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INTRODUÇÃO
Em face do interesse crescente dos estudantes da FMUL pela actividade científica, e do seu 
já notável nível de envolvimento em projectos de investigação, o GAPIC e a AEFML decidiram 
promover, como iniciativa conjunta, o Dia da Investigação na FMUL, que irá decorrer a 12 de 
Dezembro de 2012.

A sessão terá início com a evocação do Fundador do GAPIC, Professor José David-Ferreira, pela 
Prof. Doutora Maria do Carmo-Fonseca, Directora Executiva do Instituto de Medicina Molecular 
de Lisboa.
Para este dia estão previstas várias actividades como o 15.º Workshop “Educação pela Ciência”, 
no qual os alunos terão a possibilidade de apresentar os resuldados dos projectos de investigação 
em que participaram; a sessão “Como me interrogo?”, através da qual, pela exposição a vivências 
pessoais concretas e exemplares, se pretende melhorar a compreensão dos alunos sobre a génese 
de uma hipótese científica; uma sessão da AEFMUL sobre oportunidades de investigação; e 
visitas a unidades de investigação. Informamos que o conferencista convidado será o Prof. Doutor 
Profírio Silva, do Instituto Superior Técnico de Lisboa, que proferirá uma palestra subordinada ao 
título “Corpo e Máquina”.

O GAPIC e a AEFML agradecem a todos os que colocaram o melhor do seu esforço, dedicação e 
competência ao serviço da formação científica dos nossos estudantes. 
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Moderadores: Ana Sebastião | Maria José Diógenes

Modulação da Depressão de Longa Duração (LTD) pelo Factor 
Neurotró�co Derivado do Cérebro (BDNF) e sua interacção com os 
Receptores A2A da Adenosina (A2AR)
Tiago Filipe Martins Rodrigues - Instituto de Farmacologia e Neurociências

Efeitos do Bloqueio de Actividade Neuronal na Transmissão Sináptica e 
nos Mecanismos de Plasticidade
Afonso José Costa Félix de Oliveira - Unidade de Farmacologia e Neurociências

Estudo da função do receptor de glicina (GlyR) em astrócitos, por 
imagiologia de cálcio
David Alexandre Correia Coelho - Instituto de Farmacologia e Neurociências

Estudo do envolvimento de receptores A2A na perturbação da 
recuperação sináptica em situação de hipóxia na presença de 
Brain‐Derived Neurotrophic Factor (BDNF).
Afonso Nobre Pinto Cardoso - Instituto de Farmacologia e Neurociências

Papel da adenosina nos efeitos do péptido β-amilóide na libertação de 
GABA por sinaptossomas de rato
Sara Luísa dos Santos Bragança Parreira, So�a Ramos Rapaz Lérias
Instituto de Farmacologia e Neurociências
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SESSÃO DE POSTERS II
BIOLOGIA MOLECULAR, BIOQUÍMICA, ONCOBIOLOGIA, 
IMUNOLOGIA, MICROBIOLOGIA – CIÊNCIAS BÁSICAS
Moderadores: Francisco Enguita | Miguel Castanho | Sérgio Dias

Explorar abordagens de terapia génica direcionadas ao RNA para a 
Miocardiopatia Hipertró�ca
Ana Carolina Lemos Freitas - Unidade de Biologia Celular (IMM)

Efeitos co-transcripcionais de codões stop prematuros em doenças 
genéticas humanas
Vanessa So�a de Oliveira Artilheiro - Unidade de Biologia Celular (IMM)

O impacto das células T foliculares reguladoras Foxp3+ na prevenção 
da auto imunidade
Ana Catarina Vagos Gomes Rodrigues da Mata - Unidade de Imunologia Celular (IMM)
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SESSÃO DE POSTERS III
MEDICINA CLÍNICA E TRANSLACIONAL
Moderadores: Ana Almeida | Miguel Carneiro de Moura | Rui Tato Marinho

Entrega siRNA mediada por péptido. Nova terapia para a Leucemia 
Mielóide Crónica dirigida ao gene de fusão BCR/ABL
Inês Rego de Figueiredo - Instituto de Bioquímica (Unidade de Bioquímica Física) e Instituto 
de Biologia Celular e Molecular (Unidade de Biologia Celular)

Terapia génica da Distro�a Muscular de Duchenne: avaliação da 
e�cácia de pequenos oligonucleótidos LNA
Ricardo Nunes Rita Simões - Unidade de Biologia Celular (IMM)

Estudo de correlação entre o “COPD Assessment Test” (CAT) e as Provas 
de Função Respiratória, Prova da Marcha de 6 Minutos e Oximetria 
Noturna nos doentes com DPOC na população Portuguesa.
Pedro Miguel Matoso Ramos do Rosário -Unidade de Fisiopatologia Respiratória - Clínica 
Universitária de Pneumologia, Serviço de Pneumologia I – HSM-CHLN
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Caracterização em modelos animais transgénicos da sobre expressão 
de receptores A2A
Ana Vilardouro, Adriano Carvalho - Instituto de Farmacologia e Neurociências

Acção dos receptores A2A da Adenosina na neurogénese induzida por 
factor neurotró�co derivado do cérebro (BDNF)
Diogo Miguel Freire Leitão Mendes Pedro, Marta Maria Duarte Samartinho 
Instituto de Farmacologia e Neurociências

Análise semi-quantitativa da distribuição dos receptores 
dopaminérgicos (D1 e D2) do Locus Ceruleus Humano
Maria Inês Mendes, André Barata, Diogo Andrade - Instituto de Anatomia Normal

Como evitar os efeitos do péptido β-amilóide sobre a acção facilitadora 
do BDNF na libertação de glutamato a partir de sinaptossomas de rato?
Carla Filipa Pestana Leão Guerreiro, Carla Maria Oliveira Nunes Ferreira 
Instituto de Farmacologia e Neurociências

Estudo Anatómico, Imunohistoquímico e Imagiológico dos Núcleos da 
Estria Terminal
Mónica Anselmo, Joana Monteiro, David Pinto - Instituto de Anatomia

Prevalência de Staphylococcus aureus meticilino-resistente da 
comunidade na infeção nosocomial
César Peter Burgi Vieira - Instituto de Microbiologia
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Identi�cação de fármacos e mecanismos moleculares que medeiam a 
inibição da secreção das citocinas TNF e IL-1B
Tiago Rodrigues Velho - Unidade de Biologia Celular do Sistema Imunológico (IMM)

Patogénese do antigénio nuclear latente do Kaposi´s Sarcoma Herpes 
virus num modelo de infeção de rato
Tiago Emanuel Graça Rodrigues - Instituto de Microbiologia

Geração de linha repórter para estudo da variação antigénica em 
Trypanosoma brucei
Sílvia Maria de Jesus Pimenta Teixeira da Silva - Unidade de Genética Molecular de Parasitas

Será que a IL-7 regula a autofagia das células T da leucemia 
linfoblástica aguda?
Marta Cancella de Abreu - Unidade de Biologia do Cancro (IMM)
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Polimor�smos Genéticos do Eixo Renina-Angiotensina e a sua relevância 
na Fibrogénese Hepática e na História Natural da Hepatite C Crónica (HCC)
Gonçalo Boleto, Raquel Correia - Laboratório de Genética (IMM)

Nutrição e catarata: alguma interacção?
Catarina João Monteiro Ferreira
Unidade de Nutrição e Metabolismo (IMM), Serviço de Oftalmologia, HSM-CHLN

Os fusos do sono na fase aguda do acidente vascular cerebral da artéria 
cerebral média
Joana Isaac – Laboratório de de EEG/Sono do HSM-CHLN, Depart. de Neurociências da FMUL
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Palavras-Chave: Depressão de Longa Duração (LTD), BDNF, Receptores A2A da Adenosina

Fundamento: O factor neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, Brain-Derived Neurotrophic Factor) 
desempenha um papel fundamental em mecanismos de plasticidade sináptica, nomeadamente, na 
potenciação de longa duração (LTP, Long-Term Potentiation) e na depressão de longa duração (LTD, Long-
Term Depression). Foi já amplamente estudado o efeito facilitador do BDNF sobre a LTP, através dos 
receptores TrkB. Por outro lado, também o envolvimento dos receptores A2A da adenosina (A2AR) nos 
efeitos sinápticos do BDNF têm sido alvo de extensa caracterização. Contudo, é ainda escassa a informação 
relativa ao efeito do BDNF sobre a LTD e ao concomitante envolvimento dos receptores A2A nesse efeito.
Objectivos: (1) Estudar o efeito do BDNF sobre a LTD e (2) determinar a influência neuromodulatória 
dos A2ARs.
Métodos: Potenciais pós-sinápticos excitatórios de campo (fEPSP) foram registados ex vivo, na área 
CA1 de fatias de hipocampo (400 µm) preparadas de ratos Wistar machos (2-3 semanas de idade). A 
LTD foi induzida através de um paradigma de Estimulação de Baixa Frequência (LFS, Low Frequency 
Stimulation) (900 pulsos, 1 Hz). Os fármacos testados foram adicionados à solução de superfusão. Os 
valores serão expressos como média +- SEM, de um número n de fatias. As médias das magnitudes de 
LTD em diferentes condições foram comparadas através da análise de variância one-way (ANOVA), 
com a correcção de Bonferroni. Valores P < 0.05 foram considerados como representativos de 
diferenças estatisticamente significativas.
Resultados: Em primeiro lugar, foi mostrado que o efeito do BDNF sobre a LTD é dependente da 
concentração, uma vez que numa concentração baixa (20 ng/mL) não se verifica um efeito significativo 
(LTDBDNF20: – 20.77 ± 2.93 %, n = 5 vs LTDcontrol: – 25.07 ± 1.95 %, n = 24; p > 0.05), enquanto que em 
concentrações elevadas (60 ng/mL e 100 ng/mL), o BDNF foi capaz de reduzir significativamente a 
magnitude da LTD  (LTDBDNF60: – 11.07 ± 1.94 %, n = 4 vs LTDcontrol: – 25.07 ± 1.95 %, n = 24; p < 0.05; 
LTDBDNF100: – 11.16 ± 2.12 %, n = 7 vs LTDcontrol: – 25.07 ± 1.95%, n = 24; p < 0.01).
Em segundo lugar, foi provado que este efeito é mediado pelos receptores TrkB, dado que o K252a (200 
nM), um inibidor da fosforilação dos Trk, aboliu o efeito do BDNF (LTDBDNF100+K252a: – 27.79 ± 4.25 %, n 
= 5 vs LTDBDNF100: – 11.16 ± 2.12%, n = 7; p < 0.05).
Uma vez que os efeito do BDNF na LTP depende da activação dos receptores A2A, colocou-se a hipótese 
de que a ausência de efeito do BDNF sobre a LTD, na concentração mais baixa (20 ng/mL), fosse devida 
à presença de níveis reduzidos de adenosina na sinapse, após um paradigma de Estimulação de Baixa 
Frequência. E, de facto, o efeito do BDNF (20 ng/mL) foi revelado pela activação farmacológica dos 
receptores A2A por um agonista selectivo, o CGS21680 (10 nM) (LTDBDNF20+CGS21680: – 2.04 ± 3.89 %, n = 
5 vs LTDBDNF20: – 20.77 ± 2.93 %, n = 5; p < 0.05). Este efeito facilitador do CGS21680 sobre o efeito do 
BDNF na LTD foi completamente abolido na presença simultânea de um antagonista selectivo dos 
receptores A2A, o SCH58261 (LTDBDNF20+CGS21680+SCH58261: – 23.59 ± 4.17 %, n = 3 vs LTDBDNF20+CGS21680: – 
2.04 ± 3.89 %, n = 5; p < 0.05).
Finalmente, foi observado que o efeito do BDNF na concentração mais elevada é abolido pelo SCH58261 
(100 nM) (LTDBDNF100: – 11.16 ± 2.12 %, n = 7 vs LTDBDNF100+SCH58261: – 24.53 ± 1.27 %, n = 6; p < 0.05), 
provando que a atenuação da LTD pelo BDNF depende da activação dos receptores A2A pela adenosina 
endógena.
Conclusões: O BDNF modula a LTD de uma forma dependente da concentração. Na concentração mais 
baixa o seu efeito é apenas revelado na presença de um agonista dos receptores A2A. De forma 
concordante, na concentração mais elevada, o efeito de atenuação da LTD deste factor neurotrófico 
depende da activação dos receptores A2A pela adenosina endógena. Assim, propõe-se a activação dos 
receptores A2A como um novo mecanismo de fine tuning do efeito do BDNF sobre a LTD.

Key-words:  Long-Term Depression (LTD), BDNF, Adenosine A2A Receptors

Background: Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) plays a pivotal role in synaptic plasticity 
phenomena, namely in Long-Term Potentiation (LTP) and in Long-tem Depression (LTD). BDNF facilitatory 
effect upon LTP, mediated by TrkB receptors, has already been extensively described. On the other hand, 
the influence of adenosine A2A receptors (A2AR) over BDNF synaptic effects has been an emerging research 
field. However, very little is known concerning the effect of BDNF upon LTD and the modulatory influence 
exerted by A2A receptors.

Objectives: (1) To study BDNF effect upon LTD and (2) to determine the neuromodulatory influence of 
A2ARs.

Methods: Field Excitatory Post-synaptic Potentials (fEPSP) were recorded ex vivo, from the CA1 area of 
hippocampal slices (400 µm) taken from male Wistar rats (2-3 weeks old). LTD was induced trough a Low 
Frequency Stimulation (LFS) paradigm (900 pulses, 1 Hz). The drugs tested were added to the superfusion 
solution. Values henceforth mentioned are expressed as mean ± SEM, from n number of slices. Averaged 
LTD magnitudes were compared between different conditions through one-way analysis of variance 
(ANOVA) with Bonferroni’s correction. P-values < 0.05 were considered to represent statistically significant 
differences.

Results: Firstly, we showed that BDNF effect upon LTD is concentration-dependent, for in a low 
concentration (20 ng/mL) it lacked effect (LTDBDNF20: – 20.77 ± 2.93 %, n = 5 vs LTDcontrol: – 25.07 ± 1.95 %, 
n = 24; p > 0.05), whereas in higher concentrations (60 ng/mL and 100 ng/mL) it was able to significantly 
attenuate LTD magnitude (LTDBDNF60: – 11.07 ± 1.94 %, n = 4 vs LTDcontrol: – 25.07 ± 1.95 %, n = 24; p < 0.05; 
LTDBDNF100: – 11.16 ± 2.12 %, n = 7 vs LTDcontrol: – 25.07 ± 1.95%, n = 24; p < 0.01).
In second place, we proved that this effect is TrkB-mediated, for K252a (200 nM), an inhibitor of Trk 
phosphorylation, abolished the effect of BDNF (LTDBDNF100+K252a: – 27.79 ± 4.25 %, n = 5 vs LTDBDNF100: – 
11.16 ± 2.12%, n = 7; p < 0.05).
Since BDNF effect upon LTP is dependent on A2A receptors activation, we hypothesized that the lack of 
effect of BDNF upon LTD, in the lowest concentration (20 ng/mL), would be due to a low level of adenosine 
in the synapse, as a result of the Low Frequency Stimulation paradigm. And, indeed, the effect of BDNF 
(20 ng/mL) was unravelled by the pharmacological activation of A2A receptors by a selective agonist, 
CGS21680 (10 nM) (LTDBDNF20+CGS21680: – 2.04 ± 3.89 %, n = 5 vs LTDBDNF20: – 20.77 ± 2.93 %, n = 5; p < 
0.05). This facilitatory effect of BDNF upon LTD was completely abolished in the simultaneous presence 
of a selective A2A receptor antagonist, SCH58261 (LTDBDNF20+CGS21680+SCH58261: – 23.59 ± 4.17 %, n = 3 vs 
LTDBDNF20+CGS21680: – 2.04 ± 3.89 %, n = 5; p < 0.05).
Finally, we documented that BDNF effect in the highest concentration is abolished by SCH58261 (100 
nM) (LTDBDNF100: – 11.16 ± 2.12 %, n = 7 vs LTDBDNF100+SCH58261: – 24.53 ± 1.27 %, n = 6; p < 0.05), proving 
that the BDNF-mediated attenuation effect upon LTD depends on A2A receptors activation by endogenous 
adenosine. 

Conclusions: BDNF modulates LTD in a concentration-dependent fashion. In the lowest concentration, its 
effect is only revealed in the presence of an A2A receptor agonist. Accordingly, in the highest concentration, 
BDNF-mediated attenuation of LTD depends on A2A receptor activation by endogenous adenosine. 
Therefore, we propose A2A receptor activation as a novel fine tuning mechanism for the effect of BDNF 
upon LTD.
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Título | Title: Efeitos do Bloqueio de Actividade Neuronal na Transmissão Sináptica e nos Mecanismos de Plasticidade

Neuronal Activity Deprivation Tunes Synaptic Transmission and Plasticity

Palavras-Chave: AVC; Silenciamento Neuronal; Plasticidade Homeostática

Fundamento: A capacidade de recuperar a função é o conceito chave na estratégia de neuro-
reabilitação nos doentes com Acidente Vascular Cerebral (AVC). A hipótese corrente postula que a 
funcionalidade emergirá de novos padrões de circuitos neuronais como resultado de mecanismos 
de plasticidade. A perda de actividade neuronal é uma consequência imediata do AVC sobretudo 
na zona de penumbra isquémica, contudo, este bloqueio de actividade leva ao recrutamento de 
mecanismos de plasticidade homeostática, um processo de feedback negativo, cuja função é repor 
os níveis de transmissão sináptica para valores fisiológicos. Ao modular a transmissão sináptica, 
os mecanismos homeostáticos poderão interferir com a plasticidade neuronal subsequente, 
nomeadamente a Potenciação de Longo Prazo (LTP) e assim contribuir para a recuperação dos 
circuitos neuronais lesados e para a melhoria funcional pós-AVC.

Objectivos: Avaliar os efeitos de um modelo de silenciamento neuronal na transmissão sináptica 
basal e na plasticidade subsequente.

Métodos: Fatias de hipocampo de ratos Wistar de 4 a 6 semanas de idade foram submetidas, 
durante 3h, a um protocolo de silenciamento neuronal com tetrodotoxina (1µM), um bloqueador 
dos canais de sódio, e AP-V (50µM), um antagonista dos receptores NMDA. Terminado o protocolo, 
foram registados field-excitatory post-synaptic potentials (fEPSP) na região CA1 do hipocampo e 
iniciou-se o protocolo de curvas input-output aumentando a intensidade de estímulo em 20µA a 
cada 6 minutos desde um estímulo subliminar a um supramáximo. Paired Pulse Facilitation (PPF) 
consiste na análise de duas estimulações consecutivas separadas por um intervalo de 50ms. A LTP 
foi induzida através de estímulo θ-burst e os fEPSP foram comparados nos 10 minutos iniciais para 
análise da Post-Tetanic Potentiation (PTP) e nos 50-60 minutos para análise da magnitude da LTP. 
Os resultados estão expressos como Média ± Erro Padrão da Média.

Resultados: As curvas de input-output, com o declive de fEPSP em função do estímulo, 
demonstraram um traçado com diferenças estatisticamente significativas (p <0.0001), sendo a 
média dos valores máximos de declive de fEPSP 1.73 ± 0.19 (n=8) em situação controlo e de 2.58 
± 0.23 (n=8) após silenciamento neuronal (p <0.05). A análise do PPF mostrou uma razão entre 
declives dos dois pulsos consecutivos (fEPSP2/fEPSP1) de 1.61 ± 0.05 (n=10) em condições controlo 
e de 1.42 ± 0.05 (n=10) após silenciamento neuronal (p <0.01). A amplitude de LTP nas condições 
controlo foi de 124 ± 3.56 (n=13) % de declive de fEPSP pré-indução enquanto após silenciamento 
neuronal foi de 145 ± 4.85 (n=12) % de declive de fEPSP pré-indução (p <0.01). A comparação de 
PTP mostrou valores controlo de 140 ± 3.83 (n=13) % de declive de fEPSP pré-indução e valores 
após silenciamento neuronal de 172 ± 9.52 (n=12) % de declive de fEPSP pré-indução (p <0.01).

Conclusões: Após o silenciamento neuronal observa-se um aumento da excitabilidade sináptica, 
demonstrado pelas curvas input-output, bem como um aumento da libertação de neurotransmissores 
durante a transmissão basal. A amplitude de LTP, considerada como o mecanismo molecular da 
memória, encontra-se também aumentada em fatias submetidas a bloqueio de actividade. Deste 
modo, os mecanismos de plasticidade homeostática poderão contribuir para a recuperação pós-
AVC através da facilitação de plasticidade dependente de actividade.

Key-words:  Stroke; Activity Deprivation; Homeostatic Plasticity

Background: The ability of regaining function after neuronal death is the concept behind the so-
called brain-repair approach to stroke patients. The current hypothesis postulates that functionality 
would emerge from new circuitry patterns as a result of synaptic plasticity. Early after stroke an 
absence of neuronal activity is recorded in perilesional areas, mainly due to the loss of afferent 
connections. However, the associated neuronal silence functions to activate homeostatic plasticity, a 
negative feedback mechanism, that up-regulates and restores synaptic transmission to physiological 
levels. By changing synaptic properties, we hypothesize that homeostatic plasticity could interfere 
with subsequent plasticity, namely Long-Term Potentiation (LTP), and thus contribute to circuit 
remodeling in perilesional regions and functional recovery of stroke patients.

Objectives: Assess the effects of an activity deprivation model on basal synaptic transmission and 
subsequent plasticity.

Methods: Hippocampal slices, from male Wistar rats, were submitted to a 3h protocol designed 
to block neuronal activity using tetrodotoxin (1µM), a sodium-channel blocker, and APV (50µM), a 
NMDA receptor antagonist. After completing the protocol, field-excitatory post-synaptic potentials 
(fEPSP) were recorded from the CA1 area and input-output curves obtained by increasing 20µA 
every 6 minutes from a subliminar to a supramaximal stimulus. Paired Pulse Facilitation (PPF) 
protocol consisted of two consecutive pulses separated by 50ms. Long-Term Potentiation (LTP) was 
induced by θ-burst stimulation and fEPSP compared in the first ten minutes to analyze Post-Tetanic 
Potentiation (PTP) and at 50-60 minutes for magnitude of LTP. The data are expressed as mean ± SEM.

Results: Input-output curves of fEPSP-slope as a function of stimulus were significantly different 
between control and activity deprived slices (p < 0.0001) and the mean maximal fEPSP-slope in 
control conditions was 1.73 ± 0.19 (n=8) whereas in the activity deprived was 2.58 ± 0.23 (n=8), 
being statistically different (p < 0.05). PPF analysis revealed a ratio between consecutive slopes 
(fEPSP2/fEPSP1) of 1.61 ± 0.05 (n=10) in control conditions and a ratio of 1.42 ± 0.05 (n=10) in the 
activity deprived group (p < 0.01). LTP-amplitude in control conditions was 124 ± 3.56 (n=13) % of 
baseline EPSP, whereas in activity deprived was 145 ± 4.85 (n=12) % of baseline values (p < 0.01). 
PTP comparison showed control values of 140 ± 3.83 (n=13) % baseline EPSP and activity deprived 
values of 172 ± 9.52 (n=12) (p < 0.01).

Conclusion: Neuronal silencing leads to increased excitability, as shown by input-output curves, and 
increased neurotransmitter release, as evidenced by PPF analysis, under basal conditions. Also, LTP-
magnitude, the molecular paradigm of memory, is increased in activity deprived slices. Therefore, 
homeostatic plasticity might have a role in stroke recovery through the facilitation of activity 
dependent plasticity after a period of neuronal silence.
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Palavras-Chave: Astrócitos, sinalização por cálcio, glicina

Fundamentação: Estudos anteriores confirmaram a expressão de receptores ionotrópicos de 
glicina (GlyR) não só em neurónios mas num outro tipo celular abundante no sistema nervoso 
central, as células da glia, nomeadamente em astrócitos, estando a sua função não esclarecida 
nestas células.
A excitabilidade do astrócito baseia-se não na despolarização da membrana plasmática mas sim em 
ondas intracelulares de cálcio, através da libertação das reservas intracelulares de cálcio activada 
por receptores de membrana e proteínas G. No entanto, existem também outras vias possíveis 
para a difusão de cálcio no citoplasma, como a activação de canais dependentes de voltagem na 
membrana plasmática, que parecem ter relevância funcional in vivo.
Estudos anteriores demonstraram ainda um papel em vias mensageiras intracelulares associado 
especificamente a correntes do ião cloro (Cl-) em astrócitos.
Assim, tendo em conta a presença de GlyR em astrócitos, é relevante estudar se a função destes 
receptores pode estar associada à sinalização mediada por ondas intracelulares de cálcio.

Objectivos: Estudar o efeito da activação de GlyR por glicina na resposta de astrócitos a ATP, através 
de imagiologia de cálcio em culturas primárias de astrócitos

Métodos: Prepararam-se culturas primárias de astrócitos de crias Sprague-Dawley P0-P2, 
plaquetados em lamelas cobertas com PDL (50µg/mL). As células foram replaqueadas aos 8 dias in 
vitro (DIV) e usadas para imagiologia de cálcio a 10-13 DIV. No dia da experiência foram incubadas 
45 minutos com o fluróforo FURA 2/AM, que tem diferente absorvência se ligado ou não a cálcio, 
perfundidas com solução salina e estimuladas com ATP 10µM. Registou-se a amplitude das ondas 
de cálcio intracelulares, como resposta aos estímulos de ATP. Foram realizadas experiências na 
presença de ácido 7-cloro-kinurénico (7CKA, antagonista da ligação de glicina ao receptor NMDA 
de glutamato) sozinho (controlo),e na presença de 7-CKA e glicina (100µM e 500µM).
As imagens foram analisadas através dos softwares Metafluor e Graphpad Prism 5.

Resultados: Exposição de astrócitos a glicina demonstrou uma tendência para diminuição de 
resposta a 10µM, em comparação com controlo.
A amplitude média de resposta ao ATP diminuiu 14,1% na presença de glicina 100µM e 8,3 % na 
presença de glicina 500µM.
Estudos posteriores, com antagonistas de GlyR, serão necessários para provar que este efeito é 
mediado através de receptores GlyR.

Conclusões: Este estudo sugere que a presença de GlyR na membrana de astrócitos está relacionada 
com a modulação das ondas de cálcio intracelulares, modulando negativamente a sua excitabilidade. 
Esta informação é importante para promover futuros estudos sobre o significado funcional da 
sinalização glicinérgica em astrócitos, tanto em processos fisiológicos como patológicos.

Key-words:  Astrocytes, calcium signalling, glycine, GlyR

Background: Previous studies have confirmed the expression of ionotropic glycine receptors (GlyR) 
not only in neurons but also in glial cells, mostly astrocytes. Nevertheless, its function in these cells 
is still unknown.
Astrocyte excitability is not based in plasmatic membrane depolarization but in intracellular calcium 
waves, through the release of intracellular calcium reserves activated by membrane receptors and G 
proteins. Although there are other possible mechanisms for calcium entry into the cytoplasm, such 
as the activation of voltage-dependent channels in the cell membrane, which seem to be relevant 
to astrocyte function in vivo.
Previous studies have also demonstrated that chloride (Cl-) currents, in particular, have a role in 
intracellular pathways in astrocytes.
Considering the presence of GlyR in astrocytes it is important to study if these receptors have a role 
in modulating astrocyte signaling through intracellular calcium waves.

Objectives: Study the effect of GlyR activation, through glycine, in the astrocytes’ response to ATP, 
by calcium imaging in primary cultures of astrocytes.

Methods: Primary astrocyte cultures were prepared from Sprague-Dawley pups (P0-P2), and plated 
in PDL (50 µg/ml)-coated dishes. Cells were replated at 8 days in vitro (DIV) and used for calcium 
imaging at 10-13 DIV. At the day of the experiment cells were incubated 45 min with the fluorophore 
FURA 2/AM, which has a different absorbance if bound or not to calcium, perfused with a salt-rich 
solution and stimulated with 10µM ATP. The calcium wave amplitudes, as response to ATP, were 
recorded. Experiments were carried out in the presence of 7-chlorokynurenic acid (7-CKA, a NMDA 
glutamate receptor antagonist at glycine-binding site) only (control), as well as in the presence of 
7-CKA and glycine (100µM and 500µM).
Images were analyzed through the Metafluor and Graphpad Prism softwares.

Results: Astrocytes exposure to glycine demonstrated a trend to a reduced response to 10 µM ATP, 
when compared with the control. The average amplitude response to ATP diminished 14,1% in the 
presence of 100µM glycine and 8,1% in the presence of 500µM glycine.
Further studies, with GlyR antagonists, are still required to prove that the glycine effect occurs 
through GlyR.

Conclusions: This study suggests that GlyR presence in the plasma membrane of astrocytes is 
implicated in the modulation of intracellular calcium waves, leading to reduced cell excitability.
This information is important to promote future studies on the significance of glycine signaling in 
astrocytes, in both physiological and pathological events. 
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Palavras-Chave: Hipóxia; Recuperação Sináptica; Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

Fundamentação: O Brain-Derived Neurothopic Factor (BDNF), um membro da família das 
neurotrofinas, é reconhecido pelo seu papel na regulação da transmissão sináptica e da sobrevivência 
e diferenciação neuronal. Estes efeitos de regulação da transmissão sináptica dependem, pelo 
menos em parte, da activação dos receptores de adenosina A2A. No nosso laboratório, um projecto 
em curso mostrou que o BDNF quando presente durante a hipóxia prejudica a recuperação da 
transmissão sináptica durante a reoxigenação. Esta observação levou-nos a investigar se este efeito 
do BDNF se relaciona com o aumento de actividade dos receptores A2A.

Objectivos: Avaliar o envolvimento de receptores A2A na acção do BDNF sobre a recuperação da 
transmissão sináptica após hipóxia.

Métodos: Potenciais excitatórios pós-sinápticos (fEPSP) foram registados extracelularmente 
na zona CA1 de fatias de hipocampo dissecadas de ratos Wistar de 4 a 6 semanas de idade. No 
protocolo utilizado a hipóxia teve uma duração de 90 minutos ao qual se seguiu um período de 
reoxigenação de 30 minutos. O papel neuroprotector da adenosina foi bloqueado em todas as 
situações experimentais através da utilização de DPCPX (50nM), um antagonista dos receptores 
A1 da adenosina. O ZM-241385 (50nM), um antagonista dos receptores A2A, esteve igualmente 
presente nas situações controlo e experimentais. Nas situações experimentais o BDNF (20ng/
ml) esteve presente desde os 20 minutos que antecederam a hipóxia até ao final do período de 
reoxigenação, comparando-se os resultados nas fatias de controlo (DPCPX+ZM-241385) com as 
fatias expostas a estes fármacos e a BDNF (20ng/ml). Os resultados estão expressos em Média ± Erro 
Padrão da Média de n fatias de hipocampo e a comparação entre médias foi realizada através de 
um teste t de Student desemparelhado. Foram aceites valores de p<0.05 como estatisticamente 
significativos.

Resultados: O bloqueio de receptores A2A não previne o efeito do BDNF na perturbação da 
recuperação da transmissão sináptica após hipóxia. Em condições experimentais de controlo, 
com apenas o DPCPX (50nM) e o ZM-241385 (50nM) presentes, a percentagem média do declive 
normalizado de fEPSP medido no final do período de hipóxia foi 69.61 ± 4.54% do valor registado 
pré-hipóxia (n=11). Na presença de BDNF (20ng/mL), a percentagem média do declive normalizado 
de fEPSP medido no final do período de hipóxia foi 64.27 ± 4.64% do valor pré-hipóxia  (n=11), P>0,05, 
comparando com a ausência de BDNF. Analisando a percentagem média do declive normalizado de 
fEPSP medido no final do período de reoxigenação, na situação de controlo foi de 91.01 ± 4.91% 
(n=11). Na presença de BDNF (20ng/mL), a percentagem média do declive normalizado de fEPSP 
medido no final do período de reoxigenação foi 80.23 ± 3.79 % (n=11), P<0,05, comparando com 
a ausência de BDNF.

Conclusões: A activação dos receptores de Adenosina do tipo A2A não é necessária para que ocorra 
a perturbação da recuperação sináptica induzida pelo BDNF após hipóxia.

Key-words: Hypoxia; Synaptic Recovery; Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

Background: The Brain Derived Neurothrophic Factor (BDNF), a member of the neurotrophin family, 
has been pointed out as an essential factor for the regulation of synaptic transmission as well as 
neuronal survival and differentiation. These effects on regulation of synaptic transmission depend, at 
least to some extent, on the activation of adenosine A2A receptors. An ongoing project at our unit has 
shown that in hypoxic conditions BDNF impairs recovery of synaptic transmission on reoxygenation. 
This observation led us to investigate if the BDNF-induced impairment on the recovery of synaptic 
transmission after hypoxia is related to the activation of adenosine A2A receptors.

Objectives: Assess the role of A2A receptors upon BDNF-induced impairment of synaptic transmission 
recovery from hypoxia.

Methods: Field-excitatory post-synaptic potentials (fEPSP) were recorded from the CA1 area 
of hippocampal slices taken from male Wistar rats (4-6 weeks old). An hypoxic period of 90 min 
was used, followed by a reoxygenation period of 30 min. The neuroprotective effect of adenosine 
was prevented in all experimental conditions by adding DPCPX (50nM), an adenosine A1 receptor 
antagonist. ZM-241385 (50nM), an A2A receptor antagonist was used to prevent A2A receptor 
activation. In test slices, BDNF (20ng/ml) was added to the bathing solution for at least 20 min 
before hypoxia, being present up to the end of the recording period. The data obtained in control 
slices (DPCPX+ZM-241385) was compared to the test slices exposed to these drugs plus BDNF. The 
data is expressed as mean ± SEM and mean differences were evaluated by unpaired t-test. Values of 
p < 0.05 were considered to represent statistically significant differences.

Results: The A2A receptor blockage does not prevent the BDNF’s effects of synaptic transmission 
recovery impairment after hypoxia. In control experiments, with DPCPX (50nM) and ZM-241385 
(50nM) present, the mean fEPSP slope measured at the end of hypoxia was 69.61 ± 4.54% of 
baseline values (n=11).  When BDNF was added, mean fEPSP slope measured at the end of hypoxia 
was 64.27 ± 4.64% of baseline values (n=11), P>0.05 compared with the absence of BDNF. Analyzing 
the mean fEPSP slope measured at the end of reoxygenation, in test slices it was 91.01 ± 4.91% 
(n=11) of baseline values. When BDNF (20ng/mL) was added, mean fEPSP slope measured at the 
end of reoxygenation was 80.23 ± 3.79 % (n=11) of baseline values, P<0.05 compared with the 
absence of BDNF.

Conclusions: The A2A adenosine receptor activation is not necessary for the BDNF’s effects of 
synaptic transmission recovery impairment after hypoxia.
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Key-words: β-amyloid, calpains, adenosine

Background: Alzheimer’s disease (AD), the main cause of dementia, has as one of its main features 
the accumulation of β-amyloid peptide (Aβ). In DA there are changes in several neurotransmitters, 
including gamma-aminobutyric acid (GABA), as well as in levels of neurotrophic factors and their 
receptors. In the brains of AD patients brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is decreased, and 
it was shown that Aβ decreases BDNF TrKB receptor levels by a calpain-dependent mechanism. 
It is known BDNF inhibits GABA release and that several of BDNF’s effects are dependent on the 
activation of adenosine A2A receptors (A2AR). However, modulation by adenosine of the BDNF effect 
on GABA release have not been elucidated. Also still unclear is the effect of prolonged exposure to 
Aβ on the GABA release inhibition caused by BDNF.

Objectives: To determine the effect of prolonged (3h) exposure to Aβ on GABA release. To determine 
if calpain inhibition is able to revert the effect of Aβ on BDNF. To determine if adenosine, via A2AR, 
modulates BDNF effects on GABA release.

Methods: Rat hippocampal slices were incubated for 3h with or without 25-35 Aβ (25μM). The 
synaptosomal fraction was obtained, incubated with [3H]-GABA, and distributed by superfusion 
chambers equipped with GF/C filters. Eluent samples were collected in 2-minute intervals for 40 
minutes. At the 5th (S1) and 29th (S2) minutes, synaptosomes were stimulated with K+ (15mM) to 
induce an increase in GABA release. BDNF (30ng/ml) was applied from the 9th minute onward. 
When testing for the effect of calpain inhibition on GABA release in synaptosomes incubated 
with Aβ, hippocampal slices were simultaneously incubated with the calpain inhibitor MDL 28170 
(20µM) and Aβ. When testing for the effect of selective A2AR antagonist synaptosomes were 
incubated during the whole superfusion interval with the selective antagonist SCH 58261 (50nM). 
The same procedure was done for selective A2AR agonist CGS 21680 (30nM). Effects were calculated 
as changes in the S2/S1 ratio from the control situation and incubation with BDNF.

Results: In control conditions, when BDNF was added before S2 there was a significant decrease in 
GABA-evoked release of 26 ± 6% (p<0.05, n=7). Incubation for 3h with Aβ (25µM) did not affect GABA 
release (p>0.05, n=7), however it abolished the BDNF (30ng/mL) inhibitory effect on GABA release 
(p<0.05, n=7). Calpain inhibition by MDL 28170 (20µM) allowed the recovery of the inhibitory effect 
of BDNF in the presence of Aβ (p<0.05, n=4). Preliminary results suggest that the inhibitory effect 
of BDNF on GABA release is abolished by the selective A2AR antagonist (n=4). However, activation of 
A2AR by selective agonist CGS 21680 (30nM) did not modify the effect of BDNF (n=2).

Conclusions: The results show that Aβ inhibits BDNF effects on evoked GABA release and that this 
effect is dependent on calpain activation. Additionally, preliminary results show that the inhibitory 
effect of BDNF on GABA release is dependent on A2AR activation but it is not potentiated by the 
exogenous activation of the aforementioned receptors.
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Palavras-Chave: Receptores de Adenosina A2A, memória de trabalho, envelhecimento 

Fundamentação: A adenosina presente no sistema nervoso central, tem um papel importante como 
moduladora das funções sinápticas, especialmente aquelas implicadas nas funções cognitivas. Os receptores 
de adenosina A2A estão presentes no estriado, no tálamo, cerebelo, no córtex cerebral e no hipocampo.
Quando examinados directamente como modificadores de lesão cerebral, os antagonistas dos A2A, 
podem proteger contra um leque variado de insultos, tanto in vitro, como in vivo.
O envelhecimento e a neurodegeneração estão associados com a perda funcional progressiva de vários 
domínios cognitivos. Apesar disto, não é conhecido o papel que os receptores A2A têm no envelhecimento, 
nem se são capazes de desencadear um processo precoce de envelhecimento. Para responder a esta 
questão, o laboratório está a caracterizar um modelo transgénico de rato, o TG (CAMKII – HA2A), que 
sobre-expressa os receptores A2A no hipocampo, no córtex e no estriado.
Objectivos: Identificar e caracterizar a sobre-expressão de receptores A2A do modelo animal transgénico: 
Avaliando a sua distribuição regional, celular, subcelular e efeitos nas células da glia. 
Métodos: Modelos Experimentais - Foram usados ratos wild type, adultos, do sexo masculino e ratos 
A2AR com 14 semanas, pesando entre 300g e 400g.
Imunohistoquímica - Todos os animais foram anestesiados com pentobarbital 0,1mL/Kg e perfundidos 
intracardiacamente com 200mL de solução salina e 400mL de paraformaldeído (PFA) a 4% em tampão 
fosfato salino, pH 7,4.
Após a perfusão, os ratos foram decapitados. Os seus cérebros foram rapidamente removidos e 
crioprotegidos numa solução de sacarose a 30%, embebidos em gelatina e congelados em isopentano 
arrefecido com azoto líquido. Foram cortadas secções coronais com 20 µm de espessura ao nível do 
estriado, hipocampo e córtex. As secções montadas de tecido foram conservadas a -20ºC até serem usadas.
A imunohistoquímica foi realizada como descrito anteriormente, usando três anticorpos diferentes: A – 
anticorpo de cabra anti-A2A; B – anticorpo de ratinho anti-A2A, Upstate; C – anticorpo de ratinho anti-A2A, 
Santa Cruz. Posteriormente as secções foram incubadas com um segundo anticorpo: A – anticorpo de burro 
anti-cabra com fluoróforo (633 nm); B e C – anticorpo de cabra anti-ratinho com fluoróforo (488 nm).
De modo a optimizar os procedimentos, um grupo de amostras de cérebro foi pós-fixado 24h em PFA a 
4% antes de ser realizada a crioproteção, e um segundo grupo não foi pós-fixado, sendo imediatamente 
imerso em sacarose a 30%.
Imunocitoquímica - Neurónios corticais foram cultivados a partir de embriões de ratos Sprague Dawley 
com 18 dias. Os neurónios cresceram durante 9 dias a 37ºC, numa atmosfera humidificada com 5% de 
CO2. As células foram fixadas com PFA a 4% e a imunomarcação foi realizada usando os mesmos pares 
de anticorpos descritos anteriormente.
Resultados: Os três anticorpos marcaram especificamente os receptores A2A nas culturas celulares.
Os resultados preliminares do segundo grupo experimental da Imunohistoquímica (IHQ) revelam que 
todos os três anticorpos marcam especificamente os receptores A2A, sendo a marcação mais evidente 
dada pelo anti-A2AR de cabra.
Conclusões: Com este estudo fomos capazes de encontrar especificidade entre os receptores A2A e 
os três anticorpos testados nas culturas celulares. Estes resultados são sustentados pelo segundo 
grupo de resultados da IHQ, onde se verificou igualmente especificidade para os receptores A2A para 
todos os anticorpos testados. A principal marcação é encontrada no hipocampo nas regiões CA1 e CA3. 
Após identificarmos a distribuição regional dos receptores A2A, continuaremos o trabalho sobre a sua 
localização celular e subcelular.

Key-words: Adenosine A2A receptors, working memory, ageing

Background: Adenosine, present in the central nervous system, plays an important role as an 
endogenous modulator of synaptic functions, especially those that are implicated in cognitive 
functions. The A2A adenosine receptors are present in the striatum, the thalamus, cerebellum, 
cerebral cortex and hippocampus.
When examined directly as modifiers of brain damage, A2A antagonists can protect against a range 
of insults, both in vitro and in vivo.
Aging and neurodegeneration are associated with progressive functional loss in many cognitive 
domains. These changes are accompanied by an exacerbated expression of A2AR. Nevertheless, 
it is not known what role A2AR plays in ageing or if they could be a trigger for an early ageing-like 
process. To answer that question, the laboratory is characterizing a unique transgenic rat model, 
the TG (CAMKII – HA2A), that overexpress the A2A receptors in hippocampus, cortex and striatum
Objectives: Identify and characterizing the transgenic animal model overexpressing A2A receptors: 
Assessing their regional, cellular and subcellular distribution and effects on glial cell status.
Methods: Experimental Models - Adult male wild type rats and A2AR rats 14 weeks-old and 
weighing between 300g to 400g were used.
Immunohistochemistry - All animals were anesthetized with pentobarbital 0,1 mL/Kg and 
intracardially perfused with 200 mL of saline and 400 mL of 4% paraformaldehyde (PFA) in 
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4. 
After perfusion, rats were decapitated. Their brains were quickly removed, cryoprotected in a 
30% sucrose solution, embedded in gelatin and frozen in isopentane cooled by liquid nitrogen. 
Coronal sections 20 µm thick were serially cut at the level of the striatum, hippocampus and cortex. 
Mounted tissue sections were stored at -20ºC until use.
Immunohistochemistry was performed as described previously using three different antibodies: A – 
goat anti-A2A antibody; B – mouse anti-A2A antibody, Upstate; C – mouse anti-A2A antibody, Santa 
Cruz. Then the sections were incubated with the second antibody: A – donkey anti-goat antibody with 
a fluorofore (633 nm); B and C – goat anti-mouse antibody with a fluorofore (488 nm).
To optimize procedures one group of brain samples was post-fixed 24h in 4% PFA before cryoprotection 
steps, and a second one was not post-fixed and was immediately immersed in 30% sucrose.  
Immunocytochemistry - Cortical neurons were cultured from 18 days Sprague Dawley rat embryos. 
Neurons were grown for 9 days at 37ºC in a 5% CO2 humified atmosphere. Cells were fixed with 4% 
PFA and Immunostaining was performed using the same antibody pairs, as described above.
Results: All three antibodies specifically labeled A2A receptors in cell cultures.
Preliminary data from the second experimental group of Immunohistochemistry (IHC) showed that 
all 3 antibodies yield specific A2AR labeling, with goat anti–A2AR displaying the most robust labeling.
Conclusions: With this study we were able to find specificity between A2A receptors and the three 
antibodies tested in cell cultures. This was supported by the second experimental group of IHC 
results, also showing specificity between A2A receptors for all the three antibodies tested. The main 
labeling was found in the hippocampus on CA1 and CA3 regions.
After identifying the regional distribution of A2A receptors we will continue to work on their cellular 
and subcellular localization.
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Palavras-Chave: BDNF, Receptores A2A, Neurogénese

Fundamento: Ocorre neurogénese quer na zona subventricular, quer na zona subgranular do giro 
dentado (GD). Lesões cerebrais estimulam estes nichos neurogénicos e, consequentemente, a 
neurogénese. No entanto, nunca ocorre substituição celular por completo. Como a neurogénese é 
modulada por uma vasto leque de factores, a identificação de factores indutores da neurogénese 
pode levar ao desenvolvimento de novas terapêuticas para doenças cerebrais, com células 
estaminais. O BDNF tem importantes acções no desenvolvimento, diferenciação e protecção 
neuronal, e na sinaptogénese, tal como na neurogénese do hipocampo. O hipocampo está sob 
neuromodulação da adenosina, que activa os seus receptores A1, A2A, A2B e A3. 

Objectivos: Como os receptores A2A (rA2A) estão colocalizados com o BDNF em diversas regiões 
cerebrais, e a interacção funcional entre a activação do rA2A e a neurogénese induzida por BDNF 
já foi demonstrada, propusemo-nos a estudar a influência dos rA2A na neurogénese induzida por 
BDNF, in vitro. 

Métodos: Obtivémos neurosferas de GD de ratos pós-natal Sprague-Dawley. Estas cresceram num 
meio sem soro, com 20 ng/ml de factor de crescimento epidermal (EGF), tendo sido cultivadas 
em polilisina-D, por 7 dias. A expressão de TrkB e rA2A foi analizada. Adicionámos às culturas ou 
BDNF ou um agonista dos rA2A (30 nM CGS21680), por 48h ou 7 dias. Realizámos uma curva de 
concentração-resposta para o BDNF (1,10,30 e 100 ng/ml) para decidir qual a concentração que 
deveria ser utilizada: Primeiramente, realizámos um ensaio com Iodeto de propídeo (PI) para 
avaliar a toxicidade celular dos compostos que iriamos utilizar. Posteriormente, estudámos a 
proliferação celular com um ensaio de bromodesoxiuridina (BrdU), assim como a diferenciação 
neuronal através de imunohcitoquímica contra um marcador neuronal (NeuN - neuronal nuclei). 

Resultados: O TrkB e o rA2A localizam-se em neurosferas e células diferenciadas de GD, assim como 
em GD de rato adulto. O BDNF, CGS21680 e o antagonista dos rA2A (50 nm ZM241285) usados 
não alteram a viabilidade celular. Após realização da curva de concentração-resposta para o BDNF, 
decidimos usar 30 ng/ml, já que induziu um aumento de células BrdU positivas para 190.8±23.57% 
(n=9), comparativamente com o controlo (100%). Também observámos um aumento das células 
NeuN positivas tratadas com as diferentes concentrações de BDNF, sendo a concentração de 30ng/
ml responsável pela indução de 197.6 ±13.94% (n=6), face ao controlo (n=6). A activação dos rA2A 
apenas aumentou o número de células NeuN positivas (193.4±31.14%) sem afectar o número de 
células BrdU positivas (89.04±15.47%). para além disso, observámos que a proliferação induzida 
por BDNF é abolida na presença do antagonista dos rA2A (79.66±10.88% de células BrdU positivas). 

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

Key-words:  BDNF, A2A receptors, Neurogenesis

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

Objectives: Since A2A receptors (A2Ar) are colocalized with BDNF in several brain regions and the 
functional interaction between A2Ar stimulation and BDNF action has already been shown, we are 
studying whether adenosine A2Ar influences BDNF-induced neurogenesis, in vitro. 

Methods: DG neurospheres were obtained from early postnatal rat Sprague-Dawley (P1-3). These 
neurospheres grew in serum-free medium supplemented with 20 ng/ml epidermal growth factor 
(EGF) and were seeded on poly-D-lysine coated glass coverslips, having grown for 48h or 7 days. 
The expression of TrkB and adenosine A2Ar was analyzed. We treated DG cells either with BDNF or 
an adenosine A2Ar agonist (30 nM CGS21680) for 48 h or 7 days. We performed a concentration-
response curve for BDNF (1,10,30 e 100 ng/ml) to decide the concentration that should be used: 
Firstly, we performed a propidium iodide (PI) assay to examine whether the drugs that would be 
used affected cell viability. Then, we studied cell proliferation by a bromodeoxyuridine (BrdU) assay, 
as well as neuronal differentiation by performing immunocytochemistry against a neuronal marker 
(NeuN – neuronal nuclei). 

Results: TrkB and A2Ar are localized in DG neurospheres, in plated differentiated DG cells and in 
adult rat DG. BDNF, CGS21680 and the adenosine A2Ar antagonist 50 nm ZM241285 do not alter 
cell viability. We performed a concentration-response curve for BDNF and decided to use 30 ng/ml 
since it induced an increase of BrdU-positive cells to 190.8±23.57% (n=9), comparing with 100% of 
control. We also observed an increase of NeuN-positive cells treated with different concentrations of 
BDNF, being BDNF 30 ng/ml responsible for inducing 197.6 ±13.94% (n=6), when compared to 100% 
of control (n=6). A2Ar activation only increased the number of NeuN-positive cells (193.4±31.14% of 
NeuN-positive cells) without affecting the number of BrdU-positive cells (89.04±15.47%). Moreover, 
we observed that BDNF-induced proliferation is abolished in the presence of a A2Ar antagonist 
(79.66±10.88% of BrdU-positive cells). 

Conclusions: BDNF promotes neuronal proliferation and differentiation, while A2Ar activation only 
promotes neuronal differentiation. It was also suggested that BDNF’s role in proliferation depends 
on the action of A2Ar.
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Palavras-Chave: locus ceruleus, receptores dopaminérgicos D1 e D2

Fundamentos: O Locus Ceruleus (LC) humano é um núcleo situado na porção dorsal superior da 
protuberância, envolvido em múltiplos circuitos neuroquímicos. As suas aferências dopaminérgicas 
são fundamentais na facilitação do estado de vigila e são provenientes sobretudo da área tegmental 
ventral (via mesencefalocerulica) e da substância cinzenta periaquedutal. Após se ter concluído, em 
estudos prévios realizados no IAN, que o LC humano é um núcleo mais estreito e mais longo (± 14mm) 
do que previamente descrito, deu-se início ao mapeamento dos receptores dopaminérgicos (D1 e 
D2). Concluiu-se que estes subtipos de receptores dopaminérgicos revelaram um padrão selectivo 
e distinto de distribuição ao longo da extensão do LC humano. Os receptores D2 estão presentes 
na generalidade dos neurónios do LC, verificando-se uma marcação relativamente homogénea ao 
longo de todo o eixo cranio-caudal do núcleo, sendo também homogénea na sua distribuição axial. 
Os receptores D1 têm uma distribuição mais escassa e esparsa.

Objectivos: Análise da distribuição dos neuroreceptores ao longo da extensão do núcleo, aferindo 
se existem regiões preferenciais de localização. Análise dos compartimentos celulares
em que se localizam os neuroreceptores. Análise semi-quatitativa da distribuição dos receptores
dopaminérgicos (D1 e D2) do LC humano.

Material e Métodos: Marcação imunohistoquímica com fluorescência dos receptores 
dopaminérgicos D1 e D2 em 10 LC (5 troncos cerebrais) e análise da sua distribuição ao longo 
da extensão do núcleo e a nível intracelular por microscopia de fluorescência e confocal. Estudo 
da proporção relativa de neuroreceptores dopaminérgicos (D1R e D2R) ao longo da extensão do 
núcleo, através da análise “semi-quantitativa” da imunoreactividade, após a sua validação plano 
a plano, através de programa informático adequado (Image J 1.44®). Análise estatística dos casos 
estudados. Análise integrada dos dados morfológicos e imunocitoquímicos.

Resultados e Discussão: A imunoreactividade dos receptores dopaminérgicos expressa-se a nível 
do corpo celular, membrana citoplasmática e prolongamentos axonais e dentríticos. Os receptores 
D2 encontram-se sobretudo em células ricas em grânulos de neuromelanina e a nível intracelular 
esta marcação marca extensas áreas do citoplasma, estendo-se para além do território contendo 
neuromelanina. Os receptores D1 encontram-se sobretudo em células com pouco conteúdo de 
neuromelanina, localizando-se em sectores citoplasmáticos mais restritos.
Este padrão de localização intracelular para os receptores dopaminérgicos D1 e D2 verificou-se 
ao longo de toda a extensão do núcleo. Está em curso o estudo da análise semiquantitativa da 
imunoreactividade para estes receptores verificando-se que esta é significativamente mais abundante 
para os receptores D2, observando-se células em que a marcação para os mesmos é nula.

Key-words:  locus ceruleus; D1 and D2 dopaminergic neuroreceptors

Background: Human locus coeruleus (LC) is a nucleus located in rostral pons, beneath the IV 
ventricle floor, evolved in several neurochemical circuits. Its dopaminergic afferents play a key 
role in wakefulness-promoting effect and are mainly from ventral tegmental area (mesocoerulear 
pathway) and periaqueductal gray. After it was established in our previous studies that human LC 
is a nucleus narrower and longer (± 14mm) than previously reported, it was initiated dopaminergic 
D1 and D2 neuroreceptors mapping. It was concluded that these subtypes of dopamine receptors 
revealed a selective pattern and distinct distribution along the length of the LC human. D2 receptors 
are present in most neurons with a relatively homogeneous distribution throughout the cranio-
caudal axis of the nucleus and axial area. D1 receptors have a sparser distribution.

Objectives: Analysis of the distribution of neuroreceptors along the length of the core, checking 
whether there are regions preferred location. Analysis of the cellular compartments that are located 
neuroreceptors. Semiquatitative analysis of the distribution of dopaminergic receptors (D1R and 
D2R) of LC human.

Material and Method: Immunohistochemical staining with fluorescence of dopaminergic receptors 
(D1R and D2R) in 10 LC (5 brainstems) and analysis of its distribution along the length of the core and 
the intracellular level by fluorescence microscopy. Study of the relative proportion of dopaminergic 
neuroreceptors along the length of the nucleus, by semiquantitative analysis of immunoreactivity, 
through Image J ®. Statistical analysis of the cases studied. Integration of morphological and 
immunocytochemical data.

Results and Discussion: Immunoreactivity of dopaminergic receptors is expressed at the cell body, 
cytoplasmic membrane and axonal and dendritic processes. D2 receptors are found mainly in 
rich-neuromelanin cells and at intracellular level this labeling covers large areas of the cytoplasm, 
extending beyond the territory containing neuromelanin. D1 receptors are found mainly in cells with 
low content of neuromelanin, being located in more restricted cytoplasmic areas. This intracellular 
localization pattern of D1 and D2 dopaminergic neuroreceptors was present along the entire length 
of the human LC. Semiquantitative analysis of the immunoreactivity for these receptors is still 
ongoing. It has been verified that D2 receptors are significantly more abounding, and some cells do 
not display any staining for D1 receptors.
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Palavras-Chave: péptido β-amilóide, BDNF, doença de Alzheimer

Fundamentos: A acumulação da proteína β-amilóide (Aβ) na doença de Alzheimer (DA) leva à 
morte neuronal por stress oxidativo, inflamação e neurotoxicidade. O Aβ também intensifica a 
neurotoxicidade induzida pelo glutamato, aumentando a sua concentração na fenda sináptica.
O factor neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) é uma proteína neuromodeladora endógena, 
que está diminuída na DA. Em estudos anteriores, não publicados, verificámos que o efeito de 
potenciação da libertação de glutamato induzido pelo BDNF é abolido quando os sinaptossomas 
são pré-incubados com Aβ durante pequenos intervalos de tempo (1 hora). Por outro lado, a 
maioria dos efeitos biológicos do BDNF é mediada pela activação do receptor tirosina cinase B (TrkB), 
sendo alguns destes efeitos dependentes da activação dos receptores A2A da adenosina. 
Objectivos: Estudar a influência da exposição prolongada (3 horas) ao Aβ sobre o efeito do BDNF 
na libertação evocada de glutamato; 
Estudar se o efeito do BDNF na libertação evocada de glutamato em sinaptossomas é modelado 
pelos receptores A2A.
Métodos: Foram preparadas fatias de hipocampo, de ratos Wistar com 6-8 semanas de idade. Estas 
foram incubadas, durante 3 h, na ausência ou na presença de Aβ 25-35 (25μM). Os sinaptossomas 
foram preparados a partir das fatias de hipocampo de acordo com o protocolo seguido no laboratório. 
Os sinaptossomas obtidos foram incubados com 0.2 mM [3H]-glutamato e distribuídos em câmaras 
de superfusão equipadas com filtros de microfibra de vidro. As amostras de efluente foram 
colhidas com 2 mins de intervalo, durante 40 mins. Aos 5 mins (período de estimulação S1) e aos 
29 mins (período de estimulação S2), os sinaptossomas foram estimulados durante 2 mins com 
uma solução de K+ (15 mM), para induzir um aumento da libertação de glutamato. O BDNF (20 ng/
mL) foi adicionado dos 9 mins em diante. Aquando do estudo do efeito do antagonista selectivo 
dos receptores A2A de adenosina, os sinaptosomas foram incubados durante todo o intervalo 
de superfusão com o antagonista selectivo, SCH 58261 (50 nM). O efeito foi quantificado pelas 
alterações no ratio S2/S1 da situação controlo e de incubação com BDNF.
Resultados: Experiência 1 – Em condições controlo, quando o BDNF foi adicionado antes de S2 
ocorreu um aumento significativo da libertação evocada de glutamato de 27 ± 7 % (p<0.05, n = 5). 
Adicionando BDNF, antes de S2, a sinaptossomas preparados a partir de fatias pré-incubadas com 
Aβ, ocorreu a supressão do efeito potenciador do BDNF (ratio S2/S1 0.7 ± 4% significativo em 
relação ao controlo, p>0,01, n=10).
Experiência 2 – Quando foi adicionando o antagonista selectivo dos receptores A2A, SCH 58261 (50 nM), 
a sinaptossomas preparados a partir de fatias de hipocampo não tratadas, durante todo o tempo 
de recolhas do efluente, ocorreu abolição do efeito potenciador do BDNF previamente descrito 
(ratio S2/S1 1.3± 8%, p>0.01, n=4).
Conclusões: A adição de BDNF a S2 leva ao aumento da libertação de glutamato em sinaptossomas, 
tal como proposto por outros autores. Este efeito é abolido quando os sinaptossomas são pré-
incubados com Aβ, o que reforça a possibilidade Aβ afectar os efeitos neuroprotectores do BDNF. 
Na segunda parte do projecto, conclui-se que, bloqueando os receptores A2A da adenosina, 
bloqueamos o efeito exercido pelo BDNF na libertação do glutamato. Assim, seria pertinente 
perceber se, em fatias de hipocampo incubadas com Aβ, a adição de um agonista A2A restituiria o 
efeito potenciador do BDNF, perdido na presença de Aβ.

Key-words:  β-amyloid peptide, BDNF, Alzheimer’s disease

Background: The accumulation of β-amyloid protein (Aβ) in Alzheimer’s disease (AD) leads 
to neuronal death by oxidative stress, inflammation and neurotoxicity. Aβ also enhances 
glutamate-induced neurotoxicity, increasing its concentration in the synaptic cleft. 
The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is an endogenous neuromodulator protein that is 
decreased in AD. In previous unpublished studies, we found that the potentiating effect of glutamate 
release induced by BDNF is abolished when synaptosomes are preincubated with Aβ, during 1hour. 
Most of the biological effects of BDNF are mediated by the tyrosine kinase B receptor (TrkB) and 
some of these effects are dependent from the activation of adenosine A2A receptors.
Objectives: To study the influence of prolonged incubation time (3 hours) with Aβ on the effect of 
BDNF on glutamate release;
To study if the effect of BDNF on glutamate release in synaptosomes is modeled by A2A receptors.
Methods: Slices of Wistar rat hippocampus (6-8 weeks old) were incubated for 3 hours: half of the 
slices were incubated with Aβ 25-35 (25μM) and the other half without adding any drug (control 
group). The synaptosomes were prepared according to the protocol followed in the laboratory.
The obtained synaptosomes were then incubated with 0.2 mM [3H]-glutamate and distributed into 
superfusion chambers with glass microfibre filters. Samples were taken at 2-min intervals for 40 
mins. On minute 5 (stimulation period S1) and 29 (stimulation period S2), the synaptosomes were 
stimulated for 2 mins with a solution of K+ (15 mM) to induce an increase of glutamate release. From 
9 mins on 20 ng /ml of BDNF were added. When studying the effect of A2A receptor antagonist the 
sinaptosomes were incubated during the whole superfusion time with the selective antagonist SCH 
58261 (50 nM). The effect was quantified by the changes in S2/S1 ratio on the control situation and 
on the BDNF situation.
Results: Experiment 1 – In the control situation, when BDNF is added before S2 there is a significant 
increase in glutamate release of 27± 7 % (p<0.05, n =5). Adding BDNF to synaptosomes preincubated 
with Aβ before S2, there is a reduction in glutamate release compared to the group not incubated 
with Aβ (S2/S1 ratio 0.7 ± 4% significant compared to control, p >0.01, n = 10).
Experiment 2 – With the addition of SCH 58261 (50nM), A2A receptors antagonist, to synaptosomes 
there is a reduction of the glutamate release provided by BDNF as previously described (ratio S2/
S1 1.3± 8%, p>0.01, n=49).
Conclusions: Adding BDNF in S2 leads to increased glutamate release in synaptosomes as proposed 
by other authors. This effect is abolished when synaptosomes are preincubated with Aβ, reinforcing 
the possibility Aβ affects the neuroprotective effects of BDNF. 
On the second part of the project, we found that blocking adenosine A2A receptors, the effect 
exerted by BDNF on the release of glutamate is annulled. Thus, it would be interesting to see if in 
hippocampal slices incubated with Aβ, the addition of an A2A agonist would restore the potentiating 
effect of BDNF, lost in the presence of Aβ.
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Palavras-Chave: núcleos da estria terminal; imunohistoquímica; ressonância magnética

Fundamento: O Prosencéfalo Basal é constituído por múltiplas formações anatómicas que incluem o 
Estriado Ventral, o Núcleo Accumbens (Acc) e os Núcleos da Estria Terminal (BNST). Estas estruturas, 
pelas suas conexões com o Sistema Límbico e integração nos sistemas de Neurotrasmissão 
Dopaminérgico e Serotoninérgico, têm sido implicadas em doenças neuropsiquiátricas como a 
Perturbação Obsessiva-Compulsiva, Ansiedade, Depressão e Toxicodependência. As técnicas de 
estimulação cerebral profunda revolucionaram o tratamento das doenças do movimento, tendo-
se assistido recentemente à sua aplicação a doenças psiquiátricas. Tal como no Acc, que tem sido 
alvo daquelas técnicas, foram obtidos resultados clínicos encorajadores com a estimulação de 
estruturas vizinhas, como os BNST. Não existe no entanto um conhecimento rigoroso da localização 
e histologia destes núcleos no cérebro humano e os poucos estudos imagiológicos publicados são 
essencialmente funcionais, sendo praticamente inexistentes os estudos estruturais.

Objectivo: Estudo imagiológico estrutural do Prosencéfalo Basal em Ressonância Magnética (RM) 
de alto campo (3T). Estudo dos receptores dopaminérgicos e serotoninérgicos dos BNST.

Material e Métodos: Estudo Imagiológico: Foram realizadas 5 RM a indivíduos adultos sem patologia 
da região em estudo, após consentimento informado. A anatomia, limites e evolução de sinal do 
Acc e BNST foram analisados em ponderações T1-3D, T1IR e T2. O estudo foi complementado 
com imagiologia por Tensores de Difusão e Tractografia. Estudo Imunohistoquímico: Três blocos 
anatómicos contendo a região em estudo foram fixados, dissecados e incluidos em parafina. Foram 
efectuados cortes coronais seriados num micrótomo, de 0,5-0,5mm (5 cortes de 5 µm/série), desde 
a parte posterior do Acc até 1cm atrás da Comissura Anterior. As lâminas foram incubadas com 
os anticorpos primários e secundários adequados e analisadas em microscópio de fluorescência.

Resultados e Conclusões: Estudo Imagiológico: Não se identifica significativas alterações de sinal, 
nas diferentes ponderações utilizadas, entre o Acc, o estriado dorsal e os BNST. O Acc atinge maior 
expressão na região sub-comissural, onde apresenta mais sinal em T1 relativamente ao caudado 
e putamen e é contínuo medialmente com os BNST. O maior contraste entre substância branca / 
cinzenta e a melhor ponderação para identificar aqueles núcleos é o T1IR. Nos mapas codificados a 
cores (Tensores de Difusão) é possível distinguir o Acc e BNST conhecendo os feixes de substância 
branca que os rodeiam e respectiva direcção: a Comissura Branca Anterior (vermelho, direcção 
transversal), o braço anterior da cápsula interna (verde, antero-posterior), os pilares anteriores 
do trígono e feixe mamilo-talâmico (azul, direcção vertical). Estudo Imunohistoquímico: As obras 
de remodelação e modernização do Instituto de Anatomia forçaram à suspensão transitória dos 
trabalhos de bancada nomeadamente a fase final de análise microscópica das lâminas já preparadas 
e marcadas. Estes trabalhos estão agora a ser retomados e estarão concluídos até à realização do 
15º Workshop GAPIC.

Key-words:  Bed Nucleus of the Stria Terminalis; Immunohistochemistry; Magnetic Resonance

Background: The basal forebrain is composed of multiple anatomical structures such as the Ventral 
Striatum, the Nucleus Accumbens (Acc) and the Bed Nucleus of the Stria Terminalis (BNST). Due to 
its connections with the limbic system and integration in dopaminergic and serotoninergic systems, 
these structures have been implicated in neuropsychiatric disorders such as Obsessive Compulsive 
Disorder, Anxiety, Depression and Drug Addiction. Deep brain stimulation techniques have 
revolutionized the treatment of movement disorders, and have recently been applied to psychiatric 
disorders. Such as in the Acc, which has been a target for those techniques, encouraging clinical 
results were obtained with stimulation of nearby structures, such as BNST. However, a thorough 
knowledge of these nuclei’s location and histology in the human brain is still lacking. Additionally, 
the few imaging studies published so far are essentially functional and not structural in its nature.

Objective: Anatomical imaging study of the basal forebrain in high-field (3T) Magnetic Resonance 
Imaging (MRI). Study of dopaminergic and serotonergic receptors of the BNST.

Material and Methods: Imaging study: Five MRI´s were performed to adult subjects without 
pathology of the region under study, after informed consent.  Acc and BNST´s anatomy, limits and 
signal intensity were analyzed in T1-3D, T1IR and T2 weighted MRI. The study was complemented 
with Diffusion Tensor Imaging and Tractography. Immunohistochemistry study: Three anatomical 
blocks were fixed, dissected and embedded in paraffin. Serial coronal sections were performed on a 
microtome, each 0.5-0.5 mm (5 cuts of 5 µm/serie), from the posterior region of the Acc until 1cm 
behind the anterior commissure. Slices were incubated with primary and secondary antibodies and 
analyzed in a fluorescence microscopy.

Results and Conclusions: Imaging study: In the different weighted images, no differences were 
found between the signal intensity of the Acc, the Dorsal Striatum and the BNST. The Acc has its 
major expression in the subcommissural region, where it is more intense in T1 than the caudate and 
putamen and contiguous with the BNST. The major contrast between white and gray matter and 
so the best-weighted image to identify those nucleuses is the T1IR. Diffusion tensor imaging and 
Color Coded Maps allows the distinction between Acc and BNST showing the neighboring white 
matter bundles and their direction: Anterior Commissure (red, transversal direction), anterior limb 
of internal capsule (green, antero-posterior), anterior columns of the fornix and mammillothalamic 
tract (blue, vertical direction). Immunohistochemistry study: The renewal and modernization works 
in the Anatomical Institute forced us to a temporary suspension of the lab tasks, namely it´s final 
phase – the microscopic analysis of the material already prepared. The work has just restarted and 
will be finished by the time of the 15th Workshop GAPIC. 
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Palavras-Chave: CA-MRSA, infeção nosocomial, tipagem spa

Fundamento: O Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) é um dos agentes mais 
frequentemente envolvidos na infeção nosocomial. Distinguem-se dois grandes grupos de MRSA: 
os associados à infeção nosocomial (HA-MRSA) e os associados à infeção adquirida na comunidade 
(CA-MRSA). Nos últimos anos, a infeção nosocomial por MRSA da comunidade (CA-MRSA) tem 
vindo a aumentar. Estas estirpes distinguem-se das estirpes de S. aureus nosocomiais (HA-MRSA) 
por serem mais suscetíveis aos antimicrobianos que não os β-lactâmicos e por expressarem mais 
frequentemente a leucocidina de Panton-Valentine (PVL). A presença de estirpes de CA-MRSA 
pode ter implicações na abordagem terapêutica das infeções nosocomiais por MRSA.

Objetivos: Estimar a prevalência de CA-MRSA na infeção nosocomial por MRSA.

Métodos: Foram isoladas 64 estirpes de MRSA de doentes internados com infeção nosocomial no 
Hospital Curry Cabral, no período compreendido entre janeiro e julho de 2011. Foram recolhidas 
estirpes de doentes com infeção por MRSA com início 48 após o internamento.
Foi determinado o fenótipo de resistência à cefoxitina, eritromicina, clindamicina, cloranfenicol, 
gentamicina, cotrimoxazol, rifampicina, ciprofloxacina, tetraciclina, linezolide e teicoplanina pelo 
método de Kirby-Bauer. O fenótipo de resistência à vancomicina foi determinado através de 
E-teste. Foi pesquisada a presença do gene da PVL por PCR. Foram consideradas como sendo CA-
MRSA as estirpes que continham o gene da PVL ou as estirpes suscetíveis a pelo 3 dos seguintes 
antimicrobianos: ciprofloxacina, eritromicina, clindamicina ou gentamicina.

Resultados: Todas as estirpes estudadas eram resistentes à cefoxitina, confirmando a sua 
identificação como MRSA. 2 estirpes tinham um fenótipo sugestivo de CA-MRSA. 88% das estirpes 
apresentava um fenótipo de resistência aos macrólidos, lincosamidas e estreptogramina B 
indutível (88%), 4% apresentava um fenótipo de resistência constitutivo e 8% era suscetível a estes 
antimicrobianos. Nenhuma das estirpes estudadas tinha o gene da PVL.

Conclusões: A prevalência de CA-MRSA parece ser baixa na amostra estudada. No entanto, a 
prevalência nesta amostra poderá ser subestimada, devido à utilização de técnicas inespecíficas para 
a deteção de estirpes de CA-MRSA. Para a determinação da verdadeira prevalência de CA-MRSA na 
amostra estudada seria necessário recorrer a técnicas de tipagem molecular.

Key-words: CA-MRSA, nosocomial infection, spa typing

Background: Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is frequently implicated in 
nosocomial infections. MRSA strains can be broadly divided into two groups: Hospital acquired 
MRSA (HA-MRSA) and community acquired MRSA (CA-MRSA). In recent years, CA-MRSA strains 
have increasingly been identified as the causal agent in nosocomial infections. CA-MRSA strains are 
phenotypically distinct from HA-MRSA, as they are susceptible to most non-beta-lactam antibiotics. 
They also more likely to produce Panton-Valentine leukocidin than HA-MRSA strains. The increasing 
number of CA-MRSA strains involved in nosocomial infection may have implications on patient care.

Objectives: Estimation of CA-MRSA prevalence in nosocomial infections caused by MRSA.

Methods: 64 MRSA strains where isolated from hospitalized patients at Hospital Curry Cabral during 
a 6 month period, from January to July 2011. Strains where isolated from patients with a greater 
than 48h time interval from admission to the onset of infection.
Resistance phenotypes to cefoxitin, erythromycin, clindamycin, chloramphenicol, gentamycin, 
cotrimoxazol, rifampin, ciprofloxacin, tetracycline, linezolide and teicoplanin were determined by 
the Kirby-Bauer method. Vancomycin resistance was determined with ε-test strips. The presence of 
the PVL gene was determined by PCR. Strains were considered as CA-MRSA if they were PVL positive 
of if they were susceptible to 3 or more of the following antibiotics: ciprofloxacin, erythromycin, 
clindamycin or gentamycin.

Results: All strains were resistant to cefoxitin, confirming that they were all MRSA. 2 strains had an 
antibiotic resistance phenotype suggestive of CA-MRSA. 88% of strains had an inducible resistance 
phenotype to macrolides, lincosamides and streptogramin B, while 4% were constitutively resistant 
to these antibiotics. 8% of strains were susceptible to both macrolides and lincosamides.
None of the strains tested were PVL positive.

Conclusion: CA-MRSA prevalence seems to be low in the study sample. It may however be 
underestimated, as the methods employed for CA-MRSA identification are nonspecific. True CA-MRSA 
prevalence in the study sample can only be determined with molecular typing methods.
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Palavras-Chave: RNA, Trans-splicing, Troponina T

Fundamentação: A Miocardiopatia Hipertrófica (HCM) é uma doença autossómica dominante que 
afeta o miocárdio, resultando na sua hipertrofia. A sua prevalência é de 1 em 500 e é a doença 
cardíaca hereditária mais frequente, sendo causa de morte súbita em jovens adultos e atletas.
No contexto da HCM, especificamente aquela associada à mutação do gene da Troponina T (TNNT2), 
propôs-se a exploração de abordagens de terapia génica direcionadas ao RNA, estabelecendo-se 
assim uma prova de princípio para uma nova terapia, a nível celular, baseada no RNA, para a HCM.
Deste modo, pretende-se utilizar trans-splicing do RNA mediado por spliceossomas para substituir 
especificamente o exão 9 do gene TNNT2 do ratinho, cujo homólogo nos humanos (exão 11) 
contém um cluster de mutações patogénicas associadas à HCM.
Em resumo, os cardiomiócitos auriculares do ratinho (células HL-1) serão transfetados com 
“construções terapêuticas” (moléculas de trans-splicing) contendo o exão 11 humano do gene 
TNNT2, desenhadas para hibridar com as regiões intrónicas que flaqueiam o exão 9 do gene TNNT2 
dos transcritos de ratinho.
O sucesso desta estratégia será avaliado por RT-PCR, revelando a substituição do exão 9 do ratinho pelo 
exão 11 humano (exão “terapêutico”), pela via do trans-splicing do mRNA do gene TNNT2 do ratinho.
Objetivos: Para substituir o exão mutado usando trans-splicing do RNA mediado por spliceossomas, 
utilizou-se transcritos recombinantes desenhados para hibridar com os dois intrões que flanqueiam 
o exão mutado. O alvo é o exão 9 dos transcritos endógenos da Troponina T (cTnT) expressos nos 
cardiomiócitos HL-1.
Paralelamente, utilizou-se técnicas de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) para caraterizar a 
localização celular das construções de trans-splicing. Deste modo, inseriu-se uma sequência GFP 
nas moléculas de trans-splicing em vez do exão 11 humano.
Métodos: 1. Caraterização e clonagem dos promotores mTNNT2 cardíacos; 2. Clonagem de um 
conjunto de três MSE2 num vetor auxiliar; 3. Clonagem e mutagénese do fragmento humano 
TNNT2 Intrão10/Exão11/Intrão11; 4. Inserção dos MSE2(3x) no Intrão 10 e 11 do construto TNNT2 
Intrão10/Exão11/Intrão11; 5. Seleção das sequências de annealing para as construções de trans-
splicing: através da utilização de sondas de FISH que reconhecem diferentes regiões intrónicas dos 
transcritos endógenos mTNNT2 e verificação da sua acessibilidade para hibridação; 6. Localização 
celular das construções de trans-splicing marcadas com GFP: com técnicas de duplo FISH, utilizando 
as sondas intrónicas TNNT2 previamente mencionadas com uma sonda anti-GFP, espera-se detetar 
co-localização nuclear entre a molécular repórter (molécula de trans-splicing marcada com GFP) e 
os transcritos endógenos TNNT2.
Resultados e conclusões: 1.Os resultados preliminares demonstram que as células HL-1 exibem um 
fenótipo cardíaco, sendo portanto, um modelo celular adequado para estudo molecular da HCM;
2. Os nossos dados mostram também que as sequências do promotor TNNT2 mínima (S) e longa 
(L) dirigem uma expressão eficiente e específica dos genes reportados com GFP nas células HL-
1, permitindo assim o uso daquelas sequências promotoras nas construções de trans-splicing 
“terapêuticas” e confirmando que as células HL-1 são um modelo adequado para realizar os ensaios 
de trans-splicing; 3. Os dados preliminares das experiências de FISH mostram que ambas as regiões 
intrónicas que flanqueiam do exão 9 do gene mTNNT2 encontram-se acessíveis para hibridar com 
as molécular de trans-splicing.
Em conjunto, estes resultados preliminares sugerem que será possível construir um transcrito 
“terapêutico” para substituir eficazmente o exão 9 do gene mTNNT2 nas células HL-1.

Key-words: RNA, Trans-splicing, Troponin T

Background: Hypertrophic Cardiomyopathy (HCM) is an autosomal dominant disease, which affects 
the myocardium leading to its hypertrophy. It occurs in 1/500 and is the most frequent hereditary 
disease of the heart, and a cause of sudden cardiac death in young adults and athletes. 
In the context of HCM, specifically disease associated to the mutation in Troponin T (TNNT2) gene, 
we proposed to explore RNA-targeted gene therapy approaches and thus establish a proof-of-
principle for a novel RNA-based therapy for HCM at cellular level.
To achieve this, we intend to use spliceosome-mediated RNA trans-splicing to specifically replace 
exon 9 of the murine TNNT2 gene, whose homologue in humans (exon 11) contains a cluster of 
pathogenic mutations associated to HCM. 
Briefly, mouse atrial cardiomyocytes (HL-1 cells) will be transfected with human TNNT2 exon 11 

“therapeutic constructs” (trans-splicing molecules) designed to anneal to the flanking introns of the 
murine TNNT2 exon 9 transcripts. 
The success of this strategy will be evaluated by RT-PCR, showing the replacement of murine exon 9 
by the “therapeutic” human exon 11 via trans-splicing in murine TNNT2 mRNA. 

Objectives: To repair a mutated exon using spliceosome-mediated RNA trans-splicing, we are using 
engineering transcripts designed to anneal the two introns flanking the mutated exon. Our target 
is the exon 9 of the endogenous Troponin T (cTnT) transcripts expressed in HL-1 cardiomyocytes.
Parallel to this, we are using FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) techniques to characterize 
the cellular localization of trans-splicing constructs. For that, GFP-reporter trans-splicing molecules 
were also constructed containing a GFP sequence instead of the human exon 11.

Methods: 1. Characterization and cloning of cardiac mTNNT2 promoters; 2. Cloning a three MSE2 
array in an auxiliary vector; 3. Cloning and mutagenesis of the Human Intron10/Exon11/Intron11 
TNNT2 fragment; 4. Insertion of MSE2(3x) array in both Intron 10 and Intron 11 of the Intron10/
Exon11/Intron11 hTNNT2 construct; 5. Selection of annealing sequences for the trans-splicing 
constructs: By using FISH probes to recognize different intronic regions in the endogenous mTNNT2 
transcripts and check their accessibility to hybridization; 6. Cellular localization of trans-splicing 
GFP reporter constructs: Performing double FISH, using the intronic TNNT2 aforementioned probes 
together with the anti-GFP probe, we expect to be able to detect a nuclear co-localization between 
the reporter molecule and the endogenous TNNT2 transcripts.

Results and Conclusions: 1.Our preliminary results show that HL-1 cells exhibit a cardiac phenotype 
making them a suitable cell model for HCM; 2. Our data also show that the minimal (S) and the 
entire (L) TNNT2 promoter sequences drive efficient and specific expression of GFP-reporter genes 
in HL-1 cells, allowing the use of those promoter sequences in our “therapeutic” constructs and 
confirming that HL-1 cells are a suitable model to perform our trans-splicing assays; 3. Preliminary 
FISH data in HL-1 cells show that both intronic regions flanking mTNNT2 exon 9 are accessible for 
annealing with trans-splicing molecules.
All together, these preliminary results suggest that we will be able to construct a “therapeutic” 
transcript for efficient replacement of mTNNT2 exon 9 in cardiomyocyte HL-1 cells.
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Palavras-Chave: splicing do pré-mRNA; codão de stop prematuro (PTC); controlo de qualidade

Os transcritos sofrem uma série complexa de eventos de processamento co-transcripcionais que 
incluem o capping, o splicing e o processamento da extremidade 3’, antes de atingir o citoplasma 
para a tradução de mRNAs maduros. Mutações genómicas que afectam o processamento do 
pré-mRNA podem produzir uma proteína disfuncional possivelmente com efeitos nefastos para a 
célula. Desta forma, diversos mecanismos de controlo de qualidade e de vigilância evoluíram no 
sentido de proteger as células contra estas proteínas. O Nonsense-Mediated Decay (NMD), um dos 
mecanismos de controlo de qualidade mais bem caracterizados, impede a tradução de transcritos 
que contêm um codão de stop prematuro (PTC). Resultados anteriores sugerem que os eucariotas 
também possuem mecanismos de controlo de qualidade a nível do pré-mRNA que actuam no 
núcleo. Um possível mecanismo pode envolver a retenção, no local da transcrição, de transcritos 
contendo PTCs. No entanto, a relevância dos mecanismos de controlo de qualidade ao nível nuclear 
tem ainda de ser avaliada no contexto de doenças genéticas humanas.
Neste trabalho pretendemos testar a hipótese de que um checkpoint para aferir a qualidade do 
mRNA possa ocorrer a nível co-transcripcional, reduzindo, desta forma, a produção de proteínas 
potencialmente nefastas codificadas pelos genes alterados por mutações causadoras de doenças. 
Assim, usámos linhas celulares linfoblastóides, nomeadamente das doenças Barth Syndrome 
e Deafness autosomal recessive 49, de pacientes com mutações que introduzem um PTC no 
gene TAZ e no gene TRIC, respectivamente. A sua possível retenção no local da transcrição foi 
posteriormente avaliada por RT-qPCR através da análise dos transcritos mutantes em fracções de 
cromatina, nucleoplasma e citoplasma.
A quantificação dos níveis de transcritos por RT-qPCR em amostras de RNA total revelaram níveis 
mais baixos de transcritos contendo PTC em relação ao wild-type, o que é compatível com a 
degradação dos transcritos mutantes por NMD. Níveis mais baixos de mRNA foram também 
detectados na fracção citoplasmática, confirmando novamente a presença do NMD. A análise do 
mRNA das fracções da cromatina e do nucleoplasma mostrou níveis semelhantes aos do wild-
type na fracção da cromatina, mas níveis reduzidos de mRNA no nucleoplasma, compatíveis com a 
existência de controlo de qualidade de transcritos contendo PTCs a nível nuclear. 
Isto representa uma prova importante de que um checkpoint dependente de PTC possa funcionar 
ao nível nuclear, no contexto das doenças genéticas humanas. No entanto, o mecanismo e os 
componentes envolvidos neste processo são ainda praticamente desconhecidos.
Perspectivas futuras podem envolver um possível papel dos componentes do NMD, SMG6 e UPF1, 
no controlo de qualidade nuclear de transcritos contendo PTC.

Key-words:  pre-mRNA splicing; PTCs; quality control

Protein coding transcripts undergo a complex series of cotranscriptional processing events that 
include capping, splicing and 3’-end processing, before reaching the cytoplasm for translation as 
mature mRNAs. Genomic mutations that affect pre-mRNA processing can produce an abnormal 
protein with deleterious effects for the cell. Several quality control and surveillance mechanisms 
have evolved to protect the cells against these proteins. Nonsense-Mediated Decay (NMD), one of 
the best characterised surveillance mechanisms, prevents the translation of premature termination 
codon (PTC) - containing transcripts. Previous results from our and other laboratories suggest that 
eukaryotes also possess pre-mRNA quality control mechanisms operating in the nucleus. One such 
mechanism may involve retention, at the transcription site of PTC-containing transcripts. However, 
the relevance of nuclear quality control mechanisms has yet to be evaluated in the context of 
human genetic disorders. 
In this work we tested the hypothesis that a checkpoint for mRNA quality operates cotranscriptionally 
reducing the production of potentially deleterious proteins encoded by genes altered by disease-
causing mutations. We used lymphoblastoid cell lines, namely Barth Syndrome and Deafness 
autosomal recessive 49, from patients with mutations that introduce a PTC in TAZ gene and TRIC 
gene, respectively. Retention at the site of transcription was evaluated by analysis of the mutant 
transcripts in chromatin-associated, nucleoplasmic-released and cytoplasmic RNA fractions by RT-qPCR. 
Quantification of the transcripts levels by RT-qPCR in total RNA samples revealed lower levels of the 
PTC containing transcripts relative to wild-type which is compatible with degradation of the mutant 
transcripts by NMD. Lower levels of mRNA were also detected in the cytoplasmic fractions further 
confirming NMD.  mRNA analysis of chromatin-associated and nucleoplasmic-released transcripts 
showed levels similar to wild-type in the chromatin fraction but reduced levels in the nucleoplasm , 
which is compatible with nuclear quality control of PTC-containing transcripts.
This represents important evidence that a PTC-dependent checkpoint may operate in the nucleus 
in the context of human genetic diseases. However, the mechanism and the players involved in this 
process are still almost unknown. 
Future study perspectives may involve a possible role for SMG6 and UPF1 (NMD components) in 
nuclear quality control of PTC-containing transcripts.
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Palavras-Chave: Foxp3, centros germinais, auto-imunidade

Fundamentos: Imunidade humoral é um tipo de resposta imunitária mediada por anticorpos, útil 
na protecção contra diversos agentes patogénicos, mas também envolvida na fisiopatologia de 
doenças alérgicas e auto-imunes. O mecanismo que leva à produção de anticorpos específicos 
para um determinado antigénio carece da formação de uma estrutura de nome Centro Germinal 
(CG), a qual se desenvolve em tecido linfóide secundário. Já no CG, células B activadas sofrem 
um processo de maturação de afinidade e de hipermutação somática, levando à aquisição de 
receptores de células B (BCR) com elevada afinidade para um dado antigénio. Uma vez que a 
hipermutação somática é um processo aleatório, há a possibilidade de serem produzidos BCR auto-
reactivos. Acontece que, hoje em dia, ainda não é totalmente compreendido o mecanismo através 
do qual é evitada a expansão destas células B auto-reactivas no CG.
Recentemente foi identificado um tipo de células T que se encontra no CG – foram classificadas 
como células T foliculares reguladoras (TFRs) – sendo que estas células podem ser a resposta para a 
forma como é prevenida a auto-reactividade no CG. Estas células apresentam características tanto 
de células T foliculares helpers como de células T reguladoras, tendo sido também demonstrado 
que as TFRs conseguem regular a Reacção de Centro Germinal. Ao combinarem a actividade folicular 
e reguladora, as TFRs podem também estar envolvidas na regulação da quantidade de anticorpos 
produzidos.
Desta forma, testámos a hipótese de as células TFRs estarem envolvidas na supressão dos clones B 
auto-reactivos no CG e, assim, regularem a auto-imunidade mediada por auto-anticorpos.

Objectivos:
	Verificar se as TFRs previnem o aparecimento de auto-imunidade ou, pelo menos, controlam 

a sua progressão.
	Perceber se as TFRs conseguem regular células B auto-reactivas.
	Caracterizar o impacto das células TFRs nas várias manifestações de auto-imunidade mediada 

por anticorpos, tais como a presença de Anticorpos Anti-nucleares e o desenvolvimento de 
glomerulonefrite.

Métodos: Para testar a hipótese apresentada foram recolhidas células TFRs, a partir de ratinhos 
dadores, e injectadas em ratinhos deficientes em células T (TCRα-/-), esperando assim avaliar o 
impacto das células TFRs no aparecimento e progressão da auto-imunidade.

Resultados/Discussão: Nos ratinhos que não receberam células foram detectados baixos níveis 
de auto-anticorpos, não tendo sido identificados outros sinais de auto-imunidade durante o 
estudo; Contudo, os ratinhos que receberam células T efectoras apresentaram altos níveis de 
auto-anticorpos, bem como sinais de doença auto-imune; Por fim, na presença de células TFRs, 
não foram detectados auto-anticorpos ou sinais de auto-imunidade. Assim, podemos concluir que 
as TFRs aparentam ter capacidade reguladora sobre o desenvolvimento de doença auto-imune 
mediada por auto-anticorpos. Para a confirmação desta conclusão, será necessário executar 
experiências com células Foxp3+ provenientes de ratinhos CXCR5-/-, por forma a distinguir a 
regulação desempenhada pelas TFRs da possível regulação por células Treg convencionais.

Key-words: Foxp3, germinal centres, autoimmunity

Background: Humoral immunity is an antibody-mediated type of response, useful in the protection 
against many pathogens, but also involved in the pathogenesis of allergic and autoimmune diseases. 
The mechanism leading to the production of antibodies specific to a given antigen relies on the 
development of Germinal Centres (GC) in secondary lymphoid tissue. Within the GC, activated B 
cells undergo affinity maturation and somatic hypermutation, a process leading to acquisition of 
B cell receptors (BCR) with greater affinity for the antigen.  As somatic hypermutation is a random 
process, there is a chance that some auto-reactive BCRs are produced. Nowadays, it is still not fully 
understood how massive expansion of such auto-reactive B cells in the GC is prevented. 
A specific type of T regulatory cells that reside in the GC were recently identified, they were named T 
follicular regulatory cells (TFRs), and may be the answer to how autoreactivity in the GC is prevented. 
These cells present both characteristics from T follicular helpers and T regulatory cells, and it has 
been shown that they can regulate the Germinal Centre Reaction. By combining regulatory and 
follicular activity, TFregs may also be able to control the amount of antibodies produced. 
Therefore, I have tested the hypothesis that TFRs are important in regulating auto-reactive B cells in 
the GC and, therefore, in controlling autoantibody-mediated autoimmunity. 

Aims:
	To verify whether TFRs can prevent the onset of autoimmunity or control its progression.
	To establish if TFRs can regulate auto-reactive B-cells.
	To characterize the impact of TFRs on several pathological features of autoantibody-mediated 

autoimmunity, such as Antinuclear Antibodies (ANAs) and glomerulonephritis. 

Methods: To address the hypothesis, effector and TFregs cells were sorted from donor mice, and 
adoptively transferred to T cell-deficient TCRα-/- recipient mice to evaluate the impact of TFR cells on 
the onset and progression of autoimmunity. 

Results/Discussion: We found that TCRα-/- mice receiving no cells had low levels of autoantibodies 
and did not show signs of overt autoimmunity, during the duration of our study; However, mice 
transferred with effector T cells had high levels of autoantibodies and some displayed overt signs 
of disease; Finally, in the presence of TFregs, no autoantibodies or signs of disease were found. 
Therefore we can conclude that TFRs appear capable of preventing the onset of autoantibody-
mediated autoimmunity. A full confirmation will require experiments with Foxp3+ cells from 
CXCR5-/- mice in order to distinguish regulation by TFRs from possible regulation by conventional 
Treg cells.
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Palavras-Chave: Antraciclinas, TNFα e a IL-1β

Citocinas como o TNFα e a IL-1β são importantes efectores na via patogénica da Sepsis e constituem 
uma boa opção para novos alvos terapêuticos. Após estudos no laboratório onde vou realizar o 
meu Projeto, foram encontrados 45 candidatos com elevada atividade na inibição destes dois 
mediadores inflamatórios. De entre os mais ativos, foram encontrados três representantes do 
grupo das antraciclinas, citostáticos largamente utilizados na terapia anti-neoplásica. O mais ativo, 
epirubicina, foi testado no modelo murino animal de Sepsis (CLP, em que se produz uma peritonite 
aguda grave). Sem tratamento os animais morrem em 80% ou mais as 48hr depois da CLP. Em grande 
contraste, os animais tratados com epirubicina, sobrevivem em 80-100% dos casos durante 5 dias 
ou até serem sacrificados. Neste projecto serão testados fármacos que são inibidores conhecidos 
da Topoisomerase I (por exemplo irinotecan, topotecan, camptothecin) e Topoisomerase II (por 
exemplo etoposido e representantes do grupo das antraciclinas), bem como outros fármacos 
que partilhem a estrutura química ou alguma da sua actividade farmacológica como é o caso das 
quinolonas, na sua capacidade para inibir (ou estimular) a secreção de mediadores inflamatórios 
como o TNFα e IL-1β. Os resultados preliminares apontam para uma inibição tanto da produção 
de TNFα como de IL-1β, mais marcada para os citotóxicos e agentes anti-neoplásicos. Para 
compreender melhor as vias farmacológicas e/ ou moleculares que permitem inibir a secreção de 
TNFα e IL-1β as drogas selecionadas foram testadas em células humanas de uma linha monocítica-
macrofágica (THP1). A linha celular THP1 foi estimulada com bactérias E. coli numa proporção de 
10 bactérias para cada célula durante um período de 24hrs, após pré-incubação com cada um dos 
fármacos. A concentração de TNFα e IL-1β foi depois medida no meio condicionado por ELISA. Os 
fármacos que mostraram maior efeito com concentrações de 10 uM foram titulados para encontrar 
a concentração que produz metade da sua atividade. As 5 drogas que demonstraram maior efeito 
na inibição simultânea de TNFα e IL-1β ou na inibição seletiva de uma das citocinas serão testadas 
in vivo, em modelos animais (ratinhos), com o objetivo de as testar (e as comparar com outras de 
grupos farmacológicos semelhantes) na sua capacidade para modular a secreção de TNFα e IL-1β 
em modelos animais, usando métodos farmacológicos e genéticos para dissecar as vias que ativam 
e lhes permitem inibir a secreção de TNF e IL-1β.

Key-words: Anthracyclines, TNFα e a IL-1β

Cytokines such as TNFα and IL-1β are important effectors in pathogenic pathway of Sepsis and are a 
good option for new therapeutic targets. After studies in the lab where I am working on my Project, 
45 candidate drugs were found, with high activity in inhibiting these two inflammatory mediators. 
Among the most active were three representatives of the group of anthracyclines, cytostatic used 
as antineoplastic drugs. The most active, epirubicin, was tested in a murine model of sepsis animals 
(CLP that produces a severe acute peritonitis). 80% or more of the untreated animals died 48 hours 
after CLP. In sharp contrast, 80-100% of the animals treated with epirubicin survived during 5 days 
or until they were sacrificed. In this project drugs that inhibit topoisomerase I (e.g. irinotecan, 
topotecan, camptothecin) and topoisomerase II (e.g. etoposide and representatives of the group of 
anthracyclines), as well as other drugs sharing their chemical structure or pharmacological activity 
(such as the quinolones), were tested in their ability to inhibit (or stimulate) the secretion of TNFα 
and IL-1β. Preliminary results indicate an inhibition of the production of both TNFα and IL-1β, higher 
for the cytotoxic and antineoplastic agents. To understand in a better way the pharmacological and/ 
or molecular pathways that inhibit the secretion of TNFα and IL-1β the selected drugs were tested 
on human cells of monocyte-macrophage line (THP1). The THP1 cell line was stimulated with E. 
coli bacteria in a ratio of 10 bacteria per cell for a period of 24 hours after pre-incubation with each 
drug. The concentration of TNFα and IL-1β was measured by ELISA. The drugs effective with 10 uM 
concentration were titrated to find the concentration that produces half of its activity. The 5 drugs 
that have shown the greatest effect on simultaneous inhibition of TNFα and IL-1β or a selective 
inhibition of one of these cytokines will be tested in vivo in animal models (mice), in their ability to 
modulate the secretion of TNFα and IL-1β. They will also be compared with similar pharmacological 
groups. Then, genetic and pharmacological methods will be used to dissect the pathways that allow 
them to activate and/ or inhibit the secretion of TNFα and IL-1β.
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Palavras-Chave:

Fundamento: Kaposi´s Sarcoma Herpes virus tem um papel na etiologia do Sarcoma de Kaposi, 
neoplasia mais prevalente ligada à SIDA assim como nos linfomas primários de efusão e  na doença 
multicêntrica de Casteman. KSHV é um membro da sub-familia dos gamma-2 herpesvirus que é 
caracterizado por estabelecer latência nos linfócitos B. Durante a latência o genoma viral é mantido 
como um plasmídeo (episoma) no núcleo da célula e uma pequena porção das proteínas virais é 
expressa. Dentro destas encontra-se a latency associated nuclear antigen (LANA) que é essencial 
para a replicação e segregação dos episomas virais durante a mitose, funcionando também como 
modelador da transcrição celular durante a latência. A LANA é por isso central na latência e como 
as neoplasias do KSHV estão associadas com a infeção latente, a LANA tem também um papel 
fundamental na génese tumoral. Investigação na patogénese do KSHV encontra-se restringida 
pela estreita gama de hospedeiros do vírus e pela falta de um modelo animal de infeção flexível. 
O murid herpesvirus 4 (MuHv-4) é um gammherpesvirus isolado de roedores infectados que é 
geneticamente relacionado com KSHV e encontra-se preparado para infetar ratos de laboratório, 
providenciando assim um modelo de infeção de ratinho conveniente para a investigação da 
patogénese dos gammaherpesvirus. MuHV-4 expressa uma proteina homologa de KSHV LANA, 
designada mouse LANA (mLANA) que tem funções semelhante na manutenção do episoma. A 
mLANA é contudo mais pequena que KSHV LANA ( 314 vs 1,162 aminoácidos),  e falta-lhe algumas 
funções adicionais e modos de regulação.

Objetivo: Construir um vírus quimera MuHV-4 no qual a mLANA será substituída pela KSHV LANA. O 
principal objectivo é desenvolver um modelo de infecção do rato para investigação da patogénese 
do KSHV LANA.

Estratégia: O vírus quimera será através através de um protocolo estabelecido, que assenta na 
inserção das sequências de DNA pretendidas no genoma viral clonado num cromossoma artificial 
bacteriano, através de recombinação homóloga. Após a obtenção do BAC-MuVH4 recombinante, 
o DNA é extraído da bactéria e transfectado em células eucarióticas para reconstruir as partículas 
virais infecciosas. O DNA quimera construído será montado por clonagem sequencial num 
plasmídeo conveniente. Este plasmídeo quimera incluirá 2 sequências de MuHV-4 flanqueando 
as sequências genéticas KSHV codificando KSHV LANA e elementos reguladores. As sequências 
flanqueadoras de MuHv-4 permitirão a recombinação homóloga com o BAC-MuHV4 wild type. A 
Mutagénese dos codões ATG do mLANA foi considerada necessária de modo a evitar a interferência 
com os codões de iniciação do KSHV LANA. Por fim o DNA quimera será sub-clonado do primeiro 
plasmídeo para um vector shuttle que foi  especialmente desenhado para os procedimentos de 
recombinação com MuHv4-BAC.

Resultados: Clonagem de uma das regiões flanqueadoras do MuHv4 e disrupção dos 4 codões ATG 
do mLANA por mutagénese directa foram completadas. Os passos seguintes de clonagem estão a 
decorrer.

Key-words:

Background: Kaposi´s sarcoma herpes virus (KSHV) has an etiologic role in Kaposi´s sarcoma, the 
leading AIDS malignancy as well as primary effusion lymphomas and multicentric Castleman’s 
disease. KSHV is a member of the sub-family of gamma-2 herpesvirus that are characterized 
by establishing latency in B lymphocytes.  During latency the viral genome is maintained as a 
multicopy plasmid (episome) in the cell nucleus and a small subset of viral proteins is expressed. 
Among these is the latency associated nuclear antigen (LANA) which is essential for the replication 
and segregation of viral episomes during mitotic cell division as well a functioning as modulator 
of cellular transcription during latency. LANA is therefore central for latency and because KSVH 
malignancies are associated to latent infection, LANA is also central to tumorigenesis. Research 
on the pathogenesis of KSHV has been restricted by the narrow host range of the virus and lack 
of a manageable animal model of infection. The murid herpesvirus 4 (MuHv-4) is a gamma-2 
herpesvirus isolated from naturally infected rodents is genetically related to KSHV and readily 
infects laboratory mice, thus providing a convenient mouse model of infection for the investigation 
of gammaherpesvirus pathogenesis. MuHV-4 expresses an homologue of the KSHV LANA, termed 
mouse LANA (mLANA) that is has similar episomal maintenance functions. The mLANA is however a 
much shorter protein than the KSHV LANA (314 vs 1,162 amino acid residues), and lacks additional 
functions and modes of regulation.

Aim:  To generate a MuHV-4 chimera virus in which the mouse LANA has been replaced by KSHV 
LANA.  The ultimate aim is to generate a mouse model of infection for the investigation of KSHV 
LANA pathogenesis.

Strategy:  The chimera virus will be generated by an established protocol, which relies on the insertion 
of desired DNA sequences on to the viral genome cloned in a Bacterial artificial chromosome (BAC), 
by homologous recombination. Once a recombinant BAC-MuHv4 is obtained, the DNA is extracted 
from the bacteria and transfected into mammalian cells to reconstitute infectious virus particles. 
The chimera DNA construct will be assembled by sequential cloning in a convenient plasmid. This 
chimera construct will contain two MuHV-4 genomic sequences flanking KSHV genomic sequences 
encoding the KSHV LANA transcript and regulatory elements. The MuHv-4 flanking sequences will 
allow homologous recombination with the BAC-MuHV4 wild type. Mutagenesis of mLANA ATG sites 
was deemed necessary to avoid interference with KSHV LANA starting sites. The chimera DNA will be 
subcloned from the first plasmid into a shuttle vector that has been designed for the recombination 
procedures with MuHv4-BAC.

Results: Cloning of one of the MuHv4 flanking regions and disruption of the four mLANA ATGs by 
site directed mutagenesis has been completed. Further cloning steps are ongoing work.
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Palavras-Chave: Tripanossoma, VSG, Variação antigénica

Fundamentação: Trypanosoma brucei é um parasita unicelular que invade o sistema imunitário do 
hospedeiro pela mudança rápida e periódica de Variant Surface Glycoproteins (VSGs à superfície 
da célula) através da variação antigénica. Para um VSG ser transcrito, este deve estar num 
locus especializado sub-telomérico chamado Bloodstream Expression Site (BES). No genoma do 
tripanossoma existem 15 BES mas apenas um está activo de cada vez, havendo a expressão de 
apenas um gene de uma família de VSGs de forma mono-alélica. Ao contrário dos BES silenciados, 
a cromatina de um BES activamente transcrito é depletada de nucleossomas. A sequência de 
eventos relacionada com o silenciamento e activação de BES é desconhecida. Compreender como 
a conformação da cromatina depende dos níveis de transcrição poderá ajudar a identificar factores 
chave envolvidos na variação antigénica.

Objectivos: Criação de uma linha repórter de transcrição de T. brucei denominada GLB1A, que 
irá ser utilizada para realizar estudos de transcrição e identificar a conformação da cromatina 
associada. 

Métodos: DNA genómico foi extraído da linha celular GLB1A-TO para amplificar uma região de 
interesse do BES activo que contém os genes repórter GFP e Luciferase, e o gene BSD, que confere 
resistência à droga blasticidina. Duas sequências para recombinação a montante e a jusante da 
região de interesse foram também amplificadas de GLB1A-TO. Os fragmentos amplificados foram 
ligados a um vector pré-definido, constituindo o pFAB7. Após amplificação em bactérias, 10 µg do 
pFAB7 foram digeridos com AscI e NdeI para linearizar o DNA, sendo este posteriormente purificado 
por precipitação de etanol. 50 milhões de células da linha DH3 de T. brucei foram transfectados com 
o DNA de interesse. A seleção dos clones transfectados foi feita com blasticidina 10µg/mL. Clones 
sobreviventes à selecção com BSD apareceram ao fim de 6 dias. A correcta integração do DNA 
transfectado foi verificada em 6 clones GLB1A através de 3 ensaios: FACS, ensaio de Luciferase e 
teste de resistência à blasticidina.

Resultados: Obtiveram-se vários clones resistentes à seleção dos quais seis foram caracterizados. 
FACS permitiu detectar níveis de intensidade de GFP elevados devido à elevada transcrição do BES 
activo. No ensaio de Luciferase observámos uma grande actividade desta enzima consistente com 
os níveis esperados quando a Luciferase está no BES activo. No ensaio de resistência à blasticidina, 
esta foi adicionada ao meio de cultura a diversas concentrações (10, 30 e 50µg/mL). Os clones 
cresceram em todas as concentrações de BSD, demonstrando que os clones GLB1A são resistentes 
a altas concentrações de blasticidina.

Conclusões: Tal como previsto, os clones obtidos apresentaram elevada transcrição dos genes 
transfectados. Podemos concluir que a transfecção ocorreu da forma prevista, sendo que a linha 
celular transfectada integrou os genes da Luciferase, GFP e BSD no BES activo.

Key-words: Trypanosoma, VSG, Antigenic Variation

Background: Trypanosoma brucei is a unicellular parasite that evades the host immune system 
by periodically changing the exposed Variant Surface Glycoproteins (VSGs from the cell surface) 
through antigenic variation. VSGs can only be transcribed from a specialized subtelomeric locus 
called Bloodstream Expression Sites (BESs). There are 15 BES in the trypanosoma genome but only 
one is active at a time and only one VSG gene out of hundreds is expressed in a monoallelic fashion. 
Unlike silenced BES, the chromatin of an actively transcribed BES is depleted of nucleosomes. The 
sequence of events related to the silencing and activation of BES in unknown. Understanding how 
the chromatin conformation depends on the transcription levels, may help to identify key factors 
involved in antigenic variation.

Objectives: Generation of a reporter cell line in T.brucei called GLB1A, which will be used for 
transcription studies and to identify the conformation of the associated chromatin.

Methods: Genomic DNA was extracted from GLB1A-TO cell line, in order to amplify a region of the 
active BES that contains GFP and Luciferase reporter genes, and BSD gene, which confers resistance 
to blasticidin. Two recombinant sequences from up and downstream of the region of interest were 
also amplified from GLB1A-TO. The fragments amplified were attached to a pre-defined vector, 
consisting of pFAB7. After amplification in bacteria, 10µg of pFAB7 were digested with AscI and 
NdeI to linearize the vector, which was further purified through ethanol precipitation. 50 million 
cells from DH3 T. brucei cell line were transfected with DNA of interest. Transfected clones were 
selected with blasticidin 10 µg/mL. Clones that survived to BSD selection appeared after 6 days. 
DNA correct integration after transfection was verified in 6 GLB1A clones through 3 assays: FACS, 
Luciferase assay and blasticidin test resistance. 

Results: Several clones resistant to the selection were obtained and six of them were characterized. 
FACS showed GFP high levels due to the high transcription in the active BES. Luciferase assay showed 
a great activity of this enzyme consistent with the levels expected when Luciferase is in the active 
BES. In the blasticidin test resistance, BSD was added to the medium in different concentrations (10, 
30 and 50µg/mL). Clones grew in all BSD concentrations, showing that GLB1A clones are resistant 
to high concentrations of blasticidin.

Conclusions: As expected, the clones showed high transcription of transfected genes. We concluded 
that the transfection occurred as we were expecting, and the transfected cell line integrated 
Luciferase, GFP and BSD in the active BES. 
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Palavras-Chave: IL-7; LLA-T; autofagia

Fundamento: A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é a neoplasia maligna mais comum na infância. 
Aproximadamente 15% dos casos têm como origem células T (LLA-T), que se associa a um maior risco e 
pior prognóstico. A interleucina-7 (IL-7) é necessária para o desenvolvimento de células T normais e está 
também presente no microambiente das células LLA-T. Anteriormente, demonstrámos que a IL-7 acelera 
o desenvolvimento de LLA-T humano in vivo (1), e a maioria das amostras primárias de LLA-T proliferam 
in vitro, em resposta a IL-7 (2, 3). A IL-7 promove a proliferação celular e a viabilidade das LLA-T através 
da activação da via de sinalização PI3K/Akt/mTOR (4, 5). Autofagia é um processo intracelular que ocorre 
em níveis basais em células normais. Quando activada, em certa medida, pode ter um papel protector e 
potencialmente oncogénico. No entanto, se persistente, o seu papel de protecção é perdido e as células 
podem submeter-se a um processo conhecido como morte celular autofágica, caso em que tem uma 
função supressora de tumores. A via mTOR é um importante regulador negativo da autofagia (6). Uma 
vez que a IL-7 pode activar a mTOR (7, 8), sugere-se que a IL-7 possa inibir a autofagia na leucemia de 
células T, o que serve como a base lógica para explorar o envolvimento da IL-7 na morte autofágica de 
células leucémicas.
Objectivos: Propomos explorar se a IL-7 regula a autofagia nas células LLA-T.
Métodos: Foram estudados os efeitos de IL-7 no fluxo autofágico em células TAIL7 (um tipo de linha 
celular humana de leucemia com características primárias) em diferentes momentos no tempo, por 
análise de células privadas ou estimuladas por IL-7, tratadas com hidroxicloroquina (HCQ) a diferentes 
concentrações. Medimos a clivagem/lipidação da LC3 por western blot e viabilidade, activação/tamanho 
celular e a complexidade intracelular avaliados por citometria de fluxo.
Resultados: Demonstramos que sinalização mediada pela IL-7 inibe eficazmente a autofagia nas 
primeiras horas de estimulação. Também mostramos que a inibição da autofagia pode potenciar os 
efeitos do aumento da viabilidade e da activação de células T leucémicas mediados pela IL-7.
Conclusões: Em conjunto, os nossos resultados sugerem que a IL-7 regula negativamente a autofagia em 
células T-ALL, contribuindo assim para o aumento da sua viabilidade. Estratégias visando induzir o fluxo 
autofágico podem substituir os efeitos mediados por IL-7 na leucemia de células T, podendo assim abrir 
portas para uma nova terapêutica em T-ALL.
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Background: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy. 
Approximately 15% of the cases are of T-cell origin (T-ALL), which associates with higher risk and 
poorer prognosis. Interleukin-7 (IL-7) is required for normal T-cell development and is also present 
in the T-ALL microenvironment. Previously, we demontrated that IL-7 accelerates human T-ALL 
development in vivo (1), and most primary T-ALL samples proliferate in vitro in response to IL-7 
(2, 3). IL-7 promotes T-ALL cell proliferation and viability via activation of PI3K/Akt/mTOR signaling 
pathway (4, 5). Autophagy is an intracellular process occurring at basal levels in normal cells. When 
activated to a certain extent, autophagy can have a cell-protective and potentially oncogenic role. 
However, if persistent, its protective role is lost and cells can undergo a process called autophagic 
cell death, in which case it has a tumor-suppressive role.  The mTOR pathway is an important 
negative regulator of autophagy (6). Since IL-7 can activate mTOR (7, 8), this suggests that IL-7 may 
inhibit autophagy in leukemia T-cells and serves as the rationale to explore the involvement of IL-7 
in leukemia autophagic cell death.
Objectives: We propose to explore whether IL-7 regulates autophagy in T-ALL cells.
Methods: We evaluated the impact of IL-7 on the autophagic flux in TAIL7 cells (a human primary-
like leukemia cell line) at different time points by analyzing IL-7-deprived versus IL-7-stimulated 
cells, treated with different Hydroxychloroquine (HCQ) concentrations. We measured LC3 cleavage/
lipidation by western blot and assessed viability, activation/cell size, and intracellular complexity by 
flow cytometry analysis.
Results: We demonstrate that IL-7-mediated signaling effectively inhibits autophagy in the first 
hours of stimulation and show that inhibition of autophagy can greatly potentiate the effects of 
IL-7-mediated increase in the viability and activation of leukemia T-cells.
Conclusion: Taken together, our results suggest that IL-7 downregulates autophagy in T-ALL cells, 
thereby contributing to their increased viability. Strategies aiming at inducing autophagic flux may 
override IL-7-mediated effects on leukemia T-cells and may trigger a novel therapeutic avenue in T-ALL.
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Fundamento: A Leucemia Mielóide Crónica (LMC) é uma doença mieloproliferactiva resultando de uma 
única mutação genética, uma translocação recíproca originando o oncogene, BCR-ABL, uma proteína 
tirosina cinase constitutiva. Desta forma, sendo específica desta patologia, constitui um óptimo alvo 
terapêutico para o tratamento da LMC com a terapia de silenciamento de RNA (siRNA) tendo sido 
apontada como uma terapia tecnológica. Neste projecto, desenvolvemos uma terapia baseada em 
siRNA entregue por péptidos derivados da Proteína da Cápside do Vírus da Dengue contra a LMC.
No projecto GAPIC anterior (nº201100007), observou-se que a proteína da Cápside do Vírus da 
Dengue é um template válido de Cell Penetrating Peptide (CPP) como sistema drug delivery. Deste 
modo, desenhamos uma molécula de siRNA dirigida exclusivamente ao mRNA do BCR-ABL para ser 
entregue pelos péptidos derivados da proteína da Cápside do Vírus da Dengue.
Objectivos: O objectivo principal é o desenvolvimento duma terapia de siRNA para a LMC, 
interferindo com a expressão de mRNA do BCR-ABL utilizando moléculas short interfering (siRNA) 
entregues por CPPs derivados da proteína da Cápside do Vírus da Dengue.
1.	 Proof of concept – avaliar se o CPP (pepM e pepR) é capaz de transfectar de forma eficiente 

uma linhagem celular Ph+ (linhagem celular BV-173 Leucemia Humana precursora células B)
2.	 Design e selecção de moléculas especificas de siRNA contra o gene BCR-ABL
3.	 Avaliar o silenciamento do siRNA em linhagem celular Ph+
Métodos: A transfecção positiva mediada pelo CPP, foi testada transfectando-se uma linhagem 
celular Ph+ (BV-173) com um plasmídeo GFP e avaliando-se por microscopia confocal com a 
fluorescência do GFP.
O desenho do siRNA do BCR-ABL foi feito com a ferramenta web de design de siRNA da Ambion. 
Submeteu-se a sequência do mRNA do BCR-ABL como template obtendo-se siRNA dirigidos ao 
BCR-ABL. Para que fosse específico da região de fusão a lista de siRNAs foi comparada com as 
sequências dos genes BCR e ABL wt. 
A eficácia do efeito do siRNA contra o BCR-ABL é avaliada pela análise dos níveis de expressão de mRNA 
por RT-PCR na linhagem celular BV-173, onde o gene de fusão BCR-ABL é expresso constitutivamente. 
Resultados: Observou-se transfecção positive das células BV-173 por microscopia confocal tanto 
do agente comercial de transfecção (TrueFect) como do péptido M. O desenho do siRNA obteve 
148 potenciais sequências, que foram reduzidas a 10 por comparação com as sequências wt dos 
genes BCR e ABL, e destas seleccionadas 5 (com maior ponto de melting) para síntese e análise.
O silenciamento genético promovido pelo siRNA desenhado foi avaliado para o péptido M e para 
o agente de transfecção comercial, e ainda para um controlo positivo da transfecção do siRNA. 
Observou-se decréscimo significativo nos níveis de expressão do gene BCR-ABL com o agente de 
transfecção comercial para o pool com os 5 siRNAs e para os siRNA 3 e 4. Quando ao péptido M, 
verificou-se uma grande variabilidade nos níveis de expressão das amostras, apesar dos siRNA 3 e 
4. A razão péptido:siRNA, tal como as condições de transfecção têm de ser optimizadas.
Conclusões: O desenho das moléculas de siRNA foi bem sucedido, revelando o potencial para uma 
terapia genética para a LMC. Os péptidos transfectaram a linhagem celular BV-173 com o plasmídeo GFP. 
No futuro, sugere-se testar em amostras humanas de sangue de doentes com LMC para inferior o 
seu valor como uma terapia eficaz para a doença. Adicionalmente, efectuar-se-á uma abordagem 
terapêutica e de design dirigida à Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA).

Key-words: siRNA, Chronic Myeloid Leukemia, BCR-ABL Fusion gene

Background: Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a myeloproliferative disorder caused by a single 
genetic mutation, a reciprocal translocation that originates the BCR-ABL gene with constitutive 
tyrosine kinase activity. Being specific for this pathology it is an optimum therapeutic target for CML 
gene therapy RNA silencing therapy (siRNA) has been pointed as a promising therapy technology 
against gene and cancer diseases. In this project we developed a siRNA-based therapy delivered by 
Dengue Virus Capsid Protein-derived peptides against CML.
It was observed in a previous GAPIC project (no. 201100007) that the Dengue Virus Capsid protein 
was a valid template to design Cell Penetrating peptides (CPP) as drug delivery systems. Therefore 
we designed a siRNA molecules as a CML potential therapy approach.
Objectives: The main aim of this project is to develop a siRNA therapy for CML, by interfering with 
the expression of the BCR-ABL mRNA using short interfering (siRNA) molecules delivered by Dengue 
virus-derived peptides.
1.	 Proof of concept – Effective Ph+ Cell Line (Human B-cell precursor leukemia BV-173 cell line) 

transfection.
2.	 Design and selection of specific Anti-BCR/ABL gene siRNA molecules.
3.	 Evaluating siRNA silencing in Ph+ cell lines.
Methods: Positive transfection mediated by the CPP was tested by transfecting a GFP plasmid to the 
Ph+ Cell Line (BV-173). Positive transfection was evaluated observing GFP fluorescence by confocal 
microscopy.
BCR-ABL siRNA design was performed using Ambion siRNA design web-tool. The BCR-ABL mRNA 
sequence was submitted as template and BCR-ABL siRNA targets were retrieved. Specific siRNA 
targeting the BCR-ABL fusion region were selected comparing the hit list for the wt BCR and ABL genes. 
The efficacy of the siRNA effect against BCR-ABL was evaluated by analyzing the mRNA expression 
levels by RT-PCR in BV-173 cell line, where the BCR-ABL fusion gene is constitutively expressed.
Results: Positive GFP transfection of BV-173 cell line was observed by confocal microcopy for both 
Commercial transfection agent (TrueFect) and for pepM. The design of the siRNA targeting the BCR-
ABL fusion region retrieved 148 potential siRNA sequences. After comparison with the wt BCR and 
ABL sequences the potential siRNA sequences decreased to 10 from which 5 were selected for 
synthesis and analysis.
Gene silencing promoted by the designed siRNA was assessed for pepM. Positive efficacy of 
siRNA transfection and efficacy was tested using a commercial transfection agent. It was observed 
significant decrease in expression levels of BCR-ABL gene when using the commercial transfection 
agent for the pool mix of 5 siRNA and for siRNA 3 and 4. For pepM, it was observed a wide variability 
on the expression levels of the samples, eventhough siRNA 3 and 4 showed a tendency of gene 
expression decrease. Peptide:siRNA ratio, as well as the transfection conditions have to be optimized.
Conclusions: The design of the siRNA molecules was successful with significant decrase in BCR-ABL 
gene expression levels, which reveal a potential output for an alternative CML gene therapy. The 
peptides were able to transfect the BV-173 cell line with the GFP plasmid.
In the future, this suggested therapy will be tested in human blood samples from CML patients to 
infer on its value as an effective therapy for this disease. Additionally, a similar therapy approach 
and design would be applied to target Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL).
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Palavras-Chave: Splicing, Terapia génica, Distrofia Muscular de Duchenne

Fundamento: A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doença neuromuscular recessiva 
ligada ao cromossoma X para a qual ainda não existe uma terapia eficaz. Esta doença é caracterizada 
pela degeneração muscular, culminando geralmente em insuficiência cardio-respiratória entre a 2ª 
e 3ª década de vida. Tem como causa mutações no gene DMD que inibem a produção eficaz da 
proteína distrofina por alterarem o quadro de leitura durante a tradução. Mutações neste gene que 
não afectam o quadro de leitura dão origem a uma proteína de menores dimensões mas funcional 
e associam-se à Distrofia Muscular de Becker (DMB), muito menos grave.
A terapia génica da DMD baseada em correcção de splicing consiste em administrar oligonucleótidos 
antisense (AONs) que vão evitar a inclusão dos exões alvo no mRNA de modo a restabelecer o 
quadro de leitura da proteína - exon skipping, está a ter um moderado sucesso em ensaios clínicos. 
O objectivo é transformar uma DMD numa DMB.

Objectivos: O trabalho proposto visa o desenvolvimento de metodologias mais eficazes para 
induzir exon-skipping através do uso de pequenos oligonucleótidos modificados por LNA e uma 
estrutura de fósforo-tioato. LNAs são análogos de AONs diferentes dos utilizados até agora na 
DMD, resistentes às nucleases, pouco tóxicos, com uma maior afinidade para o DNA ou RNA 
complementar e facilmente incorporados pelas células quando administrados in vivo. Temos como 
objectivo testar a capacidade destes oligonucleótidos induzirem exon-skipping dos exões 46 e 51 
do mRNA da distrofina.

Métodos: A primeira tarefa consistiu em determinar, a partir de um modelo celular (linha celular 
E18), a sequência dos exões 46 e 51 do gene DMD e, com base na consulta de bases de dados dos 
genomas sequenciados e de ferramentas bioinformáticas escolher a sequência de oligonucleótidos 
modificados com LNA a utilizar no nosso estudo, com 8 a 15mer.
De seguida optimizámos a transfecção dos oligos LNA no nosso modelo celular utilizando vários 
agentes de transfecção. Após a transfecção as células foram incubadas em meio de diferenciação 
durante pelo menos 48 horas e o RNA total foi extraído. A partir do RNA total foi produzido cDNA 
com primers aleatórios e efectuado RT-PCR para detecção dos variantes de splicing do gene da 
distrofina em dois passos distintos pelo método de nested PCR.

Resultados: Confirmámos a expressão de distrofina e o seu correcto processamento por splicing no 
nosso modelo celular. Sequenciámos os exões 46 e 51 do nosso modelo celular e não encontrámos 
nenhum polimorfismo. Observámos exon-skipping do exão 46 e do exão 51, nas células E18 
transfectadas com os LNAs por nós desenhados, 48h antes da extracção do RNA.

Conclusões: Os nossos pequenos oligonucleótidos modificados com LNA e uma estrutura de 
fósforo-tioato mostraram capacidade de induzir exon skipping do exão 46 ou 51 do mRNA do gene 
DMD numa linha imortal de células precursoras de células musculares humanas, mioblastos (E18) 
em condições que induzem a sua diferenciação.

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

Background: Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a neuromuscular recessive X linked disease 
for which there is still no effective therapy. This disease is characterized by muscle degeneration, 
usually culminating in cardio-respiratory failure between the 2nd and 3rd decade of life. It is caused 
by mutations in the DMD gene that effectively inhibit the production of the dystrophin protein 
by altering the reading frame during translation. Mutations in this gene which do not affect the 
reading frame give rise to a smaller but functional protein and are associated with Becker muscular 
dystrophy (BMD), which is much less severe.
The DMD gene therapy based in splicing correction consists in the administration of antisense 
oligonucleotides (AONs) which will avoid the inclusion of the target exons in the mRNA in order to 
restore the reading frame of the protein - exon skipping, and is having a moderate success in clinical 
trials. The aim is to transform a DMD in a DMB.

Objectives: The work to which we propose is to develop more effective methods for inducing exon-
skipping by the use of small LNA modified oligonucleotides with phosphor-thioate backbone. LNAs 
are AONs analogues which are different from those used until now in DMD. They are nuclease 
resistant, have low toxicity, have a higher affinity for complementary DNA or RNA and are easily 
incorporated by cells when administered in vivo. We aim to test the ability of these oligonucleotides 
to induce exon-skipping of the dystrophin mRNA exons 46 and 51.

Methods: The first task was to determine, from a cell model (cell line E18), the sequence of the 
DMD gene exons 46 and 51 and, based on research in databases of sequenced genomes and 
bioinformatic tools, we picked the LNA-modified oligonucleotide sequence to be used in our study, 
with 8 to 15mer.
Then we optimized the transfection of the LNA oligos in our cell model using various transfection 
agents. After transfection cells were incubated in differentiation medium for at least 48 hours and 
total RNA was extracted. From the total RNA, cDNA was produced with random primers and then 
RT-PCR was performed in order to detect the splicing variants of the dystrophin gene. This was done 
in two distinct steps by the method of nested PCR.

Results: We confirmed dystrophin expression and its correct processing by splicing in our cell model. 
We sequenced the exons 46 and 51 of our cell model and did not find any polymorphisms. We 
observed exon-skipping of exon 46 and exon 51 in the E18 cells transfected with the LNAs designed 
by us, 48h prior to the extraction of RNA.

Conclusions: Our small LNA modified oligonucleotides with a phosphor-thioate backbone showed 
ability to induce exon-skipping of exon 46 and exon 51 of the DMD gene mRNA in the human 
immortalized muscle cell line percursors (E18), under conditions which induce differentiation.
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Palavras-Chave: DPOC, CAT, provas de função Respiratória, PM6M, oximetria noturna

A DPOC é uma das maiores causas de morbilidade e mortalidade em adultos no mundo ocidental. 
Apesar disso, esta patologia é subdiagnosticada e subtratada, em parte porque a sua avaliação se 
baseia apenas na medição do VEMS. Em 2009, surgiu o “COPD Assessment Test”, um questionário 
com oito perguntas destinado a avaliar clinicamente os doentes com DPOC.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a correlação entre o score do CAT e as provas de função 
respiratória e ainda entre as respostas às perguntas relacionadas com o esforço físico e o sono e os 
resultados da PM6M e da oximetria noturna, respetivamente. Foram selecionados 77 doentes com 
diagnóstico inequívoco de DPOC. Testou-se a existência de uma correlação entre o score do CAT e 
os parâmetros da espirometria e pletismografia. Posteriormente, foram constituídos 4 grupos, com 
base nas respostas às perguntas acima referidas.
Este estudo mostrou a existência de uma correlação negativa, estatisticamente significativa, entre 
o score do CAT, o VEMS e a CVF e uma correlação positiva entre o score e o VR, a Relação VR/CPT e a 
Condutância Específica. Foi também encontrada uma correlação entre a resposta relacionada com 
o esforço e os resultados da PM6M mas não entre a resposta à pergunta relacionada com o sono e 
os resultados da oxímetria nocturna.
Em conclusão, o score do CAT correlaciona-se com o grau de obstrução, contudo não parece ser 
uma alternativa à avaliação funcional respiratória, pois a correlação é fraca (r <0,5), não sendo 
possível precisar com o CAT a gravidade funcional. Contudo, o CAT mostrou correlacionar-se bem 
com a PM6M na resposta à pergunta relacionada com o esforço. Assim, a resposta a esta pergunta 
pode influenciar a decisão no sentido de requisitar este exame complementar de diagnóstico.

Key-words: COPD, CAT, lung function test, 6MWT, nocturne oximetry

COPD is one of the biggest causes of mortality and morbidity in adults in the developed world. 
Despite that, this disease is often under diagnosed and under treated, mainly because its evaluation 
only focus the measuring of FEV1. In 2009 it emerged the “COPD Assessment Test”, a questionnaire 
with 8 questions, intended to assess clinically patients with COPD.
This study had for purpose to evaluate a correlation between the CAT score and the lung function 
tests, and between the answers related with the physical effort and sleep with the result of the 
6MWT and the nocturne oximetry respectively. 77 patients with the unequivocal diagnose of COPD 
were selected and it was tested the existence of a correlation between the CAT score and the 
parameters of the spirometry and plethysmography. Then, the 77 patients were distributed into 4 
groups based on their answers on the above questions.
This study shows the presence of a negative correlation, statistically significant, between the CAT 
score, the FEV1, and the FVC, and a positive correlation between the CAT score and the RV, RV/TLC 
ratio and airways compliance. It was also found a correlation between the answer related to effort 
and the results of the 6MWT but not between the answer related to sleep and the results of the 
nocturne oximetry.
In conclusion, the CAT score correlates with the level of obstruction but it does not seem to be a 
valid alternative to the respiratory functional evaluation because of its weak correlation (r <0,5), not 
being possible to determine with precision the functional severity of the disease.
However CAT showed to correlate well with the 6MWT in the effort related question. Thereby the 
answer to this question should influence the decision towards the solicitation of this exam.
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Palavras-Chave: Hepatite C Crónica (HCC), Eixo Renina-Angiotensina, Fibrogénese

Fundamento: A Angiotensina II (AT-II) parece ter um papel de grande importância na fibrogénese 
hepática através da estimulação da proliferação de células estreladas hepáticas e do aumento da 
síntese de TGF-β1 via o receptor AT-II tipo 1 (AGTR1). A inibição da acção da AT-II resulta numa 
diminuição dos marcadores séricos de fibrose hepática, dos níveis de TGF-β1 e da fibrose hepática 
em doentes com NASH. 

Objectivos: Avaliar a associação entre os polimorfismos I/D do Enzima de Conversão da 
Angiotensina (ECA) e 1166A-C do receptor 1 da Angiotensina II (AGRT1) com a história natural da 
Hepatite C Crónica (HCC) nomeadamente no processo de fibrogénese e a modulação da resposta 
à terapêutica.

Métodos: Deste estudo faz parte uma população de 126 indivíduos com HCC inseridos na consulta 
de hepatologia do Hospital de Santa Maria, 38 mulheres e 88 homens com média de idades de 
45,2±11,5 anos. Para o grupo controlo utilizou-se uma população de 201 dadores de sangue 
composta por 69 (34,3%) mulheres e 132 (65,7%) homens com média de idades de 41,1±11,9 anos. 
Os critérios de exclusão foram um consumo diário de álcool superior a 40g e doença metabólica. 
A fibrose hepática foi avaliada através de biópsia e/ou fibroscan (Peter Scheuer score) e esteatose 
(Brunt score) antes e depois do tratamento. Os pacientes foram divididos em diferentes grupos de 
acordo com o grau de fibrose (0-1 vs 2-4), esteatose (0 vs 1-2 vs 3-4) e a resposta ao tratamento 
(resposta sustentada vs não respondedores). Os polimorfismos foram avaliados por PCR e PCR-
RFLP. Resultados obtidos foram analisados estatisticamente recorrendo ao programa SPSS 19,0 for 
windows e considerou-se significância estatística para p<0.05.

Resultados: Quando comparámos as frequências genotípicas e alélicas dos dois polimorfismos 
estudados entre as populações doente e controlo, apenas verificámos diferenças estatísticas 
significativas para o polimorfismo I/D do ECA. Verificou-se que o genótipo DD do ECA é mais 
prevalente nos pacientes com HCC relativamente aos controlos (71,4% vs 47,3%, p=0,000). 
Verificou-se também que o genótipo II está relacionado com graus de esteatose mais elevados 
(7,5% vs 31.6% p=0,044) e que o genótipo DD está associado a níveis séricos superiores de 
Haptoglobina (93,0±22,2 vs 59,7±36,7, p=0,028).

Conclusão: O genótipo DD é significativamente mais prevalente nos doentes com HCC e como tal 
pode ser um fator de risco para a cronicidade quando em contacto com o vírus da Hepatite C. No 
entanto o genótipo II parece associado a graus de esteatose mais elevados e portanto ser um fator 
de risco para a progressão da fibrose hepática.

Key-words: Chronic Hepatitis C (CHC), Renin-Angiotensin System (RAS), Fibrogenesis

Background: Angiotensin-II (AT-II) seems to play an important role in liver fibrogenesis through 
hepatic stellate cell proliferation and TGF-β1 up-regulation via AT-II type 1 receptor (AGTR-1) 
in vitro. Inhibiting the action of AT-II, results in a decrease of blood markers of hepatic fibrosis, 
TGF-β1 levels and hepatic fibrosis in NASH. 

Objectives: To evaluate the association between ACE (Angiotensin Converting Enzyme) I/D 
and AGTR-1 1166A-C polymorphisms and chronic hepatitis C (CHC) fibrogenesis and response 
to antiviral therapy.

Methods: Population samples: 126 CHC patients (38 females and 88 males – 45.2±11.5 years) 
being followed in the Hepatology consultation at the Santa Maria Hospital and 201 controls 
(69 females and 132 males – 41,1±11,9 years).  Exclusion criteria: alcohol intake ≥ 40 g / 
day and metabolic disease. Liver fibrosis was evaluated by biopsy and/or FibroScan (Peter 
Scheuer score) and steatosis (Brunt score) before and after treatment. Patients were divided 
in different groups according to fibrosis (0-1 vs 2-4); steatosis (0 vs 1-2 vs 3-4) and treatment 
response (sustained responder vs non responders). ACE I/D polymorphism was evaluated 
by PCR and PCR-RFLP. All statistical analysis were done using SPSS 19.0 for windows and the 
significant level established for p<0.05.

Results: When comparing the frequencies of the two polymorphisms we only obtained 
significant statistical differences with the ACE I/D polymorphism. Genotype DD was significantly 
more prevalent among CHC patients compared to controls (71,4% vs 47,3%, p=0,000). The 
II polymorphism was significantly more associated with higher steatosis scores (7,5% vs 
31.6% p=0,044) whereas higher serum Haptoglobin levels were linked with the DD genotype 
(93,0±22,2 vs 59,7±36,7, p=0,028).

Conclusion: Genotype DD is significantly more prevalent among CHC patients and thus may 
be a risk factor for chronicity in this disease. However genotype II may be a risk factor for liver 
steatosis and therefore for fibrosis progression in the liver in patients with chronic Hepatitis C.
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Palavras-Chave: Catarata, obesidade, antioxidantes

Fundamento: Tem sido sugerido que o estado de inflamação crónica associado ao excesso 
de adiposidade pode causar dano tecidual e opacidade da lente, contribuindo para um 
desenvolvimento precoce de catarata. A glicação & glicoxidação são os principais mecanismos 
moleculares que envolvem stress oxidativo, que, por sua vez, se relacionam com o dano do 
cristalino e consequente desenvolvimento de catarata. Estudos observacionais sugerem um papel 
protectivo dos antioxidantes oriundos da dieta e/ou suplementos alimentares.
Objectivos: Em doentes referenciados para cirurgia à catarata: 1) avaliar o estado nutricional e 
a composição corporal; 2) caracterizar e explorar as associações entre actividade fisica (AF) e o 
aparecimento precoce de catarata; 3) avaliar a ingestão alimentar de açúcar e antioxidantes (vits A, C, 
E, Mg e Zn); 4) correlacionar a ingestão desses nutrientes com a idade de aparecimento de catarata.
Métodos: Neste estudo com 99 dts, o estado nutricional foi avaliado pelo IMC, categorizado 
segundo a OMS, enquanto que a composição corporal foi avaliada com a medição do perímetro 
abdominal e % de massa gorda (MG), após bioimpedância bipolar (Omron BF-306®). A AF foi 
caracterizada pelo questionário modificado de Jackson. A dieta foi avaliada através do questionário 
das 24 h anteriores e a conversão em nutrientes foi realizada após consulta da Tabela da Composição 
dos Alimentos Portuguesa®. As médias da ingestão alimentar foram posteriormente comparadas 
com as DRIs. Estatística: descritiva, testes do qui-quadrado, Mann-Whitney, t-student (amostras 
independentes) e correlação de Spearman.
Resultados: Foram avaliados 53♀ e 46♂; média de idades - 66 anos (42-80); 69% tinha  ≥65 anos, 
mas apenas 15% apresentava ≥75 anos; 76% tinham pelo menos uma comorbilidade (HTA, DM tipo 
2, dislipidemia). 49% tinha excesso de peso e 31% eram obesos; 87% tinham excesso de MG e 64% 
apresentaram um perímetro abdominal acima dos cut-offs recomendados. Registou-se que 70% 
dos doentes com comorbilidades tinham excesso de MG (p=0,01). Relativamente à prática de AF, 
65% andavam menos de 30 min/dia e 70% usava o carro, mota ou transportes públicos como meio 
de transporte. E ainda, 90% não chegava a realizar 1 h de AF/sem, 95% não praticava qualquer AF 
moderada/intensa e 20% dos que evitaram andar ou qualquer tipo de fadiga eram idosos (p=0,01). 
Quanto à ingestão nutricional, verificou-se uma ingestão elevada de açúcar vs DRI. Enquanto que 
se encontraram ingestões reduzidas de vit A (♀: média=513µg; ♂: média=465µg, p=0,003), vit E 
(♀: mediana=9.2mg; ♂: mediana=11.4mg, p=0,007), Mg (♀: média=259mg; ♂: média=337,5mg, 
p=0,01) e Zn (♀: média=7,4mg; ♂: média=9,5, NS). A ingestão elevada de vit A, reduzida de 
açúcares simples e dieta com baixo índice glicémico estavam associadas ao aparecimento mais 
tardio de catarata (p<0,005).
Conclusões: Verificou-se uma elevada prevalência de obesidade/excesso de peso, massa gorda 
excessiva e adiposidade abdominal, bem como sedentarismo e comorbilidades metabólicas. 
Salienta-se ainda o consumo de dieta desequilibrada, com ingestão elevada de açúcar e baixo 
consumo de vits. A e E, Mg e Zn. Estudos longitudinais são fundamentais para avaliar e enfatizar a 
associação entre a dieta, estilo de vida e o risco de aparecimento precoce de catarata. A abordagem 
multidisciplinar na promoção de estilos de vida e composição corporal saudáveis é fulcral e pode 
contribuir para a redução do risco da opacidade precoce da lente, reduzindo o risco de cegueira. 

Key-words:  Cataract, obesity, antioxidants

Background: It has been suggested that chronic inflammatory status, associated with excessive 
adiposity may lead to tissue damage and lens opacity, contributing to early cataract development. 
Glycation & glycoxidation are major molecular insults that involve oxidative stress, which is likely to 
be a cause of crystalline damage with consequent cataract development. Data from observational 
studies suggest a protective role of dietary antioxidants and/or supplements.
Objectives: In pts referred to cataract surgery, we aimed to: 1) assess nutritional status and body 
composition; 2) characterize and explore associations between physical activity and timing of 
cataract onset; 3) assess the dietary intake of sugar and antioxidants, namely vitamins A, C and E, 
magnesium and zinc; and 4) correlate those nutrients with the timing of cataract onset / diagnosis.
Methods: In this study comprising 99 cataract pts, nutritional status was assessed by BMI, 
categorized by WHO’s criteria & body composition by waist circumference & %fat mass (%FM), 
determined by bipolar bioimpedance analysis (Omron BF-306®). Physical activity was evaluated 
by a modified Jackson´s questionnaire. Dietary intake was assessed through a 24-hr recall food 
questionnaire, converted into nutrients using the Portuguese Food Composition Table®. Median 
intakes were compared with Dietary Reference Intakes (DRIs). Statistics: descriptive, chi-square, 
Mann-Whitney tests, independent samples student´s t-test, Spearman´s correlations.
Results: We included 53♀ e 46♂; mean age 67(42–80) yrs; 69% were ≥65 yrs old, but only 15% were 
≥75 yrs old; 76% had at least one co-morbidity (hypertension, type 2 diabetes, dyslipidaemia). 49% 
were overweight & 31% were obese; 87% had excessive FM & 64% had a waist circumference above 
the maximum cut-off; 70% pts with co-morbidities had excessive FM(p=0.01). As for physical activity, 
65% walked less than 30 min/day & 70% used car, motorcycle or public means of transportation. 
Furthermore, 90% did not even reach 1 hour of activity/week, 95% did not perform any regular 
moderate/intense physical activity & 20% of those who avoided walking or any kind of fatigue were 
elderly(p=0.01). Regarding to dietary intake, overall there was an excessive sugar intake vs the DRI 
(p=0.0001). In what concerns antioxidants, patients had a low intake of: vit A ((♀: median=513μg; 
♂: median=465μg, p=0.003), vit E ((♀: median=9.2mg; ♂: median=11.4mg, p=0.007), magnesium 
((♀: median=259mg; ♂: median=337.5mg, p=0.01) & zinc ((♀: median=7.4mg; ♂: median=9.5, NS). 
Higher intake of vit A, lower intake of simple sugars & low diet glycemic index were associated with 
later cataract onset, p<0.005.
Conclusions: There was a high prevalence of overweight and obesity; an excessive fat mass, with 
predominance of abdominal adiposity; a high prevalence of metabolic co-morbidities; and a high 
prevalence of sedentary habits. On the other hand, overall in this cohort there was an unbalanced 
and poor diet, with: an excessive sugar intake; and reduced intake of vitamins A and E, magnesium 
and zinc. Longitudinal studies are required to explore and enlighten associations between nutrition, 
lifestyles and the risk of earlier cataract development. Concerted interventions are mandatory to 
modulate lifestyles and body composition, which may prove to reduce the risk of early onset of lens 
opacity and ultimately reduce the incidence of blindness.
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Palavras-Chave: AVC, Sono, Fusos do sono

Introdução: Os fusos do sono (FS) são elementos da microestrutura do sono característicos do 
estádio N2. Estes grafoelementos dependem da integridade de circuitos talamocorticais. Estudos 
que avaliem FS em AVC hemisféricos são raros.
Objectivo: Identificar as alterações na banda de frequência dos fusos do sono na fase aguda do AVC 
da artéria cerebral média (ACM)

Métodos: Amostra sucessiva de doentes com AVC ACM, NIHSS>4 na admissão, ausência de 
benzodiazepinas, EEG (sistema 10-10) ≥72h de AVC com ≥5 min sono N2  e consentimento informado 
assinado. Variável estudada: potência relativa das bandas de frequência dos fusos lentos (11-13Hz) 
e rápidos (13-15 Hz) nos dois hemisférios cerebrais em derivações frontais, fronto-centrais e centro-
parietais (FFT de 10 amostras de 30 segundos de fase N2 sem artefactos ou microdespertares). 
Foram comparados os dois hemisférios com teste T para amostras emparelhadas, Wilcoxon signed 
rank p>0.05 (SPSS 20).

Resultados: 5 doentes com AVC da ACM (1 esquerda; 4 direita) com idades entre 69-83 anos. Na 
amostra total as potências relativas das bandas de fusos rápidos e lentos eram significativamente 
menores no hemisfério lesado nas três localizações estudadas (fusos lentos 0,0232±0,01 – 
0,0387±0,019; fusos rápidos 0,0281±002 – 0,0358±0,05) em comparação com o não lesado (fusos 
lentos 0.0369±0.02 – 0,0495±0.02; fusos rápidos 0,0415±0,02-0,0544±0,025) (p<0,000).  Em dois 
doentes a diferença na banda de fusos rápidos não atingiu significância estatística. As restantes 
análises individuais confirmaram os dados do grupo.  

Conclusão: A avaliação quantitativa do EEG do sono N2 na fase aguda do AVC da ACM confirma 
uma diminuição nas bandas de frequência de fusos rápidos e lentos no hemisfério lesado. Estas 
bandas de frequência estão implicadas no processamento de memórias declarativas e motoras 
durante o sono, pelo que este dado poderá ter importância prognóstica. Desenvolvimentos futuros 
deste trabalho incluem a ampliação da amostra e correlação desta alteração com o prognóstico dos 
doentes com AVC agudo.

Key-words:  Stroke, Sleep, Spindles

Background: The sleep spindles (SS) are sleep microstructure elements regarding the N2 
stadium. These graphic elements depend on the corticothalamic circuits’ integrity. Studies 
which evaluate SS in cerebral vascular accident (CVA) are scarceMain Goal: Identify the changes 
in the frequency band of sleep spindles in the acute fase of middle cerebral artery (MCA) CVA.

Methods: Successive sample of patients with MCA CVA, NIHSS>4 when admitted, lack of 
benzodiazepines, EEG (10-10 system) ≥72h of CVA with ≥5 min N2 sleep and signed informed 
consent. Studied variable: relative potency of frequency bands concerning slow spindles 
(11-13Hz) as well as fast (13-15 Hz) in both cerebral hemispheres with frontal, frontocentral 
and centroparietal derivations (FFT N2 fase, no artefacts or micro-awakenings, 10 30-second 
samples). The two hemispheres were compared to each other through T test for paired samples, 
Wilcoxon signed rank p>0.05 (SPSS 20).

Results: 5 pacients with MCA CVA (1 left; 4 right) with ages between 69 and 83 years old. In the 
total sample the potencies concerning fast and slow spindle bands were significantly inferior 
in the three studied localizations of the injured hemisphere  (slow spindles 0,0232±0,01 – 
0,0387±0,019; fast spindles 0,0281±002 – 0,0358±0,05) when compared with the non-injured 
one (slow spindles 0.0369±0.02 – 0,0495±0.02; fast spindles 0,0415±0,02-0,0544±0,025) 
(p<0,000).  In two of the pacients the difference on the fast spindle band did not reach statistical 
significance. The remainder individual analysis confirm the group’s data. 

Conclusion: The quatitative evaluation of the EEG regarding the N2 sleep in the acute fase of 
MCA CVA confirms a decrease in fast and slow frequency bands in the injured hemisphere. 
These frequency bands are implied in the processing of declarative and motor memories during 
sleep, thus this data might have prognostical relevance. Future developments in this research 
include a sample’s enlargement as well as the correlation between this alteration and pacients’ 
prognostic with acute CVA. 
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RESUMO
A artrite reumatóide (AR) e a espondilite anquilosante (EA) são caracterizadas por 
inflamação crónica sistémica e partilham algumas vias patogénicas. Em ambas as 
doenças, citocinas como o TNF são conhecidas pela sua ação pro-inflamatória e 
pró-osteoclastogénica, contudo, enquanto a AR é caracterizada por erosões ósseas, 
a EA favorece a osteoformação. Tanto o receptor activator of NF-kB como o seu 
ligando (RANK/RANKL) têm um papel essencial na osteoclastogénese e na perda 
de massa óssea.
O objectivo deste estudo é compreender como é que a inflamação sistémica 
favorece a reabsorção óssea na AR e a osteoformação na EA. A nossa hipótese é 
que existem diferenças na osteoclastogénese entre AR e EA.
Foram recrutados doentes com AR (critérios American Rheumatism Association, 
1988), e com EA (critérios European Spondyloarthropathy Study Group, 1991) sem 
terapêutica prévia e um grupo de dadores saudáveis emparelhados para idade e 
género. Foi colhido sangue e isolaram-se os leucócitos circulantes. A expressão de 
RANKL, CD51/CD61 e RANK à superfície de subpopulações leucocitárias foi estudada 
por citometria de fluxo. Foi realizada cultura de osteoclastos (OC) e a expressão de 
genes específicos de OC (RANK, DC-STAMP, ITGB3 e CTSK) foi estudada em diferentes 
tempos de cultura (dia 1, 7, 14 e 21) por RT-qPCR.

Palavras-Chave: artrite reumatóide, espondilite anquilosante, osteoclastos

Foram recrutados 16 doentes com AR com um DAS28 de 5.6±1.6 e 10 doentes com 
EA com um ASDAS de 2.7±1.3. Observámos que a expressão superficial de RANKL 
é maior em linfócitos T e B em doentes com AR do que nos controlos (p=0.0262 e 
p=0.0020, respetivamente). Encontrámos também nos doentes com EA uma menor 
expressão à superfície de monócitos de RANK do que nos controlos (p=0.0232).
Quando analisámos a expressão génica da cultura de OC observámos que, com ex-
ceção da expressão de DC-STAMP que se manteve constante, a expressão de todos 
os genes aumenta ao longo do tempo. Ao 14º dia de cultura, tanto a expressão 
de RANK como de ITGB3 estava significativamente reduzida nos doentes com EA 
em relação aos controlos (p=0.0082 e p=0.0386, respetivamente). Ao 21º dia 
observámos um aumento estatisticamente significativo da expressão de ITGB3 
em doentes com AR quando comparados com controlos (p=0.0057) e de CTSK 
quando comparados tanto com controlos como com doentes com EA (p=0.0067). 
Não foi encontrada nenhuma correlação entre os parâmetros estudados e a 
atividade da doença na AR e EA.
Neste trabalho mostrámos que doentes com EA não diferem de controlos relativa-
mente à expressão de RANKL superficial. Os doentes com EA têm menor expressão 
de RANK à superfície dos precursores de OC comparados com os controlos. Por fim, 
detetámos uma redução da expressão de genes chave durante a diferenciação em 
OC nos doentes com EA quando comparados com os controlos.
Estas observações sugerem que existe uma deficiência durante a diferenciação de OC 
em doentes com EA que pode contribuir para o fenótipo de osteoformação observado.
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ABSTRACT
Rheumatoid arthritis (RA) and ankylosing spondylitis (AS) are characterized by 
chronic systemic inflammation and share common pathogenic pathways. In both 
diseases, cytokines like TNF are known for their pro-inflammatory and osteoclasto-
genic effects, however, while RA is characterized by bone erosions, AS favors bone 
overgrowth. Both receptor activator of NF-kB and its ligand (RANK/RANKL) play a 
very important role in osteoclastogenesis and bone loss.
The aim of this study is to understand how systemic inflammation determines the 
various pathological consequences that cause bone resorption and erosion in RA 
and bone formation in AS. Our hypothesis is that there are differences in osteoclast 
differentiation pathways between AS and RA.
RA patients (American Rheumatism Association criteria, 1988) and AS patients 
(European Spondyloarthropathy Study Group criteria, 1991) naïve to therapy were 
recruited for this study. A control group of healthy donors, age and sex matched was 
also recruited,. Blood was drawn and leukocyte isolation was performed. RANKL, 
CD51/CD61 and RANK expression in leukocyte subpopulations was determined by 
flow cytometry. Osteoclast culture was performed in multiwell culture plates and 
gene expression of osteoclast specific genes (RANK, DC-STAMP, ITGB3 and CTSK) was 
assessed at culture time-points (day 1, 7, 14 and 21) by RT-qPCR.

Key-words: rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, osteoclasts

We recruited 16 RA patients with a mean disease activity of 5.6±1.6 (DAS28) and 
10 AS patients with a mean disease activity of 2.7±1.3 (ASDAS). We found that 
RANKL surface expression was higher in T and B lymphocytes from RA patients 
than in controls (p=0.0262 and p=0.0020, respectively). No significant difference 
was found in neutrophils. We also observed that AS patients have lower RANK 
expression on monocytes than controls (p=0.0232).
When analyzing gene expression on osteoclast culture we found that, with the 
exception of DC-STAMP expression that had minor fluctuations over time, all genes 
increased throughout culture time. At 14th day of culture both RANK and ITGB3 
expression was significantly reduced in AS patients compared to controls (p=0.0082 
and p=0.0386, respectively). At 21st day of culture we observed a statistically 
significant increased expression of ITGB3 in RA patients when compared to controls 
(p=0.0057) and of CTSK when compared to both controls and AS patients (p=0.0067). 
No correlation was found between the studied parameters and disease activity for 
RA and AS.
In this work we found that AS patients do not differ from controls with regards to 
RANKL surface expression. Additionally, AS patients have less RANK expression at the 
surface of osteoclast precursors compared to controls. Finally reduced expression of 
key genes, such as RANK, ITGB3 and CTSK, was detected during osteoclast culture of 
AS patients in comparison to controls.
These findings suggest that there is an impairment of osteoclast differentiation in 
AS patients that might contribute to the observed bone forming phenotype.
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