


INTRODUÇÃO
Dado o sucesso das edições passadas do “Dia da Investigação na FMUL”, o interesse 
crescente dos estudantes da FMUL pela actividade científica, e o seu nível de envolvimento 
em projectos de investigação, o GAPIC e a AEFML decidiram organizar a 3.ª edição.

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, para além da apresentação dos resultados dos projectos desenvolvidos no âmbito 
do 17.º Programa “Educação pela Ciência”, será dado destaque aos 25 anos do GAPIC.
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Apoios

Participação

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

Profª. Doutora Isabel Pavão Martins – Presidente do Conselho Pedagógico 

Profª. Doutora Maria do Carmo Fonseca – Presidente do IMM

Prof. Doutor Miguel Oliveira da Silva – Director Clínico do CHLN

Tomás Neto da Silva – Presidente da AEFML

Prof. Doutor João Ferreira – Coordenador do GAPIC

9:15 A
do CAML (2ª. fase do estudo)
Nuno Rodrigues – CPA | Sónia Barroso – GAPIC

9:45  

“EDUCAÇÃO PELA CIÊNCIA” 

VISITAS A UNIDADES
DE INVESTIGAÇÃO

SESSÃO DE POSTERS I

MEDICINA CLÍNICA E TRANSLACIONAL
Moderadores: Ana Almeida | Dulce Brito

P01 Osteoprotegerina, RANKL e Densidade Mineral Óssea em doentes com 
aterosclerose carotídea avançada
António Nicolau Fernandes  – JE Fonseca Lab (IMM) 

P11 MiRNAs circulantes como potenciais biomarcadores precoces de 
cardiotoxicidade induzida por terapêutica para cancro da mama
Catarina Martins O´Neill – Carmo Fonseca Lab (IMM)

P17
período pós-transplante alogénico de células estaminais hematopoiéticas
Bárbara Joana Mestre Ribeiro – JLacerda Lab (IMM)

P18 Adiponectina e IL-6 na aterosclerose estabelecida: que relação com 
densidade mineral óssea?
Filipe Figueiredo – JE Fonseca Lab (IMM)

SESSÃO DE POSTERS II

BIOLOGIA MOLECULAR, BIOQUÍMICA, ONCOBIOLOGIA, 
 CIÊNCIAS BÁSICAS

Moderadores: Francisco Enguita | João Taborda Barata | Miguel Castanho | Sérgio Dias

P03 Cancro da mama luminal: variabilidade genética do locus do gene RANK e 
valor prognóstico de gânglios linfáticos RANK+
Marta Melo, Raquel Brás – Luís Costa Lab (IMM)

P07
Tiago Rodrigues Velho – LMoita Lab (IMM)

P10
Catarina Filipe Santos Ribeiro – Carmo Fonseca Lab (IMM)

P16 Indução de tolerância a longo prazo ao factor VIII em ratinhos hemofílicos 
através da administração intranasal de factor VIII recombinante
Inês Vale Costa Santos – L Graça Lab (IMM)

P22 Impacto do HIV-2 nos gânglios linfáticos
Sandra Duque Maurício – AE Sousa Lab (IMM)

P26 Evolução clonal pré-programada versus estocástica de Leucemia Mielóide 
Aguda recidivante
Diogo Maia-Silva – Silva-Santos Lab (IMM)

SESSÃO DE POSTERS III

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

P02 Efeitos da expressão microglial de Sirt2 na LTP
Joana Almeida, Mariana Vargas – Ana Sebastião Lab (IMM)

P12
enrugamento cutâneo induzida por EMLA
Bernardo Crespo Pimentel – M Carvalho Lab (IMM)

P13
Técnica de Klingler: Criação de Modelos 3-D aplicáveis ao ensino da 
Neuroanatomia
João Luís Cavaco, Rodrigo Gonçalves – Instituto de Anatomia (FMUL)

P14
Miguel Leal Rato – Laboratório de Estudos da Linguagem,  J Ferro Lab (IMM)

P23 Caracterização mecanística da aprendizagem por reforços em humanos 
saudáveis utilizando modelos computacionais  
Ângelo Neto Dias – M Carvalho Lab (IMM), Unidade de fisiologia clínica e translacional

P27 Caracterização das constantes cinéticas do transportador de GABA, GAT-1, 
em modelos animais de epilepsia de ausência
Gabriel Fonseca Matos – Instituto de Farmacologia e Neurociências (IMM)

P28 Acção dos receptores A2A da Adenosina (A2Ar) e do factor neurotró�co
derivado do cérebro (BDNF) na auto-renovação e neuritogénese das 
células estaminias neuronais do giro dentado
Diogo Mendes Pedro, Marta Duarte Samartinho –  Instituto de Farmacologia e 

Neurociências (FMUL)

11:15 Pausa para Café | 

Exposição - GAPIC: 25 Anos a Promover a Ciência

11:30 Oportunidades de investigação para alunos | AEFML
Moderador:  Tomás Neto da Silva – Presidente da AEFML

Oradores:  Diogo Guimarães – aluno GAPIC
  Vasco Romão – aluno de Doutoramento
  Prof. Doutor João Eurico Fonseca – docente/investigador
  Mestre Sónia Barroso – GAPIC
  Maria Tavares de Pina – Relações Públicas do AIMS Meeting

13:00 Pausa para Almoço

14:00 PALESTRA

THE FUTURE FOR HEALTH: everyone has a role to play
Professor Doutor Jorge Oliveira Soares
 Programa Inovar em Saúde da Fundação Calouste Gulbenkian

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

Moderadores: Ana Almeida  |  Ana Sebastião  |  Conceição Azevedo Coutinho  |  
Dulce Brito  |  Francisco Enguita  |  João Taborda Barata  |  Sérgio Dias  |  Tiago Maia

16:30 Pausa para Café | 

Exposição - GAPIC: 25 Anos a Promover a Ciência

16:45 CRITICAL MIND GAME

17:30 Entrega de Prémios e Encerramento

CENTRO HOSPITALAR 
LISBOA NORTE, EPE

11:00 – 17:00    Biobanco  |  recolha de amostras



SESSÃO DE 
POSTERS I
MEDICINA CLÍNICA E 
TRANSLACIONAL



 

Palavras-Chave: osteoporose, aterosclerose, osteoprotegerina

Aterosclerose e osteoporose (OP) são duas patologias bastante frequentes e com efeitos profundos 
na morbilidade e mortalidade da população.

Existe uma relação entre estas duas entidades claramente demonstrada por vários estudos 
epidemiológicos: doentes com diminuição da densidade mineral óssea (DMO) têm mais eventos 
cardiovasculares (CV) e doentes CV têm um aumento do risco de fracturas osteoporoticas. Apesar 
de partilharem diversos factores de risco é provavel que existam mecanismos moleculares e 
fisiopatológicos em comum, entre os quais o eixo osteoprotegerina (OPG) / ligando do receptor 
activador do NF-κB (RANKL)/ receptor activador do NF-κB (RANK).

No osso a OPG compete com RANK, ligando-se ao RANKL e inibindo a reabsorção óssea. O papel da 
OPG na patologia CV não está completamente claro. Em estudos animais a OPG mostra uma acção 
protectora na calcificação vascular. Em humanos, pelo contrário, níveis séricos elevados de OPG 
foram associados a patologia CV. Adicionalmente foi decomentado que tratamento com estatinas 
pode modificar os biomarcadores de calcificação em doentes com estenose carotídea.

A nossa hipótese é que a expressão de OPG e RANKL em placas de ateroma está relacionada com 
a DMO.

O nosso objectivo é avaliar a expressão génica de OPG e RANKL nas placas de ateroma em doentes 
com aterosclerose carotídea avançada. A relação entre DMO, expressão génica e rácio RANKL/OPG 
também será avaliada.

Neste estudo foram incluídos doentes consecutivos que se submeteram a endarterectomia 
carotídea no HSM, que concordaram em participar e que assinaram o consentimento informado 
para colheita de amostras biológicas. Foi feita uma densitometria óssea e aplicado um protocolo 
clínico. Foi colhida a placa e uma amostra de sangue. 

Foram incluídos no total 66 doentes, com média de idade de 70,8 ± 9,3. Não foram encontradas 
diferenças estatisticamente significativas de OPG, RANKL e rácio em doentes de acordo com sexo, 
história de AVC ou presença de osteoporose femoral, mesmo quando ajustado para sexo e idade. 
Existe um aumento significativo (p=0,04) de OPG expressa na placa em doentes medicados com 
estatinas. A correlação entre estas proteínas expressas na placa e DMO não foi estatisticamente 
relevante.

Os nossos resultados preliminares não suportam a associação entre expressão génica na placa de 
RANKL/OPG e DMO. 

Confirmamos estudos anteriores em que o tratamento com estatinas estava associado a aumento 
de expressão génica de OPG na placa. 

O estudo tem algumas limitações, principalmente o N da amostra e a falta de controlos saudáveis. 
Também seria importante analisar tecido ósseo. 

O próximo passo desta investigação será aumentar o N e avaliar os níveis séricos de OPG e RANKL 
para compreender as relações entre fenómenos locais e sistémicos deste eixo.

Key-words: osteoporosis, atherosclerosis, osteoprotegerin

Atherosclerosis and osteoporosis (OP) are two very prevalent pathologies and have profound effects 
on morbidity and mortality of the population. 

There is a relationship between these two entities, clearly demonstrated by several epidemiological 
studies: patients with decreased bone mineral density (BMD) have more cardiovascular (CV) events 
and CV disease patients have an increased risk of osteoporotic fracture. Although they share several 
risk factors, it is likely that there are pathophysiological mechanisms common to both entities, 
among which is the axis osteoprotegerin (OPG) / receptor ligand activator of NF-kB ligand (RANKL) 
/ receptor activator of NF-kB (RANK).

In the bone, OPG competes with RANK by binding to RANKL and inhibiting bone resorption. The role 
of OPG in CV disease in is not completely clear. In animal studies, OPG showed a protective effect 
on vascular calcification. In humans, on the contrary, elevated serum levels of OPG were associated 
to CV pathology. Additionally, it was recently documented that treatment with statins can modify 
levels of calcification biomarkers in patients with carotid stenosis.

We hypothesize that OPG and RANKL expression in atherosclerotic plaques is related to BMD.

We aim to evaluate the gene expression of OPG and RANKL in atherosclerotic plaques of patients 
with advanced carotid atherosclerosis. The relationship between BMD, gene expression and ratio 
RANKL/OPG will also be evaluated.

In this study were included consecutive patients who underwent carotid endarterectomy at HSM, 
and who agreed to participate and signed the informed consent to collect biological samples. A 
bone densitometry (DXA) was held and applied a clinical protocol. The atheromatous plaque and 
serum sample was collected.

In total, 66 patients were included, with average age 70,8 ± 9,3. No statistical significant differences 
were found for OPG, RANKL and their ratio in patients according to gender, previous stroke and 
presence of femoral OP. No statistical significant differences were found in gene expression for OP 
and stroke even when adjusted for sex and age. There is a significant (p=0,04) increase of plaque 
OPG expression in patients medicated with statins. The correlations between these bone proteins 
expressed in the vessel and BMD were not statistically significant.

Our preliminary results do not support the association between plaque expression of RANKL/OPG 
and BMD.

We confirmed previous observations that treatment with statins is associated with higher levels of 
local plaque expression of OPG.

This study had some limitations, mainly the sample size and the lack of healthy controls. It would 
also be important to analyze sample of bone tissue.

The next step of this research is to increase the sample size and to evaluate OPG and RANKL serum 
levels in order to understand the relationship between systemic and local phenomena of this axis.

Alunos | Students: António José Nicolau Marques Fernandes
Projecto | Project         

201401
Tutores | Tutors: Maria José Santos, MD PhD; Diana Carmona Fernandes, MSc

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: JEFonseca Lab / Rheumatology Research Unit (IMM)  |  JEFonseca Lab / Rheumatology Research Unit (IMM)

E-mail: antoniofernandes@campus.ul.pt

Título | Title: Osteoprotegerina, RANKL e Densidade Mineral Óssea em doentes com aterosclerose carotídea avançada
Osteoprotegerin, RANKL and Bone Mineral Density in patients with advanced carotid atherosclerosis



 

Alunos | Students: Catarina Martins O’Neill
Projecto | Project         

201411
Tutores | Tutors: Francisco J. Enguita, Manuela Fiuza

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Unidade de Biologia Molecular, IMM  |  Molecular Biology Unit, IMM

E-mail: catarinamoneill@campus.ul.pt

Título | Title:  MiRNAs circulantes como potenciais biomarcadores precoces de cardiotoxicidade induzida por terapêutica para cancro da mama
Circulating miRNAs as potential biomarkers for early detection of induced cardiotoxicity during breast cancer treatment

Palavras-Chave: MiRNAs circulantes, biomarcador, cardiotoxicidade

Fundamentos: Algumas terapêuticas anti-tumorais, como a quimioterapia e também as terapias 
biológicas são especialmente propensas a produzir efeitos cardiotóxicos, que se evidenciam 
clinicamente por disfunção cardíaca. Estas manifestações levam à interrupção dos tratamentos 
anti-tumorais, de modo a evitar extensos efeitos colaterais. Neste sentido, é essencial encontrar 
biomarcadores precoces de cardiotoxicidade. A disfunção cardíaca induzida por terapêutica 
anti-tumoral é definida clinicamente, pela ASE e EACI, como uma diminuição da fracção de 
ejecção ventricular esquerda (FEVE)> 10%, para um valor <53% (valor de referência normal para 
ecocardiografia bi-dimensional). No entanto, um declínio da FEVE representa uma fase relativamente 
tardia da disfunção cardíaca e a sua recuperação não é universal.

MicroRNAs (miRNA) são RNAs não codificantes constituídos por 19-22 nucleótidos, que actuam 
como reguladores fisiológicos pós-transcricionais da expressão génica. Sob condições fisiológicas 
os miRNAs são activamente secretados pelas células, e podem ser detectado em qualquer fluído 
corporal. Os miRNAs circulantes no plasma ou no soro foram postulados como biomarcadores 
clínicos de diversas patologias cardiovasculares.

Objectivos: Os objectivos deste trabalho são: 1) Avaliar o perfil de expressão global de miRNAs 
circulantes em doentes com cancro de mama submetidas a quimioterapia com antraciclinas e realizar 
uma análise comparativa entre os grupos que apresentam ou não cardiotoxicidade induzida; 2) 
Avaliar o valor prognóstico dos perfis de miRNAs determinados, na estratificação de risco de doentes 
submetidos a quimioterapia, por análise de correlação com os parâmetros cardíacos funcionais.

Métodos: A coorte inclui oito doentes com cancro de mama sob terapêutica com antraciclina há seis 
meses; 4 com efeitos cardiotóxicos, quantificados por parâmetros ecocardiográficos e 4 controlos 
sem endpoints clínicos. As amostras de soro dos elementos de coorte foram submetidas a extracção 
de RNA por coluna (Kit RNA Isolation miRCURY ™ for Biofluids, Exiqon). A qualidade das amostras de 
RNA foi verificada por electroforese capilar no sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent technologies). O 
screening da expressão diferencial de miRNAs foi realizado por low density qPCR human array (Exiqon, 
human miRCURY LNA™ Universal genome panel), o qual permite a quantificação de 752 miRNAs 
diferentes. Os dados foram processados pelo método delta-delta-Ct utilizando uma abordagem de 
normalização global e os resultados obtidos avaliaram a variação entre os perfis de expressão de 
miRNA de doentes que apresentam ou não cardiotoxicidade induzida por quimioterapia.

Resultados: Foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos perfis de expressão 
de miRNAs circulantes dos dois subgrupos de doentes. No subgrupo com endpoints clínicos de 
cardiotoxicidade existe uma expressão diminuída de hsa-miR-483-5p (0,2511, p-value 4,00E-04) e 
uma expressão aumentada de hsa-miR-532-5p (3,378, p-value 0,0239), hsa-miR-652-3p (2,531, 
p-value 0,0168) e hsa-miR-148b-3p (2,1687, p-value 0,0099).

Conclusões: A variação dos perfis de expressão de miRNAs circulantes poderá ser um biomarcador 
fiável para avaliação clínica precoce da cardiotoxicidade induzida pela terapêutica oncológica. Estes 
permitiriam a detecção do risco de lesão cardíaca subclínica em pacientes vulneráveis antes da 
ocorrência de danos irreversíveis do miocárdio.

Abreviaturas:  ASC American Society of Ecocardiography; EACI European Association of Cardiovascular Imaging

Key-words:  Circulating miRNAs, biomarker, cardiotoxicity

Background: Cancer treatments such as chemotherapy but also biologic therapies are specially 
prone to produce cardiotoxic effects, revealed by cardiac dysfunction. Cardiotoxicity prevents the 
continuation of antitumoral treatments to avoid side effects, indeed there is as important medical 
need for reliable early biomarkers of cardiotoxicity. Clinically, cancer therapeutically induced cardiac 
dysfunction is defined by the ASE and the EACI as a decrease in the left ventricular ejection fraction 
(LVEF) of > 10%, to a value <53% (normal reference value for two-dimensional echocardiography). 
However, a decline of LVEF represents a relatively late stage on cardiac dysfunction and recovery is 
not universal.

MicroRNAs (miRNA) are 19-22 nucleotides-long non-conding RNA which are important physiological 
regulators of post-trancriptional gene expression. Under physiological conditions miRNAs are 
actively secreted by the cells, and they can be detected in any biofluid. Circulating miRNAs in plasma 
or serum were postulated as clinical biomarkers of several cardiovascular conditions.

Objectives: The aims of this study are: 1) To evaluate the global expression profile of circulating 
miRNAs in breast cancer patients undergoing chemotherapy with anthracyclines and to compare 
between the patients presenting or not induced cardiotoxicity; 2) To evaluate the prognostic value 
of the determined miRNAs profiles, in risk stratification of patients undergoing chemotherapy, by 
correlation analysis with cardiac functional parameters. 

Methods: The cohort includes 8 breast cancer patients undergoing anthracycline treatment for 
6 months; 4 showing cardiotoxic effects, as quantified by echocardiographic parameters, and 4 
controls with no clinical endpoints. Serum samples from the cohort elements were submitted to 
RNA extraction by using a column-based technology (miRCURY™ RNA Isolation Kit for Biofluids, 
Exiqon). Quality of the RNA samples was checked by capillary electrophoresis in a Bioanalyzer 2100 
system (Agilent technologies). Screening of differentially expressed miRNAs was performed by a low 
density qPCR human array (Exiqon, human miRCURY LNA™ Universal genome panel), which allows 
the quantification of 752 different miRNAs. Data was processed by delta-delta-Ct method using a 
global normalization approach and the obtained results assessed the variation between the miRNA 
expression profiles of patients presenting or not induced cardiotoxicity after chemotherapy. 

Results: There were statistically significant differences in the circulating miRNAs expression profiles 
of the two subgroups of patients. In the subgroup with clinical endpoints of cardiotoxicity hsa-
miR-483-5p (0.2511, p-value 4.00E-04) was down-regulated and hsa-miR-532-5p (3.378, p-value 
0,0239), hsa-miR-652-3p (2.531, p-value 0,0168) and  hsa-miR-148b-3p (2.1687, p-value 0,0099) 
were up-regulated.

Conclusions: The variation of circulating MiRNA expression profile can be a reliable biomarker 
for early clinical assessment of drug induced cardiotoxicity. They would allow the detection of 
subclinical cardiac injury risk in vulnerable patients before irreversible damage occurs. 

Abbreviations: ASC American Society of Ecocardiography; EACI European Association of Cardiovascular Imaging



 

Palavras-Chave: Citomegalovírus, células estaminais hematopoiéticas, linfócitos T

Fundamento: A reactivação da infecção por Citomegalovírus (CMV) é causa de grande morbilidade 
e mortalidade em doentes sujeitos a Transplante Alogénico de Células Estaminais Hematopoiéticas 
(HSCT). A reconstituição da imunidade celular específica para CMV, particularmente de linfócitos T, 
após HSCT é essencial no controlo da reactivação do CMV. Se a quantificação e monitorização destas 
populações podem ter um impacto significativo no tratamento desta infecção, é simultaneamente 
necessário continuar a apostar no desenvolvimento de novas terapêuticas como a Imunoterapia, 
que promovam uma reconstituição específica do sistema imunitário.

Objectivos: Caracterização fenotípica e funcional da reconstituição da imunidade específica contra 
CMV em doentes submetidos a HSCT alogénico.

Métodos: Neste estudo foi optimizada uma técnica de avaliação de respostas específicas por 
citometria de fluxo em sangue periférico total, que permite a utilização de quantidades diminutas de 
sangue (100-200µl), o processamento imediato da amostra e quantificação directa das populações 
celulares. Após 6 horas de incubação na presença de uma mistura de péptidos de CMV derivados 
da proteína imunodominante pp65, as células específicas foram identificadas pela produção de 
citocinas: IFNγ, IL-2 e TNFα. A capacidade funcional das células foi avaliada pela quantificação 
de Granzima B e Perforina e a citotoxicidade pela expressão de CD107a. Os marcadores CD45RA, 
CD45RO, CD27 e CD57 foram usados para avaliar a diferenciação celular T. Após optimização do 
protocolo, foram estudados 10 doentes submetidos a HSCT alogénico.

Resultados: À data da colheita, os 10 doentes em estudo estavam uma média de 11 meses após 
HSCT. 40% dos pares doente/dador eram seropositivos para CMV (P+/D+). Ocorreu reactivação da 
infecção por CMV pelo menos 1 vez em 6 dos 10 doentes estudados (60%), predominando no par 
P+/D+ (3 em 6 doentes). 

Foram detectados linfócitos T específicos para CMV em 6 dos 10 doentes estudados, 5 dos 
quais com registo de reactivação da infecção por CMV, com uma maior expansão de linfócitos 
T específicos para CMV no grupo P+/D+. A percentagem de linfócitos T CD8+ específicos para 
CMV identificados pela secreção de IFNγ variou entre 0,11% e 2,34% dos linfócitos, distribuídos 
pelas populações de memória, sendo maioritariamente CD45RA-CD27-. Verificou-se produção 
simultânea de IFNγ, IL-2 e TNFα em 5 desses 6 doentes. O número limitado de doentes estudados 
não permite a comparação de respostas entre conjuntos de pares de doentes/dadores, nem o 
estabelecimento de correlações entre respostas específicas e reactivações a CMV. Para tal, será 
necessário o estudo com um maior número de doentes.

Conclusões: A optimização do protocolo de detecção de respostas específicas a CMV por citometria 
de fluxo em sangue total permitiu a quantificação e caracterização fenotípica e funcional destas 
células num volume reduzido de sangue periférico. É ainda possível a quantificação directa de 
populações com reduzido número de manipulações após a colheita e o processamento imediato 
da amostra. Os resultados sugerem que os pares P+/D+ têm maior ocorrência de reactivação a 
CMV e maiores expansões de células específicas. O número de doentes estudados não permite 
correlações entre dimensão/qualidade de resposta e reactivação e controlo da infecção. De forma a 
tentar compreender quais as respostas especificas passíveis de conferir protecção será importante 
monitorizar essa reconstituição específica num número alargado de doentes.

Key-words:  Cytomegalovirus, hematopoietic stem cells, T lymphocytes

Background: Reactivation or de novo infection by Cytomegalovirus (CMV) is a major cause of 
mortality and morbidity in patients undergoing allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation 
(allo-HSCT). The reconstitution of the CMV-specific T cell compartment is critical in the control of 
CMV reactivations. While monitoring CMV specific responses following HSCT may have a significant 
impact in patient treatment, the development of new immunotherapeutic approaches that promote 
early immune reconstitution is of pivotal importance.

Objectives: Perform a detailed phenotypic and functional characterization of CMV specific immune 
reconstitution in patients undergoing allo-HSCT. 

Methods: In order to study CMV-specific immune reconstitution, we optimized a multiparametric 
flow cytometry protocol to measure antigen-specific responses in whole blood, using small volumes 
of peripheral blood (100-200µl), allowing the immediate processing of patient samples and direct 
quantification of cell populations. After an initial 6 hour incubation with a pool of overlapping 
peptides derived from the immunodominant protein pp65, antigen-specific cells are identified by 
cytokine production, namely IFNγ, IL-2 and TNF-α.CMV-specific T cell function was evaluated by 
Granzyme B and perforin staining. Cytotoxic function was evaluated by CD107a (LAMP-1) staining. 
CMV-specific cells where characterized phenotypically through the use of the T cell differentiation 
surface markers CD45RA, CD45RO, CD27 and CD57. After protocol optimization, we evaluated 10 
patients who had undergone HSCT.

Results: At the time of the study, the 10 patients evaluated were on average, 11 months post-HSCT.  
40% of the patient/donor pairs were CMV seropositive (P+/D+). CMV reactivation occurred at least 
once in 6 of the 10 patients (60%) and more frequently in P+/D+ (3 out of 6 patients). 

CMV-specific T cells were detected in 6 out of 10 patients, all but one  with previous history of 
CMV reactivation. P+/D+ pairs showed the biggest CMV-specific expansions. The percentage of 
CMV-specific CD8+ T cells identified by the secretion of IFNγ ranged between 0,11% and 2,34% 
of the lymphocytes and they were of a memory phenotype, with a predominance of effector 
memory phenotype CD45RA-CD27-. Co-production of IFNγ, IL-2 and TNFα  was observed in 5 out 
of 6 patients. The limited number of patients investigated to date does not allow for accurate 
comparisons between different patient/donor pairs or the establishment of correlations between 
the quantification of specific responses and CMV reactivations. Subsequent studies including more 
patients and donors will be required to establish such comparisons.

Conclusions: The optimization of the protocol to measure CMV-specific T cell responses by 
flow cytometry in whole blood allowed for the quantification and phenotypic and functional 
characterization of these cells in a reduced volume of patient´s peripheral blood. By using this 
protocol it is possible to directly quantify ex vivo such cell populations, thus reducing the amount 
of manipulations further allowing immediate sample processing. Although the number of patients 
analysed was limited, the results suggest that it was within the P+/D+ pair that the biggest 
expansions occurred simultaneously with the highest number of CMV reactivations. The number 
of patients analysed does not allow conclusions to be drawn regarding correlations between the 
extension and quality of the responses and the control of CMV reactivations. Such studies will 
require a larger number of patients. 
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Palavras-Chave: Adiponectina, Interleucina(IL)-6, Aterosclerose

Fundamento: Aterosclerose (AT) e osteoporose (OP) são problemas major de saúde pública.
A AT é a principal etologia de eventos cardiovasculares (CV), uma das principais causas de 
morbilidade e a principal causa de mortalidade em países desenvolvidos. A OP é responsável por 
mais de 8,9 milhões de fracturas, anualmente.
A OP e as doenças CV estão intimamente relacionadas. Por um lado, indivíduos com doenças 
CV têm um risco aumentado de fracturas osteoporóticas e, por outro lado, a densidade mineral 
óssea (DMO) reduzida é um factor predictivo independente de morte CV.
Diversos estudos epidemiológicos sugerem, ainda, a existência de mecanismos fisiopatológicos 
em comum entre OP e AT.
A adiponectina (AD) é exclusivamente secretada pelo tecido adiposo e liga-se a dois receptores: 
AdipoR1 e AdipoR2. A AD tem efeitos protetores no sistema CV consequentes das suas propriedades 
anti-aterogénicas e anti-inflamatórias. Apesar disso, a sua influência no metabolismo ósseo é 
controversa, com alguns estudos que demonstraram uma correlação negativa entre níveis 
séricos de AD e DMO. Em humanos, a AD aumenta a produção de Interleucina(IL)-6. Apesar disso, 
a relação entre AD e IL-6 é, em grande parte, desconhecida.
Assim sendo, a AD poderá representar um componente relevante na fisiopatologia da OP e da AD 
e poderá ser uma ligação entre elas.

Objectivos: (1) Obter a expressão génica da AD, AdipoR1, AdipoR2 e IL-6 na placa ateromatosa 
e (2) Estudar a associação entre níveis séricos de AD e DMO. Os objectivos secundários são (1) 
Estudar a relação entre os níveis séricos de AD e IL-6 e (2) Estudar a relação entre a expressão 
génica de AD, AdipoR1, AdipoR2 e IL-6 e os seus níveis séricos.

Métodos: O estudo incide em doentes que realizam endarterectomia carotídea no Serviço de 
Cirurgia Vascular do Centro Hospitalar Lisboa Norte. Realiza-se a recolha de amostras, uma 
densitometria óssea e aplica-se um protocolo clínico, se existir consentimento informado. A 
expressão génica é obtida por quantitative real-time PCR e os níveis séricos por enzyme-linked 
immunosorbent assay. O grau de estenose carotídea e a DMO do fémur e da coluna lombar são 
também avaliados. O estudo está de acordo com a Declaração de Helsínquia e foi aprovado pelo 
Comité de Ética do Hospital de Santa Maria.

Resultados Esperados: A expressão génica e níveis séricos de AD e IL-6 poderão ter uma relação 
inversa com a DMO.
A expressão génica e os níveis séricos de AD poderão ter uma relação inversa com a estenose 
carotídea. Por outro lado, a expressão génica e os níveis séricos de IL-6 poderão ter uma relação 
directa com a estenose carotídea.

Key-words: Adiponectin, Interleukin(IL)-6, Atherosclerosis

Background: Atherosclerosis (AT) and osteoporosis (OP) are major public health problems.
AT is the primary determinant of cardiovascular (CV) events, which are among the most important 
causes of morbidity and the leading cause of death in developed countries. OP is responsible for 
more than 8,9 million fractures every year.
OP and CV diseases are closely related. On one hand, individuals with CV diseases have an 
increased risk of osteoporotic fractures and, on the other, reduced bone mineral density (BMD) is 
an independent predictive factor for CV death.
Several epidemiological studies suggest the existence of common pathophysiological mechanisms 
between OP and AT.
Adiponectin (AD) is exclusively secreted by the adipose tissue and binds to two receptors, AdipoR1 
and AdipoR2. AD has protective effects in the CV system that derive from its anti-atherogenic and 
anti-inflammatory properties. In spite of this, its influence on bone metabolism is controversial, 
with some studies having found a negative correlation between serum levels of AD and BMD. In 
humans, AD seems to increase the production of Interleukin(IL)-6. Yet, the relationship between AD 
and IL-6 remains largely unknown.
Thus, AD might represent a relevant component in the pathophysiology of OP and AT and may 
constitute a link between the two.

Objectives: (1) Determine the genetic expression of AD, AdipoR1, AdipoR2 and IL-6 in the atheroma 
plaque and (2) Study the association between serum levels of AD and BMD. The secondary goals 
are to (1) Study the relationship between AD and IL-6 serum values and to (2) Study the relationship 
between AD, AdipoR1, AdipoR2 and IL-6 genetic expression and serum values.

Methods: This study includes patients undergoing carotid endarterectomy in the Vascular Surgery 
Service of the Centro Hospitalar Lisboa Norte. The collection of samples, a bone densitometry exam 
and a clinical protocol is performed if authorized by informed consent.
The gene expression is determined by quantitative real-time PCR and the serum levels by enzyme-
linked immunosorbent assay. The degree of carotid stenosis and the BMD of the femur and lumbar 
spine are also assessed. The study follows the standards of the Declaration of Helsinki and it was 
approved by the Ethics Committee of the Hospital de Santa Maria.

Expected Results: Gene expression and serum levels of AD and IL-6 may have an inverse relationship 
with BMD. 
Gene expression of AD and its serum levels may have an inverse relationship with the degree of 
carotid stenosis. On the other hand, serum levels and gene expression of IL-6 are expected to have 
a direct relationship to the degree of carotid stenosis.
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Key-words: breast cancer bone metastatic disease; receptor activator of NF-κB (RANK); single 
nucleotide polymorphism (SNP) rs34945627y

Background: Despite important advances in diagnosis and treatment of breast cancer (BC), 20 
to 30% of patients with early BC will experience relapse with distant metastasis. BC subtypes, 
defined by gene expression profiles or immunohistochemical biomarkers, are associated with 
distinct patterns of metastatic spread with notable differences in survival after relapse. Bone is 
the most common metastatic site in all BC subtypes except basal-like tumors (ER-, PR-, Her2-). 
Receptor activator of NF-kB (RANK) and its ligand (RANKL) are key regulators of bone remodeling 
and metastasis. RANKL-RANK signaling is also involved in mammary gland development and its 
overexpression in the mammary gland leads to increased proliferation of the mammary epithelia. 
RANK expression in primary BC associates with poor prognosis, being the highest expression of 
RANK found in basal-like tumors and significantly associated with metastatic tumors. Recent studies 
showed that the single nucleotide polymorphism (SNP) rs1054016 in RANKL seems to influence 
bone metastasis-free survival in patients with BC.

Objectives: With evidences that the RANK pathway plays a role in BC pathogenesis and progression, 
it is important to determine the genetic homogeneity of RANK gene locus within different BC 
patients, and its prognostic impact. Therefore, the major goal of this project was to investigate the 
role of SNPs within RANK and their possible association to breast cancer outcome.

Methods: Germline DNA was obtained from a retrospective cohort of 77 patients with BC and bone 
metastases. Four missense SNPs in RANK (rs34945627, rs12721431, rs35184120, rs35993683) were 
genotyped and analyzed with regard to clinicopathological characteristics, skeletal-related events 
(SRE) development, bone progression-free interval (BPFi), and overall survival (OS). Descriptive 
statistics using Pearson’s χ2, Fisher’s exact and Student’s t tests were used where appropriate; 
differences between survival rates were tested for significance using the log-rank test; multivariate 
analysis for survival was performed using the Cox proportional hazards model. 

Results: The SNP rs34945627 had an allele frequency of 11.69%, whereas the SNPs rs12721431, 
rs35184120 and rs35993683, had a minor allele frequency of 2.60%. For inferential analysis only 
SNP rs34945627 was considered. No differences were observed regarding clinicopathological 
characteristics between alleles. The SNP rs34945627 was shown to influence the OS. Heterozygous 
patients (CT) had increased OS than wild-type homozygous patients (CC) (HR 7.869, 95% CI 
1.578-309.227; p=0.012, adjusted for age at date of diagnosis and hormone receptor status). No 
association could be seen with regard to SREs or BPFi.

Conclusions: The SNP rs34945627 in RANK gene seems to be a marker of better prognosis in 
patients with BC and bone metastases. Further studies are required to characterize the biological 
and clinical impact of this finding.
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Fundamento: Apesar dos avanços no diagnóstico e terapêutica do cancro da mama (CM), 20 
a 30% dos doentes com CM em estadio precoce irá recidivar com metastização à distância. Os 
subtipos de CM, definidos pelo perfil de expressão génica e marcadores imuno-histoquímicos, 
associam-se a padrões de metastização distintos, com diferenças na sobrevida após recidiva. O 
osso é o local de metastização mais frequente em todos os subtipos, excepto nos tumores do tipo 
basal-like (ER-, PR-, Her2-). O activador do receptor de NF-kB (RANK) e o seu ligando RANKL são 
fundamentais na regulação da remodelação e metastização ósseas. O desenvolvimento do tecido 
glandular mamário envolve a sinalização RANKL-RANK e a sua sobreexpressão leva ao aumento 
da proliferação epitelial mamária. A expressão de RANK no CM primário, a qual é mais frequente 
nos tumores do tipo basal-like, associa-se a pior prognóstico. Estudos recentes apoiam a influência 
do polimorfismo de nucleótido único (SNP) rs1054016 do RANKL na sobrevida livre de metástases 
ósseas em doentes com BC.

Objectivos: Dada a evidência sobre o papel da via RANK na patogénese e evolução do CM, é 
importante determinar a homogeneidade genética do locus do gene RANK em doentes com CM e 
o seu impacto no prognóstico. Assim, o objectivo principal foi investigar a ocorrência de SNPs no 
RANK e a sua eventual associação a outcomes do CM.

Métodos: Obteve-se ADN da linhagem celular germinativa de uma coorte retrospectiva de 77 
pacientes com CM e metástases ósseas. Genotiparam-se quatro SNPs missense do gene RANK 
(rs34945627, rs12721431, rs35184120, rs35993683), tendo sido analisada a sua correlação com 
características clinicopatológicas, desenvolvimento de eventos relacionados com o esqueleto (SRE), 
intervalo livre de progressão óssea (BPFi) e sobrevida global (OS). Na avaliação estatística descritiva 
utilizou-se o teste de Qui-Quadrado de Pearson (χ2), o teste exacto de Fisher e o teste t de Student 
quando apropriado; testou-se a significância das diferenças entre as taxas de sobrevida usando o 
teste de log-rank; análise de sobrevivência multivariada com o modelo de riscos proporcionais de 
Cox.

Resultados: O SNP rs34945627 apresentou uma frequência alélica de 11,69%, enquanto os SNPs 
rs12721431, rs35184120 e rs35993683 apresentaram uma frequência alélica de 2,60%. Para a 
análise inferencial apenas se considerou o SNP rs34945627. Não se observaram diferenças nas 
características clinicopatológicas entre alelos. O SNP rs34945627 influencia a sobrevida global, a 
qual foi superior nos doentes heterozigóticos (CT), comparativamente aos doentes homozigóticos 
wild-type (CC) (HR 7,869, IC 95% 1,578-309,227; p=0,012, ajustado à idade à data do diagnóstico e 
ao estado do receptor hormonal). Não se observou nenhuma associação em relação a SREs ou BPFi.

Conclusões: O SNP rs34945627 no gene RANK parece ser um marcador de melhor prognóstico em 
doentes com BC e metástases ósseas. São necessários estudos futuros para caracterizar o impacto 
biológico e clínico deste resultado.



 

Palavras-Chave: Moxifloxacina, Sépsis, Citoquinas

Fundamento: 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, Citokines

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: CRISPR/Cas; Miocardiopatia Hipertrófica (MCH); TNNT2.

Fundamentos: A Miocardiopatia Hipertrófica (MCH) é a patologia cardíaca hereditária mais 
comum e a principal causa de morte súbita em jovens atletas. As mutações que causam a MCH 
afetam genes codificantes de proteínas do sarcómero, a unidade funcional dos cardiomiócitos. 
Existem mais de 1400 mutações associadas à MCH em 11 genes. Mutações no TNNT2 (gene da 
troponina T) são responsáveis por 10-15% dos casos de MCH. Atualmente, não existe cura para 
esta patologia.
O sistema CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) e as proteínas 
a ele associadas (Cas) são uma ferramenta de edição de genoma em ascenção. Este sistema 
microbiano utiliza uma endonuclease guiada por RNA para induzir quebras de dupla cadeia (QDC) 
numa sequência de DNA genómico alvo complementar à sequência do RNA-guia (gRNA). Sendo 
um sistema dependente de RNA, é altamente específico e de fácil design.

Objectivos: Establecer a prova de conceito para uma inovadora terapia génica para a MCH, a 
nível celular, utilizando o sistema CRISPR/Cas.

Métodos: Com o objetivo de induzir QDC em diferentes regiões do exão 10 do TNNT2, foram 
desenhados diferentes gRNA, utilizando a CRISPR Design Tool. Os gRNAs foram clonados em dois 
plasmídeos diferentes: o px459, que contém uma Cas9 wild-type; e o px462, que contém uma 
Cas9 mutada com função de nickase (Cas9n).
Células HL-1 e E14 tg2a foram transfetadas com ambos os vetores e a eficiência de clivagem de 
cada complexo gRNA:Cas9 foi avaliada pela presença de indels (inserções/deleções após QDC e 
reparação pela maquinaria celular) nas regiões alvo do TNNT2.

Resultados: Foram alcançados bons níveis de transfeção nas células HL-1 e E14 tg2a. No entanto, 
a eficência nas E14 tg2a foi superior à eficiência das HL-1. Dois gRNAs mostraram uma elevada 
eficiência de clivagem: G1 e G8. As restantes gRNAs não parecem induzir QDC, não sendo possível 
avaliar a sua eficiência. Já a eficiênca da clivagem induzida pela Cas9n foi praticamente nula em 
ambas as linhas celulares.

Conclusões: O sistema CRISPR/Cas induz QDC eficazmente no exão 10 do TNNT2, abrindo as portas 
para o desenvolvimento de uma nova abordagem de terapia génica para a MCH. Futuramente, 
este projeto vai tentar substituir a região clivada por um cDNA exógeno terapêutico (Exão 10 – 
Exão 18), de modo a corrigir as mutações presentes no gene TNNT2 a jusante do exão 10.

Key-words:  CRISPR/Cas; Hypertrophic Cardiomyopathy (HCM); TNNT2

Background: Hypertrophic Cardiomyopathy (HCM) is the most common hereditary disease of the 
heart and the main cause of sudden cardiac death in young athletes. HCM-causing mutations affect 
genes that encode for proteins of the sarcomere, the functional unit of the cardiomyocytes. There 
are currently over 1400 HCM-associated mutations in 11 genes. TNNT2 (Troponin T) accounts for 
10-15% of all cases of HCM. At present there is no effective treatment for this disease.
Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) system and CRISPR associated 
proteins (Cas) are an emerging genome editing tool that is highly specific and easy to design. This 
microbial nuclease system uses a programmable RNA-guided DNA endonuclease to create double 
strand breaks (DSBs). Being an RNA-guided system, it is easily designed by complementarity to the 
target DNA sequence: a 20 nucleotide (20nt) sequence adjacent to a protospacer adjacent motif 
(PAM) with the form 5’-NGG give this system its specificity.

Objectives: This work aims to establish a proof-of-principle for a novel, genome editing-based 
therapy for HCM at cellular level, taking advantage of the CRISPR/Cas system.

Methods: In order to target different sequences within the murine TNNT2 exon 10, different guide 
RNAs (gRNAs) were designed, using the CRISPR Design Tool. The gRNAs were then cloned into two 
different CRISPR/Cas9 backbone cloning constructs: the px459, containing a wild-type Cas 9; and 
the px462, a D10A nickase mutant of Cas9 (Cas9n). 
HL-1 and E14 tg2a cells were transfected with those vectors and the cleavage efficiency of each 
gRNA:Cas9 complex was then evaluated by checking the presence of indels (insertions/deletions 
upon DSB and DNA repair) into the TNNT2 target region.

Results: Good levels of transfection were achieved in both HL-1 and E14 tg2a cells. However, 
cleavage efficiency in E14 tg2a cells was considerably higher than in HL-1 cells. Two gRNAs showed 
a high efficiency: G1 and G8. The remaining gRNAs did not seem to induce DSB, making it impossible 
to assess their efficiency. gRNAs-mediated Cas9n cleavage efficiency was basically absent on both 
cell lineages.

Conclusions: The CRISPR/Cas system can induce DSB in the TNNT2 exon 10 in an efficient manner, 
opening the doors to the development of a new genetic therapeutical approach to HCM. Hereafter, 
this project will aim to replace the cleavage region by an exogenous wild type therapeutic cDNA 
(Exon 10 – Exon 18), as a way of correcting all the mutations downstream from TNNT2 exon 10.
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Palavras-Chave: factor VIII humano recombinante (hFVIII), tolerância da mucosa,  
administração intranasal

Fundamento: A Hemofilia A é uma discrasia hemorrágica, de hereditariedade recessiva ligada 
ao cromossoma X, caracterizada por mutações no gene F8 que determinam uma deficiência 
do factor VIII da coagulação (FVIII) no plasma. Nas formas moderadas e graves, as hemorragias 
frequentes nas articulações e tecidos moles requerem uma abordagem terapêutica que eleve 
os níveis de FVIII: uma terapêutica de substituição, que consiste na administração de FVIII 
humano recombinante (hFVIII). No entanto, esta terapêutica tem uma complicação major: o 
desenvolvimento de anticorpos contra o hFVIII (inibidores), que ocorre em 30% dos doentes com 
formas graves. Esta reacção adversa conduziu à investigação de abordagens imunológicas para 
induzir tolerância ao hFVIII.
A tolerância da mucosa tem sido descrita como uma estratégia de indução de tolerância 
imunológica a antigénios administrados por via oral ou nasal. Recentemente, esta abordagem 
começou a ser testada para a hemofilia. Consideramos a via nasal mais atractiva, uma vez que 
requer menores quantidades de antigénio e parece ser mais eficaz na indução de tolerância do 
que a via oral. A administração da totalidade da proteína hFVIII parece ser vantajosa quando 
comparada com a administração de epítopos imunogénicos, como o domínio C2, que apenas 
conseguiu induzir uma tolerância parcial e temporária ao hFVIII.

Objectivos: O nosso principal objectivo era verificar se a exposição intranasal (i.n.) ao hFVIII em 
ratinhos hemofílicos do tipo A (HemA) poderia impedir a formação de inibidores do hFVIII.

Métodos: Utilizando ratinhos HemA, efectuámos vários protocolos de administrações i.n. e 
desafios endovenosos (e.v.) de hFVIII.
A imunoglobulina G1 (IgG1) anti-hFVIII foi quantificada por ELISA e os títulos de inibidores do 
hFVIII medidos por Bethesda assay.

Resultados: Verificámos que os ratinhos HemA tratados com 5 dias de administração i.n. 
de hFVIII, seguidos de desafios e.v. mensais de hFVIII durante 3 meses consecutivos, ficavam 
protegidos da formação de inibidores quando comparados com os controlos que receberam uma 
solução salina por via nasal.
A análise das amostras plasmáticas revelou uma menor concentração de IgG1 anti-hFVIII nos 
ratinhos previamente expostos a hFVIII i.n. ao dia 90 do nosso protocolo de tolerância.
Com o Bethesda assay, fomos averiguar se estes anticorpos eram funcionais, ou seja, se inibiam 
a função do hFVIII na cascata de coagulação. Os resultados mostraram um menor título de 
inibidores nos ratinhos tratados com hFVIII i.n., consistente aos dias 60 e 90. Pelo contrário, 
os títulos de inibidores nos controlos duplicaram após o 3º desafio e.v., sugerindo que, sem a 
exposição i.n. prévia ao hFVIII, os desafios e.v. com hFVIII são altamente imunogénicos.

Conclusões: Os nossos resultados preliminares mostram que a tolerância a longo prazo ao hFVIII 
pode ser induzida através da exposição intranasal ao hFVIII, com uma produção significativamente 
diminuída de inibidores do hFVIII.

Key-words: human recombinant factor VIII (hFVIII), mucosal tolerance, intranasal administration

Background: Hemophilia A is an X-linked recessive hemorrhagic disease due to mutations in the F8 
gene, causing a deficiency in plasma of the glycoprotein factor VIII (FVIII). In moderate and severe 
forms, frequent bleeding into joints and soft tissues requires a therapeutic approach that raises FVIII 
levels: a replacement therapy, consisting of the administration of human recombinant FVIII (hFVIII). 
However, this therapy has a major complication, affecting 30% of the patients with severe forms: 
the development of inhibitory immunoglobulins to hFVIII, called inhibitors. This adverse event has 
led to the investigation of immunological protocols to induce tolerance to hFVIII. 
Mucosal tolerance has been described as a strategy of immune tolerance induction (ITI) to orally 
or nasally introduced antigens. Recently, this approach started to be tested for hemophilia. We 
consider the nasal route more attractive as it requires less antigen and may be more effective than 
oral administration. Finally, the administration of full-length FVIII protein may have advantages 
when compared to the administration of its immunogenic epitopes, like C2 domain, which was only 
capable of inducing a partial and temporarily tolerance to hFVIII.

Objectives: Our overall objective was to assess whether intranasal (i.n.) exposure to hFVIII in 
hemophilic A (HemA) mice could prevent the generation of FVIII-inhibitors.

Methods: Using HemA mice, we performed several regimens of i.n. hFVIII administrations and 
intravenous (i.v.) hFVIII challenges.
Quantification of hFVIII-specific immunoglobulin G1 (IgG1) was measured by ELISA with IgG1 
horseradish peroxidase and anti-hFVIII IgG1 standard. Inhibitory hFVIII titres were quantified using 
the Bethesda assay.

Results: HemA mice treated with 5 days of i.n. hFVIII administrations, followed by monthly i.v. 
challenges for 3 consecutive months were protected from inhibitor emergence when compared 
with controls that received i.n. saline solution administrations.
Analysis of plasma samples revealed lower serum concentration of hFVIII-specific IgG1 in HemA 
mice previously exposed to i.n. hFVIII at day 90 of our tolerance protocol.
Using Bethesda assays, we assessed whether these antibodies were functional and, therefore, 
inhibiting hFVIII role in the coagulation cascade. Results showed a lower titre of hFVIII-inhibitors in 
mice treated with i.n. hFVIII, consistent on days 60 and 90. On the contrary, inhibitory hFVIII titres 
of control mice doubled after the third i.v. challenge, suggesting that, without the previous i.n. 
exposure to hFVIII, i.v. challenges with hFVIII are highly immunogenic.

Conclusions: Our preliminary data show that long-term tolerance to hFVIII can be induced through 
intranasal exposure to hFVIII, with significant decreased production of hFVIII-inhibitors.
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Palavras-Chave: HIV-2, inflamação, gânglios linfáticos

Fundamento: A infecção por HIV determina uma diminuição progressiva de células T CD4, 
conduzindo a SIDA. Em indivíduos infectados pelo HIV-1, a activação imunitária crónica conduz a 
deposição de colagénio nos órgãos linfóides secundários, principais locais de replicação viral, com 
consequências estruturais e funcionais. As alterações da rede de células reticulares fibroblásticas 
levam a uma diminuição do acesso das células T CD4 aos estímulos que garantem a sua sobrevivência 
e proliferação homeostática. Estes processos não só determinam a progressão da doença como 
limitam a reconstituição imunitária. Por outro lado, a infecção por HIV-2 é caracterizada por 
reduzida virémia e lenta depleção de CD4, constituindo um modelo natural de doença atenuada. 
Contudo, poucos dados existem sobre o impacto do HIV-2 nos gânglios linfáticos, nomeadamente 
da replicação viral, resposta inflamatória e fibrose.

Objectivos: O objectivo principal deste estudo é a avaliação do impacto do HIV-2 nos gânglios 
linfáticos, o que contribuirá para uma melhor compreensão da imunopatogénese do HIV e 
fornecerá um racional para normas terapêuticas dirigidas à infecção pelo HIV-2. Focámo-nos em 
duas questões: (1) Qual a extensão da alteração arquitectural dos gânglios linfáticos na doença por 
HIV-2? (2) A baixa virémia está associada a reduzida replicação viral nos tecidos linfóides?

Métodos: Avaliámos gânglios preservados em parafina de doentes infectados por HIV-2 e HIV-
1, bem como de controlos seronegativos. Em nenhum dos casos foram reportadas infecções 
oportunistas ou tumores. Até à data, foram estudadas amostras de 4 doentes HIV-2 (média 
387±289 células T CD4/μl) e 12 doentes HIV-1 emparelhados pela idade e pelo estadio da doença 
(média 360±292 células CD4 T/μl). Os gânglios linfáticos foram primeiramente avaliados com 
hematoxilina-eosina. Para quantificar o colagénio foi usado tricrómio de Masson, ao passo 
que a coloração de Gomori permitiu avaliar a rede de reticulina. Localizámos e quantificámos 
populações celulares por imunohistoquímica (CD3, CD4, CD8, CD21, CD68, CD21, CD68, CD123, 
FOXP3), assim como a proteína gag em HIV-1 (p24) e HIV-2 (p27). A coloração ki67 permitiu 
estudar a proliferação celular na população T CD4. Foram captadas imagens por microscopia de 
campo claro, posteriormente analisadas por quantificação automática (n.º de células/μm2 e área 
ocupada por diferentes populações, colagénio e reticulina). Adicionalmente, foi estimada a carga 
pró-viral por nested PCR.

Resultados/Conclusões: Está em curso a análise dos dados. Os resultados permitirão avaliar, pela 
primeira vez, se os gânglios têm uma estrutura mais preservada na infecção por HIV-2, mantendo 
as condições necessárias à proliferação homeostática de células T e contribuindo para a lenta 
depleção de CD4. Os dados permitirão também determinar se a reduzida virémia se associa a uma 
limitada replicação viral e/ou a retenção dos viriões nos gânglios linfáticos. 

Key-words: HIV-2, inflammation, lymph nodes

Background: The hallmark of HIV infection is progressive CD4 T cell depletion, which determines 
progression to AIDS. In HIV-1 disease, chronic immune activation leads to collagen deposition 
in secondary lymphoid organs, main sites of viral replication, with subsequent structural and 
functional damage. There is an interdependent relationship between the fibroblastic reticular cell 
network and T cells, resulting in a vicious cycle of T cell loss and disruption of lymphoid architecture. 
These processes not only determine disease progression but also limit immune reconstitution. HIV-
2 infection is characterized by reduced viremia and slower rate of CD4 loss, providing a natural 
model of attenuated HIV disease. Nevertheless, little data exist regarding lymph nodes during HIV-2 
infection, namely the impact of viral replication, inflammatory response and fibrosis.

Objectives: The overall aim of this study is to assess the impact of HIV-2 on lymph nodes, in order 
to better understand HIV immunopathogenesis and provide a rationale to define HIV-2 therapeutic 
guidelines. We focused on the following questions: (1) What is the extent of lymphoid architecture 
disturbance during HIV-2 disease? (2) Are the low levels of viremia associated with reduced viral 
replication in the lymphoid tissues?

Methods: We assessed paraffin-embedded lymph nodes from HIV-2 and HIV-1 patients, as well as 
seronegative age-matched controls. None of the patients had ongoing opportunistic infections or 
tumors. So far we have studied samples from 4 HIV-2 infected patients with mean 387±289 CD4 T 
cells/μl, and 12 age-matched HIV-1 infected patients with equal distribution according to disease 
stage (360±292 CD4 T cells/μl).  Lymph nodes were firstly analyzed using hematoxylin-eosin. To 
quantify collagen, sections were stained using Masson trichrome, whilst Gomori stain was used to 
assess the reticulin network. We used immunohistochemistry to localize and quantify different cell 
subsets (CD3, CD4, CD8, CD21, CD68, CD21, CD68, CD123, FOXP3) as well as gag protein from HIV-1 
(p24) and HIV-2 (p27). We also used ki67 staining to infer cell cycling within CD4 T cell population. 
Images were captured by bright-field microscopy and image analysis (number of cells/μm2 and 
area occupied by different cell subsets, collagen and reticulin) was performed using automated 
quantification tools. Additionally, we estimated the degree of tissue proviral load by nested PCR.

Results/Conclusions: The analysis of the data is currently ongoing. The results will allow us to 
evaluate for the first time if there is a better preserved structure of lymph nodes in HIV-2 infection, 
which would likely protect the niches required for homeostatic lymphocyte proliferation and 
contribute to slow the rate of CD4 decline. Our data will also reveal if the reduced viremia is 
associated with limited viral replication and/or virion trapping, in lymph nodes. 
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Palavras-Chave: Recidiva de cancro; Resistência a terapia; Arquitectura subclonal tumoral

O cancro é o produto da evolução de uma única linha celular recorrentemente mutada. Apesar 
de todas as células em cada cancro serem semelhantes, devido à sua ancestralidade partilhada, 
diferentes linhas de descendentes acumulam mutações adicionais únicas (definindo novos clones 
tumorais) e outras variações hereditárias não genéticas (representando subclones). Estes proces-
sos estão na base da heterogeneidade intra-tumoral observada em cada paciente, constituindo 
a maior barreira ao tratamento. Este processo torna cada população de células malignas num 
mosaico de diferentes alvos biológicos, facilitando a emergência de variantes tumorais resistentes 
à terapia.

O nosso grupo estuda leucemia mielóide aguda (LMA), o cancro hematológico mais fatal. A cara-
cterização da dinâmica subclonal dos blastos de LMA durante a recidiva é essencial para com-
preender por que e como escapa a LMA a diferentes terapias. O objectivo deste trabalho é dis-
secar a dinâmica subclonal que leva à recidiva de LMA e em particular determinar se este é um 
processo estocástico ou antes mediado por subclones pré-determinados.

Para estudar a relação entre as células leucémicas in vivo, utilizámos um sistema de “códigos de 
barras celulares”. Esta tecnologia permite seguir linhagens celulares em paralelo e em larga escala 
ao marcar células individuais de LMA com “códigos de barra” moleculares específicos (sequên-
cias detectáveis de DNA não codificante) que são incorporadas no genoma de forma estável por 
vectores lentivírus. A sequência inserida inclui também o gene GFP, permitindo-nos detectar e 
purificar as células transduzidas por fluorescence-activated cell sorting (FACS).

Inicialmente, produzi vários lotes de lentivírus codificando “código de barras”-GFP em células 
HEK293 e seleccionei as condições que resultavam no vírus mais potente. A eficácia da transdução 
foi estimada medindo a % de células GFP+ em duas linhas celulares de LMA (HEL e KG-1) e células 
primárias humanas de LMA através de citometria de fluxo. Seguidamente, produzi grandes quanti-
dades de lentivírus em condições óptimas e determinei com sucesso a diluição viral conducente 
a níveis de transdução apropriados (aproximadamente 10%) em células HEL através de titulações. 
Em seguida, transduzimos uma grande quantidade de células HEL, isolámos a fracção GFP+ (uti-
lizando FACS 32h após a transdução) e injectámos (começando com ~100 células GFP+ HEL e em 
10 incrementos, abrangendo três ordens de magnitude) na medula óssea de grupos de ratinhos 
imunodeficientes Rag2-/-γc-/- irradiados sub-letalmente (250Gy). Uma amostra da população de 
células HEL transduzidas foi monitorizada longitudinalmente para avaliar os níveis de transdução 
através da fracção de células GFP+ in vitro e estabelecer o valor do pico de transdução (atingido 
aproximadamente 60h após a transdução). Conseguimos detectar células HEL GFP+ no sangue dos 
ratinhos a partir da segunda semana após a injecção e pudemos sortear células com “código de 
barra” e amplificar as sequências através de nested PCR.

Este projecto elucidou-nos acerca da dinâmica subclonal do enxerto de LMA no nosso modelo 
animal. O trabalho em progresso, incluindo a incorporação de intervenções terapêuticas in vivo e 
a implementação do uso de LMA primária humana de doentes, mostra-se promissor.

Key-words:  Cancer recurrence; Therapy-Resistance; Sub-clonal Tumour Cell Architecture

All cancer is a product of the evolution of a recurrently mutated single cell lineage. Despite the 
similarity of all cells in each malignancy, due to their shared ancestry, different branches of descendants 
accumulate unique additional mutations (defining new tumour clones) and other (non-genetic) 
heritable variations (representing subclones). These processes ensure intra-tumour heterogeneity in 
each patient, the major hurdle for cancer treatments. It makes each population of malignant cells a 
mosaic of different biological targets, thus facilitating emergence of therapy resistant tumour escape 
variants. 

Our group studies acute myeloid leukaemia (AML), the deadliest haematological cancer. Characterising 
the sub-clonal dynamics of AML blasts during relapse is key to comprehend why and how AML 
escapes different therapies. This work aims at dissecting the sub-clonal dynamics driving AML relapse, 
in particular determining whether this is a stochastic process or rather mediated by pre-determined 
sub-clones.

To study the kinship of leukaemic cells in vivo, we employed “cellular barcoding”. This technology 
allows large-scale parallel lineage tracing, by tagging individual AML cells with specific molecular 

“barcodes” (traceable noncoding DNA sequences) that are stably incorporated in the genome by 
lentiviral vectors. The payload also includes a GFP construct, thus allowing us to detect and purify the 
transduced cells by fluorescence-activated cell sorting (FACS).

First, I produced several batches of barcode-GFP encoding lentivirus in HEK293 cells and selected the 
conditions generating the most potent virus. The barcoding efficacy was estimated by flow cytometry-
based measurements of the % GFP+ cells in two AML cell lines (HEL and KG-1) and primary human AML 
cells. Next I produced large quantities of the optimal barcoding lentivirus and by titration experiments 
successfully determined the viral dilution yielding suitable transduction levels (approximately 10%) 
in the HEL cells. We then transduced large numbers of HEL cells, isolated the GFP+ fraction (by FACS 
32h after transduction) and injected groups of sub-lethally irradiated (250Gy) immunodeficient 
Rag2-/-γc-/- mice (starting with ~100 GFP+ HEL cells and in 10 increments spanning three orders of 
magnitude) in the bone marrow. A sample of the transduced bulk population of the HEL cells was 
longitudinally monitored for the fraction of GFP+ cells in vitro, to assess the transduction levels and 
establish its peak value (attained at approximately 60h post transduction). We were able to detect 
GFP+ HEL cells in the blood of the mice from week 2 after injection and could readily sort barcoded 
cells and amplify the barcodes by a two-step nested PCR.

This project shed critical light on the sub-clonal dynamics of AML engraftment in our mouse model. 
Current work, including the incorporation of in vivo therapeutic interventions and implementation of 
the use of primary human AML from patients, shows great promise.
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Palavras-Chave: SIRT2, LTP, neuro-inflamação

Fundamento: A potenciação de longa duração (“Long-term potentiation”- LTP) no hipocampo 
é geralmente aceite como uma forma de plasticidade sináptica envolvida no estabelecimento 
de vários tipos de memória, sendo consensual a diminuição da sua magnitude em modelos de 
doenças neurodegenerativas caracterizadas pela perda de memória. 

Processos inflamatórios, mediados por células da microglia, têm sido detetados no Sistema 
Nervoso Central, nomeadamente, durante o envelhecimento e em condições associadas a 
neurodegeneração. É sabido que a microglia ativada liberta fatores inflamatórios, tais como 
citocinas pró-inflamatórias, que podem afetar a transmissão e a plasticidade sinápticas, como a LTP.

A Sirtuína 2 (SIRT2) pertence a uma família de sete proteínas deacetilases dependentes de NAD+ 
(SIRT2-SIRT7), com um papel protetor em doenças relacionadas com o envelhecimento, como 
as doenças neurodegenerativas. SIRT2 é preferencialmente expressa no cérebro e constitui 
um inibidor da inflamação e neurotoxicidade mediadas pela microglia. Em animais que não 
expressam SIRT2, a injeção no cérebro de um estímulo inflamatório, lipopolissacárido (LPS), 
induz um aumento significativo da expressão de marcadores inflamatórios. Na ausência de 
SIRT2, o factor de transcrição NF-kB encontra-se hiperacetilado, verificando-se um aumento 
da transcrição de genes inflamatórios. SIRT2 poderá assim funcionar como “gatekeeper”, 
prevenindo a ativação microglial excessiva, via inibição da atividade transcripcional do NF-kB, 
através da sua desacetilação. 

Objetivo: Estando demonstrado que SIRT2 desempenha um papel na neuroinflamação, que é 
transversal às doenças neurodegenerativas, o presente projeto teve como objectivo avaliar o 
papel de SIRT2 na plasticidade sináptica do hipocampo. 

Métodos: Fatias de hipocampo de ratinhos “wild type” (WT) e knockout (KO) para Sirt2 na 
microglia foram incubadas com estímulo inflamatório LPS (10 μg/ml, 20 min) ou veículo BSA (BSA 
0,002%, 20 min) e avaliadas as alterações de magnitude da LTP. A análise estatística foi realizada 
através do teste two-way ANOVA. 

Resultados: Nas fatias de hipocampo de ratinhos WT, o estímulo inflamatório não afetou 
significativamente a LTP. Contudo, a LTP registada em fatias de hipocampo dos ratinhos KO para 
Sirt2 microglial, incubadas com LPS, foi muito afetada comparativamente à LTP obtida para 
as fatias incubadas com veículo, (LTPBSA=105.3%, n=5; LTPLPS= 23.1%, n=6; p<0.01, two-way 
ANOVA).

Conclusões: Os dados obtidos demostram que, na ausência de SIRT2 microglial, o estímulo 
inflamatório afeta significativamente a plasticidade sináptica. Tal aponta para que a expressão 
de SIRT2 na microglia tenha um efeito protetor no declínio da plasticidade sináptica mediada por 
estímulos inflamatórios.

Key-words: SIRT2, LTP, neuroinflammation

Background: Long term potentiation (LTP) in the hippocampus is widely accepted as a form of 
synaptic plasticity involved in the establishment of various forms of memory, being consensual its 
magnitude decrease in models of neurodegenerative diseases, which are characterized by loss of 
memory.

Inflammatory processes, mediated by microglia, have been detected in Central Nervous System, 
both in aging and conditions associated with neurodegeneration. It is known that activated 
microglia release inflammatory factors, such as pro-inflammatory cytokines, which can affect 
synaptic transmission and plasticity, such as LTP.

Sirtuin 2 (SIRT2) belongs to a family of seven NAD+ dependent protein deacetylases (SIRT2-SIRT7), 
with a protective role in age related disorders, like neurodegenerative disorders. SIRT2 is primarily 
expressed in the brain and has been shown to inhibit microglial mediated inflammatory processes 
and neurotoxicity. In mice that do not express SIRT2, the injection of an inflammatory stimulus in the 
brain, Lipopolysaccharide (LPS), induces a marked increase in inflammatory markers. In the absence 
of SIRT2, the transcription factor NF-kB is hyperacetylated and there is an increase of inflammatory 
genes transcription. SIRT2 may therefore function as a “gatekeeper”, preventing excessive microglial 
activation, via inhibition of NF-kB transcriptional activity, through its deacetylation.

Objective: Being already shown that SIRT2 plays a role in neuroinflammation, a process that is 
transversal to neurodegenerative diseases, we aim to evaluate the role of SIRT2 in hippocampal 
synaptic plasticity.

Methods: LTP magnitude changes were evaluated in hippocampal slices from “wild type” (WT) and 
knockout (KO) mice for microglial Sirt2, after incubation with an inflammatory stimulus LPS (10 μg/
ml, 20 min) or a vehicle BSA (BSA 0,002%, 20 min). The statistical analysis was performed using a 
two-way ANOVA test.

Results: In hippocampal slices from WT mice, the inflammatory stimulus did not affect significantly 
LTP magnitude. However, LTP measured in hippocampal slices from microglial Sirt2 KO mice, 
incubated with LPS, was significantly affected when compared to LTP obtained from the vehicle 
incubated slices (LTPBSA=105.3%, n=5; LTPLPS= 23.1%, n=6; p<0.01, two-way ANOVA).

Conclusions: Our data show that, in the absence of SIRT2 microglial expression, inflammatory 
stimuli significantly change synaptic plasticity. This suggests that microglial SIRT2 expression may 
play a protector role in the decline of synaptic plasticity mediated by inflammatory stimuli.
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Palavras-Chave: esclerose lateral amiotrófica; EMLA; disfunção autonómica

Fundamento: A esclerose lateral amiotrófica (ELA) é uma doença neurodegenerativa que afeta 
essencialmente os neurónios motores, sendo que a ocorrência de sintomas não-motores é cada 
vez mais reconhecida. Já foram reportadas e estudadas manifestações disautonómicas em vários 
estudos. Estes sintomas podem derivar da disfunção das pequenas fibras nervosas e manifestar-se 
num grupo particular de doentes. A neuropatia de pequenas fibras é, no entanto, muito difícil de 
diagnosticar. Foi proposto um novo teste que se baseia no mecanismo de enrugamento cutâneo 
estimulado após exposição ao creme EMLA para avaliar a função das pequenas fibras. O teste de 
enrugamento cutâneo provou-se um teste útil, simples e de confiança para detetar neuropatia 
das pequenas fibras em doentes com neuropatia subclínica, quando comparado com outros testes 
como testes de condução nervosa e resposta simpática cutânea. A base deste mecanismo já foi 
provada em estudos anteriores. 

Objetivos: O objetivo original deste estudo era detetar disfunção autonómica das pequenas fibras 
em doentes com ELA e correlacioná-la com a progressão da doença usando o teste do enrugamento 
cutâneo estimulado. No entanto, devido a limitações na seleção de pacientes, apenas foi efetuado 
um estudo transversal. 

Métodos: Foram incluídos doentes com o diagnóstico de ELA com idades entre os 20 e os 80 anos. 
Os critérios de exclusão incluíram antecedentes de diabetes, síndrome to túnel cárpico, lesão na 
coluna cervical ou cirurgia prévia à coluna cervical, entre outros. Os pacientes foram avaliados 
durante as suas avaliações clínicas de rotina. Não foi seguido o desenho de estudo longitudinal 
inicial e portanto o período de recrutamento foi alargado de 3 para 11 meses. Foram incluídos 15 
doentes (n=15), contrastando com a estimativa inicial de 30 doentes. Em cada sessão, foi aplicado 
creme EMLA na polpa do 1º e 5º dedos de cada doente e do seu respetivo acompanhante (mão 
direita para controlos, mão com mais força para doentes). Foi efetuada documentação fotográfica 
pré e pós aplicação de EMLA. Posteriormente, as fotografias foram avaliadas por uma indivíduo 
blind e o grau de enrugamento (pré e pós EMLA) foi classificado tendo em conta uma escala clínica 
de 5 pontos previamente publicada, baseada na avaliação visual da fotografia. 

Resultados: Apesar de se verificar uma tendência positiva, não há diferença significativa na 
pontuação pós-EMLA entre o grupo de pacientes e o grupo de controlo.

Conclusões: Através de uma avaliação feita com o teste de enrugamento cutâneo estimulado, 
não foi encontrada evidência de disfunção das pequenas fibras nos doentes com ELA quando 
comparados ao grupo controlo. 

Key-words: amyotrophic lateral sclerosis, EMLA, autonomic dysfunction

Background: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease affecting upper 
and lower motor neurons and the occurrence of non-motor symptoms is increasingly recognized. 
Dysautonomic manifestations have been reported and assessed in several studies. These symptoms 
may derive from small-fiber dysfunction and may manifest in a particular group of patients. Small-
fiber neuropathy is, however, very difficult to diagnose. A new proposed test makes use of the 
stimulated skin wrinkling (SSW) mechanism after exposure to EMLA to assess small fiber function. 
The finger-wrinkling test has been shown to be a useful, simple, and reliable supportive test for 
screening small-fiber neuropathy in patients with subclinical neuropathy, as compared to other 
tests such as nerve conduction studies and sympathetic skin response. The basis for this mechanism 
has been also proved in previous studies. 

Objectives: Our original aim was to detect small fiber autonomic dysfunction in ALS patients and to 
correlate it with disease progression using the stimulated skin wrinkling detection test. However, 
due to constraints in patient selection, we were only able to conduct a cross-sectional study. 

Methods:  We included patients with the diagnosis of ALS aged from 20 to 80 years. Exclusion 
criteria included history of diabetes or previous cervical spinal cord injury or surgery, carpal tunnel 
syndrome, among others. Patients were assessed during their routine clinical evaluation. We no 
longer followed the longitudinal study design we had first intended, therefore we extended the 
recruitment period from 3 to 11 months. We included 15 eligible patients (n=15), contrasting with 
our 30 patient estimate. In each session, EMLA cream was applied on the pulp of the thumb and 
little finger (digits 2 and 5) of each patient and their respective caregiver (right hand for controls, less 
weak hand for patients). Photographic documentation was made pre and post EMLA application. 
Afterwards, the photographs were analyzed by a blind individual unaware of the subject group 
and wrinkling (pre and post-EMLA) was graded using the previously published 5-point clinical scale, 
based on visual assessment of the photographic picture. 

Results: In spite of a positive tendency, there is no significant difference in post-EMLA SCORE 
between the subject and control groups (p=0.777).

Conclusions: As evaluated with SSW test, there was no evidence of small fiber dysfunction in ALS 
patients when compared with the control group. 
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Palavras-Chave: Plastinização; Tractografia; Dissecção de fibra

Fundamento: A dissecção de fibras pela técnica de Klingler é um procedimento classicamente 
utilizado em anatomia no estudo dos feixes da substância branca do encéfalo humano. Esta 
técnica consiste na dissecção sucessiva de camadas de substância branca, permitindo um melhor 
conhecimento da sua configuração tridimensional. Existem actualmente técnicas de RMN, tais 
como tractografia e Imagiologia por Tensores de Difusão (DTI), que representam uma forma de 
dissecção virtual do encéfalo vivo, não apresentando, contudo, a mesma resolução que a técnica 
de Klingler. Por fim, a plastinização é uma técnica de preservação de peças anatómicas bem 
estabelecida, consistindo num processo de fixação, desidratação, impregnação e endurecimento 
de tecidos biológicos, permitindo assim criar modelos precisos e resistentes de peças anatómicas, 
extremamente úteis no estudo da Neuroanatomia. Frequentemente utilizada em cortes de 
cérebros, a sua aplicação a modelos tridimensionais tem sido escassamente reportada. 

Objectivos: Neste estudo, propomo-nos aliar estas três técnicas no mesmo material anatómico: 
DTI/tractografia por RMN, dissecção de fibras e posterior plastinização, de forma a criar modelos 
anatómicos precisos e de alta qualidade da anatomia da substância branca do encéfalo humano.

Métodos: Quatro encéfalos humanos foram submetidos, sequencialmente, a: DTI/Tractografia 
por RMN(3T), dissecção de fibras pela técnica de Klingler, e plastinização. Foi ainda realizada DTI/
Tractografia por RMN(3T) a dois voluntários após consentimento informado.

Resultados: Foram identificados os principais feixes de projecção e associação intra- e inter-
hemisféricos, tendo sido referenciados e comparados nas várias técnicas utilizadas, sendo 
apresentados neste trabalho na forma de modelos tridimensionais dinâmicos. 

Conclusões: Ao combinar as informações obtidas por métodos imagiológicos com aquelas obtidas 
por dissecção anatómica e preservação de tecidos biológicos, podemos obter modelos anatómicos 
duradouros em 3-D dos vários feixes de substância branca, aplicáveis ao ensino da Neuroanatomia 
e das Neurociências.

Key-words: Plastination; Tractography; Fiber Dissection

Background: The Klingler fiber dissection technique is a classical anatomical procedure used in the 
study of the human brain white matter tracts. It involves the dissection of successive layers of white 
matter, providing a better understanding of its tridimensional configuration. Current MRI techniques 
such as tractography and diffusion tensor imaging represent a form of virtual dissection of the living 
brain, but unfortunately without a resolution as high as the Klinger technique. At last, plastination 
is a well-established fixation, dehydration, impregnation and hardening technique, easily applicable 
to organic tissues. It allows the creation of clean, resistant and accurate anatomical models that 
are extremely useful in the study of Neuroanatomy. It has been frequently used in brain slices, but 
seldom in the study of the brain tridimensional structure.

Objectives: It is the aim of the present study to combine these 3 techniques in the same material: 
DTI/Tractography, anatomical fiber tract dissection followed by plastination, in order to build an 
accurate, high definition 3D model of the white matter structure of the human brain. 

Methods: Four human brains were sequentially submitted to: 3TMRI based DTI/Tractography, fiber 
dissection according to Klingler´s technique and plastination. Furthermore, two volunteers were 
submitted to 3TMRI based DTI/Tractography after informed consent.

Results: The main projection, intra- and inter-hemispheric association white matter tracts were 
identified, referenced, compared between techniques and are presented as dynamic tridimensional 
models. 

Conclusions: Combining radiological information with anatomical dissection and preservation of 
biological tissues we can obtain durable 3-D anatomical models of white matter tracts, applicable 
for Neuroanatomy and Neuroscience teaching.
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Palavras-Chave: inatenção espacial, contacto ocular

Fundamento: O síndrome de neglect (HSN) é um síndrome neurológico frequente  caracterizado por 
defeitos espaciais contralaterais (défices na codificação de saliência, atenção espacial e memória 
visuoespacial) associados a defeitos não espaciais (reorientação, detecção de alvo e défices de 
atenção) na ausência de um defeito primário motor ou sensorial. O HSN ocorre principalmente 
após lesão assimétrica ou focal por acidente vascular cerebral (AVC) direito, originando défices 
no hemiespaço esquerdo. O contacto ocular, devido à sua relevância na comunicação e interação 
social não-verbal, pode ser preferencialmente analisado no ambiente e é um estimulo social 
comprovadamente saliente. Modula o reconhecimento de faces, o acesso a informação semântica 
e algumas respostas neuronais, mesmo quando a sua percepção é inconsciente. 

Objectivos: Procurámos perceber se o contacto ocular é um estímulo capaz de ultrapassar o 
HSN, ou seja, se em tarefas com estímulos em contacto ocular se obtêm melhores resultados que 
em tarefas com estímulos em olhar desviado, implicando a modulação da atenção espacial pelo 
contacto ocular. O segundo objectivo inicial seria a correlação desta função com o núcleo pulvinar, 
o que não pode ser feito devido a restrições metodológicas e logísticas.

Métodos: O recrutamento foi feito ao longo de 9 meses. Aplicámos uma bateria de testes para 
avaliar a existência e extensão de HSN a doentes internados com AVC do hemisfério direito. Se os 
sujeitos tivessem HSN, aplicávamos dois testes adicionais desenhados para avaliar o impacto do 
contacto ocular na dimensão do defeito visuoespacial, numa tarefa que requer a identificação de 
caras em contacto ocular ou olhar desviado no meio de caras com olhos fechados. Posteriormente, 
recolhemos informações acerca do resultado dos exames de imagem e do tempo de internamento.

Resultados: Devido à taxa de inclusão inferior à esperada, a nossa população consistiu em apenas 
11 sujeitos sem HSN e 8 sujeitos com HSN (n total=19). Não existem diferenças significativas 
de idade, sexo e tempo entre o AVC e a avaliação entre os dois grupos. No grupo com HSN, 
encontrou-se uma correlação positiva entre a dimensão do HSN e as pontuações nas tarefas com 
e sem contacto ocular, tal como era esperado. Os resultados da tarefa com contacto ocular foram 
significativamente melhores que os da tarefa com olhar desviado (p=0,021) e a diferença entre as 
pontuações das duas tarefas correlaciona-se negativamente com o tempo entre o AVC e a avaliação 
do sujeito (p=0,019). 

Conclusão: O contacto ocular parece ser um estímulo suficientemente poderoso para ultrapassar 
pelo menos em parte o defeito do HSN, e parece fazê-lo pré-atentivamente. Com estudos futuros 
este efeito poderá ser útil na abordagem ao doente com HSN crónico.

Key-words: hemispatial neglect, eye-contact

Background: Hemispatial neglect (HSN) is a common neurological syndrome characterized by 
contralesional spatial defects (deficits in saliency coding, spatial attention and visuospatial short-
term memory), alongside with non-spatial defects (reorienting, target detection, and arousal/
vigilance deficits) in the absence of a primary sensorial or motor defect. Neglect occurs mainly after 
asymmetric or relatively focal brain damage, most frequently caused by right-hemisphere stroke, 
leading to deficits on the left side of space. Eye contact, due to its relevance in human communication 
and non-verbal social interaction might be preferentially analysed in the environment and it has 
been shown to be a particularly salient social stimulus. It modulates face recognition and retrieval 
of semantic information, among others, and it has been found to modulate neural responses even 
when perceived unconsciously. 

Objectives: We aim to understand if direct eye contact is a powerful enough stimuli to overcome 
HSN, meaning, if tasks with direct gaze stimuli are completed with better scores than the ones 
with averted gaze, thus sustaining the modulation of spatial attention and orienting by eye contact 
stimuli. The original second objective of correlating the results with the lesion of the pulvinar 
nucleus had to be discarded, due to logistical and methodological constraints.

Methods: The recruitment period spanned over 9 months. We performed a battery of tests (star 
and line cancellation tests, Ogden’s test, menu reading) to determine and evaluate the extension 
of HSN in right-hemisphere stroke patients. If the subjects had HSN we would subsequently apply 
two more line cancelation-like tests we designed to evaluate the impact of direct gaze stimuli in the 
magnitude of the HSN, being that the task relied on the search and identification of the open-eyed 
faces (either in direct or averted gaze) amongst closed eye faces. We then collected information 
about length of stay in hospital and results of imaging studies.

Results: Due to a lower than expected inclusion rate, our population consisted only of 11 subjects 
without HSN and 8 subjects with HSN (total n=19), without significant differences between age, 
gender, and time of assessment since stroke between the two subsets. In the HSN subset, there was 
a positive correlation between the extent of HSN and the score in the direct gaze task and averted 
gaze task, as expected. The subjects performed significantly better at the direct gaze task than at 
the averted gaze task (p=0,021) and the difference between the scores of the two tasks correlated 
negatively with the time of assessment since stroke (p=0,019). 

Conclusion: Eye contact appears to be a powerful enough stimuli at least partially overcome HSN, as 
assessed by a line cancellation-like test, and it appears to do so pre-attentively. With further studies 
this can become of interest in the aid of chronic neglect patients.
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Palavras-Chave: Dopamina, erros de previsão, aprendizagem por reforços

Vários estudos apontam para uma ligação entre a dopamina (DA) e os erros de previsão (EP) 
utilizados nos algoritmos de aprendizagem com diferenças temporais (DT), nomeadamente EP 
positivos estão relacionados com o aumento de DA e EP negativos estão relacionados com uma 
diminuição da mesma. A literatura em Machine Learning apresentou diferentes formas de calcular 
os EP, as quais estão associadas a dois algoritmos DT: actor-critic (AC) e Q-learning (QL). No AC, os 
EP são calculados com base no valor do estado enquanto que no QL estes são calculados através 
do valor da ação. Estudos e evidências neuroanatómicas estão a favor do modelo AC, ao passo que 
estudos eletrofisiológicos em roedores e primatas estão em linha com o modelo QL. Este estudo 
teve como objetivo verificar se os EP são determinados pelo valor da ação ou do estado. Deste 
modo, utilizou-se uma versão modificada e probabilística da tarefa Go/NoGo. Esta tarefa é capaz 
de ortogonalizar a ação e a valência e, por isso, realça algumas diferenças mecanísticas entre os 
modelos QL e AC. Os dados comportamentais foram ajustados a quatro modelos paramétricos 
de QL e AC. Para além da estrutura de aprendizagem padrão, estes modelos tentaram também 
captar uma tendência natural para a ação go ou nogo e uma interação ação-valência. Os modelos 
foram comparados a nível de grupo através dos critérios de informação Bayesiano individuais e 
também através da probabilidade exceedance obtida com base numa abordagem hierárquica 
Bayesiana. Adicionalmente foi realizada uma análise de componentes principais (PCA) nos dados 
comportamentais, a fim de encontrar associações entre as diferentes condições da tarefa, o que 
poderia fornecer evidência para um dos modelos.

A análise de regressão revelou que o modelo QL com uma tendência inicial para a ação go tem uma 
maior probabilidade de ocorrer na população. Apesar deste resultado estar a favor do modelo QL, 
mostrou-se que, somente o AC é capaz de captar a interação ação-valência sozinho. Finalmente, a 
análise PCA revelou fortes associações entre condições cujos EP têm o mesmo sinal no modelo QL.

Estes resultados sugerem que em humanos saudáveis os EP são calculados com base no valor da 
ação o que indica que estes podem utilizar uma estrutura de modelo mais similar ao QL do que 
ao AC.

Key-words:  Dopamine, prediction errors, Reinforcement learning

Several observations linked midbrain dopamine (DA) to prediction errors (PE) computed in the 
temporal-difference (TD) learning algorithms, namely positive PEs to DA bursts and negative PE 
to DA dips. Machine learning literature has proposed different versions of calculating PE which 
correspond to two TD algorithms: actor-critic (AC) and Q-learning (QL). In the former, PEs are 
determined by the value of states and in the latter, PEs are determined by the value of actions. 
Neuroanatomical studies and findings support the AC model, whereas electrophysiological studies 
in rodents and primates are in line with QL. 

This study aimed to identify whether PEs in humans are determined by the value of actions or 
by the value of states. For this purpose we used a modified probabilistic Go/NoGo task. This 
task orthogonalizes action and valence and thus it enhances important mechanistic differences 
between the QL and the AC models. The behavioral data were fitted to four parameterized QL and 
AC models. Besides the standard learning framework, these models attempted to capture a natural 
bias towards go or nogo action and an action by valence interaction. The models were compared at 
group level using Bayesian information criterion across subjects and the exceedance probability of 
a hierarchical Bayesian approach. Furthermore, we performed a principal component analysis (PCA) 
on the behavioral data in order to find associations among task conditions which could also provide 
evidence towards one of the models. 

The model fitting analysis revealed that the QL model with an initial go bias has a higher probability 
of occurring in the population. Although, this finding was in line with the QL, we showed that only 
the AC is able to capture the action by valence interaction by itself. Finally, the PCA analysis showed 
strong associations among conditions whose PEs have the same in a QL framework. 

These results suggest that healthy humans compute PEs based on the value of action which indicates 
that they might use a computational framework more similar to the QL than the AC.
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Palavras-Chave: transportadores GABA; epilepsia de ausência

Fundamento: A epilepsia de ausência infantil é o tipo de epilepsia pediátrica mais comum. Num 
modelo animal desta patologia (Genetic absence epilepsy rats from Strasburg (GAERS)), uma 
disfunção da recaptação de GABA mediada pelo transportador GAT-1 foi associada a modificações 
das correntes tónicas mediadas pelos recetores GABAA. No último projeto realizado no âmbito da 
iniciativa GAPIC, foi observado que o BDNF aumenta a recaptação de GABA mediada por GAT-1 em 
animais GAERS, podendo este servir como um importante alvo terapêutico. Neste trabalho, foram 
caracterizadas as constantes cinéticas do transportador GAT-1 no modelo animal de epilepsia de 
ausência GAERS.

Objetivos: Caracterizar as constantes cinéticas (maximum velocity (Vmax) e affinity constant (Kd)) do 
transportador GAT-1 de ratos GAERS. 

Métodos: O modelo animal Genetic absence epilepsy rats from Strasburg (GAERS) foi utilizado. 
Foram purificados gliosomas a partir do tálamo dos animais utilizando um gradiente Percoll 
descontínuo. Realizaram-se ensaios de recaptação de [3H]GABA. Foi utilizado o inibidor específico 
do transportador GAT-3, SNAP 5114, de modo a assegurar que a recaptação de GABA era apenas 
mediada pelo transportador GAT-1. A quantidade de GABA recaptada foi quantificada por 
espectroscopia de cintilação líquida e as constantes cinéticas do transportador calculadas a partir 
das medições realizadas. 

Resultados: A partir das experiências de recaptação do GABA realizadas, foram determinadas as 
constantes cinéticas Km e Vmax do transportador GAT-1, tendo sido obtidos os seguintes resultados: 
Vmax = 170525 ± 27618 CPM/mg protein/min, Km = 8.4 ± 8.1 µM (n=2). O Km e Vmax foram calculados 
a partir da aplicação do modelo Michaelis-Menten às curvas de saturação.

Conclusões: Foram caracterizadas as constantes, Vmax e Km do transportador GAT-1 em ratos GAERS. 
Em experiências futuras será realizada a mesma caracterização em animais NEC (Non-Epileptic 
Control).

Key-words:  GABA transporters; absence epilepsy

Background: Childhood absence epilepsy is the most common form of pediatric epilepsy. In an 
animal model of this disease (Genetic absence epilepsy rats from Strasburg (GAERS)), a dysfunction 
in GAT-1-mediated GABA reuptake was associated with the modification of GABAAR currents. In 
our last project, we found that BDNF increased GAT-1 mediated GABA uptake, and may serve as 
a potential target for the future development of treatments. Here, we determine the kinetics 
constant for GAT-1 in GAERS animals.  

Objectives: To determine the kinetics constant (maximum velocity (Vmax) and affinity constant (Kd)) 
for GAT-1 in GAERS animals.  

Methods: The Genetic absence epilepsy rats from Strasburg (GAERS) animal model was used. 
Gliosomes were purified from the rat thalami using a discontinuous Percoll gradient. GABA uptake 
assays were performed using radiolabeled GABA ([3H]GABA). The GAT-3 selective blocker SNAP 
5114 was used in order to distinguish GAT-1 and GAT-3 mediated GABA reuptake. GABA uptake was 
then quantified using liquid scintillation spectroscopy and the transporter’s kinetic constants were 
determined.

Results: We characterized GABA transport into the gliosomes by evaluating Vmax and Km for GAT-1 
transport in GAERS. The Km value obtained for GABA uptake in gliosomes was 8.4 ± 8.1 µM (n=2) 
and the Vmax value was 170525 ± 27618 CPM/mg protein/min. Km and Vmax were calculated from 
Michaelis-Menten fitting of saturation curves.

Conclusions: The enzyme kinetics associated with GAT-1 in the presence of BDNF were successfully 
characterized and the values for Vmax and Km were obtained. In the future, the same characterization 
will be performed for the Non-epiletic Control (NEC) animal models.
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Palavras-Chave: BDNF, Receptores A2A, Células estaminais neuronais

Fundamento: O hipocampo encontra-se sob o efeito neuromodulatório da adenosina (ADO), que 
desencadeia acções sinápticas do BDNF. É aceite que a ADO e seus agonistas induzem fosforilação do TrkB 
(receptor do BDNF) através dos A2Ar. Foi também demonstrado que os A2Ar têm capacidade de transactivar 
os TrkB na ausência de neurotrofinas, sugerindo a crucialidade da activação dos A2Ar na actividade dos TrkB 
nas sinapses. O nosso grupo interessou-se pelo papel dos A2Ar sobre as acções do BDNF. Nos últimos 2 anos, 
verificámos que o BDNF promove a proliferação e diferenciação neuronal, enquanto que a activação dos 
A2Ar apenas promove a diferenciação, em células estaminais neuronais de giro dentado (DG). Observámos 
também que o efeito mediado pelo BDNF é bloqueado por antagonistas dos A2Ar. 

Objectivos:  Estudar o papel da activação dos A2Ar e do BDNF na auto-renovação de células estaminais 
neuronais de DG e possível crosstalk entre A2Ar e TrkB. Estudar o efeito da activação dos A2Ar e do BDNF 
na neuritogenese, in vitro. 

Métodos: Neuroesferas de DG foram obtidas a partir de ratinhos Sprague-Dawley em estadio neonatal 
precoce (P1-3). A suspensão de células dissociadas de DG obtida durante a cultura foi plaqueada em 
lamelas revestidas com polilisina-D (PDL). As células cresceram num meio sem soro (SFM) contendo 
5ng/ml de factor de crescimento epidermal (EGF) e 2,5ng/ml de factor de crescimento de fibroblastos-2 
(FGF-2) (baixo EGF/FGF-2) suplementadas ou não (células controlo, CTR) com fármacos durante 24h. As 
células foram fixadas em metanol por 15min a -20ºC e marcadas por imunocitoquímica para Sox2, para 
estudar a auto-renovação. Para avaliação da neuritogenese, neurosferas de DG que cresceram em SFM 
suplementado com 20ng/ml EGF e 10ng/ml FGF-2 foram dissociadas e plaqueadas em PDL, em SFM sem 
factores de crescimento. As células foram incubadas com e sem (CTR) fármacos por 48h, fixadas, e coradas 
para βIII-tubulina. O comprimento e número de ramificações primárias e secundárias de neurites foram 
estudados usando o plugin NeuronJ do ImageJ.  

Resultados: Tanto o BDNF como o CGS21680 promoveram aumento de Sox2 +/+ cell-pairs (CTR: 
51.33±1.36%; BDNF: 60.98±1.57%; CGS21680: 61.80±1.56%) e decréscimo no número de Sox2 -/- cell-pairs, 
sugerindo que quer o BDNF quer a activação dos A2Ar promovem a auto-renovação celular. Apesar de não 
terem sido obtidas diferenças estatisticamente significativas no que respeita ao comprimento e número de 
neurites quando feita a comparação das células expostas a BDNF 30ng/ml ou CGS21680 (30nM) com as CTR, 
observaram-se algumas tendências. De facto, as células expostas a CGS21680 pareceram apresentar neurites 
com maior comprimento sumativo (370.41±36.18µm vs. CTR 287.01±35.98µm), máximo (139.50±12.93µm 
vs. CTR 120.40±11.81µm) e médio (42.38±1.86µm vs. CTR 38.25±1.38µm) que o CTR, enquanto que as 
expostas a BDNF tenderam a apresentar neurites com maior comprimento sumativo (354,072µm vs. CTR’s 
287,01µm) que o CTR. No que respeita ao número de neurites primárias (PN), apenas o BDNF mostrou 
tendência a aumentá-lo (6,21±0,58) quando comparado com o CTR (5,07±0,6). No entanto, as células 
expostas a BDNF e CGS pareceram apresentar maior número de neurites secundárias (SN), terciárias (TN) e 
branch points (BP) quando comparadas com o CTR (BDNF: SN=3.42±0,43, TN=0.31±0,07, BP=4.31±0,5; CGS: 
SN= 3.75, TN=0.57, BP=3.69; CTR: SN=2.63±0,6,TN=0.13±0,17, BP=2.75±0,74). 

Conclusões: Quer o BDNF quer a activação dos A2Ar parecem promover a auto-renovação. Além disso, 
apesar de não ter sido demostrada significância estatística no que respeita à neuritogenese, foram 
observadas tendências para o aumento do comprimento e número de SN e TN com a activação dos A2Ar. O 
BDNF pode aumentar a ramificação, por aumentar o número de PN, SN, TN e BP. No entanto, é necessário 
aumentar o número de experiências realizadas.
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Background: The hippocampus is under neuromodulatory control of adenosine (ADO), a molecule that 
triggers synaptic actions of BDNF. It is already known that ADO and ADO agonists can induce TrkB (BDNF 
receptor) phosphorylation through a mechanism involving A2Ar. Also, it was shown that A2Ar are able to 
transactivate TrkB receptors in the absence of neurotrophins, suggesting that A2Ar activation is a crucial 
step for the activity of neurotrophic receptors at synapses. Our group has been interested in studying 
A2Ar role in triggering BDNF’s actions. In the past 2 years, we observed that BDNF promoted neuronal 
proliferation and differentiation, while A2Ar activation alone solely promoted neuronal differentiation 
of dentate gyrus (DG) neural stem cells. We have also observed that the effect mediated by BDNF was 
blocked by an A2Ar antagonist. 

Objectives: We proposed to study the role of A2Ar activation and BDNF on self-renewal properties of DG 
neural stem cells and the possible crosstalk between A2Ar and TrkB. Also, we studied the effect of BDNF 
and A2Ar activation on neuritogenesis, in vitro. 

Methods: DG neurospheres were obtained from early postnatal rat Sprague-Dawley (P1-3). Dissociated DG 
cell suspension obtained during the cell culture procedure was plated on poly-D-lysine (PDL) coated glass 
coverslips. After seeding, DG cells were grown in serum-free medium (SFM) containing 5ng/ml epidermal 
growth factor (EGF) and 2.5ng/ml fibroblast growth factor-2 (FGF-2) (low EGF/FGF-2) supplemented or 
not (control cells, CTR) with the drugs for 24h. Thereafter, cells were fixed in methanol for 15min at -20ºC 
and then processed for immunocytochemistry against Sox2 to study self-renewal. Thereafter, to evaluate 
neuritogenesis, DG neurospheres that grew in SFM supplemented with 20ng/ml EGF and 10ng/ml FGF-2 
were dissociated and plated onto PDL coated glass coverslips, in SFM devoid of growth factors. Cell were 
incubated with or without (CTR) the drugs for 2 days and were then fixed and stained for βIII-tubulin. Then, 
the length and number of primary and secondary ramifications of positive neuritis was studied, using 
NeuronJ plugin of ImageJ. 

Results: Both BDNF and CGS21680 promoted an increase in Sox2+/+ cell-pairs (CTR: 51.33±1.36%; BDNF: 
60.98±1.57%; CGS21680: 61.80±1.56%) and a decrease in the number of Sox2-/- cell-pairs, suggesting 
that both BDNF and A2Ar activation promote self-renewal. Although no statistically significant differences 
were obtained concerning neuritis length and number when comparing CTR to those exposed either to 
BDNF at 30ng/ml or CGS21680 (30nM), some tendencies were observed. In fact, CGS21680 exposed 
cells seemed to have a greater summative (370.41±36.18µm vs. CTR 287.01±35.98µm), maximum 
(139.50±12.93µm vs. CTR 120.40±11.81µm) and mean (42.38±1.86µm vs. CTR 38.25±1.38µm) neurites 
length than CTR, while those exposed to BDNF tended to display greater summative (354,072µm vs. CTR’s 
287,01µm) neurites length than CTR. Concerning the number of primary neurites (PN) only BDNF has a 
tendency to increase it (6,21±0,58) when compared with  CTR (5,07±0,6). However, BDNF and CGS treated 
cells seemed to increase the number of secondary (SN), tertiary neurites (TN) and branch points (BP) 
when compared with CTR (BDNF: SN=3.42±0,43, TN=0.31±0,07, BP=4.31±0,5; CGS: SN= 3.75, TN=0.57, 
BP=3.69; CTR: SN=2.63±0,6,TN=0.13±0,17, BP=2.75±0,74). 

Conclusions: We observed that both BDNF and A2Ar activation can promote self-renewal. Moreover, 
although no statistical significances were found regarding neuritogenesis, tendencies toward the increase 
in neurite length and number of SN and TN with A2Ar activation were observed. Furthermore, BDNF 
may increase ramification, by increasing the number of PN, SN, TN and BP. However, the number of 
experiments should be increased.
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