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que apresentaram conformacéo diferente destes foram
seqiienciados de forma automatizada. Apds a identifi-
cacdo da mutacdo, 100 amostras controles foram sub-
metidas a0 mesmo protocolo para garantir que a altera-
¢do encontrada ndo era um polimorfismo. Resultados:
Foi identificada a mutagdo Y333C no éxon 10, na qual
ha a troca de um aminoacido tirosina por uma cisteina.
Esta mutacdo, nunca antes descrita, ocorreu em homo-
zigose nos dois irmaos. Conclusdes: Concluimos que a
mutacdo Y333C é causadora deste fenétipo Unico, o
que nos leva a propor que mais estudos devem ser
realizados para descrever seu efeito na conformagéo da
proteina. Apoio: BIC/UFRGS, FIPE/HCPA.

APLICACAO DE PCR EM TEMPO REAL NA I-
DENTIFICACAO DAS MUTAGOES A3243G,
AB8344G E T8993G NO MTDNA.
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A mitocondria € uma organela citoplasmatica que
exerce um papel fundamental para a producéo de ener-
gia na célula. Esta organela apresenta determinadas
particularidades, entre elas a existéncia de seu proprio
DNA, denominado DNA mitocondrial (mtDNA). O
mtDNA est4 sujeito a ocorréncia de polimorfismos e
mutacOes. Essas mutacdes podem estar associadas a
doengas, como no caso das mutacOes A3243G,
AB8344G e T8993G, as quais estdo associadas as sin-
dromes  mitocondriais MELAS, MERRF e
NARP/Leigh, respectivamente. O objetivo desse traba-
lho é identificar as mutacdes A3243G, A8344G e
T8993G no mtDNA por PCR em tempo real. O grupo
de estudo foi composto por 35 amostras, as quais fo-
ram previamente testadas para essas mutacdes pela
metodologia de RFLP. O DNA foi isolado a partir de
amostras de sangue pelo método de precipitacdo de
sais e proteinase K, quantificado pelo método fluori-
métrico e as amostras diluidas a 2ng/ul. Os primers e as
sondas foram desenhados no programa Primer Express
v. 2.0 (Applied Biosystems). As mutagdes foram anali-
sadas pelo sistema TagMan no equipamento ABI 7500
PCR System (Applied Biosystems). As reagdes foram
padronizadas para as trés mutacGes e todas as amostras
foram testadas. Os resultados obtidos concordaram
com os resultados encontrados pela outra metodologi-
a.A padronizagdo dessa metodologia se mostrou efici-
ente na identificacdo das mutacGes, podendo ser utili-
zada no diagnoéstico de doengas mitocondriais. A apli-
cacdo dessa metodologia podera facilitar o diagndstico
e poderd também ser padronizada para identificar ou-
tras mutacGes de ponto no mtDNA (Apoio financeiro:
PROPESQ/UFRGS, FIPE-HCPA e CNPq).
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INTRODUCAO: Fibrose hepéatica é o resultado da
deposicdo do excesso de matriz extracelular no parén-
quima hepatico. Uma das principais citocinas envolvi-
das na fibrogénese é o TGF-B1 (Transforming growth
factor-beta 1), que induz a diferenciacdo das células
esteladas hepaticas em miofibroblastos. Um dos mode-
los animais para induzir a formacdo de fibrose hepética
¢ a administracdo em longo prazo de tetracloreto de
carbono (CCl,). O estresse oxidativo parece ser 0 me-
canismo envolvido na hepatotoxicidade por CCly, onde
as espécies reativas de oxigénio tém importante papel
na patogénese da fibrose hepatica. OBJETIVO: Avaliar
0 comportamento do TGF-B1 junto a fibrogénese em
ratos com lesdo induzida por CCl,. MATERIAIS E
METODOS: Ratos Wistar machos foram induzidos
uma vez por semana com 0,25mL/kg de CCl, via oral
por 16 semanas, mantidos com restricdo alimentar e
agua suplementada com Fenobarbital. Nos tempos 0, 5,
6, 10, 11, 12 e 16 semanas foram obtidas amostras de
soro e quantificou-se 0 TGF-B1 por ELISA. Em 10, 11
e 12 semanas foram coletadas amostras de figado,
fixadas e coradas para quantificacdo de fibrose através
da técnica de picrossirius. RESULTADO: Os resulta-
dos prévios demonstraram aumento a nivel sérico do
TGF-B1 e da quantidade de colageno no parénquima
entre a 112 e 122 semana. CONCLUSOES: O fato de a
citocina ter aumentando na fase aguda do processo
fibrogénico, mas ter voltado ao pardmetro normal,
mesmo com a progressdo da fibrose, demonstra que
TGF-B1 parece ndo ser um bom marcador soroldgico
de leséo hepatica, apesar de contribuir fortemente com
a estabilizacdo do dano.

CORRECAO DA DEFICIENCIA DE ARSA EM
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Introducdo: Leucodistrofia metacromatica (LDM) ¢é
uma doenca causada pela deficiéncia da enzima Aril-
sulfatase A (ARSA). Tratamentos em estudos incluem
a terapia de reposicdo enzimatica, porém com limita-
¢oes devido a barreira hemato-encefalica (BHE). Uma
alternativa seria a implantacdo no cérebro, de células
encapsuladas superexpressando ARSA, simulando a
reposicdo enzimatica sem injecdes repetidas e elimi-
nando a necessidade de transpor a BHE. Objetivos:
Corrigir, in vitro, a deficiéncia de ARSA em fibroblas-
tos de pacientes com LDM. Materiais e Métodos: Trés
grupos foram analisados: fibroblastos tratados com
células BHK superexpressando ARSA (rBHK) imobi-
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lizadas em capsulas de alginato (grupo Capsulas),
fibroblastos tratados com sobrenadante das rBHK néo
encapsuladas (grupo Sobrenadante) e fibroblastos
tratados com capsulas vazias (grupo Vazias). A ativi-
dade de ARSA foi medida semanalmente durante 1
més (resultados foram expressos em nmol/h/mg protei-
na). A diminuicdo do acimulo lisossomal foi avaliada
por microscopia eletrénica de transmissao. Resultados:
Fibroblastos ndo tratados apresentaram atividade de
2,22 +/- 0,17. Apos os tratamentos, os grupos Capsulas
e Sobrenadante demonstraram um aumento significati-
vo de ARSA, respectivamente, 23,42 +/- 6,39 e 42,35
+/- 5,20, apo6s a terceira semana. O grupo Vazias man-
teve-se constante. A analise por MET sugere uma
reducdo do acimulo lisossomal de sulfatideo nos fi-
broblastos tratados. Conclusdo: Microcapsulas conten-
do rBHK demostraram um alto potencial como nova
estratégia no tratamento de LDM, alcancando niveis
enzimaticos normais em fibroblastos humanos defici-
entes. Entretanto, mais estudos devem ser realizados
usando modelo animal para corroborar nossos achados.
Apoio: FIPE-HCPA, Rede de Terapia Génica/CNPq e
ONG Pela Vida.

ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL EM FIBRO-
BLASTOS DE PACIENTES COM LEUCODISTRO-
FIA METACROMATICA SUBMETIDOS A TRA-
TAMENTO IN VITRO COM CELULAS RECOM-
BINANTES ENCAPSULADAS
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Introducdo: Leucodistrofia Metacromatica (LDM) ¢é
uma doenca causada pela deficiéncia da enzima Aril-
sulfatase A (ARSA). Esta enzima esta envolvida na
degradacdo do sulfatideo. Uma das conseqliéncias
dessa deficiéncia é o depdsito de granulos metacroma-
ticos. Estudos que tenham por objetivo novas opcdes
terapéuticas devem demonstrar, além da normalizacédo
da atividade de ARSA, a reducdo do depdsito de sulfa-
tideo nos lisossomos. Objetivos: Verificar, através de
analise ultra-estrutural, a diminuicdo deste acimulo em
fibroblastos de pacientes tratados com células superex-
pressando ARSA. Materiais e Métodos: Fibroblastos
de pacientes com LDM foram co-cultivados com célu-
las BHK superexpressando ARSA (rBHK) microen-
capsuladas. Fibroblastos tratados com sobrenadante
das rBHK ndo encapsuladas, fibroblastos ndo tratados
e fibroblastos normais foram usados como controles.
Ap0s a terceira semana de tratamento os fibroblastos
foram coletados, fixados em glutaraldeido 1%, pos-
fixados em tetroxido de 6smio e embebidas em Epon.
As seccles foram coradas com chumbo e uranil. Apos,
foram analisadas em Microscopio Eletronico de
Transmissdo. Resultados: Fibroblastos ndo tratados
apresentaram numerosos vacuolos e lisossomos com
inclusbes lamelares, devido ao acimulo do substrato.

Ap06s tratamentos, foi observada uma discreta diminui-
¢do no volume do material estocado dentro dos lisos-
somos, bem como uma alteragdo na morfologia deste
material, sugerindo uma redugdo no acimulo devido a
um aumento da captagdo da ARSA recombinante ex-
pressa pelas células rBHKs. Conclusdo: A andlise
ultra-estrutural dos fibroblastos sugere que a ARSA
superexpressada pelas rBHKSs foi captada e degradou o
seu substrato natural, auxiliando na corre¢do do dano
metabdlico desta doenca. Apoio: FIPE-HCPA, Rede
Terapia Génica-CNPq.

CARACTERIZACAO DE CELULAS ENCAPSU-
LADAS QUANTO A BIOCOMPATIBILIDADE IN
VIVO
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Introducdo: A microencapsulacdo celular tem sido
proposta como uma estratégia promissora para o trata-
mento de uma grande variedade de doengas, pois além
de proteger o material transplantado da agdo do sistema
imune, permite a liberacdo de produto terapéutico. Sua
biocompatibilidade e capacidade imunoprotetora sdo
essenciais para seu bom funcionamento. Objetivos:
Avaliar a biocompatibilidade de células encapsuladas
com diferentes concentracdes de alginato. Métodos:
Foram implantadas cépsulas vazias, células BHK e
HepG2 encapsuladas em alginato 1,5 ou 2,0% na cavi-
dade peritoneal, musculo vasto medial e por via subcu-
tanea de ratos Wistar (n=60). Ap6s 7 ou 21 dias, 0s
ratos foram mortos e seus 6rgaos coletados para analise
histoldgica. Avaliou-se presenca do infiltrado inflama-
tério e quando presente foi realizado contagem dos
principais tipos celulares. Outro grupo de animais
(n=7) recebeu células BHK superexpressando Arilsul-
fatase A (rBHK) encapsuladas, para avaliar a liberagéo
enzimatica in vivo, durante 7 dias. Resultados: Foi
observada presenca de infiltrado inflamatério nos lo-
cais onde as capsulas ficaram em contato com o tecido,
porém este diminuiu ap6s 21 dias. A contagem de
células revelou diferencas no nimero de linfécitos,
plasmacitos e células gigantes em relacdo aos diferen-
tes tempos analisados, concentracdo de alginato ou
composicdo da capsula. Nos animais que receberam
rBHK encapsuladas houve aumento da atividade da
enzima em amostras do musculo em relagédo ao contro-
le. Conclusdo: Embora tenha sido notada a presenca
de infiltrado inflamatorio, este ndo impediu a liberagdo
da enzima para o tecido. Isso indica que, com alguns
aperfeicoamentos, esta é uma estratégia viavel para o
tratamento de vdrias doengas. Apoio: FIPE/HCPA,
PIBIC/HCPA, CNPq.

PREVALENCIA DE ANEMIA EM PACIENTES
COM DOENCA DE GAUCHER DO RIO GRANDE
DO SUL, BRASIL
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