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TEMPORARY HIGH-LEVEL EXPRESSION OF BETA-GALACTOSIDASE ACTIVITY IN FIBROBLASTS FROM 
GM1 GANGLIOSIDOSIS PATIENTS 

RAQUEL CRISTINA BALESTRIN;MATTE U; VIEIRA MB; SANO R; COELHO J; GIUGLIANI R 

GM1 Gangliosidosis is an autosomal recessive disorder caused by the deficiency of the lysosomal hydrolase acid 
b-galactosidase. The infantile form (GM1 type 1) is severe and shows neurodegeneration and visceromegaly that 
lead to death usually within two years.  It’s a lysosomal storage disorder frequent in Brazil, with a carrier 
frequency of 1:67. Both in vitro and animal studies showed the potential for gene therapy of this disease, as the 
enzyme is secreted and can be captured by deficient cells and targeted to the lysosomes. To the present, there is 
no effective treatment for GM1 Gangliosidosis. In order to test an expression vector for correcting the genetic 
defect of GM1 Gangliosidosis, we tested the gene transfer to fibroblasts in culture using liposomes. b-Gal cDNA 
was cloned into the expression vectors pSCTOP and pREP9. Transfection was performed using 
LIPOFECTAMINE 2000. After transfection, cells were harvested after 24h, 48h and 7 days. Enzyme activity was 
measured in cell lysate and supernadant by fluorometric assay. Treated cells 24 hours after transfection showed 
a much higher enzyme activity. (pREP9 b-Gal 1080.53, pSCTOP-b-Gal 1232.29, pREP9 Β- gal + pTRACER 
1259.63, pREP9 Β- gal + pSCTOP Β- gal 1718.94 nmoles/h/mgprot). However, cells maintained in culture for 7 
days showed values similar to that of untreated patients. In this study we were able to transfect primary fibroblasts 
in culture using a non viral vector that over expresses the b-Galactosidase gene for a short period of time. To 
achieve a more prolonged effect, a different plasmid containing elements for nuclear retention and selective 
advantage should be used. 

  

Fisiologia 

  

EXPRESSÃO DO RECEPTOR DE INSULINA EM PLACENTA DE PACIENTES COM PRÉ-ECLÂMPSIA 

PEDRO SALOMãO PICCININI;PEDRINI RO; SCHROEDER,SS; ORCY RB; MARTINS-COSTA SH; RAMOS, 
JGL; CORLETA, HVE.; CAPP, E. 

A pré-eclâmpsia (PE) é considerada um dos mais significantes problemas de saúde da gestante, podendo levar à 
morte da mãe, a restrição do crescimento fetal e indicação de prematuridade. Os mecanismos dessas disfunções 
são caracterizados por hipertensão materna, proteinúria, edema, vasoconstrição do leito vascular materno e 
aumento da resistência vascular periférica.  Estudos mostram que síndrome de resistência à insulina pode 
contribuir com a fisiopatologia da PE; permanecem dúvidas, porém, sobre o desencadeamento da doença. Os 
objetivos desse trabalho são de verificar e comparar a expressão gênica e protéica do receptor de insulina (RI) 
em músculo esquelético, adipócitos e placenta de gestantes com e PE e comparar a atividade de tirosina 
quinase do RI entre estes dois grupos e comparar o grau de fosforilação do RI em resíduos de tirosina e de 
serina em gestantes com e sem PE.             Pacientes: Participaram deste estudo 17 mulheres que foram à 
cesárea por indicações não relacionadas com esta pesquisa no Serviço de Obstetrícia do Hospital de Clínicas de 
Porto Alegre. Aproximadamente 3-4g placenta foram obtidos durante a cirurgia, congelados em nitrogênio líquido 
e armazenados a -80 ºC até serem preparados por técnicas reconhecidamente efetivas no estudo do RI humano. 
Métodos: Nesse trabalho mostramos resultados preliminares sobre a expressão protéica da subunidade beta do 
RI (anticorpo anti-beta subunidade) em placenta analisada por western blot. Estes resultados foram avaliados por 
auto-radiogramas visualizados e quantificados por densitometria.             Resultados preliminares: Expressão 
protéica da beta subunidade do RI em placenta de mulheres normais (2,53± 1,96) foi semelhante quando 
comparado com mulheres com PE (1,09± 1,04).            Conclusão: A expressão da beta subunidade do RI nas 
placentas foram semelhantes sendo que a atividade de tirosina quinase do receptor de insulina será ainda 
analisada.  

  

EXPRESSãO GêNICA DA AROMATASE EM FOLíCULOS PILOSOS DO ESCALPO DE INDIVíDUOS NORMAIS 
E DE PACIENTES COM A SíNDROME DOS OVáRIOS POLICíSTICOS 

POLYANA SARTORI MAIER;ISABEL OLIVEIRA, DéBORA MORSCH, POLI MARA SPRITZER 

Introdução: O aparecimento de pêlos de acordo com padrão masculino de distribuição (hirsutismo) pode ser 
característico de pacientes com síndrome dos ovários policísticos (PCOS) pois o excesso de androgênios nessas 
mulheres provocaria esse crescimento diferenciado. A aromatase catalisa a conversão de androgênios em 
estrogênios e seu estudo vem sendo importante nessas pacientes, justamente porque desviaria a produção de 
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androgênios mais potentes (via 5a-redutase) para a produção de estrogênios. Objetivo: Avaliar a expressão 
gênica da aromatase em folículos pilosos da região do vértice do escalpo de pacientes com PCOS, comparando 
com a expressão observada em homens e mulheres normais. Material e Métodos: As pacientes com PCOS 
foram atendidas na Unidade de Endocrinologia Ginecológica, Serviço de Endocrinologia, do HCPA, onde tiveram 
folículos pilosos coletados da região do vértice do escalpo. Sete pacientes foram selecionadas para o estudo. 
Além disso, 7 mulheres e 5 homens normais também tiveram folículos pilosos coletados. Foi feita a extração do 
RNA total e síntese de cDNA. A análise foi realizada por meio de RT-PCR e baseada na relação gene alvo/gene 
da b2-microglobulina. Resultados e Conclusões: As análises estatísticas, feitas em SPSS (ANOVA + teste de 
ajuste de Duncan) indicam que os homens tiveram menor expressão da aromatase (0,91±0,01) em comparação 
com mulheres normais (1,86±0,2) e que estas apresentaram expressão enzimática menor que as pacientes com 
PCOS (3,9±0,23), com p<0,05 entre os grupos. As alterações hormonais de pacientes com PCOS (excesso de 
androgênios, baixos níveis da proteína transportadora de hormônios sexuais, concentrações acíclicas de 
estrogênios) podem predispor um ambiente hormonal no interior do folículo que seja mais propício à ação da 
aromatase, ocorrendo uma maior expressão gênica dessa enzima.  

  

ESTUDO DO POLIMORFISMO CAG DO RECEPTOR DE ANDROGÊNIOS EM HOMENS COM HIPERPLASIA 
PROSTÁTICA BENIGNA 

JULIANA KOENE VIEIRA;VANDERLEI BIOCHI; BRASIL SILVA NETO; POLI MARA SPRITZER; ILMA SIMONI 
BRUM 

Objetivos: Analisar a freqüência do polimorfismo CAG do AR (Receptor de Androgênios) em uma amostra da 
população masculina do Rio Grande do Sul com e sem hiperplasia prostática benigna (HPB). Métodos e 
Resultados: Os pacientes do grupo controle e com hiperplasia prostática foram oriundos do ambulatório de 
Urologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. (Aprovado Comitê de Ética n° 04 - 243). O DNA foi extraído de 
leucócitos de sangue periférico. O polimorfismo CAG do gene do AR foi amplificado através da técnica de PCR. 
A freqüência das repetições CAG foi analisada pelo software Genemaper no seqüenciador ABI - 3100Avant. Os 
dados são apresentados como média ± EP. Foram analisadas amostras de 49 pacientes do grupo controle e de 
22 pacientes do grupo com HPB. O número de repetições CAG do grupo controle variou entre 16 e 31 repetições 
e do grupo com HPB de 16 a 27 repetições. A média de repetições do grupo controle foi de 21,68 ± 0,56 e do 
grupo hiperplasia foi de 22,22 ± 0,45 (p=0,484). Conclusões: Nestes resultados parciais não foram encontrados 
diferenças significativas no número de repetições do polimorfismo CAG entre o grupo de pacientes controles e o 
grupo de pacientes com hiperplasia prostática benigna. O trato poliglutamínico (CAG) está localizado no exon 1 
do gene do AR e está associado com a atividade deste receptor, podendo estar envolvido no desenvolvimento 
de patologias androgênio dependentes 

  

O EFEITO DO CROTON CAJUCARA BENTH NO ESTÔMAGO DE RATOS SUBMETIDOS À LESÃO POR 
PARAQUAT. 

GRAZIELLA RODRIGUES;SILVIA BONA; MAURICIO TIEPPO; MARILENE PORAWSKI; THêMIS REVERBEL 
SILVEIRA, NORMA POSSA MARRONI 

 O Croton cajucara BENTH (CcB) é uma planta da região Amazônica, conhecida como Sacaca. As folhas e 
cascas do caule são utilizadas em forma de chá ou pílulas para o tratamento de diversas doenças, tais como 
distúrbios gastrointestinais, diabestes, hiperlipidemia e hipercolestemia. O objetivo foi verificar o efeito do CcB no 
estômago de ratos submetidos à lesão por paraquat. Foram utilizados ratos machos Wistar com peso médio de 
216g, divididos em: CO (n=4); PQ (n=6) (Paraquat – PQ 50mg/kg intraperitonial); CcB (n=5) (extrato aquoso- EA 
da casca 4g/80mL H2O fervida-10mim, na dose de 1,5 mL intragástrica); CcB+PQ (n=6). Os animais foram 
tratados com EA durante 5 dias. O PQ foi administrado no 50 do tratamento com CcB. Após, 24 horas, os animais 
foram sacrificados. O homogeneizado do estômago foi utilizado para avaliação da lipoperoxidação (LPO) através 
das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico TBARS (nmoles/mgprot) e a atividade das enzimas antioxidantes 
SOD (U/mgprot) e CAT (pmol/mgprot). A análise estatística foi ANOVA seguida de teste “Student-Newman-
Keuls”, sendo significativo p<0,05*. Na avaliação da LPO o grupo PQ apresentou aumento significativo nos 
valores em relação aos demais grupos (CO=0,30±0,02; PQ=1,17±0,16*; CcB=0,23±0,02; CcB+PQ=0,86±0,30). A 
atividade da SOD foi significativamente maior no grupo PQ em relação aos demais (CO=2,93±0,54; 
PQ=7,93±2,10*; CcB=2,39±0,27; CcB+PQ=2,33±0,27). A atividade da CAT foi significativamente maior no grupo 
CO em relação aos demais (CO=0,11±0,11*; PQ= 0,05±0,02; CcB=0,05±0,01; CcB+PQ=0,05±0,01). Os dados 
obtidos sugerem que o EA da casca do CcB parece diminuir o dano oxidativo no estômago causado pelo PQ. 
Apoio: PIBIC/CNPq (ULBRA) e FIPE   

  




