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INTRODUÇÃO

O Dia da Investigação para Estudantes de Medicina é uma iniciativa do GAPIC e da AEFML, 
de grande sucesso junto dos alunos, uma vez que a investigação científica é para estes 
jovens uma mais-valia de desenvolvimento pessoal e curricular.

É visão da FMUL que a prática de investigação científica deve ser estimulada precocemente, 
pois é parceira de eleição da actividade clínica, promovendo o espírito interrogativo e as 
capacidades de raciocínio crítico inerentes à boa prática médica.

Nesta 4.ª edição do Dia da Investigação são apresentados os trabalhos de investigação 
realizados pelos alunos no âmbito das Bolsas Gulbenkian/FMUL, Bolsas CHLN/FMUL e 18.º 
Programa “Educação pela Ciência”.

Neste dia direccionado aos alunos é ainda dado destaque às “Vivências de Ciência na Pré-
Graduação em Medicina” com imagens e testemunhos dos próprios alunos.

A Equipa do GAPIC
A Equipa da AEFML, Secção Formativa
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8:30 Abertura do Secretariado

9:00 Sessão de Abertura
Prof. Doutor Fausto J. Pinto – Diretor da FMUL | Dr. Jorge Lucas – Fundação Calouste 

Gulbenkian | Dr. Carlos Martins – Presidente do Conselho de Adm. do CHLN | Prof.ª Doutora 
M. Carmo Fonseca – Presidente do IMM | José Correia – Presidente da AEFML | Prof. 
Doutor João Ferreira – Coordenador do GAPIC

9:30 18º WORKSHOP
“EDUCAÇÃO PELA CIÊNCIA”

VISITAS A UNIDADES DE 
INVESTIGAÇÃO

SESSÃO DE POSTERS I

CIÊNCIAS CLÍNICAS E DE TRANSLAÇÃO
Moderadores: Ana Almeida | Dulce Brito | Manuel Barbosa

P01/
BCHLN

O teste de esforço isométrico como método auxiliar de diagnóstico na 
insuficiência valvular aórtica
Gabriela Botelho – Clinica Universitária de Cardiologia | FMUL

P03/
BCHLN

Infeção por CMV e homeostasia de células T reguladoras após transplante 
alogénico de células progenitoras hematopoiéticas 
Ana Bárbara Barroso de Matos – Lacerda, João Lab | iMM

P04/
BCHLN

A prática desportiva como desencadeante da Hemorragia Subaracnoideia
Liliana Sousa Nanji – Clínica Universitária de Neurologia | FMUL

P05/ 
BGM

Registo de perturbações da linguagem geradas pela EMT através de 
acelerometria vocal
João Carlos Leote Rebocho – Serviço de Neurologia, Hospital Clinic, Barcelona Espanha

P07/ 
BGM

Os prós e os contras da cirurgia bariátrica: da exploração de novas formas de 
reverter e prevenir a obesidade e a diabetes tipo 2 a considerações sobre a 
biodisponibilidade alterada de micronutrientes e fármacos
Adriano Novais de Carvalho – Katholieke Universiteit, Leuven, Belgium

P09/ 
PEC

Nutrição e Oncologia: ângulo de fase - indicador do estado nutricional do 
doente oncológico
Inês de Sousa Miranda Mendes da Silva – Laboratório de Nutrição | FMUL

P11/ 
BGI

Oximetria Noturna para testar alterações respiratórias precoces na 
Esclerose Lateral Amiotrófica: aplicação de novos métodos de análise
Cláudia Alexandra Santos da Silva – Laboratório de Fisiologia Clínica Translacional | iMM 

P16/ 
BGI

Relação entre Cálcio em Placas de Ateroma e a Densidade Mineral Óssea - 
Uma Perspetiva Clínica e Histológica
Rafael António Moiteiro da Cruz – Fonseca, João Eurico Lab | iMM

P24/ 
BGI

Quais são os efeitos da rhEPO, ARA-290, TDZD-8 e do 5-AIQ nos retalhos?
Adriano Novais de Carvalho – Clínica Universitária de Cirurgia Plástica e Reconstrutiva | FMUL

P27/ 
PEC

Adaptação cultural e Validação do questionário Total Nasal Symptom Score 
em Língua Portuguesa, de Portugal.
Pedro Miguel Antunes Meireles – Clínica Universitária de Otorrinolaringologia | FMUL

P30/ 
PEC

O Impacto da Ventiloterapia com PAP na Obstrução Nasal em Doentes com 
SAOS: uma análise baseada na escala NOSE-p
Sofia Sousa Teles – Clínica Universitária de Otorrinolaringologia | FMUL

P32/ 
PEC

Estudo da deformação miocárdica por ressonância magnética cardíaca em 
doentes com miocardiopatia hipertrófica
Catarina Martins O’Neill – Centro Cardiovascular da Universidade de Lisboa (CCUL)

P34/ 
PEC

From immune phenotype to clinical manifestations in CVID
Ana Cláudia Varandas – Sousa, Ana E. Lab | iMM

P35/ 
PEC

Allergy and Autoimmunity in adults submitted to thymectomy in early infancy
Joana Cochicho – Sousa, Ana E. Lab | iMM

SESSÃO DE POSTERS II

CIÊNCIAS BÁSICAS
Moderadores: Francisco Enguita | João Taborda Barata | Sérgio Dias

P06/
BGM

Desvendar a natureza da população imunitária produtora de IL-17 e 
associada com mau prognóstico em doentes com cancro colorectal
Diogo Maia e Silva – Centre de Recherche des Cordeliers

P39/
BGCP

Papel de micro-RNAs na modulação da diferenciação funcional de 
linfócitos T γδ anti-tumorais
Beatriz de Sá, Inês Neves – Silva-Santos, Bruno Lab | iMM, Serviço de Oncologia Médica | HSM

P08/
BGI

Distribuição de Trypanosoma brucei no sistema reprodutor masculino – 
perspetivas de um modelo de ratinho
Sílvia Mª de Jesus Pimenta Teixeira da Silva – Figueiredo, Luísa Lab | iMM

P14/
BGI

Melhoramento do péptido pep14-23, inibidor da proteína da 
cápside do vírus da dengue
Mafalda Vasconcelos – Santos, Nuno C. Lab | iMM 

P15/
BGI

Diálogo entre células mielóides supressoras e células linfóides 
efectoras no microambiente tumoral
Ana Rita dos Santos Franco – Silva-Santos, Bruno Lab | iMM

P18/
BGI

Novo Método para o Diagnóstico e Monitorização da 
Doença de Células Falciformes
Ana Catarina Martins Lameiras – Unidade de Microbiologia Molecular e Infecção | iMM

P19/
BGI

Como células de cancro da mama modificam a angiogénese tumoral: 
“educação” de células endoteliais por exosomas
Margarida Amorim de Magalhães – Dias, Sérgio Lab | iMM 

P21/
BGI

Modulação de splicing alternativo em modelos celulares de cancro: 
avaliação de potencial efeito terapêutico
Pedro Medeiros – Carmo-Fonseca, Maria Lab | iMM

P22/
BGI

Promovendo a reprogramação celular através de um long non-coding RNA
Catarina Alves do Vale – Carmo-Fonseca, Maria Lab | iMM

P26/
PEC

Uma abordagem personalizada para estudar as relações genótipo-
fenótipo na Cardiomiopatia Hipertrófica
Catarina Sofia Micaelo Fernandes – Carmo-Fonseca, Maria Lab | iMM

P29/
PEC

O papel da reprogramação metabólica e respiração mitocondrial no 
fenótipo agressivo de cancro da mama induzido por hipercolesterolemia
Mafalda Ferro Teixeira – Dias, Sérgio Lab | iMM

P31/
PEC

Estudo da anatomia do sistema límbico: rm e tratografia, dissecção pela 
técnica de klingler e plastinização. Criação de modelos 3‐d aplicáveis ao 
ensino da neuroanatomia
João Cavaco, Mª Eduarda Neves, Tiago Gaspar – Instituto de Anatomia | FMUL

P37/
PEC

A Esfingosina Cinase 2 é essencial à sinalização celular e viabilidade 
mediadas por IL-7/IL-7R em células de leucemia linfoblástica aguda T
Hugo Loureiro Cadilha – Barata, João T. Lab | iMM

P12/
PEC

Dissecando as vias de sinalização envolvidas na activação de células t 
gamma-delta
Pedro José Rodrigues Oliveira – Silva-Santos, Bruno Lab | iMM

P13/
PEC

Análise das mudanças da adesão eritrócito-eritrócito induzida pelo 
fibrinogénio em patologia cardiovascular através de espectroscopia de 
força baseada no AFM
Eduardo Raimundo da Silva Bento – Santos, Nuno C. Lab | iMM

SESSÃO DE POSTERS III

NEUROCIÊNCIAS
Moderadores: Maria José Diógenes | Cláudia Valente

P10/
BGI

Os oligómeros de Aβ reduzem a saturação da Potenciação de Longa 
Duração possivelmente através da inibição da sinalização do BDNF
Tiago Filipe Martins Rodrigues – Instituto de Farmacologia e Neurociências | FMUL

P20/
BGI

Mapeamento dos receptores serotoninérgicos (5HT2A e 5HT2C) do Locus 
Ceruleus Humano
Ana Rita Pinto Medeiros – Instituto de Anatomia | FMUL

P28/
PEC

Identificação de mediadores chave na disrupção da LTP desencadeada por um 
estímulo inflamatório em ratinhos que não expressam Sirt2 na microglia
Joana Sá de Almeida, Mariana Alves Vargas – Instituto de Farmacologia e Neurociências | FMUL

OPI Influência dos astrócitos na modulação da long-term potentiation (LTP) 
pelo brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ao nível da região CA1 do 
hipocampo de ratinho
Joana Cabrita, Renata Macau – Instituto de Farmacologia e Neurociências | FMUL

11:00 Fruit Break
Exposição “Vivências de Ciência na Pré-Graduação em Medicina”

11:15 Oportunidades de Investigação para Alunos | AEFML
Moderadores: José Correia – Presidente da AEFML

Oradores: Diogo Maia e Silva – Aluno GAPIC  |  Dr. Válter Fonseca – Aluno de Douto-

ramento  |  Professor Bruno Silva-Santos – Tutor (IMM)  |  Sónia Barroso – GAPIC  

|  Gonçalo Jantarada – 7th AIMS Meeting

12:45 Pausa para Almoço

14:00 Palestra: Ciência, Inovação e Progresso
Dr. Peter Villax – Economista, Membro do Conselho de Administração da HOVIONE

15:00 10.ª Bolsas de Investigação Fundação AstraZeneca/FMUL
Survival, cause and place of death in Huntington’s disease - 
an analysis from the REGISTRY cohort
Filipe Rodrigues – Laboratório de Farmacologia Clínica e Terapêutica

15:45 Coffee Break
Exposição “Vivências de Ciência na Pré-Graduação em Medicina”

Biobanco – recolha de amostras

16:15 COMUNICAÇÕES ORAIS
18.º Workshop “Educação pela Ciência” 

Bolsas Gulbenkian/FMUL | Bolsas CHLN/FMUL
Moderadores: Conceição Azevedo Coutinho, Dulce Brito,  

João Taborda Barata,  Luísa Lopes

17:45 Critical Mind Game – COMO ME INTERROGO?

18:00 Entrega de Prémios e Encerramento
Prof. Doutor João Ferreira – Coordenador do GAPIC

Legenda   BGI – Bolsa Gulbenkian/FMUL de Investigação                  |  BGM – Bolsa Gulbenkian/FMUL de Mobilidade  | BCHLN – Bolsa CHLN/FMUL           
BGCP – Bolsa Gulbenkian/FMUL Científico-Pedagógica  |  PEC – Programa “Educação pela Ciência”               | OPI – Opção Projeto de Investigação

Bolsas Gulbenkian/FMUL 
Bolsas CHLN/FMUL

Apoios

Participação

Apoios



SESSÃO DE 
POSTERS I
CIÊNCIAS CLÍNICAS 
E DE TRANSLAÇÃO



 

Palavras-Chave: Esforço isométrico; insuficiência aórtica; ecocardiografia

Fundamento: O sistema cardiovascular é afectado por actividade neural aferente do músculo activo 
durante o esforço. Estes mecanismos dependem da intensidade do exercício, através da integração de 
mecanismos neuronais centrais e periféricos: comando do sistema nervoso central, o reflexo “exer-
cise-pressor” e o barorreflexo arterial que actuam em conjuntamente. Os testes de esforço são uma 
forma efectiva de diferenciar função cardiovascular normal de anormal pois evidenciam respostas 
patológicas indetectáveis em repouso. Embora haja protocolos de esforço validados para o diagnós-
tico de doença isquémica cardíaca com esforço isométrico, não foram desenvolvidos protocolos espe-
cíficos para doença valvular, nomeadamente insuficiência aórtica. O esforço isométrico aumenta a 
pressão arterial sistólica e diastólica e levemente a frequência cardíaca e débito cardíaco em voluntá-
rios saudáveis e em doentes cardiovasculares, alterações que podem aumentar a regurgitação aórtica. 
Os doentes com regurgitação aórtica podem ser assintomáticos apesar de graves alterações hemodi-
nâmicas, sendo que, quando a sintomatologia se desenvolve o prognóstico é mais reservado. A eco-
cardiografia associada ao esforço isométrico poderá permitir melhorar a acuidade diagnóstica destes 
testes, levando a um diagnóstico numa fase subclínica da doença.

Objectivos: Desenvolver protocolo de aplicabilidade do teste de esforço isométrico no diagnóstico 
precoce de doença valvular aórtica.

Métodos: Comparação de dois protocolos de esforço isométrico previamente validados (Protocolo 1; 
Protocolo 2), com intensidades e duração de esforço diferentes, avaliar o respectivo efeito na pressão 
arterial sistólica, diastólica e frequência cardíaca em 12 voluntários saudáveis. Posteriormente, os 
dois protocolos de esforço foram realizados em 20 doentes com Insuficiência Aórtica.

Resultados: Grupo saudáveis: TAS: P1 leva a um aumento dos valores de 121±4mmHg para 145±3mmHg, 
comparativamente a P3 que eleva a TAS a 137±4mmHg (p<0,005). TAD: P1 leva a uma subida dos valo-
res de 67±3 mmHg para 81±7 mmHg, comparado a P3 que eleva a 76±5 mmHg (p<0,005). FC, em P1 a 
FC eleva-se de 63±2bpm para 81±7bpm, comparativamente a P3, em que FC atinge 91±7bpm(p<0,005). 
Testes em doentes: TAS, P1 leva a um aumento dos valores de 144±12mmHg para 152±11mmHg, com-
parativamente a P3 que eleva a TAS a 161±7mmHg (p<0,005); TAD, P1 leva a um aumento dos valores 
de 52±3 mmHg para 73±3 mmHg, comparativamente a P3 em que TAD é 87±6 mmHg (p<0,005);FC, em 
P1 a  eleva-se de 62±8mmHg para 82±9mmHg, e em P3 chega a 89±5mmHg (p<0,005).

Conclusões: A velocidade de desenvolvimento de alterações hemodinâmicas depende da força rela-
tiva de contracção, por isso não era espectável que os diferentes protocolos levassem a diferentes res-
postas nos dois grupos. Porém, a insuficiência cardíaca associada à IA gera uma activação do sistema 
simpático acompanhada por downregulation e dessensibilização de receptores β-adrenérgicos, sendo 
possível que a alteração dos parâmetros CV seja secundária a outro mecanismo. Outras razões para 
esta disparidade incluem características inerentes aos indivíduos constituintes ou número reduzido 
da amostra. Serão precisos mais estudos no futuro para perceber qual dos protocolos leva a uma 
maior intensidade global de contracção, e perceber se a IA e alterações cardíacas inerentes levam 
a uma resposta diferente ao esforço daquela que foi registada nos saudáveis, precisando as razões.

Key-words: Isometric exercise, aortic regurgitation, ecocardiography

Background: The cardiovascular system is affected by afferent neural activity from the active muscle 
during exercise. These mechanisms depend on the intensity of exercise due to the integration of 
central and peripheral mechanisms: central command, exercise-pressor reflex and barorreflex, 
which work together. Isometric tests are an effective way to differentiate normal cardiovascular 
function from altered one, because they show pathological responses which would be undetected 
during rest. Even though validated protocols for the diagnosis of ischemic cardiac disease with 
isometric exercise exist, no protocols specific to valvular disease have been validated, namely aortic 
insufficiency. Isometric exercise raises systolic and diastolic blood pressure, as well as the heart 
rate and cardiac output both in healthy individuals and cardiovascular patients, which can increase 
aortic regurgitation. These patients can be asymptomatic regardless of deep hemodynamic changes 
and when symptoms do occur, prognosis is worse. Echocardiography linked to isometric exercise 
could improve the diagnostic acuity of such tests allowing for subclinical diagnosis.

Objectives: Develop a protocol to apply isometric exercise to the early diagnosis of aortic valve 
disease.

Methods: Comparison between two isometric exercise protocols previously validated (Protocol 1 
and 2) with different intensities and effort duration and evaluate their effect on systolic and diastolic 
blood pressure and heart beat in 12 healthy volunteer. Afterwards, both protocols will be tested on 
20 patients with aortic regurgitation.

Results: Healthy group: SBP: P1 increases the values from 121±4mmHg to 145±3mmHg, 
comparatively to P3 which increases SBP to 137±4mmHg (p<0,005). DBP: P1 increases values from 
67±3 mmHg to 81±7 mmHg, relatively to P3 which elevated DBP to 76±5 mmHg (p<0,005). HB, in 
P1, HB rises from 63±2bpm tp 81±7bpm, rather than P3, in which HB reaches 91±7bpm(p<0,005). 
Aortic regurgitation patients: SBP: P1 increases values from 144±12mmHg to 152±11mmHg, when 
compared to P3 in which the SBP rises until 161±7mmHg (p<0,005); DBP, P1 rises values from 52±3 
mmHg to 73±3 mmHg, whereas in P3 it climbs to 87±6 mmHg (p<0,005); FC, P1 values grow from 
62±8mmHg to 82±9mmHg, while in P3 it reaches 89±5mmHg (p<0,005).

Conclusions: The velocity by which hemodynamic changes occur depends on the relative strength 
of contraction. Due to this, it wouldn’t be expected that both protocols led to different responses in 
both groups. However, the degree of heart failure that is associated with aortic regurgitation leads 
to a sympathetic response accompanied by down-regulation and desensitizing of β-adrenergic 
receptors as well. This means that the cardiovascular changes in this situation might be due to 
a mechanism other that autonomic response. Other reasons for this disparity include individual 
characteristics of the subjects or their reduced number.

In the future we will need more studies to understand which protocol actually leads to the highest 
relative strength of contraction and to comprehend as well if the aortic regurgitation and its 
associated cardiac modifications specifically lead to a different response to isometric exercise.

Alunos | Students: Gabriela Botelho
Projecto | Project         

201501
Tutores | Tutors: Prof Luís Brás Rosário

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Clinica Universitária de Cardiologia | Cardiology University Clinic, FMUL

E-mail: gbotelho@campus.ul.pt

Título | Title: O teste de esforço isométrico como método auxiliar de diagnóstico na insuficiência valvular aórtica
Isometric exercise testing as a complementary diagnosis test in the diagnosis of aortic valve insufficiency 



 

Alunos | Students: Ana Bárbara Barroso de Matos
Projecto | Project         

201503
Tutores | Tutors: Drª Maria Godinho Soares; Prof. Dr. João Forjaz de Lacerda

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Lacerda Lab, IMM  |  Lacerda Lab, IMM

E-mail: anabarbaramatos@campus.ul.pt

Título | Title:  Infecção por CMV e homeostasia de células T reguladoras após transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas

Palavras-Chave: Citomegalovírus, Tregs, transplante

Fundamento: Das principais complicações que ocorrem após transplante alogénico de células 
estaminais hematopoiéticas (TACEH), as infecções virais e a doença do enxerto contra o 
hospedeiro crónica (DECHc) estão associadas a altas taxas de mortalidade e morbilidade. Tirando 
partido da capacidade das células T reguladoras (Treg) de manter a tolerância periférica e 
suprimir respostas imunes, avalia-se com este trabalho a capacidade desta população infundida 
em doentes (dts) com DECHc de controlar a doença. Simultaneamente, a capacidade das 
Treg de suprimirem respostas imunes levanta a possibilidade de estas células infundidas não 
só suprimirem os mecanismos responsáveis pela DECH, mas também respostas protectoras 
aumentando assim o risco de infeções, nomeadamente a reativação de CMV. 

Objectivos: 

-Avaliar a segurança, toxicidade e eficácia da infusão de células Treg em pacientes com DECHc
-Avaliar a reversão das lesões provocadas pela DECHc
-Avaliar a possível redução da dose de terapêutica imunossupressora
-Avaliar a ocorrência de episódios de reativação de CMV após infusão
-Monitorização da população de Tregs, CD4 e CD8 após infusão, por citometria de fluxo

Métodos: Foram incluídos dts submetidos a TACEH, com DECHc refratária à terapêutica com 2 
ou mais imunossupressores. Foram excluídos dts com necessidade concomitante de inibidores 
da calcineurina e sirolimus, infeção ativa não controlada, HIV positivos e grávidas. As Treg foram 
isoladas recorrendo ao Sistema CliniMACS (MiltenyiBiotech®), num protocolo de 2 passos: 
depleção magnética de linfócitos B CD19+ e T CD8+, seguido de seleção positiva com anti-CD25. 
Aos primeiros 5 dts são infundidas 0.5×106 células/kg. Os dts foram monitorizados clinicamente 
no centro académico CHLN/FML, por uma equipa multidisciplinar, incluindo pesquisas repetidas 
de CMV. A monitorização imunológica foi realizada às semanas 1 e 2 e aos meses 1,2,3,4,5,6,9 e 
12 por citometria de fluxo a 8 e 9 cores (BD LSRFortessa). Os dados de citometria foram analisados 
no software FlowJo (TreeStar Inc) e refletem os resultados obtidos nos 3 primeiros dts tratados 
no âmbito deste ensaio clínico.

Resultados:  Após o protocolo de CliniMACS obteve-se uma pureza de 70.7% (células CD4+CD25+) 
para o dt 1 e de 95.9% e 63.4% para os dts 2 e 3 respetivamente. Quanto às células contaminantes, 
nos 3 dts registaram-se menos de 0.1% de CD8+ e menos de 1% de CD20+. Não foram registadas 
reações adversas até à presente data. Regista-se também a ausência de infeções graves. Quanto 
à avaliação clínica, os dts 1 e 3 mantiveram um score global de DECHc grave, sem redução da 
terapêutica imunossupressora. No dt 2 foi registada uma redução do seu score de severo/
moderado para moderado na 12ª semana e redução da dose de micofenolato de mofetil para 
metade. Não se observaram reativações a CMV em qualquer dt.

Conclusões: Nesta fase preliminar do estudo é evidente a ausência de toxicidade do produto. Não 
foram detetados eventos adversos, tais como infeções graves, nomeadamente CMV. Também 
não se verificaram alterações na homeostasia das Treg. Estes resultados são encorajadores e 
servem de base para as fases subsequentes do estudo, que compreendem um aumento da dose 
de Tregs. Atualmente já foram incluídos no estudo 2 novos dts e se a ausência de toxicidade e 
eventos adversos se mantiver, será possível com segurança avançarmos para o nível B de dose 
de Tregs (1×106 células/Kg).

Key-words:  cytomegalovirus, Tregs, transplant

Background: From the main complications that occur after allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation (alloHSCT), viral infections and chronic graft versus host disease (cGVHD) are 
associated with high rates of mortality and morbility. Taking advantage of the ability of regulatory T 
cells (Treg) to maintain peripheral tolerance and suppress immune responses, this work evaluates 
the ability of patients (pts) with cGVHD on controlling the disease. Simultaneous, the ability of 
Tregs to suppress imunne responses rises the possibility that this infused cells not only suppress the 
mechanisms responsible for cGVHD, but also protective responses, increasing the risk of infections, 
including reactivation of CMV.

Objectives: 

- Evaluate the safety, toxicity and efficacy of infusing Tregs into patients with cGVHD
- Evaluate the reversal of cGVHD injuries
- Evaluate the possible reduction of immunosupressive therapy
- Evaluate the occurrence of CMV reactivation after infusion
- Monitoring, by flow citometry, the CD4 and CD8 Treg population after infusion

Methods: The main inclusion criteria were recipients of alloHSCT, with steroid-refractory cGVHD 
despite use of 2 or more immunosuppressive drugs. Were excluded pts with concurrent use of 
calcineurin-inhibitor plus sirolimus, uncontrolled active infection, HIV positive and pregnant women. 
Tregs were isolated with CliniMACS System (MiltenyiBiotech®), in a 2 step protocol: magnetic 
depetion of CD19+ B and CD8+ T cells, followed by a positive selection with an anti-CD25 monoclonal 
antibody. The first 5 pts were infused with 0.5×106 cells/kg. Pts were clinically monitorized in CHLN/
FML center, by a multidisciplinary team, including monitoring of CMV. Immunologic monitoring 
took place at weeks 1 and 2 and months 1,2,3,4,5,6,9 and 12 by 8 and 9 colours flow citometry 
(BD LSRFortessa). Citometry data were analized in FlowJo software (TreeStar Inc) and reflect the 
obtained results in the first 3 treated pts in this clinical trial.

Results: After CliniMacs protocol a purity of 70.7% (CD4+CD25+ cells) were obtained for pt 1 and 
95.9% and 63.4% for pt 2 and 3 respectively. As for the contaminant cells, were recorded less than 
0.1% of CD8+ and less than 1% of CD20+ in all 3 pts. No adverse effects were recorded to the present 
date. There were no serious infections. As for the clinical evaluation, pts 1 and 3 kept a severe 
cGVHD global score, and no reduction of immunosupressive therapy. Pt 2 reduced his cGVHD global 
score from severe/moderate to moderate at week 12 and reduced mycophenolate mofetil dose in 
half. No CMV reactivations were registed in any pt.

Conclusions: In this preliminary phase of the study is clear the lack of toxicity of the product. There 
were not detected adverse events such as severe infections, in particular CMV. Also, there were no 
changes in Treg homeostasis. This results are encouraging and provide the basis for the subsequent 
phases of the study, comprising an increasing dose of Tregs. Currently, have been included in the 
study 2 new pts and if the lack of toxicity and adverse events continues, it will be possible to advance 
safety for level B dose of Tregs (1×106 células/Kg).
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Palavras-Chave: hemorragia subaracnoideia, aneurisma cerebral, desporto

Fundamento: Alguns casos de Hemorragia Subaracnoideia (HSA) foram associados à atividade 
física intensa, incluindo desporto.

Objetivos: O nosso estudo teve como objetivo descrever a associação entre HSA e desporto e iden-
tificar os desportos mais frequentes como fatores precipitantes nos registos de um único centro 
terciário.

Métodos: Foi colhida informação de um registo prospetivo e de notas de alta de doentes com HSA 
aguda admitidos na Unidade de AVC (Acidente Vascular Cerebral) do Hospital de Santa Maria, em 
Lisboa, entre 1995 e 2014.

Resultados: Dos 738 doentes incluídos na análise, 424 (57,5%) casos de hemorragia subaracnoi-
deia foram precedidos de atividade física. Nove casos (1,2%) estavam associados a desporto, nome-
adamente corrida (dois casos), aeróbica (dois casos), ciclismo, body balance, dança, surf e windsurf. 
Doentes com HSA associada a desporto eram mais jovens (idade média 43,1 vs 57,0 anos; p=0,007). 
Num doente, havia história de trauma cervical. Os doentes no grupo do desporto apresentavam 
apenas graus 1 (11,1%) e 2 (88,9%) na Escala de Hunt e Hess à admissão, ao passo que doentes no 
grupo de controlo apresentavam uma maior distribuição em termos de gravidade.

Conclusões: Os nossos achados indicam que a HSA precipitada por desporto não é muito frequente 
e está incomumente relacionada com trauma. Doentes que sofreram HSA associada a desporto 
eram mais jovens e tinham, aparentemente, uma apresentação clínica mais ligeira.

Key-words:  subarachnoid haemorrhage, cerebral aneurysm, sport

Background: Some cases of Subarachnoid Haemorrhage (SAH) have been associated with vigorous 
physical activity, including sports.

Objectives: Our research aimed to describe the association between SAH and sports and to identify 
the sports that were more frequently found as precipitating factors in a tertiary single centre SAH 
register.

Methods: We retrieved information from a prospectively collected SAH registry and reviewed 
discharge notes of acute SAH patients admitted to the Stroke Unit of Hospital de Santa Maria, in 
Lisbon, between 1995 and 2014.

Results: Out of 738 patients included in the analysis, 424 (57.5%) cases of subarachnoid haemorrhage 
were preceded by physical activity. Nine cases (1.2%) were associated with sports, namely running 
(two cases), aerobics (two cases), cycling, body balance, dance, surf and windsurf. Patients with 
SAH while practicing sports were younger (average age 43.1 vs 57.0 years; p=0.007). In one patient, 
there was a report of trauma to the neck. Patients in the sports group only had Hunt and Hess 
Scale grades 1 (11.1%) or 2 (88.9%) at admission, while patients in the control group had a wider 
distribution in severity.

Conclusions: Our findings indicate that SAH precipitated by sports is not very frequent and is 
uncommonly related to trauma. Patients who suffered SAH associated with sports were younger 
and apparently had a milder clinical presentation.
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Palavras-Chave: acelerometria vocal; estimulação magnética repetitiva; neuro-navegação; 
perturbações da linguagem.

Introdução: A avaliação das perturbações da linguagem geradas pela estimulação magnética 
transcraneana repetitiva e neuro-navegada (n-rTMS) no mapeamento pré-cirúrgico de lesões 
cerebrais corticais realizado no intuito de identificar regiões linguísticas relevantes permanece 
qualitativo e subjetivo, inclusive durante o tratamento cirúrgico.

Objetivo: Avaliar se a utilização de um acelerómetro uniaxial no registo da vibração infraglótica 
é um método quantitativo fidedigno passível de registar perturbações da linguagem provocadas 
pela r-nTMS.

Métodos: O presente estudo foi realizado em 7 indivíduos saudáveis (42% género feminino; idade 
29.6±2.6 anos; IMC 23.5±2.6 kg/m2,) destros, de duas nacionalidades diferentes, utilizando a sua 
língua materna. Foram adquiridas imagens estruturais cerebrais de ressonância magnética (1.5T) 
com ponderação em T1, posteriormente utilizadas para realizar reconstruções 3D. Estas fornece-
ram a posição espacial da bobina em forma de oito do estimulador magnético transcraneano. A 
r-nTMS consistiu na aplicação de 5 impulsos de 20Hz de intensidade equivalente a 80% do limiar 
motor de repouso de cada sujeito, no giro opercular inferior frontal (opIFG) do hemisfério cere-
bral esquerdo durante a realização de um paradigma de nomeação de imagens, apresentadas 
200ms e 0ms antes do estímulo. O registo das perturbaçõs da linguagem foi realizado através de 
um acelerómetro uniaxial colocado na região mediana da cartilagem cricotiróidea. Após a reali-
zação da experiência foram analisados os seguintes parâmetros: frequência, latência e amplitude 
dos registos acelerométricos.

Resultados: Os indivíduos foram sujeitos a 50 figuras teste e 20 controlo apresentadas de forma 
aleatória. A frequência fundamental da voz dos indivíduos do género masculino foi inferior 
quando comparada com a do género feminino (121±14Hz vs 201±116Hz). Os valores de ampli-
tude e latência foram similares entre géneros. A r-nTMS provocou um total de 10 perturbações 
da linguagem (4 anomias e 6 parafasias), tendo ocorrido maioritariamente durante o protocolo 
de estimulação com 0ms de diferença da apresentação da imagem.

Conclusão: O registo da vibração das estruturas infraglóticas através de um acelerómetro unia-
xial parece ser um método útil e fiável para o registo de perturbações da linguagem induzidas 
por estimulação cerebral. O presente método pode ser utilizado durante o mapeamento cortical 
intraoperatório das áreas eloquentes da linguagem, nomeadamente, na cirurgia acordada.

Key-words: vocal accelerometry; repetitive TMS; neuro-navigation; language disturbances.

Introduction: The evaluation of the effect of repetitive navigated transcranial magnetic cortical 
stimulation (r-nTMS) on language as a method to prevent damage during surgery involving speech-
relevant brain sites remains a crude, mostly qualitative, aspect of neuromonitoring.

Objective: To evaluate if uniaxial accelerometer recording of vocal infraglottic vibration is a 
feasible method for quantitative assessment of the expected interference of r-nTMS on language.

Methods: T1-weighted magnetic resonance images were acquired in 7 healthy subjects (4 men; 3 
women; Age 29.6±2.6 years; BMI 23.5±2.6 kg/m2) right handers from two different nationalities 
using their native language. Images were fed into a computer providing directional space 
projection of a figure of ‘8’ magnetic coil used for r-nTMS. A uniaxial accelerometer was placed 
over the cricothyroid cartilage. We applied 5 pulses of 20Hz at 80% of resting motor threshold over 
the opercular inferior frontal gyrus (opIFG) of the left cerebellar hemisphere. Subjects performed 
a picture naming-task paradigm. In test trials, a train of r-nTMS was applied at the same time and 
200ms after the picture display. We analyzed off-line frequency, onset latency and amplitude of 
the accelerometer recording.

Results: The subjects were submitted to 50 test and 20 control pictures randomly presented. 
Vocal fundamental frequency was lower in males (121±14Hz) than in females (201±116Hz). 
Similar amplitudes and onset latencies were recorded. The r-nTMS yielded 10 clinical language 
disturbances (4 anomia and 6 paraphasias) mostly resulting from opIFG stimulation with 0ms 
delay of picture and n-rTMS . 

Conclusion: Recording vibration of infraglottic structures with a uniaxial accelerometer is a useful 
method to assess language disturbances induced by brain stimulation. The method can be applied 
in the operating room to monitor surgery around language areas.
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Palavras-Chave: obesidade; diabetes; cirurgia bariátrica

A obesidade leva muitas vezes a dislipidémia, intolerância à glicose ou mesmo a diabetes tipo 2, 
resultando num aumento do risco cardiovascular. Atualmente os medicamentos disponíveis têm 
efeitos decepcionantes sobre o excesso de peso, o que significa que os pacientes obesos são 
confrontados com doenças crônicas ao longo da vida que muitas vezes necessitam de tratamento 
farmacológico de longo termo. Uma surpreendente transição no tratamento da obesidade e das 
suas consequências metabólicas tem sido o desenvolvimento da cirurgia bariátrica. Os resulta-
dos da cirurgia na manutenção da redução da perda de peso tem efeitos profundos sobre o 
metabolismo glicídico e lipídico, mesmo antes de uma perda significativa de peso.

Obviamente, a cirurgia não pode ser apresentada como um tratamento primário para a obesi-
dade, uma vez que implica riscos e custos significativos. Portanto, o nosso primeiro objetivo é 
compreender como é que o bypass gástrico e a gastrectomia vertical melhora a sensibilidade à 
insulina e a função das células beta, melhorando assim a homeostase da glicose e dislipidémia.

O segundo objectivo é explorar se as alterações na expressão de genes Wnt são observadas 
quando a desregulação metabólica ocorre e como esta é afectada pela perda de peso induzida 
pelos procedimentos cirúrgicos.

Graças a um modelo de ratos desenvolvido pelo nosso grupo, as mudanças na sinalização Wnt 
poderão ser avaliadas em todos os órgãos sensíveis à insulina antes e após ganho de peso bem 
como antes e após a perda de peso induzida pela dieta ou cirurgicamente.

O nosso último objectivo é melhorar os cuidados de pacientes obesos genericamente, mas em 
especial daqueles que foram submetidos a cirurgia bariátrica, através do estudo da absorção de 
nutrientes e fármacos de administração oral.

Key-words: diabetes; bariatric surgery

Background: TObesity often leads to dyslipidemia and glucose intolerance or even type 2 diabetes 
resulting in increased cardiovascular risk. Currently available drugs have rather disappointing effects 
on weight excess, meaning that obese patients are faced with lifelong chronic diseases which 
often require drug treatment. A surprising turn in the history of treating obesity and its metabolic 
consequences has been the emergence of bariatric surgery. Surgery results in maintained weight 
loss and has profound effects on glucose and lipid metabolism often before a significant amount of 
weight is lost.

Obviously, surgery cannot be put forward as a primary treatment for obesity as it implies significant 
risks and costs. Therefore, our first objective is to gain insight into how gastric bypass and sleeve 
gastrectomy improve insulin sensitivity and beta cell function, thus improving glucose homeostasis 
and dyslipidemia. A second objective is to explore whether changes in the expression of Wnt genes 
are observed when weight-induced metabolic dysregulation occurs and how this is affected by 
(surgical) weight loss. 

Thanks to a mice model developed by our group, changes in Wnt signaling can be assessed in all 
insulin-sensitive organs before and after weight gain and surgically or diet-induced weight loss. 
Our last objective is to improve the care for obese patients in general and those who underwent 
bariatric surgery in particular by improving our knowledge of nutrient and oral drug absorption.
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Fundamento: O parâmetro ângulo de fase avaliado por análise de impedância bioelétrica (BIA) 
deteta alterações das propriedades elétricas dos tecidos e está a ser cada vez mais utilizado 
como indicador do estado nutricional no cancro.

Objetivos: Investigar o papel prognóstico do ângulo de fase em doentes com tumores do esófago, 
estômago e cólon-reto. 

Métodos: Em 50 doentes com tumores do esófago, estômago e cólon-reto foram avaliados 
os seguintes parâmetros no início do tratamento de radioterapia: ângulo de fase (BIA), risco 
nutricional (Malnutrition Universal Screening Tool, MUST), estado nutricional (Patient Generated 
Subjective Global Assessment, PG-SGA e PG-SGA score) e índice de capacidade funcional 
(Karnofsky Performance Status Scale, KPSS). Os doentes foram classificados como bem nutridos 
ou malnutridos pelo PG-SGA. Foi utilizado o Teste não-paramétrico de Mann-Whitney para 
analisar a diferença de medianas da variável ângulo de fase nas 2 classes de doentes. A correlação 
entre o PG-SGA e o ângulo de fase foi estudada usando o coeficiente de correlação de Spearman. 
Em 24 dos doentes foram avaliados os mesmos parâmetros no início e final do tratamento de 
radioterapia. Foi executado o Teste do Sinal para analisar a diferença pré-pós tratamento dos 
vários parâmetros.

Resultados: Nos 50 doentes avaliados no início do tratamento de radioterapia verificou-se 
que os doentes bem nutridos tiveram uma mediana de ângulo de fase superior (8,6) quando 
comparados com os doentes malnutridos (6,6). Esta diferença foi estatisticamente significativa 
(p=0,01). O coeficiente de correlação de Spearman entre o ângulo de fase e o PG-SGA foi de 

-0,318 (p=0,024), sugerindo pior estado nutricional (PG-SGA mais elevado) com valores mais 
baixos de ângulo de fase. Os doentes malnutridos apresentaram um maior valor de mean rank de 
risco nutricional (p=0,008) e do score do PG-SGA (p=0,0001) e um menor valor de mean rank de 
índice funcional (p=0,009) comparativamente com os bem nutridos.

Nos 24 doentes avaliados no início e final de tratamento, verificou-se um declínio do ângulo 
de fase após tratamento de radioterapia em 75% dos doentes (p=0,01). Não foram verificadas 
diferenças pré e pós-tratamento nos restantes parâmetros (estado e risco nutricional, score do 
PG-SGA e capacidade funcional).

Conclusões: Este estudo sugere que o ângulo de fase é um potencial indicador do estado 
nutricional no cancro do trato gastrintestinal. São necessários estudos semelhantes com amostras 
de maior dimensão de forma a validar o significado prognóstico do ângulo de fase no cancro, 
como também de se estabelecerem níveis de cut-off ótimos que possam ser incorporados no 
protocolo de Oncologia clínica para uma melhor avaliação e manutenção nutricional dos doentes.

Key-words:  phase angle, nutritional status, gastrointestinal cancer

Background: Bioelectrical Impedance (BIA) derived phase angle detects changes in tissue electrical 
properties and is increasingly being used as an objective indicator of nutritional status in cancer.

Objectives: This study was conducted to investigate the prognostic role of phase angle in 
oesophageal, stomach and colon-rectum cancer patients.

Methods: In 50 oesophagus, stomach and colon-rectum cancer patients, the following were 
evaluated in the beginning of the radiotherapy treatment: phase angle (BIA), nutritional risk 
(Malnutrition Universal Screening Tool, MUST), nutritional status (Patient Generated Subjective 
Global Assessment, PG-SGA) and functional capacity index (Karnofsky Performance Status Scale, 
KPSS). Patients were classified as either well-nourished or malnourished using the PG-SGA. The 
Mann-Whitney test was used to analyze the median differences of phase angle between the 2 
groups of patients. The correlation between phase angle and PG-SGA was studied using Spearman 
correlation coefficient. In 24 of patients the same parameters were evaluated in the beginning and 
at the end radiotherapy. The Sign Test was conducted to analyze pre and post treatment differences 
among the parameters. 

Results: In the 50 patients evaluated at baseline of radiotherapy treatment, well-nourished patients 
had a higher median phase angle score (8.6) vs those who were malnourished (6.6); this difference 
was statistically significant (p=0.01). The Spearman rank correlation coefficient between phase 
angle and PG-SGA was found to be -0.318 (p=0.02), suggesting that worse nutritional status (higher 
PG-SGA score) related with lower phase angle. Malnourished patients presented a higher mean 
rank score for nutritional risk (p=0.008) and PG-SGA score (p=0.0001) and a lower mean rank score 
for functional capacity index (p=0.009) compared to the well-nourished patients. In the 24 patients 
evaluated in the beginning and at the end of radiotherapy, there was a decline in angle phase 
after radiotherapy treatment (p=0.01) in 75% of patients. No differences pre and post treatment 
were found in the remainder parameters (nutritional risk and status, PG-SGA score and functional 
capacity). 

Conclusions: This study suggests that Bioimpedance phase angle is a potential nutritional indicator 
in gastrointestinal cancer. Similar studies with larger sample sizes are needed to further validate 
the prognostic significance of phase angle in cancer, as well to elucidate the optimal cut-off levels 
that can be incorporated into the Oncology clinic for better nutritional evaluation and management.
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Introdução: A Esclerose lateral amiotrófica (ELA) é uma doença neurodegenerativa rara mas uma 
das mais devastadoras, causando a paralisia progressiva dos músculos dos membros, bulbares e 
respiratórios. A insuficiência respiratória (IR) contribui para a maioria das mortes na ELA. A deteção 
precoce da IR é fulcral na abordagem dos doentes. 

A oximetria percutânea noturna (OPN) é um teste não invasivo, com valor prognóstico, não volitivo 
e sensível para a deteção da hipoxemia durante a noite, quando o stress do diafragma é maior, 
devido à atonia dos músculos respiratórios acessórios. Contudo, nas fases mais iniciais, os parâ-
metros convencionais da OPN (valor médio de saturação de O2, % de tempo com saturação de O2 
abaixo de 90% e número de descidas da saturação) permanece normal por vários meses, apesar da 
descida da pressão inspiratória máxima. 

Objetivo: aplicar análises do domínio do tempo e frequência aos registos de OPN em doentes com 
ELA de estádios iniciais sem sintomas de IR, de modo a encontrar um método sensível para detetar 
alterações. 

Métodos: Incluímos 44 doentes de ELA com diagnóstico provável ou definitivo de acordo com os 
critérios El Escorial, 26 homens, 18 mulheres, 11 de início bulbar e 33 de início medular. Destes, 13 
doentes, 11 homens, 2 mulheres, com idade média de 60 ± 13,90 anos, 10 de início medular, 3 de 
início bulbar, foram avaliados 2 vezes (intervalo médio 3,6 ± 0,9 meses). A OPN foi medida conti-
nuamente durante o sono pelo oxímetro de dedo de infravermelhos (WM80 Biolight®). O oxímetro 
utilizado registou os valores de saturação oxihemoglobina (SpO2) e a frequência de pulso (PR) em 
intervalos de 10 segundos. 

Dos valores de SpO2 e PR foram calculados a média (SpO2mean, PRmean), o mínimo e o máximo 
(SpO2min, SpO2max, PRmin, PRmax), a percentagem de tempo abaixo de 90% da média de SpO2 
(SpO2 < 90%), o número de descidas acima de 4% da saturação média de O2 por hora (Dips/h > 4%), 
a variação superior a 8% da FR média (PR>8%) e o coeficiente de variação de SpO2 e PR. Aplicámos 
um teste t emparelhado para comparar as 2 medições. Para além disso, utilizámos análises especí-
ficas para avaliar a variabilidade em períodos de 1 hora (Short Time Fourier Transform, com janela 
de Hanning de dimensão 128 s, sem sobreposição). A variabilidade foi calculada como potência 
(banda de frequências de 0-0,5Hz. 

Resultados: Os métodos de estatística convencional não revelaram uma diferença significativa para 
quaisquer comparações dos parâmetros (p>0,05). Contudo, a análise da variabilidade de frequên-
cia mostrou uma tendência para uma diferença, que foi significativa para a primeira hora de registo 
(p=0,02). 

Conclusões: A utilidade do registo da oximetria na ELA tem sido limitada pelas análises convencio-
nalmente aplicadas. Com este trabalho propomos que a análise de frequência possa fornecer uma 
ferramenta promissora de deteção de alterações que espelhem a progressão clínica em intervalos 
curtos de seguimento dos doentes. Embora os nossos resultados sejam preliminares, a inclusão de 
mais doentes permitirá a obtenção de dados mais conclusivos.  

Key-words:  Amyotrophic lateral sclerosis; Nocturnal Oximetry; Respiratory failure

Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a rare but one of the most dreadful 
neurodegenerative diseases; it causes progressive limb, bulbar and respiratory paralysis. Respiratory 
failure (RF) accounts for the majority of deaths in ALS. Early detection of RF is mandatory in the 
patients management.

Percutaneous nocturnal oximetry (PNO) is a non-invasive, non-volitional and prognostic test that 
detects hypoxemia overnight, when stressing of the diaphragm function is maximal, due to atonia 
of the accessory respiratory muscles. However, at very phases, PNO conventional parameters (mean 
value of O2, % of time with O2 saturation < 90% and number of dips) remain normal for several 
months, despite of a decline of maximal inspiratory pressure.

Aim: to apply power spectral and time based analyses to the NPO recordings of early ALS patients 
without signs of RF, in order to find a novel more sensitive method to detect changes. 

Methods: We included 44 ALS patients, with probable or definitive disease according to the revised 
El Escorial criteria, 26 men, 18 women, 11 with bulbar and 33 with spinal onset. 13 patients, 11 
men, 2 women, with mean age of 60 ± 13,90 years, 10 with spinal and 3 with bulbar onset, were 
evaluated twice (mean interval 3.6 ± 0.9 months). NPO was measured continuously during sleep (> 
4 hours) by a finger-tip infrared pulsed-oximeter, (WM80 Biolight®). The oximeter used performed 
recordings of nocturnal arterial oxyhemoglobin saturation (SpO2) and pulse rate (PR) at 10-second 
time frame. 

From the SpO2 and PR readings the mean (SpO2mean, PRmean) and the lowest and the highest 
SpO2 (SpO2min, SpO2max, PR min, PRmax), percentage of the total recorded time spent below 90% 
of the SpO2 (SpO2 < 90%), the number of dips below 4% of the SpO2mean per hour (Dips/h > 4%), 
the variations higher than 8% of the PRmean (PR>8%)and coefficient of variation of the SpO2 and 
PR were calculated. We applied paired t-test to compare both times. In addition we used a specific 
analysis to evaluate variability of the oxygen saturation values, for this we interpolated SpO2 records 
at 1 Hz and calculated its variability in 1 hour-periods (Short Time Fourier Transform with Hanning 
window - size of 128s, no overlapping). The variability was calculated as power (band of frequencies 
0-0.5Hz). 

Results: Conventional statistical methods did not disclose a significant difference for any parameter 
comparison (p>0.05). However, frequency analysis of the variability showed a trend towards a 
difference, which was significant for the first hour of recording (p=0.02). 

Conclusions: The utility of oximetry recording in ALS has been limited by the conventional analysis 
applied. We propose that frequency analysis can provide a promise tool to find difference mirroring 
clinical progression in shorter intervals of patients follow-up. Although our results are preliminary 
we intend to include more patients to attain more conclusive results. 
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A aterosclerose e a osteoporose constituem graves problemas de saúde pública nos países desen-
volvidos, com elevada mortalidade e morbilidade. A relação entre as patologias osteoporótica e 
aterosclerótica ainda é pouco clara. Contudo, além do impacto epidemiológico e da influência 
da idade em ambas patologias, existem outros dados de cariz clínico, genético e patogénico que 
sugerem a possibilidade de uma via comum de desenvolvimento. A calcificação vascular tem sido 
alvo de estudo, existindo várias investigações que demonstram um aumento de depósitos de cál-
cio em placas de ateroma nos doentes com osteoporose. Contudo, a maioria desses trabalhos foi 
realizado in vivo através de exames complementares de diagnóstico – tomografia computorizada, 
ultrasonografia intravascular e raio X –, não existindo à data dados histológicos comparativos 
entre doentes com e sem osteoporose.

O presente estudo visa avaliar histologicamente os depósitos de cálcio nas placas de ateroma de 
doentes com diminuição da densidade mineral óssea e doentes sem osteoporose, por meio de 
uma análise semi-quantitativa dos depósitos de cálcio. Caracterizar o conteúdo de cálcio na placa 
de ateroma e entender a sua relação com a densidade mineral óssea abrirá novos horizontes 
na identificação de mecanismos fisiopatológicos e elementos patogénicos comuns. Estes dados 
poderão ser úteis na implementação de medidas preventivas e terapêuticas, assim como, numa 
avaliação prognóstica mais precisa na doença óssea e vascular.

Neste estudo foram incluídos doentes submetidos a endarterectomia carotídea no Serviço de 
Cirurgia Vascular do Centro Hospital Lisboa Norte, EPE - Hospital de Santa Maria, que deram o 
seu consentimento informado para a recolha de amostras biológicas (sangue e placa de ateroma) 
e realização de uma densitometria óssea, para avaliação da densidade mineral óssea (DMO). Aos 
doentes foi aplicado um protocolo clínico estruturado, destinado a recolher informação rele-
vante quanto à história pessoal e familiar dos doentes, designadamente dos pontos de vista car-
diovascular e reumatológico. Foram selecionados 32 doentes e divididos em dois grupos equitati-
vos, com o mesmo número de indíviduos do sexo masculino e feminino, de acordo com o valor de 
T-score (DMO ≥ - 1.0 g cm-2, densidade mineral óssea normal; DMO ≤ - 2.5 g cm-2, com osteopo-
rose). As placas de ateroma foram preparadas para o estudo histológico em OCT (Optimal Cutting 
Temperature compound), utilizando-se a região de maior eixo da placa e, seguidamente, coradas 
com Alizarin Red S, coloração com afinidade para o cálcio. Posteriormente, com vista à análise 
semiquantiativa dos depósitos de cálcio, as placas foram observadas através de NanoZoomer® 
(ampliação 10X) e analisadas com recurso ao ImageJ®.

Key-words: atherosclerosis, osteoporosis, calcium

Atherosclerosis and osteoporosis are major public health problems in developed countries with 
high mortality and morbidity. The relationship between osteoporosis and atherosclerosis is still 
unclear. Despite the epidemiological impact and influence of elderly in both pathologies, there 
are clinical, genetic and pathogenic data which suggest the possibility of a development common 
pathway. Vascular calcification has been an important target of investigation. There are several 
studies that demonstrate an increase of calcium deposits in atherosclerotic plaques of patients with 
osteoporosis. However, most of these works used computed tomography, intravascular ultrasound 
or X-rays, and there is no comparative histological data between patients with and without 
osteoporosis yet.

The present study aimed to evaluate histologically the calcium deposits in atherosclerotic plaques 
of patients with decreased bone mineral density and patients without osteoporosis, through a semi-
quantitative analysis of calcium deposits. Characterizing the calcium content in the atheroma plaque 
and understanding their relationship with bone mineral density can make way to the identification 
of new pathophysiological mechanisms and common pathogens. These data might be useful to 
implement preventive and therapeutic measures, as well as a more accurate prognostic evaluation 
in bone and vascular disease.

In this study, we included patients from the Vascular Surgery Department of Centro Hospitalar 
Lisboa Norte, EPE - Hospital de Santa Maria who underwent carotid endarterectomy. All patients 
gave their informed consent for collection of biological samples (blood and atheroma plaque) and 
to perform a bone densitometry, for mineral bone density evaluation (BMD). Relevant information 
about personal and family clinical history was acquired just prior to surgery, through a structured 
clinical protocol, focused on cardiovascular and rheumatologic features. We selected 32 patients 
divided into two equitable groups with the same number of male and female individuals, according 
to T-score (BMD ≥ - 1.0 g cm-2, normal bone mineral density, BMD ≤ - 2.5 g cm-2, patients with 
osteoporosis). The plaques were subdivided, frozen in OCT (Optimal Cutting Temperature 
compound), and stored until processing; then plaques major segment were used for histological 
studying and stained with Alizarin Red S, staining with high affinity for calcium. Afterwards, the 
histological slides were scanned using NanoZoomer® (resolution 10X) and analyzed with Image J®, 
aiming to perform a semi-quantitative analysis of calcium in atherosclerotic plaques.
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Fundamento: O Introdução: Os retalhos são frequentemente usados na Cirurgia Plástica e 
Reconstrutiva para restaurar a aparência e a função dos tecidos nas mais variadas circunstâncias. A 
perda dos retalhos é sempre uma situação constrangedora, quer para o paciente quer para a equipa 
de medicos, representando um aumento no tempo de hospitalização e subsequentemente nos custos 
do tratamento. Face ao exposto, os trabalhos de investigação focam-se na descoberta de agentes que 
possam melhorar as taxas de sobrevivência dos retalhos. Algumas das hipóteses são a eritropoietina 
humana recombinante (rhEPO), o ARA-290, a 4-benzyl-2-methyl-1,2,4-tiadiazolidine-3,5-diona (TDZD-
8) e a 5-aminoisoquinolinona (5-AIQ). As evidências têm demonstrado a capacidade protectora destes 
agentes em eventos de isquémia aguda e isquémia-reperfusão, na estimulação da angiogénese e na 
modulação das respostas inflamatórias.

Objectivos: O principal objectivo deste projecto de investigação é avaliar os efeitos da rhEPO, ARA-290, 
TDZD-8 e 5-AIQ na sobrevivência dos retalhos. 

Metodologia: Os ratos serão submetidos a um retalho cutâneo dorsal, utilizando a técnica modificada 
de McFarlane. Posteriormente, os ratos serão divididos em dois grupos: o controlo (placebo) e o activo 
(rhEPO, ARA-290, TDZD-8 e 5-AIQ). Os fármacos serão administrados após encerramento dos retalhos 
por três dias consecutivos. Ao sétimo dia, os retalhos de ambos os grupos serão avaliados. Também 
serão feitas análises imunohistoquímicas e determinações dos níveis séricos de mediadores inflamató-
rios e marcadores de lesão celular. 

Resultados: São expectáveis melhores taxas de sobrevivência e menores concentrações séricas de 
mediadores inflamatórios e marcadores de lesão celular no grupo activo. 

Conclusão: Face à capacidade cito-protectora dos diferentes agentes farmacológicos nas mais diversas 
circunstâncias e órgãos, é esperada uma melhoria significativa na viabilidade dos retalhos.

Key-words: Isometric exercise, aortic regurgitation, ecocardiography

Background: TIntroduction: Random pattern flaps are frequently used in Plastic and Reconstructive 
Surgery to restore the appearance and function in the most widely cases. The loss of flaps is always 
a distressing occasion for the patient and for the team, representing an increase in the hospitalization 
time and, ultimately, in the medical costs. Therefore, research is focused on finding agents that could 
improve the flap tissues survival rates. Some of those hypothesis are the use of recombinant human 
erythropoietin (rhEPO), ARA-290, 4-benzyl-2-methyl-1,2,4-thiadiazolidine-3,5-dione (TDZD-8) and 
5-aminoisoquinolinone (5-AIQ). Experiments have demonstrated its protective capacity in acute ischemia 
and ischemia-reperfusion events, in the stimulation of angiogenesis, in the modulation of inflammatory 
responses among others. 

Objectives: The main objective of the proposed investigation is to evaluate the effects of rhEPO, ARA-290, 
TDZD-8 and 5-AIQ on random skin flaps survival. 

Methodology: Performance of caudally based random pattern skin flaps in rats, using the modified 
McFarlane technique. Division of the rats into control (placebo) and active (rhEPO, ARA-290, TDZD-8, 
5-AIQ) groups. Test drugs are to be administered after flap closure for three consecutive days. Evaluation 
of the flaps in the groups on day seven. Immunohistochemical analysis and plasmatic lesion markers and 
inflammatory mediators’ serum levels determinations. 

Results: We expect to obtain better survival rates and less seric concentrations of lesion markers and 
inflammatory mediators on the active group flaps. 

Conclusion: Facing the cytoprotection ability of the different pharmacological agents in the most different 
circumstances and organs, it is suggested that they will improve the viability of the random flaps in a 
significant manner.
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Fundamento: A Rinite é uma doença de elevada prevalência em todo o mundo, que tem um impacto 
significativo na qualidade de vida dos doentes, podendo provocar múltiplas co-morbilidades e afetar 
economicamente a sociedade.

É genericamente definida como uma inflamação e edema da membrana mucosa do nariz, olhos, 
cornetos, faringe, trompa de Eustáquio e ouvido médio. Os seus sintomas são frequentemente 
descritos como uma constante sensação de corrimento nasal e de nariz entupido. Pode ser classificada 
em Rinite Alérgica (RA), Rinite Não-Alérgica (RNA) – caso não haja uma causa alérgica conhecida – e  
Rinite Infecciosa. A Rinite afeta cerca de 26,1% da população Portuguesa e a sua prevalência mundial 
é cerca de 20%. Apesar de não ser uma condição mortal, a morbilidade causada pela Rinite pode ser 
muito significativa no dia-a-dia dos doentes.

O Total Nasal Symptom Score (TNSS) é um questionário que começou por ser utilizado especificamente 
para avaliar os sintomas nasais da Rinossinusite. A classificação dos sintomas nasais são de grande 
importância em doenças como a Rinossinusite, contudo a opinião subjetiva do doente é difícil de 
avaliar e classificar como conclusão objetiva, mantendo-se ainda assim como o melhor instrumento 
para prever os outcomes. O questionário quantifica a resposta dos doentes a perguntas de acordo 
com a sua condição atual, nomeadamente em relação ao estado da sua congestão nasal, corrimento 
nasal, comichão nasal, crises de espirros e o quão difícil tem sido dormir com estes sintomas. Fairley 
et al concluíram que o TNSS é um questionário conveniente e fidedigno, sendo um método válido 
para classificar a gravidade dos sintomas nasais.

Atualmente não há uma versão traduzida para a Língua Portuguesa do TNSS, apesar de ser 
extensivamente utilizado em doentes que sofrem de RA, RNA e Rinossinusite, tanto na consulta de 
Otorrinolaringologia como na de Imunoalergologia. A aplicação deste questionário pode ainda ter 
utilidade na medição de outcomes clínicos, novas abordagens clínicas e fazer parte da avaliação em 
testes clínicos em Otorrinolaringologia.

Objetivos: Adaptar e Validar o questionário Total Nasal Symptom Score para a Língua Portuguesa, de 
Portugal.

Métodos: Com o recurso das guidelines do The EuroQol Group for Cultural Adaptations e da American 
Association of Orthopedic Surgeons, procedemos à tradução do questionário em 5 passos: Tradução, 
Síntese, Back-Translation, Revisão por um Comité de Especialistas e Pré-teste.

Resultados: Após aprovaçãoo da Comissão de Ética começaremos a avaliar os doentes da consulta 
de Otorrinolaringologia com o novo TNSS e esperamos comprová-lo como um instrumento válido e 
fidedigno.

Conclusões: Trabalho em construção.

Key-words:  (Nasal) Rhinitis, Validation Studies, Health Status Indicator

Background: Rhinitis is a prevalent disease worldwide that causes a significant impact on a 
patients’ quality of life, can affect multiple comorbid conditions, and is a substantial economic 
burden on society. It is defined as an inflammation and swelling of the mucous membrane of the 
nose, eyes, sinuses, pharynx, Eustachian tube and middle ear. Its symptoms are often described 
as a runny nose and stuffiness and it can be classified into allergic rhinitis (AR), non-allergic 
rhinitis (NAR) – if there is not a known allergic cause – and infective rhinitis (IR). Rhinitis affects 
approximately 26,1% of the Portuguese population and its worldwide prevalence is around 20%. 
While rhinitis itself is not life-threatening, morbidity from the condition can be significant. 

The Total Nasal Symptom Score (TNSS) is a questionnaire that was firstly developed as a specific 
test to evaluate the nasal symptoms of rhinosinusitis. Symptom measurement is of obvious 
importance in studies of chronic medical conditions like rhinosinusitis. The subjective opinion of 
the patient is sometimes difficult to reconcile with objective findings, but the patient remains the 
best judge of outcome. The questionnaire scores patients’ answers about their actual condition, 
such as the state of their nasal congestion, runny nose, nasal itching and sneezing and how 
difficult it is for them to sleep with these symptoms. Overall, Fairley et al. concluded that the TNSS 
questionnaire is a convenient, reliable and valid method for assessing nasal symptom severity. 

Currently, there is not a validated translation of TNSS in Portuguese Language, although it could 
be extensively used in Portuguese patients suffering from AR, NAR and Rhinosinusitis, whether 
in Otolaryngology and Immunology clinics. Furthermore, the questionnaire could also be applied 
to measure clinical outcomes, new clinical approaches and be part of new clinical trials, in 
Otolaryngology.

Objectives: Adapt and Validate TNSS in Portuguese, Language of Portugal.

Methods: We used the guidelines from The EuroQol Group for Cultural Adaptations and the 
American Association of Orthopedic Surgeons, based on 5 stages: Translation, Synthesis, Back 
Translation, Expert Committee Review and Pretesting.

Results: After we get the approval from the Ethics Commission, we will start to evaluate the 
patients with the new TNSSp and we hope to demonstrate it as a valid instrument with satisfactory 
construct validity.

Conclusions: Work in Progress.
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A obstrução nasal e aumento da resistência à passagem do ar nas vias aéreas tem um papel impor-
tante tanto na fisiopatologia do Síndrome de Apneia Obstrutiva de Sono (SAOS) como na ade-
são à ventiloterapia. O SAOS é um síndrome prevalente, associado a morbilidade e mortalidade 
significativos. Atualmente, o tratamento de primeira linha para este distúrbio é a terapia com 
CPAP (Continuous Positive Airway Pressure), que consiste na aplicação de pressão positiva através 
de uma máscara por forma a desimpedir a via aérea superior e restaurar a respiração durante o 
sono. Apesar de muito eficaz no tratamento, é uma terapia mal tolerada pelos doentes, com taxas 
de adesão terapêutica a pressões efetivas tão baixas como 46%, sendo a obstrução nasal uma 
das principais causas apontadas pelos doentes para esta baixa adesão, estando este sintoma ou 
outros associados descritos como efeito secundário presente em mais de 35% de todos os doentes. 
Apesar de estes efeitos secundários estarem reportados e existir evidência do efeito de compres-
são tecidular induzida pelo PAP em diversos tipos de células e tecidos, existe ainda pouca evidência 
clínica significativa em relação à sua gravidade e impacto na adesão terapêutica. . 

Com este estudo, propomos estudar a obstrução nasal num grupo de doentes com SAOS sob tera-
pia com PAP, comparando-o com um grupo de doentes com SAOS que não tenham ainda iniciado 
este tratamento, através da aplicação da Escala NOSE-p, uma escala validada para o estudo da 
obstrução nasal. Propomos também avaliar o impacto de factores como a utilização concomitante 
de humidificadores aquecidos, tipo de interface, pressão de PAP, tipo de PAP e tempo de utilização 
do PAP no aparecimento e gravidade da obstrução nasal.

Key-words: sleep apnoea; nasal obstruction; ventilotherapy 

Nasal obstruction and increased nasal airflow resistance have been proved to play an important role 
in the pathophysiology of Obstructive Sleep Apnoea Syndrome (OSAS) and also in the adherence 
to ventilotherapy. SAOS is a very prevalent syndrome, associated to significative morbility and 
mortality. Currently, the treatment of choice for this disturbance is CPAP (Continuous Positive 
Airway Pressure), which consists in the application of positive pressure through a mask as to clear 
the upper airway and reestablish respiration during sleep. Despite being a very effective treatment, 
it is a poorly tolerated therapy for patients, with adhesion rates to effective pressure as low as 
46%. Some of the main causes patients identify for this problem are nasal obstruction and other 
related symptoms, which are described to be present in over 35% of all patients. Although these 
side-effects are reported and despite the existent evidence on tecidular compression PAP-induced 
in several types of cell and tissues, there is still little significant clinical evidence on the severity of 
this effect and impact on therapy adhesion.

 With this study, we propose to study nasal obstruction in a group of OSAS patients undergoing PAP 
therapy, comparing them to a group of OSAS patients who are yet to iniciate this treatment, through 
the application of the NOSE-p Scale, a previously validated scale used to study nasal obstruction. 
We also propose to evaluate the impact of factors such as concomitant use of heated humidifiers, 
type of interface, PAP pressure, type of PAP and time of PAP use in the appearance and aggravation 
of nasal obstruction.
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Fundamento: A miocardiopatia hipertrófica (MCH) é a doença cardíaca hereditária mais comum, 
presente em 1/500 indivíduos. É uma causa importante de morte súbita cardíaca (MSC), insufici-
ência cardíaca e acidente vascular cerebral. A ressonância magnética cardíaca (RMC) é o método 
mais preciso na avaliação da função ventricular esquerda (VE), devido ao excelente contraste 
sangue-tecido e elevada reprodutibilidade. A avaliação da deformação do miocárdio tem valor 
diagnóstico e prognóstico adicional noutras doenças cardiovasculares. Recentemente, a Feature 
Tracking Imaging (FTI) provou ser um método fiável para a avaliação da deformação do miocárdio 
com RMC. 

Objectivo: Investigar o valor diagnóstico e prognóstico da avaliação de deformação por FTI-RMC 
na MCH. 

Métodos: Foram avaliados doentes (dts) consecutivos com MCH com teste genético, eletrocar-
diograma, ecocardiograma, Holter, prova de esforço e RMC. Retrospectivamente foi realizado 
FTI para avaliação da deformação VE, incluindo peak strain radial, circunferencial e longitudinal.

Resultados: Foram estudados cinquenta e sete dts, média de idades 57,4 ± 14,3 anos, 35 do sexo 
masculino (61,4%). A espessura máxima da parede (EMP) do VE foi de 19,8 ± 5,1 mm, a massa do 
VE 164,4 ± 71,4 g, a fração de ejecção do VE (FEVE) 60,8 ± 11,5%; 66,7% dts apresentavam realce 
tardio (RT). O score de risco de MSC foi 2,8 ± 4,4%. O strain radial global (SRG) foi de 32,5 ± 12,8%, 
o strain longitudinal global (SLG) -13,7 ± 4,8% e o strain circunferencial global (SCG) -16,6 ± 5,2%. 
Dezassete dts (29,8%) apresentavam SRG diminuído, 14 (24,5%) SLG diminuído e 14 (24,5%) SCG 
diminuído. Seis dts (10,5%) tinham FEVE <50%. O SRG correlacionou-se significativamente com o 
volume tele-diastólico do VE (VTDVE) (-0,34, p=0,014), volume tele-sistólico do VE (VTSVE) (-0,43, 
p=0,001), FEVE (0,41, p=0,002), EMP (-0,34, p=0,16) e massa (-0,50, p<0,0005). SR basal mostrou 
uma correlação significativa com o score de risco de MSC (-0,32, p=0,03). SLG encontrava-se 
significativamente correlacionado com o número de segmentos hipertrofiados (0,34, p=0,02), 
massa (0,33, p=0,016) e área auricular esquerda (0,42, p=0,005). SCG correlacionou-se significa-
tivamente com VTDVE (0,32, p=0,02), VTSVE (0,41, p=0,003), FEVE (-0,38, p=0,005), EMP (0,33, 
p=0,19) e massa (0,50, p <0,0005). SC basal mostrou uma correlação significativa com o score de 
risco de MSC (0,34, p=0,02). Dts com taquicardia ventricular não mantida (TVNM) mostraram 
pior SR basal e médio (26,7 ± 11,3 vs 35,3 ± 12,4%, p=0,04; 23,6 ± 12,5 vs 35,8 ± 13,8%, p=0,012) 
e pior SC basal e médio (-14,4 ± 4,7 vs -17,9 ± 4,1%, p=0,019; -14.4 ± 6.0 vs -19.2 ± 5.1%, p=0,013). 
A prevalência de fibrilhação auricular (FA) era superior em dts com SLG diminuido (27.3% vs 3.1%, 
p=0,017). A presença de RT associou-se à redução do SCG (92,9% vs 64,1%, p=0,04). Um valor de 
cut-off de -14,4% para o SC basal apresentava uma sensibilidade de 0,75 e uma especificidade de 
0,81 para prever TVNM (AUC 0,745, p=0,013). 

Conclusões: A avaliação do strain radial, circunferencial e longitudinal com FTI é viável e tem 
valor diagnóstico adicional. A redução da deformação miocárdica encontrava-se associada com: 
a) marcadores imagiológicos de gravidade da doença, tais como a massa e o RT; b) end-points arrít-
micos clinicamente relevantes, FA e TVNM; c) score de risco de MSC. A avaliação da contratilidade 
com FTI poderá revelar-se um novo e importante biomarcador de prognóstico na MCH.

Key-words: Hypertrophic Cardiomyopathy, Cardiac Magnetic Resonance, Strain

Background: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common inherited cardiac disease, 
present in 1/500 individuals. It is a major cause of sudden cardiac death (SCD), heart failure and 
stroke. Cardiac magnetic resonance (CMR) is the most accurate method for the evaluation of 
left ventricular (LV) function due to excellent blood-to-tissue contrast and high reproducibility. 
Myocardial deformation assessment provides incremental diagnostic and prognostic value 
in other cardiovascular diseases. Feature tracking imaging (FTI) has recently been proven as a 
reliable method to measure myocardial deformation with CMR.

Objectives: To investigate the diagnostic and prognostic value of FTI-CMR deformation imaging 
in patients with HCM.

Methods: Consecutive HCM cases were evaluated with genetic testing, ECG, echocardiogram, 
Holter, stress test and CMR. FTI for assessment of LV deformation was retrospectively conducted, 
including radial, circumferential, and longitudinal peak strain.

Results: Fifty-seven patients (pts) were studied, 57.4±14.3 years-old, 35 males (61.4%). LV 
maximal wall thickness (MWT) was 19.8±5.1mm, LV mass 164.4±71.4 g, LV ejection fraction 
(LVEF) 60.8±11.5%. Late gadolinium enhancement (LGE) present in 66.7% pts. SCD risk score was 
2.8±4.4%. Global radial strain (GRS) was 32.5±12.8%, global longitudinal strain (GLS) -13.7±4.8% 
and global circumferential strain (GCS) -16.6±5.2%. Seventeen pts (29.8%) had reduced GRS, 
14 (24.5%) reduced GLS and 14 (24.5%) reduced GCS. Six pts (10.5%) had LVEF<50%. GRS was 
significantly correlated with LV end-diastolic volume (LVEDV) (-0.34, p=0.014), LV end-systolic 
volume (LVESV) (-0.43, p=0.001), LVEF (0.41, p=0.002), MWT (-0.34, p=0.16) and mass (-0.50, 
p<0.0005). Basal RS showed a significant correlation with SCD risk score (-0.32, p=0.03). GLS 
was significantly correlated with number of hypertrophied segments (0.34, p=0.02), mass (0.33, 
p=0.016) and left atrial area (0.42, p=0.005). GCS was significantly correlated with LVEDV (0.32, 
p=0.02), LVESV (0.41, p=0.003), LVEF (-0.38, p=0.005), MWT (0.33, p=0.19) and mass (0.50, 
p<0.0005). Basal CS showed a significant correlation with SCD risk score (0.34, p=0.02). Pts with 
non-sustained ventricular tachycardia (NSVT) showed worse basal and medial RS (26.7±11.3 vs 
35.3±12.4%, p= 0.04; 23.6±12.5 vs 35.8±13.8%, p=0.012) and CS (-14.4±4.7 vs -17.9±4.1%, p=0.019; 
-14.4±6.0 vs -19.2±5.1%, p=0.013). The prevalence of atrial fibrillation (AF) was higher in pts 
with reduced GLS (27.3% vs 3.1%, p=0.017). The presence of LGE was associated with reduced 
GCS (92.9% vs 64.1%, p=0.04). A cut-off value of -14.4% of basal CS had a sensitivity of 0.75 and 
specificity of 0.81 to predict the presence of NSVT (AUC 0.745, p=0.013).

Conclusions: Assessment of radial, circumferential and longitudinal strain with FTI is feasible 
and provides incremental diagnostic value. Worse deformation was associated with: a) imaging 
markers of disease severity, such as mass and LGE; b) clinically relevant arrhythmic end-points, 
such as AF and NSVT; c) SCD risk score. Thorough evaluation of contractility with deformation 
imaging may prove to be a relevant and novel prognostic biomarker in HCM.
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Fundamento: A Imunodeficiência Comum Variável (IDCV) representa a causa mais frequente de imu-
nodeficiência primária sintomática, caracterizada por hipogamaglobulinemia devida a defeitos na dife-
renciação das células B periféricas. Tem sido atribuída uma importância crescente a manifestações clí-
nicas não-infecciosas, nomeadamente autoimunidade, inflamação e aumento da incidência de linfoma 
e carcinoma gástrico.

A diversidade imunológica e clínica da IDCV dificulta a investigação da fisiopatologia subjacente e 
a identificação de factores de prognóstico clínicos e/ou laboratoriais. As tentativas anteriores para 
determinar correlações entre os fenótipos clínicos e laboratoriais, de modo a aprofundar o conhe-
cimento sobre esta patologia, focaram-se maioritariamente nos distúrbios das células B, mas a IDCV 
associa-se também a alterações significativas das células T.

Objectivos: Estabelecer correlações entre as manifestações clínicas e as alterações das subpopulações 
B e T e avaliar a sua estabilidade durante o follow-up, através da análise de um dos maiores coortes de 
adultos em follow-up num único Centro.

Métodos: Consultámos os processos clínicos e os dados imunológicos de 60 doentes adultos (idade 
média 45±13 anos; duração média de follow-up de 8,5 anos, até 24 anos). Focámos posteriormente a 
nossa análise num subgrupo de 29 doentes, dos quais temos avaliação clínica e imunológica detalhada 
simultânea efectuada há 7 anos. Além das subpopulações de células B, quantificámos, com recurso a 
citometria de fluxo, o grau de activação das células T e a perda das células CD4 naïve. Comparámos 
estes parâmetros em grupos IDCV divididos consoante as suas manifestações clínicas.

Resultados: A prevalência actual de manifestações não-infecciosas é muito elevada, nomeadamente 
citopénia autoimune (30%), outras doenças autoimunes (35%), diarreia crónica (72%), esplenomegália 
(57%), linfadenopatia (52%) e proliferação linfóide histologicamente comprovada a nível gastrointesti-
nal ou pulmonar (72%). Apenas 3 doentes apresentam apenas manifestações clínicas infecciosas. Não 
obstante, em 65% dos casos, as manifestações iniciais da IDCV foram infeções respiratórias recorren-
tes. Citopénias autoimunes, esplenomegália, adenopatias e proliferação linfóide estão associadas a 
níveis mais elevados de marcadores de activação de células T, perda de células T CD4 naïve e expansão 
de células B CD21lowCD38low. Demonstrámos que o espectro das manifestações clínicas evolui apesar 
do tratamento de substituição IgG. Como exemplo, proliferação linfóide foi diagnosticada de novo em 
60% dos doentes IDCV durante 7 anos de follow-up. Análises detalhadas adicionais, relativas às rela-
ções fenótipo imunológico/clínica, estão actualmente em curso. 

Conclusões: São necessárias terapêuticas adicionais para conter a emergência de complicações não-
-infeciosas, as quais são determinantes essenciais da morbilidade dos doentes IDVC. Os nossos dados 
sugerem que actuar sobre as alterações das células T poderá ser uma estratégia a ser explorada na 
terapêutica destes doentes.

Key-words: CVID, clinical manifestations, immune phenotype

Background: Common Variable Immunodeficiency Disorders (CVID) represent the most frequent cause 
of symptomatic primary immunodeficiency, defined by hypogammaglobulinemia due to defects in 
peripheral B cell differentiation. Although initially bacterial infections were considered to be the hallmark 
of CVID, increasing importance has been given to other clinical manifestations, including autoimmunity, 
inflammation, and increased incidence of lymphoma and gastric cancer.

The immunologic and clinical diversity of CVID hampers the discovery of underlying disease-causing 
mechanisms and clinical or laboratorial relevant prognostic factors. As a result, several attempts have 
been made to establish correlations between immune and clinical phenotypes, in order to better 
understand this disease. 

Objectives: We aim to address the correlation between clinical manifestations and B-cells/T-cells 
imbalances and evaluate their stability during follow-up, through the analysis of one of the largest adult 
cohort under follow-up in a single Centre. 

Methods: We reviewed medical records and immunological data of 60 adult patients, (mean age 45±13 
years; mean length of follow-up 8.5 years, up to 24). We further focused our analysis in a subgroup of 29 
patients from whom we have detailed clinical and immunological evaluations performed 7 years ago. In 
addition to the standard B-cell populations, we extended flow-cytometric analysis to quantify the degree 
of T-cell activation and loss of naïve CD4 T-cells. We compared these parameters in CVID groups split 
according to the presence of a given clinical manifestation.

Results: The current prevalence of non-infectious manifestations was remarkably high, namely 
autoimmune cytopenias (30%), other autoimmune diseases (35%), chronic diarrhea (72%), splenomegaly 
(57%), lymphadenopathy (52%), and histologically proven lymphoid proliferation in the gut or lungs 
(72%). An infection-only profile was confined to 3 patients. Nevertheless, in 65% of the cases, the 
initial manifestations were recurrent respiratory infections. Autoimmune cytopenias, splenomegaly, 
adenopathies and lymphoid proliferation were associated with significantly higher levels of T-cell 
activation markers, naïve CD4 T-cell loss and expansion of CD21lowCD38low B cells. We were able to show 
that the spectrum of clinical manifestations expands despite replacement IgG treatment. As an example, 
lymphoid proliferation appeared de novo in 60% of CVID patients during a 7 year follow-up. Further 
detailed analysis concerning immune/clinical relationships is currently ongoing.

Conclusions: Additional therapies are required to contain the emergence of non-infectious complications 
that are main determinants of morbidity in CVID patients. Our data support that the targeting of T-cell 
imbalances may be a therapeutic strategy to be explored in the management of these patients. 
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Fundamentos: O timo desempenha um papel essencial no estabelecimento do compartimento 
periférico de linfócitos T e contribui para a sua homeostasia ao longo da vida. Os linfócitos T 
são fundamentais na prevenção da doença alérgica. Indivíduos timectomizados durante a 
infância constituem um modelo privilegiado para estudar o papel do timo na alergia. Apesar de 
apresentarem uma depleção significativa de linfócitos T naive, não estão descritos aumentos 
significativos na prevalência de alergia ou autoimunidade nestes indivíduos. Uma avaliação 
mais detalhada das manifestações clínicas e de marcadores laboratoriais subclínicos de doença 
alérgica poderá no entanto revelar alterações nestes indivíduos.

Objectivos: Avaliar o impacto a longo prazo da timectomia no aparecimento de alergia, através 
de um estudo transversal de jovens adultos timectomizados na infância em contexto de cirurgia 
corretiva de anomalia cardíaca congénita. Comparar a reatividade de IgE específica entre adultos 
sem atividade tímica e indivíduos saudáveis com idade semelhante.

Métodos: Incluíram-se 15 doentes submetidos a timectomia parcial (idade mediana 25 anos; 
mínima 17 - máxima 29) e 8 doentes submetidos a timectomia total (idade mediana 22; mínima 
20 – máxima 27) na infância. A classificação dos doentes relativamente ao grau de timectomia 
baseou-se nos relatórios cirúrgicos e na quantificação do ADN episomal resultante de rearranjos 
intratímicos do receptor de linfócitos T (sjTRECS), considerado um bom marcador de atividade 
tímica. Doentes com valores de sjTRECS abaixo do limite inferior da coorte de saudáveis com 
idade semelhante (n=23), foram considerados timectomizados totais.

Todos os indivíduos foram submetidos a um questionário clínico exaustivo sobre manifestações 
alérgicas, validado para a população portuguesa (ISAAC). De forma a investigar o possível aumento 
da reatividade IgE mediada em timectomizados totais, foi ainda efectuado um microarray, usando 
um chip de alergénios em fase sólida (ISAC), que permite uma avaliação semi-quantitativa de IgE 
especifica no soro para 112 componentes moleculares de alergénios respiratórios e alimentares.

Resultados: Observámos uma prevalência de manifestações alérgicas semelhante nas 3 coortes: 
34% na população controlo; 27% nos timectomizados parciais e 37% nos totais. Um controlo 
apresentou alergia alimentar, referindo os restantes indivíduos manifestações de alergia 
respiratória.

O microarray revelou que todos os indivíduos sintomáticos apresentavam IgE específicas para pelo 
menos um componente de alergénio (3/8 timectomizados; 2/7 controlos; cut-off 0.3 Unidades 
Padronizadas de ISAC), não tendo sido detectadas IgE específicas em indivíduos assintomáticos. 
Não foram encontradas diferenças significativas entre as referidas coortes.

Conclusões: A nossa análise preliminar indica que a timectomia total na infância não está 
associada à presença de marcadores subclínicos de alergia na idade adulta, sugerindo que 
mecanismos reguladores poderão compensar as alterações das células T. 

Key-words:  Thymectomy, Allergy, Subclinical markers

Background: The thymus plays crucial roles in the establishment of the “peripheral” T-cell pool 
during fetal life and childhood, and contributes to the life-long T-cell homeostasis. The T-cell 
compartment is fundamental to prevent allergy. Therefore individuals submitted to thymectomy 
early in life, represent a unique model to elucidate the role of the thymus in allergy.

In spite of the fact that adult patients thymectomized in infancy exhibit significant depletion of 
naïve T-cells, no major increase in the frequency of allergy or autoimmunity has been reported. We 
hypothesized that a fine evaluation of allergic manifestations and related laboratory subclinical 
markers, might allow us to disclose disturbances in these individuals.

Objectives: Investigate the long-term impact of thymectomy in the development of allergic 
disease, through the cross-sectional evaluation of young adults that have been thymectomized 
in early infancy, and age-matched healthy individuals. Compare specific IgE reactivity in adult 
patients with no thymic activity and age–matched individuals.

Methods: We included 15 patients submitted to partial thymectomy (median age 25; age range 
17-29) and 8 patients submitted to total thymectomy (22; 20-27 years-old) in the context of 
corrective cardiac surgery. Patients were stratified according to the degree of thymectomy based 
on surgical report and quantification of episomal by-products of TCR rearrangements (sjTRECS), 
biomarker of thymic activity. Patients with sjTREC levels clearly below the lower limit of age-
matched healthy cohort (n=23) were considered total thymectomized.  

An extensive clinical questionnaire on allergic manifestations, validated to the Portuguese 
population (ISAAC) was applied to all individuals. Furthermore, in order to investigate the 
possibility of increased subclinical reactivity in total thymectomized, we used a microarray 
immune-solid phase allergen chip (ISAC), that allows a semi quantitative evaluation of serum 
specific IgE to 112 components of inhalants and food allergens. 

Results: We found a similar prevalence of allergic manifestations in the 3 cohorts, namely 34% 
in healthy, 27% in partial and 37% in total  thymectomized. Food allergy was only found in one 
control, being all the others allergic to aeroallergens.

The microarray revealed specific IgE in serum for at least one allergen component in all individuals 
with clinical manifestations (3/8 total thymectomized patients; 2/7 controls; cut-off 0.3 ISAC 
Standardized Units), and did not reveal positive specific IgEs in any asymptomatic individual.  No 
major differences were found between total thymectomized and control cohorts.

Conclusions: Our preliminary analysis suggests that total thymectomy in early infancy is not 
associated with subclinical markers of allergy in adulthood, supporting the possibility that 
regulating mechanisms control the T-cell disturbances. 
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Galon’s lab studies cancer infiltrating immune cells and their value as prognostic markers. Mainly 
focused on colorectal cancer (CRC), the lab’s work lies behind the creation of Immunoscore and 
its introduction in the clinics. Immunoscore is a cancer prognostic classification that quantitatively 
evaluates the presence of several immune infiltrates in different regions of solid tumors and 
returns the overall survival estimation of the corresponding patient. Its value has been highlighted 
in several papers showing its prognostic prediction independency and superiority over TNM, the 
current gold standard. 

Previous work in the lab had shown that IL-17A producing cells were a factor of bad prognosis in CRC. 
I proposed myself to identify this/these IL-17A producing immune subset(s) in human colorectal 
cancer. To unveil the nature of this population would not only constitute an important advance in 
the tumor immunology field but it would also translate into a better prognosis stratification of CRC 
through a more complete and detailed Immunoscore.

In order to specifically identify the elusive immune population I set to perform double 
immunohistochemistry of human CRC slides, staining each of the candidate populations separately 
with a distinct, specific combination of antibodies: one cytoplasmic (the cytokine, IL-17) and the other 
in the membrane (a specific surface marker of each of our candidate populations). Subsequently, 
this data could be associated with clinical variables of the respective patients (notably prognosis) in 
the lab’s patient database.

Firstly, I identified in the literature the most two suitable IL-17A producing candidates. I set to 
investigate the prognostic value of Th17 cells (which we defined as CD4+ IL-17+) and gamma-delta 
IL-17-producing cells (gdTCR + IL-17+). I used previously prepared CRC paraffin slides obtained 
through a collaboration with the Hôpital Européen Georges Pompidou.

I conducted several experiments, first perfecting the technique and optimizing the individual 
staining of CD3 (mouse), CD4 (rabbit, mouse), CD8 (mouse), gdTCR (mouse) and IL17 (rabbit, goat), 
and subsequently trying to optimize the proposed double stainings: CD4 mouse and IL-17 rabbit; 
CD4 rabbit + IL-17 goat. 

Simple stainings were largely successful, effectively testing different antibodies for the selected 
antigens. Only gdTCR was not successfully targeted, due to the low number of infiltrating cells as 
well as the low binding rate of the antibody even at high concentrations. The double stainings were 
not fully optimized. In spite of trying several different conditions, there was some background left in 
the CD4 IL-17 double staining. Nevertheless, these preliminary results pave the way for the precise 
identification of the IL-17-producing worse prognosis-associated immune subset with potential 
applications in the future by integrating the Immunoscore.

Alunos | Students: Diogo Maia e Silva

Projecto | Project         

201506

Tutores | Tutors: Jérôme Galon; Bruno Silva-Santos

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Unidade de Imunologia Tumoral Integrativa, Centre de Recherche des Cordeliers  |  
Integrative Cancer Immunology Unit, Centre de Recherche des Cordeliers

E-mail: scasimiro@medicina.ulisboa.pt

Título | Title: Desvendar a natureza da população imunitária produtora de IL-17 e associada com mau prognóstico em doentes com cancro colorectal
Unveiling the nature of bad prognosis associated IL-17-producing immune population in colorectal cancer

Palavras-Chave: Leucócitos infiltrantes de tumores; Interleucina-17; Immunoscore

O laboratório Galon estuda a infiltração de cancros sólidos por células imunitárias e o seu valor 
como marcador prognóstico. Essencialmente focado em cancro colorectal (CCR), o trabalho do 
laboratório está na base do desenvolvimento do Immunoscore e da sua introdução na clínica. O 
Immunoscore é uma classificação prognóstica de cancro que avalia quantitativamente a presença 
de vários infiltrados imunes em diferentes regiões de tumores sólidos, fazendo uma estimativa de 
sobrevida global do doente correspondente. O seu valor foi previamente destacado em vários arti-
gos que mostraram a sua independência e superioridade de previsão prognóstica sobre o sistema 
TNM, o actual gold standard.

Trabalhos anteriores no laboratório evidenciaram células produtoras de IL-17A como um factor de 
mau prognóstico em CCR. No âmbito deste projecto, propus-me a identificar esta(s) população(ões) 
imune produtora de IL-17A em cancro colorectal humano. Desvendar a natureza dessa população 
não só constituiria um importante avanço no campo da imunologia tumoral, mas também se tra-
duziria numa melhor estratificação prognóstica do CCR através de um Immunoscore mais completo 
e detalhado.

A fim de identificar especificamente esta população imunitária, procurei realizar imunohistoquí-
micas duplas em lâminas parafinizadas de CCR humano, marcando cada uma das populações 
candidatas não simultaneamente com uma combinação específica de dois anticorpos: um destes 
citoplasmático (interleucina IL-17) e o outro membranar (um marcador de superfície específico 
de cada uma das populações candidatas). Posteriormente, estes dados poderiam ser associados 
a variáveis clínicas dos respectivos doentes (nomeadamente prognóstico) de uma base de dados 
do laboratório.

Em primeiro lugar, identifiquei na literatura as duas populações candidatas mais adequadas. Escolhi 
investigar o valor prognóstico da infiltração tumoral de células Th17 (que definimos como CD4 + 
IL-17 +) e células T gama-delta produtoras de IL-17 (definidas como gdTCR + IL-17 +). Utilizei lâmi-
nas de CCR parafinizadas previamente preparadas com tumor obtido através de uma colaboração 
com o Hôpital Européen Georges Pompidou.

Realizei várias experiências, primeiro no sentido de aperfeiçoar a técnica e optimizar a marcação 
individual de CD3 (ratinho), CD4 (coelho, rato), CD8 (ratinho), gdTCR (ratinho) e IL17 (coelho, cabra), 
e depois tentando optimizar as marcações duplas escolhidas: CD4 (ratinho) com IL-17 (coelho); e 
CD4 (coelho) com IL-17 (cabra).

As marcações simples foram maioritariamente bem-sucedidas, testando com sucesso diferentes 
anticorpos para os antigénios seleccionados. O gdTCR foi o único antigénio cuja marcação simples 
não foi optimizada, devido ao baixo número de células nos tumores, bem como à baixa avidez de 
ligação do anticorpo, mesmo em altas concentrações. As marcações duplas não foram totalmente 
optimizadas. Apesar das várias condições diferentes testadas, houve ruído de fundo mantido nas 
duplas marcações CD4 IL-17. Ainda assim, estes resultados preliminares abrem o caminho para a 
identificação precisa da população de células imunes produtoras de IL-17 associadas a mau prog-
nóstico em CCR, com aplicações potenciais futuras ao integrar o Immunoscore.
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A frequência da ineficácia dos métodos terapêuticos convencionais do cancro, particularmente 
em estadios mais avançados da doença, indica que é urgente o desenvolvimento de terapêuticas 
alternativas, nomeadamente a imunoterapia. Os linfócitos T γδ foram propostos como primeira 
linha da defesa imune em resposta a uma variedade de proteínas ou metabolitos induzidos pelo 
stress ou associados a patogénios.  As células T γδ circulantes são aptas a produzir citocinas 
pró-inflamatórias (IFN-γ e TNF-α), e são dotadas de potente citotoxicidade contra células 
transformadas. No entanto, os ensaios clínicos baseados na estimulação das células T γδ in vivo 
demonstraram respostas objetivas apenas em 10 a 33% dos casos. A falta de resposta à terapia 
pode ser atribuída a uma deficiente expansão e/ou funções das células T γδ efectoras. Assim, 
uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na regulação da ativação e diferenciação 
funcional das células T γδ é crítica para a sua manipulação em contextos clínicos.

A expressão de mRNAs transcritos pode ser sujeita a regulação rígida, através da interferência de 
microRNAs (miRNA). Uma vez que este processo-chave pós-transcricional controla a expressão 
da maioria dos genes nos mamíferos, torna-se particularmente interessante analisar o seu 
papel nos processos de diferenciação celular. Especificamente em células do sistema imunitário, 
os padrões de expressão de miRNA variam entre os subconjuntos de linfócitos e estadios de 
desenvolvimento, o que indica que os miRNAs podem contribuir para a sua identidade ou estado 
funcional.

Utilizando amostras de timo humano, identificámos, por sequenciação de RNA e validação 
por RT-PCR, cinco miRNAs candidatos envolvidos na diferenciação das células T γδ. Enquanto 
alguns, como o miR-135b/10a/20b, exibem um nível mais elevado de expressão nas células T 
γδ funcionais; outros, nomeadamente miR-181a/196b, estão sub-regulados nas amostras em 
comparação com controlos de células T γδ imaturas. Atualmente, estamos a validar a expressão 
destes miRNAs candidatos em linfócitos T γδ isolados a partir do sangue periférico de doentes 
com melanoma, a fim de definir uma assinatura patogénica de miRNA da diferenciação de células 
T γδ.

Além da investigação básica e clínica, desenvolvemos um videojogo (serious game) que contribui 
para aumentar o repositório caso clínico-jogo disponível. No contexto do projeto supracitado, 
escolhemos um caso de melanoma de forma a integrar o conhecimento obtido a partir da 
investigação básica e clínica. Este componente pedagógico irá permitir a formação de estudantes 
através da decomposição e reconstrução do processo de pensamento inerente à abordagem de 
um caso clínico. No futuro, este projeto poderá estar disponível através do website DG4MED.

Key-words: Melanoma; micro-RNA;  γδ Τ cells

The frequent inefficacy of conventional cancer therapies, particularly in advanced stages of the 
disease, urges the development of alternative treatments, namely immunotherapy. γδ T cells have 
been proposed as a first line of immune defense that responds to a variety of stress-inducible or 
pathogen-associated proteins or metabolites. Circulating γδ T cells are highly prone to produce the 
pro-inflammatory cytokines IFN-γ and TNF-α, and are endowed with notable cytotoxicity against 
transformed cells. However, the clinical trials completed to date, particularly those stimulating γδ 
T cells in vivo, have shown objective responses in the range of 10 to 33%. The lack of response to 
therapy could be attributed to deficient expansion and/or functions of effector γδ T cells. Thus, 
a better understanding of the mechanisms involved in the regulation of γδ T cell activation and 
functional differentiation is critical for their manipulation in clinical settings. 

The expression of transcribed mRNAs can be subject to strict regulation through RNA interference 
due to microRNAs (miRNA). Since this key post-transcriptional process controls the expression 
of most mammalian genes, it becomes particularly interesting to analyze its role in cellular 
differentiation processes. Focusing on immune cells, miRNA expression patterns vary among 
lymphocyte subsets and stages of development, which indicates that miRNAs may contribute to 
their identity or functional state.

Using samples of human thymus, we have identified, by RNA sequencing and validated by RT-
PCR, five candidate miRNAs involved in γδ T cell differentiation. Whereas some, such as miR-
135b/10a/20b, display a higher level of expression within functional γδ T cells; others, namely miR-
181a/196b, are instead down-regulated in those samples in comparison with immature γδ T cell 
controls. We are currently validating the expression of these candidate miRNAs in γδ T cells isolated 
from the peripheral blood of melanoma patients in comparison with healthy donors, in order to 
define a miRNA pathogenic signature of γδ T cell differentiation.

In addition to this basic and clinical investigation, we developed a videogame (serious game) that 
contributes to increase the available clinical case-game repository. Consistently with the above 
project, we choose to present a case of melanoma in order to integrate the knowledge obtained 
from the basic and clinical investigation. This pedagogic component enables the training of students 
through the decomposition and reconstruction of the thinking process, including diagnosis and 
therapy, inherent to the approach of a clinical case. In the future, this work could be available online 
through the website DG4MED.
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Palavras-Chave: Parasita, Tripanossomíase Humana Africana, Sistema reprodutor masculino 

Fundamentação: Trypanosoma brucei é o agente causador da Tripanossomíase Humana Africana 
(THA), também conhecida como doença do sono. Actualmente não existe vacina para esta 
doença, estando apenas disponível um conjunto limitado de fármacos, alguns deles associados a 
elevada toxicidade. Os órgãos reprodutores têm interesse no que concerne ao desenvolvimento 
de novos fármacos, uma vez que nos indivíduos do sexo masculino os parasitas poderão estar 
protegidos de várias drogas pela barreira hemato-testicular. Compreender a distribuição do 
parasita no sistema reprodutor masculino poderá também ajudar a identificar os mecanismos 
subjacentes à transmissão vertical da doença. 

Objectivos: Neste projecto o nosso objectivo consistiu em caracterizar o fenótipo da infecção 
no sistema reprodutor masculino e testar se os órgãos reprodutores são locais preferenciais de 
acumulação de T. brucei. 

Métodos: Foi utilizado um modelo de ratinho, tendo sido infectados ratinhos C57BL/6J através 
da injecção intraperitoneal de Trypanosoma brucei brucei (estirpe AnTaT 1.1E). A distribuição e 
quantidade de parasitas nos órgãos reprodutores (testículo e epidídimo) foi avaliada por rotina 
histológica aos dias 6, 13, 20 e 28; imuno-histoquímica, microscopia electrónica de transmissão 
(MET) e análise molecular (quantificação de gDNA e RNA) foram realizados num estadio precoce 
(dia 6) e tardio (dia 28) da infecção. 

Resultados: As alterações histopatológicas num estadio precoce da infeção (dia 6) corresponderam 
a infiltração de parasitas, sendo apenas visíveis no epidídimo, com infiltração mínima nas túnicas 
vaginal e albugínea. Não foram encontrados parasitas no estroma circundante aos túbulos 
seminíferos ou misturados com espermatozóides. Com a progressão da infecção, foi observado 
um aumento da infiltração de células inflamatórias e da quantidade de parasitas, apesar de 
serem visíveis poucos parasitas no testículo. A quantificação de gDNA e RNA mostrou resultados 
semelhantes à análise histológica, revelando aumento da quantidade de parasitas com o 
decorrer da infecção. Num estadio tardio da infecção (dia 28) ao nível do epidídimo, os níveis 
de gDNA foram distintos dos de RNA, sugerindo que estes parasitas podem estar mortos. MET 
mostrou que os tripanossomas ao nível do epidídimo correspondem a parasitas mal definidos 
com organelos dilatados e fragmentados, sem camada VSG, associados a numerosos flagelos 
soltos e detritos celulares.

Conclusões: Tal como previsto, foram observados parasitas nos órgãos reprodutores masculinos, 
apesar de a invasão testicular não ser tão abundante como expectada. A barreira hemato-
testicular poderá não ter um papel tão relevante na entrega dos fármacos uma vez que esta é 
essencialmente dificultada pela infiltração inflamatória massiva observada num estadio tardio da 
infecção. A infiltração de parasitas ao nível do epidídimo, permitindo ao parasita ganhar acesso 
ao exterior, torna possível a transmissão sexual. 

Key-words:  Parasite, Human African Trypanosomiasis, Male reproductive system

Background: Trypanosoma brucei is the causative agent of Human African Trypanosomiasis (HAT), 
also known as sleeping sickness. Currently, there is no vaccine and there is a limited range of 
drugs available, many of them associated with high toxicity. When considering trypanocidal drug 
development, reproductive organs are of interest, since in males parasites might be protected 
from many drugs by the blood-testis barrier. Understanding the distribution of the parasite in male 
reproductive system may also help identify the pathways underlying vertical transmission of the 
disease.

Objectives: In this work, our goal was to characterize the infection phenotype in the male 
reproductive system and to test whether reproductive organs are preferred sites of T. brucei 
accumulation. 

Methods: A mouse model was used in which C57BL/6J mice were infected through intraperitoneal 
injection of Trypanosoma brucei brucei (AnTaT 1.1E strain). Parasite distribution and density within 
the reproductive organs (testis and epididymis) was assessed by routine histology at days 6, 13, 
20 and 28; immunohistochemistry, transmission electron microscopy (TEM) and molecular analysis 
(gDNA and RNA quantification) were performed at early (day 6) and late stage (day 28) of infection. 

Results: The histopathological changes early in infection (day 6) corresponded to parasite infiltration, 
which was only seen in the epididymis, with minimal infiltration of the tunica vaginalis and 
albuginea. No parasites were seen in the stroma surrounding the seminiferous tubules or admixed 
with spermatozoa. As infection progressed, an increase in inflammatory cell infiltration and parasite 
load was observed although very few parasites were seen in testis. gDNA and RNA quantification 
showed similar results to that obtained with the histological analysis, revealing that parasite load 
increased with time. Later in infection (day 28) in epididymis, gDNA levels were distinct from RNA, 
suggestive that these parasites may be dead. TEM showed that trypanosomes in the epididymis 
correspond to poorly defined parasites with swollen and fragmented organelles, without VSG coat, 
associated with numerous loose flagella and cellular debris. 

Conclusions: As expected, parasites were found in male reproductive organs, although testis invasion 
was not as plentiful as we would predict. The blood-testis barrier may not play such an important 
role in drug delivery since it is essentially difficulted by the massive inflammatory infiltration seen 
in the later stage of the infection. The parasite infiltration shown in epididymis, which allows the 
parasite to gain external access, makes sexual transmission possible.
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Palavras-Chave: dengue; design de péptidos inibitores; biologia estructural e computacional

Fundamento: O vírus da dengue (DENV) é um flavivírus transmitido por mosquitos que causa 
uma doença (dengue) que afecta mais de 390 milhões e mata mais de 20.000 pessoas no mundo 
por ano. Os vetores, espécies de mosquitos do tipo Aedes, originalmente de regiões tropicais e 
subtropicais, estão actualmente a espalhar-se para climas mais temperados devido às alterações 
climáticas e à globalização do comércio e viagens. Atualmente não há vacinas ou terapias eficazes, 
em parte devido a uma falta de compreensão do ciclo de vida dos flavivírus. Recentemente, 
o laboratório de acolhimento desenvolveu o pep14-23, um péptido baseado no N terminal da 
proteína da cápside (C) do DENV, uma região intrinsecamente desordenada. O pep14-23 inibe 
a interação da DENV C com as lipid droplets das células hospedeiras (um passo crucial do ciclo 
de vida viral), bem como a ligação da DENV C às lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL). 
Assim, o pep14-23 é uma molécula promissora que deve ser melhorada.

Objetivos: Compreender a estrutura e função do N-terminal das proteínas C dos flavivírus, a fim 
de melhorar o design do pep14-23, e testar a ligação/inibição dessas versões melhoradas.

Métodos: As 16 sequências de flavivírus homólogas à DENV C foram obtidas no GenBank. A 
propenção para estrutura secundária em α-hélice foi prevista no servidor ProtScale. O servidor 
I-TASSER foi usado para prever a estrutura terciária da região N-terminal da DENV C. As estruturas 
dos homodímeros e o RMSD foram obtidos com o software UCSF Chimera versão 1.8.1. A 
expressão e purificação da DENV C foram realizadas usando técnicas amplamente estabelecidas.

Resultados: À semelhança da DENV C, outras regiões N-terminais das proteínas C de flavivírus 
expõem ou bloqueiam alternadamente as suas regiões hidrofóbicas biologicamente relevantes. 
As conformações fechadas são autoinhibitórias e, devido à semelhança com o pep14-23, podem 
servir como inibidores mais eficazes da DENV C. A DENV C foi expressa e purificada com sucesso e 
a sua capacidade para interagir (afinidade) com os diferentes péptidos está a ser avaliada.

Conclusões: Estudar proteínas intrinsecamente desordenadas através de técnicas clássicas 
continua a ser difícil. Esta dificuldade foi aqui contornada conjugando informação evolutiva destas 
proteínas com previsões ab initio da estruturas das mesmas. Isto permitiu a identificação de 
sequências de proteínas C autoinibitórias análogas ao pep14-23. Estas sequências já começaram 
a ser testadas como inibidores da DENV C e de flavivírus semelhantes, através de ensaios de 
ligação/inibição, tentando estabelecer futuros tratamentos para a dengue.

Key-words: dengue virus; peptide inhibitor design; structural and computational biology

Background: Dengue virus (DENV) is a mosquito-borne Flavivirus that causes a disease that affects 
over 390 million people and leads to over 20.000 deaths worldwide every year. The vectors, 
Aedes spp. mosquitoes, originally from tropical and subtropical regions, are nowadays spreading 
throughout the planet to more temperate climates due to climate change and globalization of trade 
and travel. There are currently no effective commercial vaccines or therapies, in part due to an 
incomplete understanding of the Flavivirus life cycle. Importantly, the host lab developed pep14-23, 
a peptide based on the DENV capsid (C) protein intrinsically disordered N-terminal region. pep14-23 
inhibits DENV C interaction with host cells’ lipid droplets (a key step of the viral life cycle) and it also 
inhibits DENV C binding to very low-density lipoproteins (VLDL). Thus, pep14-23 is a promising drug 
lead that must be improved.

Objectives: To understand the Flavivirus C proteins N-terminal structure and function in order to 
improve pep14-23 design and then test the improved versions for their binding/inhibition.

Methods: 16 mosquito-borne flaviviruses C proteins sequences homologous to DENV C were 
obtained from GenBank. α-helix secondary structure was predicted via the ProtScale web server. 
I-TASSER was used to predict DENV C N-terminal region tertiary structure. Homodimer structures 
and root mean square distance (RMSD) were obtained via UCSF Chimera 1.8.1 software. Protein 
expression and purification was performed using established methods.

Results: Similarly to DENV C, other flaviviruses C proteins N-terminal regions alternate between 
conformer structures that either open or close the access to their biologically relevant hydrophobic 
pocket. The closed conformers are thus autoinhibitory and, given their similarity to pep14-23, may 
serve as improved DENV C inhibitors. DENV C was successfully expressed and purified, and its ability 
to interact (affinity) with the different peptides is being assessed.

Conclusions: Studying intrinsically disordered proteins through classical techniques remains a 
major hurdle. Through the use of protein evolution information, we circumvented this problem 
by coupling homology-based studies with protein structure ab initio predictions. This allowed 
identifying autoinhibitory Flavivirus C proteins sequences analogous to pep14-23. These are now 
being tested as improved inhibitors of DENV and related flaviviruses C proteins, via binding/
inhibition assays, trying to establish future treatments for dengue.
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Palavras-Chave: células T γδ; células supressoras mielóides; oncoimunologia

Fundamento: O sistema imunitário desempenha um papel fundamental durante o processo 
de oncogénese, actuando no sentido de contrariar o desenvolvimento e crescimento tumoral. 
Contudo, o tumor adquire a capacidade de subverter o sistema imunitário, recrutando populações 
imunossupressoras. Consequentemente, no microambiente tumoral, existem células pró-
tumorais, como células T reguladoras (Treg), macrófagos associados ao tumor (TAM) e células 
imunossupressoras de origem mielóide (MDSCs) e células anti-tumorais, como linfócitos T CD8, 
CD4, NK e linfócitos T γδ.

As MDSCs são uma população heterógenea que desempenha um papel importante na evasão 
imunológica dos tumores, utilizando para isso vários mecanismos de supressão de linfócitos T. No 
entanto, ainda não se conhece o impacto das MDSCs na resposta dos linfócitos T γδ.

Objectivos: Com este projecto, pretendeu-se estudar a acção das MDSCs sobre linfócitos T γδ, 
bem como o papel destes linfócitos no crescimento tumoral. 

Métodos: O modelo biológico utilizado consiste na injeção intraperitoneal (i.p) da linha celular 
de melanoma B16-F0 em ratinhos wild-type (WT). As células da cavidade peritoneal foram 
recolhidas 13 dias após a inoculação do tumor e analisadas por citometria de fluxo. Com o intuito 
de depletar as MDSCs recorreu-se à injeção i.p. do anticorpo monoclonal anti-Gr1. Para estudar o 
papel das células T γδ no crescimento tumoral recorreu-se à injecção de uma linha celular B16-F0 
que expressa luciferase em ratinhos TCRδKO. Após injeção de luciferina o tamanho do tumor foi 
quantificado no equipamento IVIS Lumina.

Resultados: Analisou-se a frequência de várias populações celulares na cavidade peritoneal (PC) 
de ratinhos com e sem tumor, observando-se uma acumulação de linfócitos T CD8, CD4 e células 
NK, mas não de linfócitos T γδ, em resposta ao tumor. Observou-se também uma acumulação 
de MDSCs (do subtipo monocítico – Mo-MDSC, e polimorfonuclear – PMN-MDSCs) mas não de 
células Treg. Para estudar a relação entre as MDSCs e os linfócitos T γδ, recorreu-se à injeção 
i.p. do anticorpo monoclonal anti-Gr1, que levou à depleção de PMN-MDSCs. Esta depleção 
resultou numa acumulação específica de linfócitos T γδ na PC. Analisaram-se estes linfócitos T 
γδ e verificou-se que expressam a cadeia Vγ6, são maioritariamente CD27- e produzem IL-17. Por 
último, avaliou-se a acção dos linfócitos T γδ no crescimento tumoral, comparando para isso as 
dimensões de tumores de ratinhos WT e ratinhos TCRδKO, ambos após depleção de PMN-MDSCs. 
Verificou-se que o tumor atinge maiores dimensões nos ratinhos WT, o que sugere que, após 
depleção de PMN-MDSC, as células T γδ desempenham um papel pró-tumoral. 

Conclusões: Conclui-se que, neste modelo, as PMN-MDSCs exercem uma acção inibitória sobre os 
linfócitos T γδ. Para além disso, observou-se também que, na ausência de PMN-MDSCs as células 
T γδ, apresentam um papel pró-tumoral, indicando que as PMN-MDSC apresentam uma função 
protectora para o hospedeiro. Estudos futuros serão necessários para estudar o mecanismo pelo 
qual as PMN-MDSC inibem estes linfócitos.

Key-words: γδ T cells; myeloid-derived suppressor cells; tumor immunology

Background: The immune system plays a key role in the oncogenesis process, since it limits tumor 
development and growth. However, the tumor can acquire the ability to subvert the immune 
system, by recruiting immunosuppressive populations. Thus, in the tumor microenvironment, there 
are pro-tumoral cells, such as regulatory T cells (Treg), tumor-associated macrophages (TAM) and 
myeloid-derived suppressive cells (MDSCs) and cells that control its growth, such as CD8, CD4, NK T 
lymphocytes and γδ T lymphocytes.

MDCSs are a heterogeneous population that plays an important role in tumor immune evasion, 
through a variety of mechanisms that suppress T lymphocytes. Nonetheless, MDSCs impact on γδ 
T cell response is still unknown.

Objectives: The aim of this project was to study MDCSs action on γδ T lymphocytes, as well as the 
impact of these lymphocytes in the tumor growth. 

Methods: The biological model used consists in an intraperitoneal (i.p) injection of the B16-F0 
melanoma cell line in wild-type mice (WT). Peritoneal cavity (PC) cells were collected 13 days post-
tumor inoculation and analyzed by flow cytometry. In order to deplete MDCSs, the monoclonal 
antibody anti-Gr1 was injected i.p. To study the role of γδ T cells in tumor growth, a luciferase-
expressing B16-F0 cell line was injected in TCRδKO mice. Upon luciferin injection, tumor size was 
quantified in IVIS Lumina equipment.

Results: Several populations were analyzsed, in the peritoneal cavity (PC) of tumour-free and 
tumour-bearing mice. We observed an accumulation of CD8, CD4 T lymphocytes and NK cells, but 
not γδ T lymphocytes, in response to the tumor challenge. We also observed an accumulation 
of MDSCs (monocytic subtype – Mo-MDSC and polymorphonuclear subtype – PMN-MDSC), but 
not Treg cells. In order to study the relation between MDSCs and γδ T lymphocytes, a monoclonal 
antibody anti-GR1 was injected i.p., which lead to the depletion of PMN-MDSCs. Upon depletion of 
this population, γδ T lymphocytes markedly accumulate in the PC, but not the remaining lymphocyte 
subsets. The accumulated γδ T lymphocytes, upon PMN-MDSC depletion, were characterized by 
the expression of the Vγ6 chain, lack of CD27 expression and IL-17 production. Lastly, γδ T cell role 
in tumor growth was assessed by comparison of tumor growth in WT and TCRδKO mice, both upon 
PMN-MDSC depletion. We found that the tumor reaches larger dimensions in WT mice, suggesting 
that, after PMN-MDSC depletion, γδ T lymphocytes display a pro-tumoral role.

Conclusions: Our findings suggest that, in this model, PMN-MDSCs exert an inhibitory action on 
γδ T lymphocytes. Furthermore, upon PMN-MDSC depletion γδ T cells display a pro-tumor role, 
suggesting that the myeloid subset exhibits a beneficial role. Future studies will be necessary to 
unravel the mechanisms by which PMN-MDSCs inhibit these lymphocytes.
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Palavras-Chave: Doença de Células Falciformes, novo método óptico de diagnóstico, 
citometria de fluxo

Introdução: A Doença de Células Falciformes (DCF) constitui um importante problema de saúde 
pública, principalmente em África, onde a maioria dos doentes morre na infância sem diagnós-
tico estabelecido. A doença caracteriza-se pela presença da variante hemoglobina S (HbS), que 
polimeriza em situação de hipóxia, formando eritrócitos em forma de “foice”. Apesar do quadro 
clínico e da anemia indicarem o diagnóstico, é necessária confirmação laboratorial. Os métodos 
diagnósticos disponíveis detectam a HbS. No entanto, não são aplicáveis em regiões com poucos 
recursos, pois requerem tempo, profissionais especializados e materiais caros, para além de não 
permitirem point of care testing. Adicionalmente, não existe nenhum parâmetro validado capaz 
de avaliar a gravidade da doença e prever crises futras.

Objectivo: O objectivo deste projecto consiste em desenvolver um novo, simples e rápido méto-
do óptico para diagnosticar e monitorizar a DCF, baseado na detecção de eritrócitos que depola-
rizam a luz. A propriedade de birefringência da HbS poderá ser detectada por métodos ópticos, 
como a citometria de fluxo.

Métodos: Obtiveram-se 31 amostras de sangue de doentes com DCF. O sangue foi desoxigenado 
adicionando metabisulfito de sódio como agente redutor e posteriormente isolando a mistura do ar 
ambiente, tanto em lâmina como em suspensão. As amostras processadas foram incubadas a 37ºC 
e analisadas quantitativamente e qualitativamente em diferentes time points utilizando microsco-
pia de polarização e citometria de fluxo. Com a microscopia, os eritrócitos foram sistematicamente 
categorizados por morfologia e proprieddades de depolarização. Antes da análise por citometria 
de fluxo, a mistura em suspensão foi fixada durante 1 h com paraformaldeido 2%. Posteriormente, 
o número e intensidade de eventos produzindo luz side-scattered depolarizada foram analisados 
com a citometria de fluxo, tanto em termos de percentagem como contagens absolutas.

Resultados: Os eritrócitos desoxigenados adoptam várias morfologias anormais e depolarizam 
a luz mesmo antes de adoptarem a forma típica de “foice”. A percentagem máxima de células 
depolarizadas na lâmina foi consistentemente atingida após 6h de incubação, enquanto que o 
máximo de células falciformes típicas foi obtido após 12h. Tanto a distribuição como o grau de 
depolarização variam entre eritrócitos com diferentes morfologias e entre amostras com dife-
rentes percentagens de HbS. Estes resultados apoiam o conceito de que os eritrócitos falciformes 
ex-vivo mão se relacionam directamente com a quantidade de HbS. Por outro lado, os eritrócitos 
que depolarizam a luz poderão correlacionar-se. Para além disso, as células falciformes típicas 
nem sempre são a célula predominante, o que demonstra que estas células não são um parâme-
tro fiável para o diagnóstico da DCF.

Conclusões: Estes resultados indicam que um método óptico que detecte eritrócitos falciformes 
depolarizadores talvez permita estabelecer uma relação com a extensão da polimerização de 
HbS e a gravidade da doença. Apesar de os eritrócitos depolarizadores terem sido detectados 
pela microscopia de depolarização, os sinais de depolarização obtidos recorrendo à citometria 
de fluxo foram inconsistentes. Consequentemente, o trabalho futuro deverá consistir em (1) op-
timizar o metodo de desoxigenação do sangue em suspensão; (2) comparar os resultados obtidos 
por microscopia e citometria de fluxo e (3) estabelecer uma possível correlação entre as células 
depolarizadores e a quantidade de HbS da amostra.

Key-words:  Sickle cell disease, novel optical diagnostic test, flow cytometry

Background: Sickle cell disease (SCD) represents a major public health problem, especially in Africa, 
where the majority of patients die undiagnosed in early childhood. The characteristic feature is the 
occurrence of the abnormal hemoglobin S (HbS), which polymerizes upon deoxygenation, leading to 
typical sickled shaped red blood cells (RBCs). Although the clinical picture and the anaemia may alert 
to the diagnosis, laboratory confirmation is necessary. Current laboratory diagnostic methods have 
been successfully used to detect HbS. However, they are time-consuming, usually require expertise, 
expensive equipment and consumables and do not allow point of care testing. Moreover, no validated 
parameter is available to provide reliable information on disease severity or to predict future crisis.

Objective: This project aim is to develop and test a novel, original, simple and rapid optical method 
to diagnose and monitor SCD, based on the detection of depolarizing RBCs containing HbS polymers. 
Due to its physical property of birefringence, HbS depolarizes light, hence it may be detected using 
optical methods such as flow cytometry.

Methods: 31 blood samples from SCD patients were obtained. Blood deoxygenation was achieved 
adding sodium metabisulfite as a reducing agent and subsequently cutting off the exposure of the 
mixture to ambient air, both on a slide and in suspension. The processed samples were incubated 
at 37ºC and analyzed qualitatively and quantitatively at different time points using polarization 
microscopy and flow cytometry. RBCs in each optical field were systematically analysed using 
polarization microscopy and categorized by morphology and depolarization properties. Before 
flow cytometry analysis, the blood suspension was fixed for 1h using 2% paraformaldehyde. Flow 
cytometry was used to investigate the number and intensity of events producing depolarized side-
scattered light, both in terms of percentage and absolute counts.

Results: Deoxygenated RBCs developed a wide variety of morphological abnormalities and 
depolarized light even before they adopted a typical sickled shape. Maximum percentage of 
depolarizing cells on a slide was consistently achieved after 6h of incubation, while maximum 
percentage of typically sickled cells was obtained after 12h. Additionally, it appears that both the 
distribution and degree of depolarization differ between RBCs with different morphologies and also 
between samples with different percentages of HbS. These results support the idea that sickle RBCs 
observed ex-vivo do not directly correlate with the concentration of HbS, while depolarizing RBCs 
may do. Moreover, typical sickle cells may not always be the predominant cell, which demonstrates 
that those cells are not a reliable parameter for SCD diagnosis.

Conclusions: These results indicate that an optical method is able to detect depolarizing sickle RBCs 
and may give a correlation with the extent of HbS polymerization and disease severity. Although 
RBCs depolarize under the microscope, depolarization signals were inconsistently obtained by flow 
cytometry. Therefore, future work should include (1) optimizing the method of deoxygenation of 
blood samples in suspension; (2) comparing the results obtained by microscopy and flow cytometry 
and (3) establishing a possible correlation between depolarizing cells and the amount of HbS 
present in the sample.
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Palavras-Chave: cancro, exosomas, angiogénese

Fundamento: Em 1971, J. Folkman associou o crescimento de uma massa tumoral e a formação de novos 
vasos sanguíneos (angiogénese). Sendo o desenvolvimento de um sistema vascular fulcral no crescimento 
de tumores, as células tumorais libertam fatores pró-angiogénicos, estimulando a formação de novos 
vasos, a partir de células endoteliais pré-existentes.

A angiogénese é estritamente regulada por vários fatores de crescimento, como o VEGF (vascular endo-
thelial growth factor). Demonstrou-se haver sobre-expressão de VEGF em vários cancros, apresentando-

-se este como potencial alvo terapêutico. O bloqueio do VEGF poderia suprimir o crescimento tumoral, ao 
diminuir o aporte de nutrientes e oxigénio às células. Têm-se desenvolvidos agentes para bloquear o VEGF 
ou os seus receptores; de um modo geral, têm benefícios clínicos modestos, pouco impacto na sobrevida, 
custos elevados e efeitos adversos. Pensa-se que a falta de eficácia das terapêuticas anti-VEGF possa 
advir de vias independentes de VEGF, que permitem o desenvolvimento de vasos sanguíneos, em caso de 
bloqueio da sinalização via VEGF.

Exosomas são pequenas vesículas (30-100 mm diâmetro) que constituem uma importante via de comuni-
cação intercelular. Estes transportam proteínas, lípidos, mRNAs ou microRNAs até células alvo, alterando 
as suas propriedades. Sabe-se que células tumorais libertam elevados níveis de exosomas, no entanto 
como estes alteram o microambiente tumoral é ainda largamente desconhecido. Neste trabalho coloca-
mos a hipótese de que a libertação de exosomas por células tumorais possa ser um mecanismo que induza 
angiogénese de forma independente de VEGF.

Objetivos: 
•	 Identificar sinais libertados por células tumorais capazes de alterar o potencial angiogénico de células 

endoteliais;
•	 Isolar exosomas produzidos por células tumorais;
•	 Testar a hipótese de que exosomas produzidos por células tumorais alteram o potencial angiogénico 

de células endoteliais;
•	 Reconhecer sinais do microambiente tumoral que regulam a libertação de exosomas com potenciais 

efeitos modulatórios sobre células endoteliais, nomeadamente a hipóxia;
•	 Testar a hipótese de os exosomas poderem ser uma via de indução de angiogénese alternativa ao VEGF.

Métodos:
•	 Cultura de células endoteliais da micro-vasculatura dérmica e células tumorais mamárias (MDA-MB-231)
•	 Ensaio de proliferação celular;
•	 Isolamento de exosomas a partir de MDA-MB-231;
•	 Ensaios de formação de tubos em células endoteliais em Matrigel.

Resultados:
1.	 Fatores libertados por MDA-MB-231 estimulam o crescimento de células endoteliais em cultura;
2.	 O bloqueio do VEGF receptor 2 inibe o crescimento de células endoteliais;
3.	 Dados preliminares sugerem que a adição de exosomas estimula o crescimento de células endoteliais.

Conclusões: Células tumorais mamárias libertam sinais como o VEGF que estimulam o crescimento de 
células endoteliais. Estamos de momento a testar a hipótese de que alguns desses sinais sejam transpor-
tados em exosomas. 

Key-words:  cancer, exosomes, angiogenesis

Background: In 1971, J. Folkman established an association between the growth of solid tumors 
and the formation of new blood vessels (angiogenesis). Being angiogenesis so important for tumor 
growth, the tumor cells themselves release pro-angiogenic molecules, which stimulate blood vessels 
formation from pre-existing endothelial cells.

Angiogenesis is a process tightly regulated by a large variety of growth factors, such as VEGF (vascular 
endothelial growth factor).  VEGF is overexpressed in most cancers and its blockage may supress 
tumor growth by decreasing the intake of nutrients and oxygen to the tumor cells. VEGF is therefore 
a potential therapeutic target. For this reason a large variety of agents aimed at blocking VEGF or 
its receptor-signalling system are currently being developed; in general, they have shown limited 
clinical effectiveness, with a modest improvement in overall survival, as well as high cost and serious 
side effects. It is believed that the leak of effectiveness of anti-angiogenic therapies may be related 
to VEGF-independent pathways, which allow the development of new blood vessels when VEGF 
signalling pathways are blocked.

Exosomes are small vesicles (30-100 mm in size) that represent an important mode of intercellular 
communication. They serve as delivery carriers of proteins, lipids, mRNAs or microRNAs to a recipient 
target cell, modifying its properties. It is known that tumor cells release a large amount of exosomes, 
however the way they modify tumor microenvironment is still not well understood. In our work, we 
hypothesize that exosomes released by tumour cells may be a mechanism that induces angiogenesis 
in a VEGF-independent way. 

Objectives:
•	 Identify signals released by tumor cells able to modify the angiogenic potential of endothelial cells;
•	 Isolate exosomes released by tumor cells;
•	 Test the hypothesis that tumor cell-derived exosomes alter the angiogenic potential of endothelial 

cells;
•	 Recognize tumor microenvironment signals that exert influence on exosomes release, with 

modulatory effects on endothelial cells, specifically hypoxia;
•	 Test the hypothesis of exosomes being an alternative route to VEGF of inducing angiogenesis.

Methods:
•	 Culture of human dermal microvascular endothelial cells and breast cancer cells (MDA-MB-231);
•	 Cell proliferation assay;
•	 Exosome isolation from MDA-MB-231 cells;
•	 Tube-formation assays by endothelial cells in Matrigel.

Results: 
1.	 Factors released by MDA-MB-231 enhance endothelial cells growth in culture;
2.	 The blockage of VEGF receptor 2 inhibits the growth of endothelial cells;
3.	 Preliminary data suggests that the addition of exosomes enhance endothelial cells growth.

Conclusions: Breast cancer cells release factors such as VEGF that increase the growth potential 
of endothelial cells. We are at the moment testing the hypothesis that some of such factors are 
transported in exosomes. 
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Palavras-Chave: Splicing alternativo, cancro, CLK1

Fundamento: Estudos recentes realçam o papel do splicing alternativo (SA) na progressão do 
cancro e identificam os componentes da maquinaria de splicing como potenciais alvos terapêuti-
cos. Alterações de splicing no cancro podem ser causadas por mutações de ação cis na sequência 
do pré-mRNA ou por alterações de ação trans na expressão ou atividade de fatores reguladores 
do splicing. Nomeadamente, os membros da família SR de proteínas fatores de splicing são ex-
tensivamente fosforilados por cinases tais como as cdc2-like kinases (CLKs) que aparecem sobre-

-reguladas no cancro. Dado que as cinases podem ser alvo de inibidores específicos, a nossa hi-
pótese é que a modulação da atividade das CLK pode regular a formação de isoformas de splicing 
associadas ao cancro.

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inibição de CLK nos padrões de splicing 
de células cancerígenas.

Métodos: Analisaram-se linhas celulares humanas de carcinoma de células claras do rim (RCC), 
que expressam diferentes níveis de CLK1. As células foram tratadas com inibidores químicos se-
letivos da atividade CLK1. Alternativamente, a expressão de CLK1 foi sub-regulada por RNAi. Para 
medir as isoformas de splicing foi utilizado o Sistema nCounter da NanoString. Esta é uma nova 
tecnologia que permite uma leitura digital direta de cada mRNA e da sua abundância relativa, 
sem a necessidade de síntese de cDNA ou de quaisquer reações enzimáticas. Foi determinada 
quantitativamente a formação de isoformas de splicing de mRNA cuja contribuição para fenóti-
pos celulares malignos foi já previamente demonstrada.

Resultados: Descobriu-se que a expressão e atividade de CLK1 se correlaciona com a desregula-
ção de eventos específicos de splicing alternativo associados ao cancro.

Conclusões: Os nossos resultados apoiam a visão de que as CLKs podem ser viáveis alvos tera-
pêuticos antitumorais. Foi ainda validado o sistema nCounter para a análise de eventos de SA 
associados ao cancro. Ao fornecer uma informação quantitativa da expressão relativa das iso-
formas de SA, o Sistema nCounter pode tornar-se uma ferramenta útil para preencher a lacuna 
existente entre o sequenciamento genómico e medição específica por qPCR da expressão de 
mRNA em tecidos tumorais.

Key-words:  Alternative splicing, cancer, CLK1

Background: Recent studies highlight the role of alternative splicing (AS) in cancer progression 
and identify components of the splicing machinery as potential therapeutic targets. Splicing 
alterations in cancer can be caused by cis-acting mutations in the pre-mRNA sequence or trans-
acting changes in expression or activity of regulatory splicing factors. Namely, members of the 
SR protein family of splicing factors are extensively phosphorylated by kinases such as the cdc2-
like kinases (CLKs) that appear up-regulated in cancer. Since kinases can be targeted by specific 
inhibitors, we hypothesized that modulation of CLK activity may regulate formation of cancer-
associated splicing isoforms.  

Objective: The aim of this work was to assess the effect of CLK inhibition on cancer cells splicing 
patterns.

Methods: We analyzed human clear cell renal carcinoma (RCC) cell lines expressing different 
levels of CLK1. Cells were treated with selective chemical inhibitors of CLK1 activity. Alternatively, 
expression of CLK1 was down-regulated by RNAi. To measure splicing isoforms we used the 
NanoString nCounter System. This is a new technology that enables a direct digital readout of 
each mRNA and its relative abundance, without requiring cDNA synthesis or enzymatic reactions. 
We quantitatively determined the formation of mRNA splicing isoforms that have been previously 
demonstrated to contribute to cellular malignant phenotypes.

Results: We found that CLK1 expression and activity correlates with de-regulation of specific 
cancer-associated alternative splicing events. 

Conclusions: Our results support the view that CLKs may be viable anti-cancer therapeutic 
targets. We further validated the nCounter System for analysis of cancer-associated AS events. By 
providing quantitative information on the relative expression of alternatively spliced isoforms, the 
nCounter System can become a useful tool filling the existing gap between genomic sequencing 
and specific qPCR measurement of mRNA expression in tumor tissue.
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Palavras-Chave: reprogramação; pluripotência; long non-coding RNA

Fundamento: A descoberta notável de que a expressão ectópica de quatro factores de trans-
crição – Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc – permite a reprogramação de células somáticas em células 
estaminais pluripotentes induzidas (iPSC) tem enorme potencial para aplicação clínica.

O presente projecto debruça-se sobre as implicações de long non-coding RNAs (lncRNAs) a nível 
da reprogramação celular. Tendo em conta que são comparativamente menos estudados do que 
outros non-coding RNAs, temos particular interesse em natural antisense transcripts (NAT), os 
quais resultam da transcrição da cadeia oposta à de genes que codificam proteínas.

Focámo-nos no Zeb2NAT, o natural antisense transcript de Zeb2, o qual se encontra envolvido 
num eixo crucial para a conversão de células somáticas em células estaminais.

A limitada capacidade de divisão das células estaminais adultas, bem como a sua baixa frequên-
cia em tecidos normais, constituem um desafio à produção das quantidades necessárias para 
terapias personalizadas baseadas neste tipo de células. Desta forma, o controlo preciso de Zeb2 
através da regulação de um antisense transcript poderá constituir uma via alternativa para a 
resolução de uma necessidade médica ainda não correspondida.

Objetivos: Avaliar a influência do long non-coding Zeb2NAT na reprogramação de células somá-
ticas de ratinho. 

Métodos: Foram estabelecidas culturas primárias de fibroblastos a partir do pavilhão auricular 
de ratinhos adultos reprogramáveis. Todas as células somáticas destes ratinhos contêm um trans-
gene com uma cassete incluindo os 4 factores de Yamanaka (Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc), de expres-
são indutível pela doxiciclina. Com esta ferramenta, é possível induzir reprogramação celular 
através da adição de doxiciclina ao meio de cultura.

A diminuição dos níveis de Zeb2NAT foi realizada nas culturas primárias utilizando LNA Gapmers, 
uma tecnologia recentemente desenvolvida que consiste em oligonucleótidos antisense modi-
ficados que conferem maior protecção contra degradação por nucleases. Os clones resultantes 
foram quantificados com base na marcação para a fosfatase alcalina, um marcador fenotípico de 
estaminalidade.

Resultados: A redução dos níveis de Zeb2NAT em cultura primária de fibroblastos, seguida 
de incubação das células com doxiciclina, mostrou estar associada a aumento significativo do 
número de pré-células estaminais pluripotentes induzidas (pré-iPSC). Actualmente, encontra-se 
ainda a decorrer a caracterização dos clones resultantes.

Conclusões: O presente trabalho sugere a hipótese de que o Zeb2NAT é um potencial alvo para 
promover a reprogramação in vitro de células somáticas. 

Os nossos resultados constituem a primeira evidência de que long non-coding RNAs poderão 
aumentar a eficiência da reprogramação celular, destacando o seu eventual contributo para 
aperfeiçoar o desenvolvimento de terapias baseadas em células estaminais, recorrendo a células 
do próprio paciente.

Key-words:  reprogramming; pluripotency; long non-coding RNA

Background: The remarkable finding that ectopic expression of four transcription factors - Oct4, 
Sox2, Klf4 and c-Myc - could reprogram mouse and human somatic cells to an embryonic stem 
cell-like state (termed induced pluripotent stem cells - iPSC) holds immense promise for clinical 
applications.

Our project explores the interesting world of long non-coding RNAs (lncRNAs) and their implications 
in cellular reprogramming. We are particularly interested in natural antisense transcripts (NATs), 
which are transcribed from the opposite strand of protein-coding genes, since they are less 
studied than other non-coding transcripts. We selected Zeb2NAT, the natural antisense transcript 
of Zeb2, involved in a central axis for conversion of somatic cells to pluripotency.

Tight control of Zeb2 through regulation of an antisense transcript may be an alternative way 
towards solving an unmet medical need, as adult stem cells have a limited capacity to divide 
and their low frequency in normal tissues makes it a challenge to produce the large quantities 
required for personalized stem-cell therapies.

Objectives: To assess the influence of the long non-coding Zeb2NAT in reprogramming of mouse 
somatic cells into stem cells.

Methods: We established primary cultures of mouse adult fibroblasts from the ear of a 
reprogrammable mouse strain. All somatic cells from these mice carry a transgene with a 
doxycycline-inducible cassette expressing the four Yamanaka factors (Oct4, Sox2, Klf4 and c-Myc). 
With this tool, we are able to induce cellular reprogramming by adding doxycycline to the cell 
culture medium. 

Zeb2NAT downregulation was performed, in the primary cultures, using LNA Gapmers, a recently 
developed technology consisting of modified antisense oligonucleotides which are protected 
from nuclease degradation. The resulting clones were counted after alkaline phosphatase staining, 
a phenotypic marker of stemness.

Results: Zeb2NAT downregulation in primary mouse adult fibroblasts, followed by incubation 
with doxycycline, was shown to be associated with a significant increase in the number of pre-
induced pluripotent stem cells clones. At the moment, we are performing the characterization of 
the resulting clones, to assess true stemness features.

Conclusions: Based on our observations, we hypothesize that Zeb2NAT is a potential target to 
enhance in vitro reprogramming of somatic cells. 

Our results constitute the first evidence that long non-coding RNAs can enhance cellular 
reprogramming, highlighting their possible contribution to improve the development of future 
stem cell-based therapies using patient-specific cells.
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Palavras-Chave: Cardiomiopatia Hipertrófica; sistema CRISPR/Cas9; TNNT2

Fundamento: A Cardiomiopatia Hipertrófica (CMH) é caracterizada por hipertrofia ventricular esquerda 
assimétrica. É a doença cardíaca hereditária mais comum e é a principal causa de morte prematura entre 
atletas e jovens adultos.1

Mais de 1500 mutações em 15 genes diferentes (maioria codificadores de proteínas sarcoméricas) 
contribuem para a grande heterogeneidade genética desta doença, sendo que a maioria deles exibe 
um padrão hereditário autossómico dominante. Mutações na MYBPC3 (proteína C de ligação à miosina), 
MYH7 (cadeia pesada da beta-miosina) e TNNT2 (troponina T) contabilizam pelo menos 60% dos casos de 
CMH.1 Apesar dos avanços nos testes genéticos de diagnóstico desta doença, não há nenhum tratamento 
eficaz disponível para os indivíduos com CMH. Portanto, há necessidade de desenvolver tratamentos 
inovadores para a CMH e de gerar modelos celulares adequados para estabelecer correlações funcionais 
genótipo-fenótipo e testar novas estratégias terapêuticas.

Objectivos: O nosso objectivo principal é gerar novos modelos celulares de CMH que tenham em 
consideração a heterogeneidade genética desta doença. Utilizando ferramentas de edição genética 
recentemente descobertas, o nosso objectivo é introduzir mutações associadas à CMH em células 
estaminais embrionárias de ratinho que possam subsequentemente ser diferenciadas em cardiomiócitos, 
que serão sujeitos a estudos funcionais.

Métodos: Uma abordagem importante de edição de genoma surgiu recentemente: a tecnologia CRISPR 
(clustered, regularly interspaced, short palindromic repeat). A edição genómica mediada por uma 
nuclease guiada por RNA, a Cas9, permitiu manipular genes endógenos de uma extensa variedade de 
tipos celulares e organismos biomedicamente relevantes, de forma fácil, rápida e eficiente. 2

Neste projecto, editou-se o locus do gene TNNT2 recorrendo ao sistema CRISPR. Gerou-se um plasmídeo 
CRISPR, o px459, codificando um RNA guia (G8) para o TNNT2 e a nuclease Cas9. Em paralelo, geraram-se 
por mutagénese dirigida quatro vectores de homologia distintos, cada um contendo um cDNA mutado: 
10 T/A, 11 T/A, 11 G/A e 16 C/T. De seguida, as células E14 murinas foram co-transfectadas com o vector 
px459 e cada um dos vectores de homologia separadamente. Os clones resistentes à puromicina foram 
isolados, amplificados e extraiu-se o DNA de cada linha clonal. A avaliação da edição genómica foi 
conseguida por análise dos produtos de PCR, seguida de sequenciação de DNA.

Resultados: Considerando a mutação 16 C/T, de 11 clones testados, 7 eram heterozigóticos e somente 
um era homozigótico. Neste último, a RH ocorreu em ambos os alelos e uma única banda de PCR (3394 
pb) é detectada, resultando da incorporação do cDNA mutado extra-cromossómico providenciado no 
locus TNNT2. Nos clones heterozigóticos, em que a RH ocorreu apenas num alelo, para além da banda 
pesada descrita acima, uma banda leve (1220 pb) é também detectada, correspondendo ao produto PCR 
do gene TNNT2 wild-type (WT). A análise da sequenciação de DNA do locus mTNNT2 para a mutação 16 
C/T confirmou estes resultados.

Conclusões: Criámos quatro linhas celulares clonais mutadas pelo CRISPR, cada uma contendo uma 
mutação associada à CMH distinta no gene TNNT2. Posteriormente, estas células serão diferenciadas 
em cardiomiócitos de modo a determinar como cada mutação afecta a função sarcomérica.

Key-words:  Hypertrophic Cardiomyopathy; CRISPR/Cas9 system; TNNT2

Background: Hypertrophic Cardiomyopathy (HCM) is mainly characterized by asymmetric left 
ventricular hypertrophy (LVH). HCM is the most common hereditary heart disease and it’s the 
leading cause of sudden cardiac death (SCD) in athletes and young adults.1 

More than 1500 HCM-associated mutations in 15 different genes account for the great genetic 
heterogeneity of this disorder. Most of them exhibit an autosomal dominant inheritance pattern 
and occur in genes encoding for sarcomeric proteins. MYBPC3 (myosin binding protein C), MYH7 
(Beta-myosin heavy chain) and TNNT2 (troponin T), account for at least 60% of all cases of HCM.1 
Despite all the advances in genetic screening of this disease, no effective treatment is available 
for individuals diagnosed with HCM. Thus, there is a need for developing innovative treatments 
for HCM and generating adequate experimental models for establishing functional genotype-
phenotype correlations and testing new therapeutic strategies.

Objectives: Our main goal is to generate novel HCM cellular models that take into account the 
genetic heterogeneity of this disease. Using recently discovered gene editing tools, our objective 
is to introduce HCM-associated mutations in murine embryonic stem (ES) cells that can be 
subsequently differentiated into cardiomyocytes for functional studies.   

Methods: An important approach of targeted genome editing emerged recently - the clustered, 
regularly interspaced, short palindromic repeat (CRISPR) technology. Genome editing mediated 
by a RNA-guided nuclease (RGN), Cas9, has enabled to rapidly, easily and efficiently manipulate 
endogenous genes in a broad variety of biomedical important cell types and organisms.2 

In this work we performed CRISPR-induced editing of the TNNT2 gene locus. A CRISPR backbone 
construct, the px459, encoding a TNNT2 guide RNA (G8) and the Cas9 nuclease was generated. In 
parallel, four different homology donor vectors (HDV), each bearing a TNNT2 mutated cDNA donor 
templates were also generated using site-directed mutagenesis: 10 T/A, 11 T/A, 11 G/A and 16 C/T. 
Murine E14 cells were then co-transfected with both px459 vector and each of HDV, separately. 
Puromycin resistant clones were then isolated, expanded and DNA extracted from each clonal cell 
line. Evaluation of genome editing was reached by PCR analysis, followed by DNA sequencing. 

Results: In what concerns the 16 C/T mutation, from the 11 clones tested, 7 were heterozygotes, 
and only one was homozygote. In the latter one, HR occurred on both alleles and a single PCR band 
(3394 bp) is detected, resulting from the incorporation of the extra-chromosomal provided mutated 
cDNA into TNNT2 locus. In the heterozygotes clones, where HR occurred only in one allele, beyond 
the heavy band described above, a lighter band (1220 bp) is also detected, corresponding to the 
PCR product of the wild-type (WT) TNNT2 gene.  DNA sequencing results analysis of the mTNNT2 
locus for the 16 C/T mutation confirmed these results.

Conclusions: We generated four CRISPR-mutated ES cell lines, each containing a distinct HCM-
associated mutation in the TNNT2 gene. These cells will next be differentiated into cardiomyocytes 
in order to determine how each mutation affects sarcomeric function.
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Palavras-Chave: Metabolismo, mitocôndria, cancro da mama 

Introdução: O metabolismo do cancro tem sido amplamente reconhecido como um factor deci-
sivo na iniciação e progressão de tumores. A ideia de que as células tumorais adoptam preferen-
cialmente a via da “glicólise aeróbica” (efeito de Warburg), e de que esta preferência se deve a 
defeitos na respiração mitocondrial, tem sido altamente contestada, sendo agora aceite que os 
tumores são massas heterogéneas compostas por diferentes tipos de  células tumorais capazes 
de adoptar o programa metabólico que melhor satisfaz as suas necessidades. Especificamen-
te em cancro da mama, existe evidência de que células tumorais metastáticas adoptam prefe-
rencialmente a fosforilação oxidativa em detrimento da “glicólise aeróbica” e que o uso desta 
via metabólica está associada a uma maior capacidade de migração e invasão por parte destas 
células. O metabolismo lipídico desempenha um papel fundamental em cancro, e a síntese e o 
consumo de lípidos em tumores têm estado sob imenso escrutínio. Sabe-se que ambientes ricos 
em LDL-colesterol favorecem a progressão de modelos in vitro e in vivo de cancro da mama do 
subtipo Basal (MDA-MB-231), ao promoverem a proliferação, a migração e a perda de adesão 
das células tumorais. Existe também evidência de que células de cancro da mama MDA-MB-231 
expostas a LDL-colesterol apresentam um aumento da expressão de genes que controlam a 
β-oxidação de ácidos gordos. 

Objectivo: Tendo em conta estes resultados, o objectivo deste trabalho é estudar se o fenótipo 
agressivo da linha de cancro de mama MDA-MB-231 induzido pela exposição a LDL-colesterol se 
deve à adopção da respiração mitocondrial como via metabólica preferencial. Para tal, propu-
semo-nos a caracterizar a via metabólica (glicólise versus respiração mitocondrial) preferencial-
mente usada por estas células in vitro através da realização de vários ensaios. 

Resultados: Como já tinha sido previamente demonstrado, as células MDA-MB-231 expostas a 
LDL-colesterol proliferam 2 vezes mais do que as células do grupo controlo. A análise da expres-
são de dois genes mitocondriais por PCR quantitativa, revelou um aumento do conteúdo relativo 
de DNA mitocondrial nas células que tinham sido expostas a LDL-colesterol, o que é sugestivo de 
um aumento da massa mitocondrial nestas células. A medição de lactato e ATP nos extractos ce-
lulares das células MDA-MB-231 revelou uma menor produção de lactato e uma maior produção 
de ATP nas células expostas ao LDL, o que é compatível com a adopção preferencial da respiração 
mitocondrial em detrimento da “glicólise aeróbia”. 

Conclusões: Os resultados sugerem que o fenótipo agressivo das células de cancro da mama 
da linha MDA-MB-231 induzido por LDL-colesterol está associado a um aumento do conteúdo 
mitocondrial, a uma menor produção de lactato e a uma maior produção de ATP, o que sugere o 
uso preferencial da fosforilação oxidativa e a associação desta via metabólica  a estados tumorais 
mais agressivos. 

Key-words:  Metabolism, mitochondria, breast cancer

Introduction: Cancer metabolism has been widely recognized as a decisive factor in the initiation 
and progression of tumours. Cancer cells are no longer thought to obtain all of their energy from 
glycolysis (Warburg’s effect), and, certainly, not because of mitochondrial defects. Nowadays, it 
is accepted that tumours are heterogeneous masses and comprise different types of cells hav-
ing the ability to adopt the metabolic program that better fits their needs. There is compelling 
evidence, particularly in breast cancer, that migratory/invasive cancer cells specifically favour mi-
tochondrial respiration over aerobic glycolysis. Lipid metabolism is known to have a crucial role 
in cancer development and lipid synthesis and consumption in tumours have been under close 
scrutiny. Experiments using in vitro and in vivo models of cholesterol enrichment in breast cancer 
cells showed that LDL-cholesterol exposure promotes triple negative subtype breast cancer cells 
(MDA-MB-231) proliferation, migration and loss of adhesion, hallmarks of epithelial to mesenchy-
mal transition. In addition, gene expression analysis of MDA-MB-231 breast cancer cells stimu-
lated with LDL-cholesterol revealed an increase in the expression of β-oxidation-related genes 
under this conditions. 

Objective: Taking into account this evidence, our main goal is to study whether the aggressive 
phenotype of the MDA-MB-231 breast cancer cells induced by LDL-cholesterol is associated with 
a metabolic reprogramming that tends to favour mitochondrial respiration in detriment of aero-
bic glycolysis. For that, we performed several analytical experiments in order to characterize the 
metabolic pathway preferably used by MDA-MB-231 breast cancer cells with an aggressive phe-
notype induced by LDL-exposure in vitro. 

Results: As previously showed, LDL-cholesterol exposed MDA-MB-231 cells proliferate 2 times 
more than control cells. Analysis of the mitochondrial DNA (mtDNA) content, as assessed by qPCR 
of the mitochondrial genes CO1 and ND1, revealed an increase in the mitochondrial mass of high-
er-proliferative MDA-MB-231 cells exposed to LDL-cholesterol for 48h. In addition, MDA-MB-231 
cells exposed to LDL-cholesterol produce less lactate and more ATP than the control cells, suggest-
ing a lower usage of the glycolytic pathway and a preferential use of mitochondrial respiration.   

Conclusions: So far, our results suggest that the exposure of MDA-MB-231 cells to LDL-cholesterol, 
with the concomitant acquisition of a more aggressive phenotype, leads to an increase of the 
mitochondrial mass, a lower lactate production and a higher ATP production, which is compatible 
with the preferential use of mitochondrial respiration and suggests an association between the 
usage of this metabolic pathway and the acquisition of more aggressive tumour capacities.
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Fundamento: O Sistema Límbico (SL) é uma das regiões mais complexas do sistema nervoso cen-
tral. Nos últimos anos, ao circuito inicialmente descrito por James Papez (1937), têm sido adicio-
nadas outras conexões corticais e sub-corticais. O estudo dos seus constituintes tem sido feito 
sobretudo de forma não-invasiva, através de técnicas de imagem por Ressonância Magnética (RM), 
sendo escassos os estudos anatómicos, através de técnicas de dissecção, que permitam um melhor 
conhecimento da anatomia neurocirúrgica e tridimensional (3D) desta região. 

Durante o último ano letivo foram desenvolvidas e estão atualmente implementadas no Instituto 
de Anatomia da FMUL duas técnicas anatómicas para a preparação e conservação de modelos 
didáticos: a técnica de dissecção de fibras de Klingler e a plastinização.

A dissecção de fibras pela técnica de Klingler é um procedimento utilizado no estudo dos feixes de 
substância branca do encéfalo humano, permitindo um melhor conhecimento da sua configura-
ção 3D. Existem atualmente técnicas de RM, tais como tratografia e Imagiologia por Tensores de 
Difusão (DTI), que representam uma forma de dissecção virtual do encéfalo vivo.A plastinização é 
uma técnica de preservação de peças anatómicas , permitindo criar modelos precisos e resistentes 
de peças anatómicas, úteis no estudo da Neuroanatomia. Frequentemente utilizada em cortes de 
cérebros, a sua aplicação a modelos 3D tem sido escassamente reportada. 
Objectivos: 
•	 Criar modelos anatómicos das principais estruturas e feixes do SL e Circuito de Papez:

–– In Vivo – através de RM (DTI/Tractografia) adquiridas em voluntários;
–– Post Mortem – através de Dissecção pela técnica de Klingler e posterior plastinização;

•	 Comparar os resultados da tratografia com os da dissecção pela técnica de Klingler;
•	 Aplicar o material de estudo plastinizado nas aulas práticas de Neuroanatomia.

Métodos: Para o estudo imagiológico, dois adultos voluntários, após consentimento informado, 
foram submetidos a DTI/Tratografia por RM (3T). Para o estudo anatómico, foram utilizados quatro 
hemisférios adultos normais, submetidos a técnica de Klingler e subsequente plastinização.

Resultados: Foram desenvolvidos modelos plastinizados que permitem o estudo anatómico do SL 
a partir de diversas abordagens, identificando os principais núcleos e feixes de associação como 
o hipocampo, fórnix, corpos mamilares, feixe mamilo-talâmico, núcleo anterior do tálamo, corpo 
caloso e circunvolução do cíngulo. Os modelos foram referenciados e comparados com imagens de 
DTI/Tratografia, constituindo um conjunto de modelos 3D dinâmicos.

Conclusões: A partir da combinação das diferentes técnicas utilizadas, foram obtidos modelos 
imagiológicos e modelos anatómicos a partir de tecidos biológicos preservados que permitem o 
estudo em 3D dos vários constituintes do SL humano, aplicáveis ao ensino da Neuroanatomia e das 
Neurociências. As vantagens, desvantagens e limitações de cada técnica foram complementadas 
entre si.  

Key-words: Limbic System ; Tractography; Plastination

Background: The Limbic System (LS) is perhaps one of the most complex regions of the central 
nervous system. In the last few years, multiple cortical and sub-cortical connections have been 
added to James Papez’s original “limbic circuit” (1937). However, it has been mostly studied in 
a non-invasive fashion, through magnetic resonance imaging techniques (MRI); anatomical 
studies using dissection techniques, which allow a better knowledge of the neurosurgical and 
tridimensional (3D) anatomy of this region, are unfortunately scarce, 

During this last year, two anatomical techniques have been developed and implemented in the 
Anatomy Department of the Lisbon Medical School, in order to create and preserve didactic 
models: the Klingler fiber dissection technique, and Plastination.

The Klingler fiber dissection technique is a classical procedure used in the study of the human 
brain white matter tracts. It involves the dissection of successive layers of white matter, providing 
a better understanding of its 3Dconfiguration. Current MRI techniques such as tractography 
and diffusion tensor imaging (DTI) represent a form of virtual dissection of the living brain, but 
unfortunately without a resolution as high as the Klinger technique. At last, plastination is a well-
established technique, easily applicable to organic tissues. It allows the creation of clean, resistant 
and accurate anatomical models that are extremely useful in the study of Neuroanatomy. It has 
been frequently used in brain slices, but seldom in the study of the brain 3D structure.

Objectives: 
•	 To create accurate, high definition 3D model of the LS  and Papez’s Circuit:

–– In vivo – through MRI based DTI/Tractography in healthy volunteers;
–– Post Mortem – through Klingler’s fiber dissection technique, followed by plastination;

•	 To compare the results of tractography with those of Klingler’s dissection technique;
•	 To apply these plastinated models in the study of Neuroanatomy.

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

Results: Plastinated models were developed to allow the anatomic study of the LS through 
different approaches, identifying the main nuclei and association tracks, such as the hippocampus, 
fornix, mamillary bodies, mamilo-thalamic tract, anterior thalamic nucleus, corpus callosus and 
cingulate gyrus. Afterwards the models were compared with 3TMRI based DTI/Tractography 
images, building an asset of dynamic 3D models.

Conclusions: Through the combination of the different used techniques, imagiological and 
anatomical models were obtained from preserved biologic tissues that allowed the study in 3D 
of the different components of the human LS. These models can be applied to the teaching of 
Neuroanatomy and Neurosciences. The advantages and limitations of these techniques were 
complemented by each other.

Alunos | Students: João Luís Diogo Cavaco; Maria Eduarda Neves; Tiago José Rodrigues Gaspar
Projecto | Project         

201531
Tutores | Tutors: Lia Pereira Lucas Neto

Laboratório, Centro ou Unidade | Laboratory, Centre, Unit: Instituto de Anatomia - FMUL |  Anatomy Department - FMUL

E-mail: joaocavaco@campus.ul.pt; mariaeduarda@campus.ul.pt; tiagogaspar@campus.ul.pt

Título | Title: Estudo da anatomia do sistema límbico: rm e tratografia, dissecção pela técnica de klingler e plastinização. Criação de Modelos 3‐d aplicáveis ao ensino da neuroanatomia. 
Anatomy of the limbic system: mri and tractography, klingler’s fiber dissection technique and plastination. Creating 3-d models forNeuroanatomy teaching.



 
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Fundamento: A leucemia linfoblástica aguda (LLA) constitui a forma mais comum de cancro 
pediátrico. A LLA de linhagem T (LLA-T) está associada a alto risco e mau prognóstico. Em LLA-T, o 
eixo IL-7/IL-7R contribui para o desenvolvimento e progressão da doença. As esfingosina cinases 1 e 
2 (SphK1, SphK2) catalisam a fosforilação de esfingosina em esfingosina 1-fosfato (S1P), regulando 
assim processos que incluem crescimento e viabilidade celular. A conexão patente entre SphKs e 
alguns tumores, tanto sólidos como líquidos, é já conhecida. No entanto, o papel concreto das SphKs 
(e em particular Sphk2) em leucemia permanece por desvendar. 

Objetivos: Este estudo procura avaliar o papel da SphK2 nos efeitos mediados por IL-7 em LLA-T. 

Métodos: Incubámos células TAIL7 (LLA-T semelhantes a células primárias, dependentes de IL-
7), DND-4.1 (LLA-T, mutantes IL7Rα) e D1 (timócitos, dependentes de IL-7), estas últimas sobre-
expressando IL7Rα humano wild-type ou mutante, com a presença de IL-7 e/ou K145 (inibidor 
SphK2-específico). Mediu-se o valor de IC50 por deteção de fluorescência de Alamar blue. Analisou-
se viabilidade celular por citometria de fluxo (distribuição por FSCxSSC e marcação por Annexin 
V/7AAD), e a manutenção de potencial de membrana mitocondrial por marcação com TMRE. Para 
avaliação do ciclo celular recorreu-se a marcação por iodeto de propídio. Avaliámos a ativação de 
vias de sinalização por western blot, utilizando anticorpos fosfo-específicos. 

Resultados: Observámos diminuição da viabilidade celular induzida pelo eixo IL-7/IL-7R nas linhas 
LLA-T após tratamento com o inibidor de SphK2, com uma resposta proporcional de acordo com 
a dose e tempo de exposição ao inibidor. Esta resposta foi acompanhada pela diminuição do 
potencial de membrana mitocondrial e por um aumento da apoptose. A determinação do estado 
de fosforilação de elementos chave das vias de sinalização JAK/STAT e PI3K/AKT revelaram que a 
inibição de SphK2 evitava a ativação de ambas as vias na presença de IL-7. Sendo estas as vias major 
de sinalização do eixo IL-7/IL-7R, atribuímos também os efeitos nocivos da inibição de SphK2 que 
verificámos em células com mutação ativante do IL7Rα ao bloqueio dos estímulos pro-sobrevivência 
mediados pelo recetor. 

Conclusões: Com este estudo identificamos a SphK2 como um regulador vital das vias de sinalização 
promotoras de sobrevivência dependentes de IL-7/IL-7R, estabelecendo SphK2 como um potencial 
alvo terapêutico em LLA-T. 

Key-words:  T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia, Interleukin-7, Sphingosine Kinases

Background: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common pediatric malignancy. T-cell 
lineage ALL (T-ALL) associates with high risk and poor prognosis. The IL-7/IL-7R signaling axis 
contributes to T-ALL development and acceleration of disease progression. Sphingosine Kinases 
1 and 2 (SphK1, SphK2) phosphorylate sphingosine into sphingosine 1-phosphate (S1P), thereby 
regulating processes such as cell growth and viability. A link between SphKs and both solid and 
hematologic cancers has been established. Nevertheless, the precise role of SphKs (and especially 
that of SphK2), in leukemia remains uncertain. 

Objectives: This study aimed to assess the role of SphK2 in IL-7-mediated effects in T-ALL. 

Methods: We incubated TAIL7 (primary-like T-ALL, IL-7 dependent), DND-4.1 (T-ALL, IL7Rα mutant) 
and D1 (thymocyte-like, IL-7 dependent) cells, the latter overexpressing human wild-type or mutant 
IL7Rα, in culture medium with IL-7 and/or K145 (a SphK2-specific inhibitor). IC50 was determined by 
Alamar blue fluorescence detection. Cell viability was measured by flow cytometry analysis (FSCxSSC 
distribution and Annexin V/7AAD staining), and maintenance of mitochondrial membrane potential 
evaluated by TMRE staining. Cell cycle profiles were generated after propidium iodide staining. 
Activation of signaling pathways was assessed by western blot using phospho-specific antibodies. 

Results: The SphK2 inhibitor K145 diminished IL-7/IL-7R-dependent T-ALL cell viability in a time and 
dose-dependent manner. This was accompanied by diminished mitochondrial membrane potential 
and increased apoptosis. Determination of phosphorylation status of key players in JAK/STAT and 
PI3K/AKT pathways revealed that SphK2 inhibition prevented the activation of both pathways 
downstream from IL-7 stimulation. As these embody the major signaling pathways behind IL-7/IL-7R 
axis’ pro-survival effects, we further connect the deleterious effects of SphK2 inhibition on cells with 
mutated, constitutively active IL7Rα, to the blockade of IL-7R-mediated pro-survival signaling. 

Conclusions: Our study identifies SphK2 as a vital modulator of IL-7/IL-7R-dependent pro-survival 
signaling, establishing SphK2 as a potential target in T-ALL therapeutics. 
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O sistema imunitário tem como função proteger um organismo contra agentes infecciosos e células tumorais7. 
As células T, que expressam o receptor das células T (TCR), estão envolvidas na resposta imune celular 7,8.

Neste estudo, focamo-nos nas células T γδ1, que apresentam um papel não redudante na protecção do hos-
pedeiro (SILVA-SANTOS et al NAT REV IMMUN 2015). Uma análise recente de uma colecção de vários tipos de 
cancros humanos mostrou que as células T γδ intratumorais são a população imune com prognóstico favorável 
mais significativo (GENTLES, A. J. ET AL. NAT. MED. 2015), o que as identifica como uma ferramenta para futuras 
imunoterapias do cancro baseadas em células T  γδ.

No entanto, as células T γδ podem sofrer um processo de transformação celular levando a leucemia lin-
foblástica aguda de células T (T-ALL) (MATOS DM, HAEMATOLOGICA 2005; 90: 264–266; SCHOTT G, BR J 
HAEMATOL 1998; 101: 753–755). γδ T-ALL humano é pouco estudado e os mecanismos de transformação de 
células T γδ são ainda largamente desconhecidos.

Para compreender melhor esta transformação, analisamos as vias de sinalização-chave que podem ser res-
ponsáveis pela sobrevivência e proliferação de células T γδ como um possível alvo para a terapia de γδ T-ALL.

A transformação celular requere a aquisição de diferentes características como a resistência à morte celular 
e sinalização proliferativa continuada (HALLMARKS OF CANCER, CELL, 2011). Esta transformação pode surgir 
da inactivação de vias de sinalização-chave, como mutações genéticas do PTEN (RIBEIRO, ST FRONTIERS OF 
IMMUNOLOGY 2015) que estão associadas ao Síndroma de Cowden2; ou na actividade aumentada de molé-
culas anti-apoptóticas, como o c-MYC que é encontrado desregulado no Linfoma de Brukitt3.

Neste estudo, usamos a linha celular PEER7 como modelo de γδ T-ALL, com o fim de encontrar moléculas-chave 
que podem ser alvos em tratamentos de cancro. Os nossos resultados mostram que:

(i) A actividade in-vitro da Caseína-quinase II (CK2) é maior no γδ T-ALL comparado com células T γδ saudáveis 
(obtidas de amostras tímicas pediátricas). CK2 é uma cinase serina-treonina, ubíqua e constitutivamente 
activa, frequentemente sobreexpressa ou hiperactivada em doenças malignas hematológicas onde regula 
diferentes vais de sinalização associadas à proliferação e sobrevivência4.

(ii) Cultura de células com CX-4945, inibidor da CK2 altamente específico e em estudos de fase clínica, vai 
abolir a actividade da CK2 e inibir a via de sinalização PTEN/AKT de uma forma dose-dependente em 
células T γδ, resultando na paragem do ciclo celular em G2/M e em apoptose.

(iii) Actividade da CK2 é positivamente regulada pelo TCR/CD3, somado ao coestimulador CD27 (um impor-
tante estímulo para a proliferação de células T γδ (DEBARROS, EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
2011)) que culmina na modulação da via de sinalização PTEN/AKT/GSK3b nas células γδ T-ALL.

(iv) Mediante a inibição da CK2, pelo CX-4945, observamos um aumento significativo da susceptibilidade 
para apoptose nas células γδ T-ALL comparado com o αβ T-ALL (linha celular MOLT-4), que suporta o 
potencial terapêutico do CX-4945 no tratamento de γδ T-ALL.

Estes dados mostram um aumento na actividade da CK2 no γδ T-ALL comparado com as células T γδ não 
transformadas. A inibição da CK2 modela a via de sinalização PTEN/AKT que induz a paragem do ciclo celular 
em G2/M e apoptose nas células γδ T-ALL, as quais são marcadamente mais sensíveis que as suas homólogas 
αβ. A informação revela assim a CK2 como um alvo interessante no tratamento de γδ T-ALL.  

Key-words:  CK2, Gammadelta T-Cells, Immunotherapy

The immune system is a fundamental tool that protects an organism against infectious agents (including 
bacteria, virus, fungi, nematodes, etc) as well as tumor cells7. The T-cells, which express a T-cell receptor 
(TCR), are involved in cell-mediated immune response7,8.

In this study we focused on the unconventional γδ T-cells1, which present non-redundant roles in host 
protective responses (SILVA-SANTOS et al NAT REV IMMUN 2015). A recent analysis of a collection of several 
human cancer types revealed intratumoral γδ T-cells as the most significant favorable prognostic immune 
population (GENTLES, A. J. ET AL. NAT. MED. 2015), which highlight these cells as an interesting tool for 
future γδ T cell-based cancer immunotherapies. 

However, γδ T-cells could undergo cell transformation causing γδ T acute lymphoblastic leukemia (T-ALL), 
which has distinctive clinical features (MATOS DM, HAEMATOLOGICA 2005; 90: 264–266; SCHOTT G, 
BR J HAEMATOL 1998; 101: 753–755). Human γδ T-ALL is poorly study and the mechanisms of γδ T-cell 
transformation are largely unknown.

In order to understand better the mechanism of γδ T-cell transformation, here we analyzed key signaling 
pathways that could be responsible for γδ T-cell survival and proliferation as a possible target for γδ T-ALL therapy.

The process of cell transformation requires the acquisition of different characteristics such as resistance to cell 
death and continuous proliferative signaling (HALLMARKS OF CANCER, CELL, 2011). This transformation can 
arise from the inactivation of key regulatory signaling pathways, such as genetic mutations of PTEN (RIBEIRO, 
ST FRONTIERS OF IMMUNOLOGY 2015) that is associated with the Cowden Syndrome2; or in the increased 
activity of pro-apoptotic molecules, like c-MYC that is commonly found disregulated in Burkitt’ Lymphoma.3

In this study we used the PEER cell line7 as a model of γδ T-ALL in order to find key molecules that could be 
helpful targets in cancer treatments. Our results show that: 

(i) Casein Kinase 2 (CK2) in-vitro activity is higher in γδ T-ALL compared to healthy γδ T-cells (collected 
from pediatric thymic samples). CK2 is a ubiquitous and constitutively activate serine-threonine protein 
kinase frequently overexpressed or hyperactivated in hematological malignancies where CK2 regulates 
different survival and proliferative-associated signaling pathways4.

(ii) Cell culture with the highly specific and clinical-grade CK2 inhibitor, CX-4945, abolishes CK2 activity and 
downstream PTEN/AKT signaling pathway in a dose-dependent manner in γδ T-cells, resulting into G2/M 
cell cycle arrest and apoptosis.

(iii) CK2 activity is positively regulated by TCR/CD3 plus CD27 costimulation (an important stimulus for 
γδ T-cell proliferation (DEBARROS, EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 2011)) that culminates into 
PTEN/AKT/GSK3b signaling pathway modulation in γδ T-ALL cells.

(iv) Upon CK2 inhibition, by CX-4945, we observed a strikingly increased susceptibility to apoptosis in γδ 
T-ALL cells compared to αβ T-ALL (MOLT-4 cell line) that supports the therapeutic potential of CX-4945 in 
γδ T-ALL treatments.

Collectively, these data show an increased activity of CK2 in γδ T-ALL compared to non-transform γδ T-cells. 
Mechanistically, the CK2 inhibition modulates PTEN/AKT signaling pathway that induces G2/M cell cycle 
arrest and apoptosis in γδ T-ALL cells, which are markedly more sensitive than their αβ counterparts. Data 
that reveals CK2 as an interesting novel target for γδ T-ALL treatment. 
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Fundamento: O fibrinogénio tem um papel importante na agregação plaquetária e coagulação. 
Este está aumentado em doenças cardiovasculares e parece estar envolvido na agregação 
eritrocitária, com implicações trombóticas. Os nossos estudos anteriores demonstraram a 
existência de uma interacção entre fibrinogénio e uma integrina relacionada com a glicoproteína 
αIIbβ3 na membrana do eritrócito.

Objectivos: Perceber como é que o fibrinogénio influencia a agregação eritrocitária, por adesão 
célula-célula e interações proteína-célula, avaliando a sua influência em risco cardiovascular.

Métodos: Pacientes com hipertensão arterial essencial (EAH; N=31), assim como 15 dadores 
de sangue saudáveis (controlo) foram estudados. A ligação fibrinogénio-eritrócito foi estudada 
com espectroscopia de força baseada no AFM (microscopia de força atómica), com a proteína 
covalentemente ligada à tip do AFM. A interação eritrócito-eritrócito foi estudada com uma das 
células ligadas ao cantilever do AFM sem a tip e a outra num substrato sólido. A adesão eritrócito-
eritrócito foi estudada na ausência e presença de diferentes concentrações de fibrinogénio. 

Resultados: Os resultados de controlo da adesão célula-célula demonstraram que o trabalho 
necessário para separar dois eritrócitos aumentava significativamente com o aumento da 
concentração de fibrinogénio, de 0.48 ± 0.04 fJ sem fibrinogénio para 2.88 ± 0.34 fJ com 1 mg/
ml de fibrinogénio (p<0.001). Ademais, a força de separação máxima célula-célula aumentou de 
70.20 ± 4.11 pN (sem fibrinogénio) para 136.97 ± 7.56 pN com 1 mg/ml de fibrinogénio (p<0.0001). 
Em EAH encontrou-se que, em todas as concentrações de fibrinogénio, havia maior trabalho em 
separar os eritrócitos do que no controlo (1.44 ± 0.06 pN, sem fibrinogénio para 3.24 ± 0.20 pN 
com 1 mg/ml de fibrinogénio). Quanto aos resultados da interação proteína-célula, pacientes 
com EAH apresentaram forças de ligação consideravelmente maiores do que no controlo, apesar 
da menor frequência. As forças médias aumentaram de 40.4 ± 3.0 pN no controlo para 101.0 ± 
7.1 pN em EAH (p<0.0001), apesar da menor frequência de ligação em EAH (27.6 ± 4.2 pN vs. 9.0 
± 0.3 pN para pacientes com EAH; p<0.0001).

Conclusões: Os resultados demonstraram que ao aumentar os níveis plasmáticos do fibrinogénio 
(relacionado com risco cardiovascular) há uma maior tendência agregação eritrocitária, 
provavelmente por ligação transiente e simultânea da proteína entre as duas células. Os resultados 
são relevantes para concluir no grau de relevância patofisiológica do fibrinogénio e agregação 
eritrocitária, uma vez que um incremento de ambos pode induzir um fluxo microcirculatório 
mais lento, aumentando a probabilidade de complicações cardiovasculares, logo a possibilidade 
de novas perspectivas na identificação de biomarcardores prétombóticos para diagnóstico e 
prognóstico de doenças cardiovasculares, assim como potenciais intervenções farmacológicas 
para reduzir agregação de células sanguíneas.

Key-words: fibrinogen; erythrocyte; cardiovascular disease

Background: It is known that fibrinogen has an important role in platelet aggregation and co-
agulation. Fibrinogen is increased in cardiovascular disease and seems to be also involved in 
erythrocyte aggregation, with pathogenic implications in thrombosis. Our previous studies dem-
onstrated the existence of a single-molecule interaction between fibrinogen and a glycoprotein 
αIIbβ3-related integrin receptor on the erythrocyte membrane.

Objectives: The aim of this study is to understand how fibrinogen influences erythrocyte aggre-
gation, by cell-cell adhesion and protein-cell interactions, evaluating also its influence on cardio-
vascular risk.

Methods: Essential arterial hypertension (EAH; N=31), as well as 15 healthy blood donors (con-
trol) were engaged in this study. Fibrinogen-erythrocyte binding were conducted by atomic force 
microscopy (AFM)-based force spectroscopy with the protein covalently attached to the AFM 
tip. Erythrocyte-erythrocyte experiments were conducted with one of the cells attached to AFM 
tipless cantilever and the other on the solid substrate. Erythrocyte-erythrocyte adhesion was as-
sessed in the absence and in the presence of different fibrinogen concentrations. Results: Cell-cell 
adhesion control data showed that the work necessary to separate two erythrocytes significantly 
increase with increasing fibrinogen concentrations, from 0.48 ± 0.04 fJ without fibrinogen to 2.88 
± 0.34 fJ at 1 mg/ml fibrinogen (p<0.001). Additionally, the maximum cell-cell detachment force 
increased from 70.20 ± 4.11 pN (without fibrinogen) to 136.97 ± 7.56 pN at 1 mg/ml fibrinogen 
(p<0.0001). As for EAH patients we found that at all fibrinogen concentrations patients had a 
higher work to detach erythrocyte from erythrocyte than the control (1.44 ± 0.06 pN, without 
fibrinogen to 3.24 ± 0.20 pN at 1 mg/ml fibrinogen). Regarding the protein-cell interaction results, 
EAH patients presented significantly higher binding forces than the control, despite lower binding 
frequency. The average forces increase from 40.4 ± 3.0 pN in healthy donors to 101.0 ± 7.1 pN 
in EAH patients (p<0.0001), despite a lower binding frequency for patients comparing to control 
group (27.6 ± 4.2 pN vs. 9.0 ± 0.3 pN for EAH patients; p<0.0001).

Conclusions: The results further demonstrate that increasing fibrinogen plasma levels (related 
to cardiovascular risk) are associated with a higher tendency of erythrocytes to aggregate, prob-
ably by transient simultaneous binding of the protein to two cells, bridging them. The results are 
relevant to conclude on the degree of pathophysiological relevance of fibrinogen and erythro-
cyte aggregation, since an increment of both might induce a slow microcirculatory flow, increas-
ing the probability of cardiovascular complications, thus the possibility of new insights on the 
identification of prethrombotic biomarkers for cardiovascular disease diagnosis and prognosis, 
as well as potential future drug interventions to reduce blood cells aggregation.
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Palavras-Chave: Factor Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF); Potenciação de Longa 
Duração (LTP); Doença de Alzheimer.

Fundamento: As duas principais características histopatológicas da Doença de Alzheimer são (1) 
os novelos intracelulares de tau hiperfosforilada e (2) os agregados extracelulares do péptido 
amiloide β (Aβ), o qual é encontrado em vários estados de agregação – monómeros, oligómeros e 
fibras. É sabido que o Aβ prejudica fenómenos de plasticidade Hebbiana, bem como a sinalização 
do BDNF, uma neurotrofina, no hipocampo.

Objectivos: Os objectivos deste trabalho foram (1) estudar de que forma cada espécie de Aβ afecta 
a sinalização do BDNF; (2) descrever de que forma cada espécie de Aβ perturba fenómenos de 
plasticidade Hebbiana; (3) determinar se existe uma relação entre estes dois efeitos.

Métodos: Através de vários passos de filtrações e centrifugações, cada espécie de Aβ foi isolada a 
partir de preparações de Aβ comercialmente disponíveis (Aβ 1-42, GenicBio). Fatias de hipocampo 
foram preparadas a partir de ratos Wistar machos (7-9 semanas) e incubadas com cada espécie 
(200 nM) durante 180 min. A partir destas fatias, ou foram obtidos registos extracelulares ex vivo 
para estudar fenómenos de plasticidade sináptica, ou foram preparados sinaptossomas para a 
realização de ensaios de libertação de [3H]glutamato.

Resultados: Os oligómeros de Aβ impedem o aumento da libertação de glutamato mediada pelo 
BDNF em sinaptossomas (S2/S1CTR = 0.9047±0.1032, S2/S1CTR+BDNF = 1.151±0.3156, n=16, p=0.0026; 
S2/S1OLIG = 0.9916±0.1463, S2/S1OLIG+BDNF = 0.8359±0.1457, n=5, p>0.05). Pelo contrário, este efeito 
do BDNF foi preservado após a exposição a monómeros ou a fibras (S2/S1MON = 0.9282±0.0659, S2/
S1MON+BDNF = 1.139±0.1577, n=6, p=0.019; S2/S1FIB = 0.8526±0.0479, S2/S1FIB+BDNF = 1.083±0.1661, 
n=5, p=0.048). Tanto os oligómeros como as fibras de Aβ reduzem a magnitude da Potenciação 
de Longa Duração (LTP) (LTPCTR = 40.29±18.03%, n=8; LTPOLIG = 18.95±12.73%, n=8, p<0.05; LTPFIB 
= 19.21±10.05%, n=8, p<0.05), mas apenas os oligómeros aumentam o Índice de Saturação (SI) 
(LTP saturada: SI = 1; LTP não saturada > 1; SICTR = 4.854, n=8; SIOLIG = 7.023, n=8, p<0.05). Para 
estudar se este efeito está dependente da inibição da sinalização do BDNF, usámos um inibidor de 
calpaínas, MDL21870, que se sabe ser capaz de prevenir a inibição da sinalização do BDNF induzida 
pelo Aβ. Observámos que, após a exposição simultânea a oligómeros de Aβ e a MDL21870, tanto a 
magnitude da LTP como o SI não foram diferentes dos valores controlo (SICTR = 4.854, n=8; SIOLIG+MDL 
= 3.837±0.1585, p>0.05).

Conclusões: Estes dados sugerem que os oligómeros sejam a espécie de Aβ especificamente 
responsável pela inibição da sinalização do BDNF na Doença de Alzheimer. Este mecanismo 
poderá estar na base da redução da saturação da LTP. É sabido que menores saturações da LTP 
estão associadas a melhores desempenhos cognitivos. Assim, sugerimos que, num estádio pré-
sintomático (antes da formação de fibras e de uma redução significativa no número de sinapses), a 
inibição da sinalização do BDNF pelos oligómeros de Aβ possa ser responsável por um mecanismo 
compensatório que preserve o output sináptico global, apesar dos defeitos subjacentes nos 
fenómenos de plasticidade sináptica.

Key-words: Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF); Long-Term Potentiation (LTP); 
Alzheimer’s Disease (AD)

Background: The two main histopathological hallmarks of Alzheimer’s Disease are the intracellular 
hyperphosphorylated tau tangles and the extracellular aggregates of Amyloid β (Aβ) peptide; the lat-
ter is found in various states of aggregation – monomers, oligomers and fibrils. Aβ is known to impair 
Hebbian plasticity phenomena, as well as BDNF signalling, a neurotrophin, at the hippocampus.

Objectives: This work aimed (1) to study how each Aβ species affects BDNF signalling; (2) to de-
scribe how each Aβ species disturbs hippocampal Hebbian plasticity phenomena; (3) to ascertain 
whether the latter may be related with the former.

Methods: Through various filtration and centrifugation steps, each Aβ species was isolated from 
commercially available Aβ preparations (Aβ 1-42, GenicBio). Hippocampal slices were prepared from 
male Wistar rats (7 – 9 weeks old) and incubated with each species (200 nM) for 180 min. Subsequent-
ly, from these slices, either electrophysiological ex vivo recordings were performed to study synaptic 
plasticity phenomena, or synaptossomes were prepared for [3H]glutamate release assays.

Results: Aβ oligomers impair exogenous BDNF-mediated increase in glutamate release from syn-
aptossomes (S2/S1CTR = 0.9047±0.1032, S2/S1CTR+BDNF = 1.151±0.3156, n=16, p=0.0026; S2/S1OLIG 

= 0.9916±0.1463, S2/S1OLIG+BDNF = 0.8359±0.1457, n=5, p>0.05), whereas this effect was pre-
served following exposition to monomers or fibrils (S2/S1MON = 0.9282±0.0659, S2/S1MON+BDNF = 
1.139±0.1577, n=6, p=0.019; S2/S1FIB = 0.8526±0.0479, S2/S1FIB+BDNF = 1.083±0.1661, n=5, p=0.048). 
Both Aβ oligomers and fibrils impair hippocampal Long-Term Potentiation (LTPCTR = 40.29±18.03%, 
n=8; LTPOLIG = 18.95±12.73%, n=8, p<0.05; LTPFIB = 19.21±10.05%, n=8, p<0.05), but only Aβ oligom-
ers increase LTP Saturation Index (SI) (saturated LTP: SI = 1; unsaturated LTP: SI > 1; SICTR = 4.854, 
n=8; SIOLIG = 7.023, n=8, p<0.05). To understand whether this effect could be dependent on the 
impairment of endogenous BDNF signalling, we used a calpain inhibitor, MDL28170, which was 
previously shown in our lab to prevent Aβ-mediated impairment of BDNF signalling. We observed 
that, following exposition to both Aβ oligomers and MDL28170, both LTP magnitude and SI were 
not different from control values (SICTR = 4.854, n=8; SIOLIG+MDL = 3.837±0.1585, p>0.05).

Conclusions: Our data suggest that oligomers are the Aβ species specifically responsible for BDNF 
signalling impairment in Alzheimer’s Disease. Furthermore, this mechanism might be at the core 
of the reduction in LTP saturation. It is known that reduced LTP saturation is associated with better 
cognitive performance. Thus, we hypothesize that, in a pre-symptomatic stage (before fibril forma-
tion and overt synaptic loss), Aβ oligomer-mediated impairment of BDNF signalling might account 
for a compensatory mechanism that preserves global synaptic output, despite the underlying im-
pairment in synaptic plasticity.

Acknowledgements: We thank Hugo V. Miranda for preparing the Aβ species and Regeneron 
Pharmaceuticals for the gift of BDNF.
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Palavras-Chave: locus ceruleus; neuromelanina; receptores serotoninérgicos (5HT2A e 5HT2C)

Fundamentos: O Locus Ceruleus (LC) humano é um núcleo situado na porção dorsal superior da 
protuberância envolvido em múltiplos circuitos neuroquímicos. 

Após se ter concluído, em estudos prévios realizados no IAN, que o LC humano é um núcleo mais 
estreito (± 2mm) e mais longo (± 14mm) do que previamente descrito, prosseguiu-se com o estudo 
do mapeamento dos seus neuroreceptores. 

O mapeamento dos neuroreceptores dopaminérgicos D1 e D2 (D1R e D2R) já foi concluído, tendo-
-se constatado um padrão de distribuição distinto a nível da extensão longitudinal do núcleo, bem 
como a nível celular, sendo a sua co-localização pouco frequente. Os D2R são significativamente 
mais abundantes que os D1R, estão presentes na generalidade dos neurónios, encontrando-se em 
amplos compartimentos citoplasmáticos, incluindo a nível dos grânulos de neuromelanina, bem 
como na porção proximal das dendrites e membrana citoplasmática. Os D1R têm uma distribuição 
mais escassa e esparsa, sobretudo no terço superior do LC, expressando-se em neurónios pobres 
em grânulos de neuromelanina, em compartimentos citoplasmáticos mais restritos. 

As aferências serotoninérgicas do LC, objecto do presente estudo, provêm sobretudo do núcleo 
dorsal da rafe, sendo importantes no controlo do ciclo sono-vigília, analgesia, cognição, depressão 
e ansiedade.  

Objetivos: Estudo da distribuição diferencial dos subtipos de receptores serotoninérgicos 5HT2A 
e 5HT2C (5HT2AR e 5HT2CR) ao longo do eixo cranio-caudal do LC humano e a nível intracelular.

Material e Métodos: Marcação imunohistoquímica com fluorescência de 5HT2AR e 5HT2CR em 
6 LC (3 troncos cerebrais); análise da distribuição diferencial de ambos os subtipos de receptores 
ao longo da extensão longitudinal do LC, a nível intracelular e a sua co-localização por observação 
ao microscópio de fluorescência; análise quantitativa da imunoreactividade através do programa 
Image J ® 1.44; análise estatística dos dados pelo teste de Wilcoxon (α<0.05); análise integrada dos 
dados morfológicos e imunocitoquímicos.

Resultados e Discussão: Os resultados até agora obtidos são preliminares:

Observou-se um padrão predominantemente somatodendritico para 5HT2AR e 5HT2CR em neuró-
nios dispersos do LC. A imunoreactividade expressou-se de forma ponteada a nível do citoplasma, 
membrana plasmática e porção proximal das dendrites. Os neuroreceptores encontram-se sobre-
tudo em neurónios pobres em neuromelanina, abrangendo compartimentos citoplasmáticos que 
se estendem para além dos grânulos de neuromelanina. 

O estudo quantitativo da imunoreactividade para cada um dos subtipos de neuroreceptores será 
efetuada posteriormente.

Key-words: locus coeruleus; neuromelanin; 5HT2A e 5HT2C serotonin receptors

Background: The human locus ceruleus (LC) is a nucleus located in the rostral pons that is involved 
in several neurochemical circuits. 

After it was established in our previous studies that the human LC is narrower (± 2mm) and longer 
(± 14mm) than previously reported we proceeded to the LC neuroreceptors mapping study. 

So far, it has been concluded that the D1 and D2 subtypes of dopamine neuroreceptors (D1R and 
D2R) mapping revealed a distinct pattern of distribution throughout the human LC length and at 
intracellular level, being seldom co-localized. D2R are significantly more abundant than D1R, they 
are globally present in all neurons, occupying large cytoplasmic compartments, including neu-
romelanin granules, as well as the proximal dendrites and the plasma membrane. D1R have a 
sparser and scarcer distribution, mainly in the upper third of the LC, in neurons poor in neuromela-
nin granules, in more restricted cytoplasmic compartments than D2R.

The serotoninergic afferents of LC, main aim of the present study, arise mostly from dorsal raphe 
nucleus and are important for controlling the sleep-wake cycle, analgesia, cognition, depression 
and anxiety.

Objectives: To study the differential distribution of 5HT2A and 5HT2C subtypes of serotoninergic 
receptors (5HT2AR and 5HT2CR) along the human LC cranio-caudal axis and at intracellular level.

Material and Method: Immunohistochemical staining with fluorescence of 5HT2AR and 5HT2CR 
in 6 LC (3 brainstems); analysis of the differential distribution of both subtype of receptors along 
the entire length of the LC and at cellular level, as well as its cellular co-localization by fluorescence 
microscope observation; quantitative analysis of immunoreactivity by the  Image J ® 1.44 program; 
statistical analysis of data by the Wilcoxon test (α <0.05); integration of morphological and immu-
nocytochemical data.

Results and Discussion: The results obtained so far are preliminary:

A general somatodendritic pattern was observed for both 5HT2AR and 5HT2CR in scattered LC 
neurons. Immunoreactivity appeared as dense punctate label at the soma, plasma membrane and 
proximal dendritic processes. It is expressed mainly in LC neurons with low content of neuromela-
nin, extending beyond the cytoplasmic compartments containing neuromelanin granules.

The quantitative analysis of the immunoreactivity for these subtypes of neuroreceptors will be 
performed afterwards.
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Palavras-Chave: SIRT2, LTP, neuroinflamação

Fundamentos: A Sirtuina 2 (SIRT2), uma desacetilase das histonas dependente do NAD+, é um 
inibidor major de processos inflamatórios e neurotóxicos mediados pela microglia. Ratinhos que 
não expressam SIRT2 (SIRT2-/-), mostraram alterações morfológicas na microglia e um aumento 
das citocinas pró-inflamatórias, aquando da injeção intra-cortical de lipopolissacárido (LPS). 
Resultados prévios obtidos pelo nosso grupo, mostraram que fatias de hipocampo de ratinhos 
que não expressavam SIRT2 na microglia obtidas através de recombinação Cre-Lox, quando 
expostas a LPS, mostram uma diminuição significativa da magnitude da potenciação de longo 
termo (LTP) quando comparadas às de ratinhos wild type. Contudo, os mecanismos subjacentes 
a este processo ainda não foram explorados.

Objetivos: Pretendemos elucidar os mecanismos que levam à diminuição da magnitude da LTP 
observada em fatias de hipocampo de ratinhos que não expressam SIRT2 na microglia, aquando 
da exposição ao LPS. Nomeadamente iremos avaliar o papel da ativação da microglia e dos recep-
tores NMDA.

Métodos: Procedeu-se à avaliação da magnitude da LTP em fatias de hipocampo de ratinhos 
knockout para SIRT2 na microglia (KO) e ratinhos wild type (WT). A LTP foi induzida através de um 
estímulo teta-burst, numa via (o protocolo θ-burst consiste em 10 estímulos, cada com 4 com-
boios de 100 Hz, , separados entre si por 200 ms) As fatias de hipocampo foram primeiramente 
incubadas com LPS (10 μg/ml, 20 min) ou veículo (BSA 0,002%, 20 min). 

De forma avaliar a influência da resposta da microglia, previamente às incubações com LPS ou 
BSA, as fatias receberam um pré-tratamento com minociclina (0,5 μg/ml, 10 min). Para estudar 
o papel da ativação dos recetores NMDA as fatias foram pré-expostas a memantina (1 μg/ml,  60 
min), um inibidor não competitivo dos recetores  N-metil-D-aspartato (NMDA). 

Resultados: A pré-incubação com memantina (p<0.05) preveniu o declínio da plasticidade sináp-
tica observada em ratinhos KO na presença de um estímulo inflamatório (LTPBSA: 105.4±9.0%, n=4; 
LTPLPS=24.4±4.9%, n=5; LTPmemantina+LPS=77.0±7.2%, n=4). A memantina per si não afectou a mag-
nitude da LTP de forma significativa. ( LTPmemantina=77.61±9.8%, n=3; LTPmemantinavs LTPBSA p>0.05)     

Contrariamente ao que seria expectável, a incubação com minociclina levou a uma diminuição da 
LTP em ratinhos KO (LTPBSA=105,3±9.0%, n=4; LTPminociclina= 28.3±7.9%, n=6; p<0.01) em fatias que 
não receberam qualquer estímulo inflamatório ao passo que em ratinho WT, a LTP não foi afe-
tada. Adicionalmente, a incubação com com minocilcina não preveniu o declínio da plasticidade 
sináptica após a exposição ao LPS em ratinhos KO.

Conclusões: O tratamento prévio com memantina previne o declínio de plasticidade sináptica em 
ratinhos KO na presença de um estímulo inflamatório, sugerindo, desta forma o envolvimento da 
ativação dos receptores NMDA neste processo. O declínio da LTP induzido pela incubação com 
minociclina nas fatias de hipocampo dos ratinhos KO não estimuladas poderá sugerir que um certo 
grau de ativação basal da microglia poderá estar a contribuir para a LTP. Serão necessários mais 
estudos para perceber se as células da microglia nos ratinhos KO se encontram “primed” quando 
comparadas às dos ratinhos WT.

Key-words: SIRT2, LTP, neuroinflammation

Background: Sirtuin 2 (SIRT2), a NAD+ dependent histone deacetylase, is a major inhibitor of mi-
croglia-mediated inflammation and neurotoxicity. SIRT2-deficient mice (SIRT2-/-) showed morpho-
logical changes in microglia and an increase in pro-inflammatory cytokines upon intracortical injec-
tion of lipopolysaccharide (LPS). 

Interestingly, our previously data showed that hippocampal slices, from mice expressing lower lev-
els of SIRT2 in microglia by Cre-Lox conditional gene targeting, exposed to LPS, display a significant 
impairment in long-term potentiation (LTP) when compared to wild type mice. However, the mech-
anism underlying this impairment had not been explored so far.

Objectives: We aimed to elucidate the mechanisms underlying the LTP impairment detected in 
hippocampal slices from microglial-specific Sirt2-Knock out mice exposed to LPS. Namely, we will 
address the role of microglial activation and NMDA receptors.

Methods: LTP magnitude was evaluated in hippocampal slices of microglial-specific Sirt2 knockout 
mice (KO) and wild type mice (WT). LTP was induced by theta-burst stimulation in one pathway 
(θ-burst protocol consisted of 4 trains of 100 Hz, 10 stimuli, separated by 200 ms).. Hippocampal 
slices were pre-incubated with LPS (10 μg/ml, 20 min) or vehicle (BSA 0,002%, 20 min). To evaluate 
the influence of microglial response, prior to LPS or BSA incubations, slices were pretreated with 
minocycline (0,5 μg/ml, 10 min). In order to evaluate the involvement of NMDA receptors activation, 
hippocampal slices were submitted to a pre-exposure to memantine (1 μg/ml, 60 min), an uncom-
petitive inhibitor of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDA).  

Results: Remarkably, we found that pre-incubation with memantine prevented (p<0.05) the decline 
in synaptic plasticity observed in the presence of the inflammatory stimulus ((LTPBSA: 105.3±9.0%, 
n=4; LTPLPS=27.6±4.9%, n=5; LTPmemantina+LPS=77.0±7.2%, n=4). Memantine alone did not significant-
ly affect LTP magnitude. ( LTPmemantine=77.61±9.8%, n=3; LTPmemantinevs LTPBSA p>0.05)      

Unexpectedly, the incubation with minocycline led to a decrease in LTP in KO mice) in non-stimulated 
slices (LTPBSA=105,3±9.0%, n=4; LTPminocicline= 28.3±7.9%, n=6; p<0.05) whereas in WT mice, LTP was 
not affected. 

In addition, the incubation with minocycline and LPS leads to a decrease in synaptic plasticity.

Conclusions: The pre-treatment with memantine ameliorates the decline in synaptic plasticity in 
microglial-specific SIRT2 KO mice in the presence of LPS suggesting the involvement on NMDA re-
ceptors activation. Given that memantine preferentially blocks extrasynaptic NMDA receptors one 
could speculate whether this specific subtype of receptors could be the cause for the LTP decline.  
The LTP impairment induced by minocycline alone in hippocampal slices of microglial-specific SIRT2 
KO mice suggest that basal activation of microglia is contributing to LTP in these mice. Further stud-
ies will be required to address whether these microglial cells are already primed when compared to 
microglia from wild type mice. 
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Palavras-Chave: astrócito, Long-term potentiation (LTP), brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Fundamento: A long-term potentiation (LTP) é considerada a base neurofisiológica da aprendiza-
gem e da memória, sendo facilitada pelo brain-derived neurotrophic factor (BDNF), um potente 
modulador da transmissão sináptica e da plasticidade no SNC, actuando tanto pré como pós-

-sinapticamente. Foi recentemente descrito que os astrócitos têm um papel funcional na excitabili-
dade neuronal através da propagação de ondas de Ca2+ pela via 1,4,5 – trifosfato de inositol (IP3). 
Considerando estas evidências, avaliámos a influência dos astrócitos na acção facilitadora do BDNF 
na LTP na região CA1 do hipocampo de ratinho. Para isso foi utilizado o modelo de ratinho knockout 
para o receptor 1,4,5-trifosfato inositol tipo 2 (IP3R2). Os nossos resultados demonstram que a 
acção excitatória do BDNF na LTP induzida por um estímulo θ-burst é dependente do aumento de 
Ca2+ intracelular nos astrócitos. 

Objectivos: Investigar a influência dos astrócitos na modulação da LTP pelo BDNF ao nível da região 
CA1 do hipocampo de ratinho, visto que tanto o BDNF como os astrócitos têm a capacidade de 
modular a LTP. 

Métodos: Foram preparadas fatias de hipocampo de ratinhos machos wild-type e knockout para 
o receptor IP3R2 com 6 a 8 semanas de idade. As fatias foram deixadas em repouso durante 1 
hora em meio de aCSF gaseado à temperatura ambiente, de modo a que recuperassem energe-
ticamente. Posteriormente uma fatia foi transferida para uma câmara de registo perfundida com 
a mesma solução de aCSF gaseado, ficando a fatia submersa e sendo continuamente perfundida. 
De seguida estimularam-se duas vias independentes das fibras colaterais de Schaffer através de 
dois eléctrodos colocados sobre essas mesmas fibras e procedeu-se ao registo extracelular dos 
potenciais excitatórios pós-sinápticos de campo (fEPSP) através de um microeléctrodo colocado no 
stratum radiatum. Dois tipos de LTP distintas foram induzidas nas fibras colaterais de Schaffer/CA1, 
nomeadamente um paradigma de estimulação com 10 trains separados de 200 ms, com 4 pulsos 
cada, de 100Hz cada um (strong LTP) e um paradigma de estimulação com 3 trains separados de 
200ms, com 3 pulsos, cada pulso de 100Hz (mild LTP).

Resultados: Em ratinhos IP3R2-wild-type (IP3R2-WT) observou-se que o paradigma de estimu-
lação fraco (mild θ-burst) aumentou o declive dos fEPSP em 50±9%, e que nas mesmas fatias de 
hipocampo, mas na presença de BDNF (20ng/ml) o mesmo paradigma de estimulação aumentou 
o declive dos fEPSP de 84±11% (n=6; p<0.05). Também em ratinhos IP3R2-wild-type, mas com 
paradigma de estimulação forte (strong θ-burst), observou-se um aumento do declive dos fEPSP 
de 40±10% e de 68±15% na ausência e na presença de BDNF, respectivamente (n=3; p<0.05). Em 
ratinhos knockout (IP3R2-KO), ao ser-lhes aplicado o protocolo para a indução de um estímulo 
fraco igual ao utilizado nos ratinhos wild-type (mild θ-burst), não se observam grandes alterações 
na magnitude da LTP na presença ou ausência do BDNF (para n=5). 

Conclusões: Com o presente trabalho observou-se que o BNDF tem uma acção facilitadora na 
magnitude da LTP em ratinhos IP3R2-WT, quer a LTP tenha sido induzida por um estímulo fraco 
(Mild θ-burst LTP-inducing protocol) ou forte (Strong θ-burst LTP-inducing protocol). Contudo, 
em ratinhos IP3R2-KO não se observou tal acção excitatória do BDNF. Estes resultados sugerem 
que o efeito do BNDF na LTP é dependente do aumento intracelular de cálcio nos astrócitos.

Key-words: astrocyte, long-term potentiation (LTP), brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Background: Long-term potentiation (LTP) is considered the neurophysiological basis for learning 
and memory and it is facilitated by brain-derived neurotrophic factor (BDNF) which is a potent 
modulator of synaptic transmission and plasticity in the CNS, acting both pre and postsynaptically. 
In the other hand, astrocytes have been recently reported to have a functional role in neuronal 
excitability by propagating Ca2+ waves elicited through the inositol 1,4,5-trisphosphate pathway 
(IP3). Considering these evidences, we evaluated the influence of astrocytes on the facilitatory 
action of BDNF upon LTP in CA1 hippocampal region of mice. For this, we used a type 2 inositol 
1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R2) knockout mouse model. Our results demonstrate that the 
excitatory action of BDNF upon LTP induced by a mild θ-burst is dependent of the intracellular 
Ca2 + increase in astrocytes. 

Objectives: To investigate the influence of astrocytes in modulation of LTP by BDNF in CA1 
hippocampal region of mice, since both BDNF and astrocytes are able to modulate LTP. 

Methods: The experiments were performed in hippocampal slices prepared from wild-type and 
IP3R2 knockout male mice with 6-8 weeks old. The slices were allowed to recover energetically 
for 1 h in a resting chamber, filled with the gaseous aCSF, at room temperature. One slice was then 
transfered to a recording chamber for submerged slices where it was continuously superfused 
with the same gassed solution. Two independent pathways of Schaffer collateral fibers were 
stimulated by two electrodes placed on those fibers and the evoked field excitatory postsynaptic 
potentials (fEPSP) were recorded extracellularly through a microelectrode placed in the stratum 
radiatum. Two distinct magnitude-LTPs were induced by θ-burst protocol in the Schaffer 
collaterals/CA1, namely a 10 trains separated by 200 ms, four pulses each, 100Hz (strong LTP) and 
a 3 trains separated by 200 ms, three pulses each, 100Hz (mild LTP). 

Results: In the IP3R2-wild-type (IP3R2-WT) mice, the mild θ-burst stimulation increased the slope 
of fEPSP by 50±9%, whereas in the same slices but in the presence of BDNF (20ng/ml) the same 
induction paradigm significantly enhanced fEPSP slope by 84±11% (n=6; p<0.05). In the IP3R2-WT 
mice, the strong θ-burst stimulation increased the slope of fEPSP by 40±10% and by 68±15% in 
absence and presence of BDNF (20ng/ml) (n=3; p<0.05), respectively. In the IP3R2-KO mice, for 
the same θ-burst stimulation paradigm, BDNF application was not able to enhance LTP. 

Conclusions: With the present work, we observed that BDNF enhances the magnitude of LTP in 
IP3R2-WT mice for both mild and strong θ-burst LTP-inducing protocol. However, in IP3R2-KO 
mice it was not observed an enhancement of LTP magnitude in presence of BDNF. This result 
suggests that the effect of BDNF on LTP is dependent of the of intracellular calcium increase in 
astrocytes.
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Background: Huntington’s disease (HD) is a genetic neurodegenerative disease that leads to 
premature death. However little evidence is available regarding late-stage HD including causes 
and places of death.

Aims: This retrospective study aims to ascertain HD causes and places of death in a European 
Huntington’s disease cohort – the REGISTRY.

Methods: REGISTRY, the European HD Network’s prospective observational study, was used for 
data collection from 2001 to 2013. Our study population consisted of manifest HD patients having 
attended more than one study visit. For deceased subjects data was extracted from the death 
report form and incorporated information such as cause and place of death. Statistical analysis 
included descriptive statistics and survival analysis through Kaplan Meier estimates of median 
survival time using SPSS and R software.

Results: A total of 5164 participants were analysed (50.9% women and 98.1% Caucasians). At 
the end of the study period there were 533 deaths (10.3% of cases). For deceased subjects, the 
median age of diagnosis was 49 years (9–85) and the median age of death was 58 years (16–
93). The most frequent cause of death was pneumonia (25.6%) followed by: other infections 
(9.1%), suicide (8.6%), cancer (4.4%), stroke (3.4%), and trauma (1.2%). The cause of death was 
undetermined in 47.7% of deaths. The most frequent place of death was the hospital (29.8%) 
followed by: home (23.9%), nursing houses (19.8%), and hospice care facilities (3.3%). The place 
of death was undetermined in 23.1% of deaths. The median survival time as time from diagnosis 
to death was 24 years (95% CI: 20.8–27.2); and as time from symptom onset to death was 35 years 
(95% CI: 29.2–40.8). 

Conclusion: In the REGISTRY cohort HD patients succumb to the same conditions shown in former 
HD and other neurodegenerative diseases studies. Still, our results show HD has its own natural 
history, being the age of onset, age of death and the survival after the diagnosis unique among 
neurodegeneration.
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