e sol. O uso da memória declarativa aquando da sua execução por parte do sujeito 
é pois infrutífero. Objetivos: Pretendia-se com este trabalho estudar anomalias na aprendizagem 
de hábitos na PHDA. Para tal, pretendia-se comparar as taxas de aprendizagem manifestadas por 
estes doentes e por sujeitos de controlo. Esperava-se também estudar quais os mecanismos de 
aprendizagem associados à resolução da WPT. Métodos: Foram analisados os dados relativos à 
execução da WPT por parte de 36 sujeitos que pertenciam a um grupo de controlo e de 20 com 
PHDA. De forma a realizar esta análise foram efetuados modelos de Q-Learning que apresentavam, 
conforme a interação que se pretendia estudar, entre zero e três parâmetros: as taxas de 
aprendizagem positiva (α_G) e negativa (α_L) e um parâmetro β, associado à tendência do sujeito 
responder de uma forma mais determinista ou aleatória. Para cada tipo de modelo foram ainda 
testadas duas hipóteses alternativas de aprendizagem. Na primeira todos os inputs foram tidos 
como independentes, enquanto que na segunda uma relação de similaridade foi imposta entre 
diversos inputs, de acordo com o conjunto de pistas que partilhavam. Os diversos modelos foram 
ajustados aos dados empíricos e subsequentemente comparados com recurso aos Critério de 
Informação de Akaike (AIC) e Bayesiano (BIC), bem como através de Likelihood Ratio Tests (LRTs). 
Resultados: Os modelos em que α_G foi imposta como nula apresentaram valores elevados para 
os dois critérios de informação, em consequência do seu pior fitting aos dados empíricos. Em 
contraste, os modelos com α_L nula, apresentaram os melhores resultados e grande significância 
estatística ao nível de sujeitos com PHDA e controlo exibirem diferentes taxas de aprendizagem 
positiva (p-value<0.03). Esta informação foi também corroborada por outros modelos e através de 
LRTs. Constatou-se ainda que a segunda abordagem testada ao nível do modelo de aprendizagem 
apresentou os melhores resultados. Conclusões: Verificou-se uma relação entre os valores obtidos 
para os diversos modelos e as características fisiológicas conhecidas, na medida em que os 
melhores modelos assentavam na suposição de que diferentes taxas de aprendizagem existiam 
e diferentes suposições sobre estas conduziam a resultados bastante distintos. O menor valor de 
α_G encontrado para o grupo com PHDA está também de acordo com o esperado a priori, uma vez 
que nestes sujeitos há uma deficiência de dopamina, a qual se pensa estar na origem de sinais mais 
atenuados para os erros de previsão.

Key-words:  Basal ganglia; Habit learning; Dopamine

Background: During habit learning a subject is influenced by the consequences of doing different 
actions in response to different stimuli. Multiple values are stored in this process, being the 
subject’s behavior progressively adapted according to the prediction errors obtained. These errors 
are given by the difference between the expected and obtained value after executing a specific 
action in a certain environment and are associated with the phasic levels of dopamine in the basal 
ganglia (BG). The BG are the main structures responsible for habit learning and the existence of 
anomalies in them may therefore explain neuronal disturbances in diseases such as Attention Deficit 
Hyperactivity Disorder (ADHD). In order to study these abnormalities, probabilistic classification 
tasks like the Weather Prediction Task (WPT) are used. This task presents a complex structure and 
probabilistically associates 14 inputs (sets of 3 or less cues of a total of 4) to 2 distinct results, 
rain and shine. The likelihood that subjects gain declarative knowledge of the stimulus-response 
contingencies in this task is therefore minimal. Objectives: It was intended with this project to study 
habit learning disorders in ADHD. To do so, it was desired to compare the learning rates exhibited 
by subjects with ADHD and belonging to a control group. It was also expected to study which were 
the learning strategies used while solving the WPT. Methods: The data from the execution of the 
WPT by 20 subjects with ADHD and by 36 subjects of a control group was studied. For this purpose 
multiple Q-Learning models were created. These models had three or less parameters according 
with the interaction between parameters which was desired to study. The parameters were the 
positive and negative learning rates, respectively α_G and α_L, and a parameter β related with 
the tendency of the subject for exploration or exploitation. For each type of model two learning 
hypothesis were tested. In the first one, all inputs were assumed independent. In the latter, on the 
other hand, a similarity relation was imposed between different inputs, according to the number of 
cues shared by them. The models were fitted to the experimental data and then compared using not 
only the Bayesian and Akaike Information Criterions but also Likelihood Ratio Tests (LRTs). Results: 
The models where α_G was set to zero had the highest values for both information criterions as a 
consequence of their worse fitting to the data. In contrast, the models with null α_L proved to be 
the best and exhibited statistic significance when the positive learning rates of subjects with ADHD 
were tested to be lower than those of the subjects belonging to the control group (p-value<0.03). 
This information was also given by other models and was further confirmed when LRTs were 
performed. It was also verified that the second learning hypothesis test yielded the better results.  
Conclusions: The results obtained were consistent with anatomic and physiological data, since the 
models which assumed the existence of different learning rates gave the best results. It was also 
shown that different assumptions about these learning rates yielded results significantly different, 
as expected. The lower value of α_G found for the group with ADHD was also consistent with the 
literature. This is due to these subjects having a dopamine deficiency, which is thought to be in the 
origin of attenuated signals for the prediction errors.
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Palavras-Chave: Doença coronária; Disfunções sexuais; Qualidade de vida

Fundamento: Existe evidência associando a disfunção erétil (DE) com a doença coronária (DC) 
e a sua gravidade. Nas mulheres, a evidência atual é a favor de uma associação positiva mas o 
significado clínico da disfunção sexual feminina (DSF) ainda não está bem estabelecido. O SYNTAX 
Score foi desenvolvido para avaliar a gravidade da DC e a versão curta do questionário de auto-
resposta de 36 itens do Medical Outcomes Study para avaliar a qualidade de vida relacionada com 
a saúde. Contudo, ainda não existem estudos que tenham avaliado de que forma a DE e a DSF se 
correlacionam com SYNTAX Score assim como a associação da DC e das disfunções sexuais com a 
qualidade de vida relacionada com a saúde. Objectivos: a) Estudar a associação da DE e da DSF 
com a DC avaliada pelo numero de vasos e pelo SYNTAX Score; b) avaliar a relação das disfunções 
sexuais e da DC com a qualidade de vida relacionada com a saúde. Métodos: Estudo observacional 
incluindo homens e mulheres entre os 25-65 anos, sexualmente ativos, que realizaram uma 
coronariografia no Laboratório de Hemodinâmica do Hospital Santa Maia entre Janeiro e Outubro 
de 2013. Foram excluídos doentes diabéticos, com outras doenças cardíacas concomitantes, 
história de enfarte agudo do miocárdio prévio e com outras patologias que pudessem interferir 
com o funcionamento sexual. Os dados foram recolhidos através de consulta do processo clínico e 
entrevistas semi-estruturadas. A DC foi avaliada segundo o número de vasos atingidos e o SYNTAX 
score. A DE e a DSF foram avaliadas através do Índice Internacional de Função Eréctil e o Índice de 
Funcionamento Sexual Feminino, respetivamente. A qualidade de vida relacionada com a saúde foi 
avaliada através da versão curta do questionário de auto-resposta de 36 itens do Medical Outcomes 
Study (SF-36). Resultados: Numa amostra de 87 homens, 72,4% tinham DC e 57,4% tinham DE. 
A maior prevalência de DE encontrada em homens com DC (46%) comparada com homens sem 
DC (11,5%) não foi significativa. Contudo, os homens com DC apresentaram uma diminuição 
significativa em vários domínios do seu funcionamento sexual, nomeadamente: função orgásmica; 
satisfação sexual e satisfação geral. Neste aspeto, os homens com DE apresentaram uma diminuição 
significativa de todos os domínios do seu funcionamento sexual. Houve uma maior prevalência de 
hipercolesterolémia em homens com DC e de hipertensão nos homens com DE comparativamente 
aos homens sem DC e sem DE, respetivamente. Verificámos também uma tendência não significativa 
para um maior número e prevalência de fatores de risco cardiovasculares nos homens com DC 
ou com DE. Quanto à na qualidade de vida relacionada com a saúde, só houveram diferenças 
significativas em relação à DE: os homens com DE apresentaram uma diminuição nos domínios da 
saúde geral, função física, vitalidade, papel físico e papel emocional avaliados pelo SF-36. Verificou-
se uma tendência não significativa para uma maior gravidade de DC, avaliada pelo número de vasos 
e pelo SYNTAX Score, nos homens com DE. Em termos de medicação, houve um maior número 
de homens com DE sob beta-bloqueantes. A análise dos resultados da amostra feminina ainda 
estão em curso. Conclusões: A DC e DE partilham fatores de risco cardiovasculares semelhantes. 
Contudo, a DE esteve mais associada com uma diminuição de certos domínios da qualidade de vida 
relacionada com a saúde do que com a presença e a gravidade da DC avaliada quer pelo número 
de vasos como pelo SYNTAX Score. Quanto à DSF, esperamos ainda pela análise dos resultados.

Key-words:  Coronary Heart Disease; Sexual Dysfunctions; Health-related quality of life

Backgound: There is evidence linking erectile dysfunction (ED) with coronary heart disease (CHD). 
In women, the actual evidence is in favor of a positive association but the clinical significance of 
female sexual dysfunction (FSD) is still obscure. The SYNTAX Score was created to evaluate CHD’s 
severity and the  36-item  short form of the Medical Outcomes Study questionnaire (SF-36) to 
assess the health-related quality of life. To our knowlowdge, no other study has still assessed 
the relationship of ED and FSD with SYNTAX score as well as the association of CHD and sexual 
disfunctions with health-related quality of life. Objectives: a) study the association of ED and FSD 
with CHD assessed by the number of disease vessels and SYNTAX Score; b) evaluate the relationship 
of CHD and sexual dysfunctions with health-related quality of life. Methods: Observational study 
among sexually active male and female patients aged 25-65 years, who underwent coronary 
angiography the Cardiology Department of the Saint Mary Hospital of Lisbon from January to 
October 2013. We excluded patients with diabetes, other cardiac diseases, history of previous 
myocardial infarction as well as other pathologies that could interfere with sexual function. Data 
was collected through clinical records and semi-structured interviews. CHD was evaluated through 
the number of diseased vessels and SYNTAX Score. The International Index of Erectile Function and 
the Female Sexual Function Index were used to evaluate ED and FSD, respectively. Health-related 
quality of life was assessed with the self-administered 36-item short form of the Medical Outcomes 
Study questionnaire (SF-36). Results: In a sample of 87 men, 72.4% had CHD and 57% had ED. The 
higher ED prevalence found among men with CHD compared to men without CHD (11,5%), was not 
significant. However, men with CHD presented significant lowers scores in several sexual function 
domains: orgasmic, intercourse satisfaction and overall satisfaction. Regarding this aspect, men 
with ED presented lower scores in all their sexual function domains. There was a higher prevalence 
of hypercholesterolemia in men with CHD and of hypertension in men with ED, respectively. A 
non-significant trend was observed toward a higher number and prevalence of cardiovascular risk 
factors among men with CHD and ED. Regarding health-related quality of life, the only differences 
observed were regarding to ED: men with ED presented lower scores in the domains regarding 
general health, physical function, vitality, physical role and emotional role assessed through the SF-
36. It was also observed a non-significant trend toward a higher severity of CHD, assessed through 
number of diseased vessels and SYNTAX Score, in men with ED. Regarding medication, there was a 
higher proportion of men with ED taking beta-blockers. The analysis of results of the female sample 
is still ongoing. Conclusions: CHD and ED share similar cardiovascular risk factors. Nevertheless, ED 
was more associated with the diminishing of certain domains of the health-related quality of life 
than with the presence and severity of CHD assessed through the number of diseased vessels and 
the SYNTAX Score. Regarding FSD, we are currently working on the results analysis. 

Alunos | Students: Ricardo Pereira Dias
Projecto | Project         

201334 / PEC

Tutores | Tutors: Professora Doutora Ana Almeida

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Clinica Universitária de Cardiologia do Hospital Santa Maria

E-mail: pereira.dias.ricardo@gmail.com

Título | Title: Doença Coronária e Disfunções Sexuais

Coronary Heart Disease and Sexual Dysfunctions


	DIA DA INVESTIGAÇÃO - 15º WORKSHOP - Educação pela Ciência
	INTRODUÇÃO
	Dia da Investigação - PROGRAMA
	Sessão de Posters I - NEUROCIÊNCIAS
	P02
	P03
	P04
	P12
	P13
	P14
	P16
	P18

	Sessão de Posters II - Biol.Molecular,Bioquímica,Oncobiologia,Imunologia,Microbiologia-Ciên.Básicas
	P05
	P07
	P08
	P17
	P21
	P23
	P30

	Sessão de Posters III - MEDICINA CLÍNICA e TRANSLACIONAL
	P09



