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que apresentaram conformação diferente destes foram 
seqüenciados de forma automatizada. Após a identifi-
cação da mutação, 100 amostras controles foram sub-
metidas ao mesmo protocolo para garantir que a altera-
ção encontrada não era um polimorfismo. Resultados: 
Foi identificada a mutação Y333C no éxon 10, na qual 
há a troca de um aminoácido tirosina por uma cisteína. 
Esta mutação, nunca antes descrita, ocorreu em homo-
zigose nos dois irmãos. Conclusões: Concluímos que a 
mutação Y333C é causadora deste fenótipo único, o 
que nos leva a propor que mais estudos devem ser 
realizados para descrever seu efeito na conformação da 
proteína. Apoio: BIC/UFRGS, FIPE/HCPA.  

APLICAÇÃO DE PCR EM TEMPO REAL NA I-
DENTIFICAÇÃO DAS MUTAÇÕES A3243G, 
A8344G E T8993G NO MTDNA. 
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A mitocôndria é uma organela citoplasmática que 
exerce um papel fundamental para a produção de ener-
gia na célula. Esta organela apresenta determinadas 
particularidades, entre elas a existência de seu próprio 
DNA, denominado DNA mitocondrial (mtDNA). O 
mtDNA está sujeito a ocorrência de polimorfismos e 
mutações. Essas mutações podem estar associadas a 
doenças, como no caso das mutações A3243G, 
A8344G e T8993G, as quais estão associadas às sín-
dromes mitocondriais MELAS, MERRF e 
NARP/Leigh, respectivamente. O objetivo desse traba-
lho é identificar as mutações 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 mutações pela 
metodologia de RFLP. O DNA foi isolado a partir de 
amostras de sangue pelo método de precipitação de 
sais e proteinase K, quantificado pelo método fluori-
métrico e as amostras diluídas a 2ng/ul. Os primers e as 
sondas foram desenhados no programa Primer Express 
v. 2.0 (Applied Biosystems). As mutações foram anali-
sadas pelo sistema TaqMan no equipamento ABI 7500 
PCR System (Applied Biosystems). As reações foram 
padronizadas para as três mutações e todas as amostras 
foram testadas. Os resultados obtidos concordaram 
com os resultados encontrados pela outra metodologi-
a.A padronização dessa metodologia se mostrou efici-
ente na identificação das mutações, podendo ser utili-
zada no diagnóstico de doenças mitocondriais. A apli-
cação dessa metodologia poderá facilitar o diagnóstico 
e poderá também ser padronizada para identificar ou-
tras mutações de ponto no mtDNA (Apoio financeiro: 
PROPESQ/UFRGS, FIPE-HCPA e CNPq).   

MODELO DE HEPATOTOXIDADE INDUZIDA 
POR CCL4: TGF-β1 E FIBROSE HEPÁTICA 
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INTRODUÇÃO: Fibrose hepática é o resultado da 
deposição do excesso de matriz extracelular no parên-
quima hepático. Uma das principais citocinas envolvi-
das na fibrogênese é o TGF-β1 (Transforming growth 
factor-beta 1), que induz a diferenciação das células 
esteladas hepáticas em miofibroblastos. Um dos mode-
los animais para induzir a formação de fibrose hepática 
é a administração em longo prazo de tetracloreto de 
carbono (CCl4). O estresse oxidativo parece ser o me-
canismo envolvido na hepatotoxicidade por CCl4, onde 
as espécies reativas de oxigênio têm importante papel 
na patogênese da fibrose hepática. OBJETIVO: Avaliar 
o comportamento do TGF-β1 junto à fibrogênese em 
ratos com lesão induzida por CCl4. MATERIAIS E 
MÉTODOS: Ratos Wistar machos foram induzidos 
uma vez por semana com 0,25mL/kg de CCl4 via oral 
por 16 semanas, mantidos com restrição alimentar e 
água suplementada com Fenobarbital. Nos tempos 0, 5, 
6, 10, 11, 12 e 16 semanas foram obtidas amostras de 
soro e quantificou-se o TGF-β1 por ELISA. Em 10, 11 
e 12 semanas foram coletadas amostras de fígado, 
fixadas e coradas para quantificação de fibrose através 
da técnica de picrossirius. RESULTADO: Os resulta-
dos prévios demonstraram aumento à nível sérico do 
TGF-β1 e da quantidade de colágeno no parênquima 
entre a 11ª e 12ª semana. CONCLUSÕES: O fato de a 
citocina ter aumentando na fase aguda do processo 
fibrogênico, mas ter voltado ao parâmetro normal, 
mesmo com a progressão da fibrose, demonstra que 
TGF-β1 parece não ser um bom marcador sorológico 
de lesão hepática, apesar de contribuir fortemente com 
a estabilização do dano.  

CORREÇÃO DA DEFICIÊNCIA DE ARSA EM 
FIBROBLASTOS DE PACIENTES COM LEUCO-
DISTROFIA METACROMÁTICA 
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Introdução: Leucodistrofia metacromática (LDM) é 
uma doença causada pela deficiência da enzima Aril-
sulfatase A (ARSA). Tratamentos em estudos incluem 
a terapia de reposição enzimática, porém com limita-
ções devido à barreira hemato-encefálica (BHE). Uma 
alternativa seria a implantação no cérebro, de células 
encapsuladas superexpressando ARSA, simulando a 
reposição enzimática sem injeções repetidas e elimi-
nando a necessidade de transpor a BHE. Objetivos: 
Corrigir, in vitro, a deficiência de ARSA em fibroblas-
tos de pacientes com LDM. Materiais e Métodos: Três 
grupos foram analisados: fibroblastos tratados com 
células BHK superexpressando ARSA (rBHK) imobi-
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lizadas em cápsulas de alginato (grupo Cápsulas), 
fibroblastos tratados com sobrenadante das rBHK não 
encapsuladas (grupo Sobrenadante) e fibroblastos 
tratados com cápsulas vazias (grupo Vazias). A ativi-
dade de ARSA foi medida semanalmente durante 1 
mês (resultados foram expressos em nmol/h/mg proteí-
na). A diminuição do acúmulo lisossomal foi avaliada 
por microscopia eletrônica de transmissão. Resultados: 
Fibroblastos não tratados apresentaram atividade de 
2,22 +/- 0,17. Após os tratamentos, os grupos Cápsulas 
e Sobrenadante demonstraram um aumento significati-
vo de ARSA, respectivamente, 23,42 +/- 6,39 e 42,35 
+/- 5,20, após a terceira semana. O grupo Vazias man-
teve-se constante. A análise por MET sugere uma 
redução do acúmulo lisossomal de sulfatídeo nos fi-
broblastos tratados. Conclusão: Microcápsulas conten-
do rBHK demostraram um alto potencial como nova 
estratégia no tratamento de LDM, alcançando níveis 
enzimáticos 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 Gênica/CNPq e 
ONG Pela Vida.  

ANÁLISE ULTRA-ESTRUTURAL EM FIBRO-
BLASTOS DE PACIENTES COM LEUCODISTRO-
FIA METACROMÁTICA SUBMETIDOS A TRA-
TAMENTO IN VITRO COM CÉLULAS RECOM-
BINANTES ENCAPSULADAS  
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Introdução: Leucodistrofia Metacromática (LDM) é 
uma doença causada pela deficiência da enzima Aril-
sulfatase A (ARSA). Esta enzima está envolvida na 
degradação do sulfatídeo. Uma das conseqüências 
dessa deficiência é o depósito de grânulos metacromá-
ticos. Estudos que tenham por objetivo novas opções 
terapêuticas devem demonstrar, além da normalização 
da atividade de ARSA, a redução do depósito de sulfa-
tídeo nos lisossomos. Objetivos: Verificar, através de 
análise ultra-estrutural, a diminuição deste acúmulo 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 não encapsuladas, fibroblastos não tratados 
e fibroblastos normais foram usados como controles. 
Após a terceira semana de tratamento os fibroblastos 
foram coletados, fixados em glutaraldeído 1%, pós-
fixados em tetróxido de ósmio e embebidas em Epon. 
As secções foram coradas com chumbo e uranil. Após, 
foram analisadas em Microscópio Eletrônico de 
Transmissão. Resultados: Fibroblastos não tratados 
apresentaram numerosos vacúolos e lisossomos com 
inclusões lamelares, devido ao acúmulo do substrato. 

Após tratamentos, foi observada uma discreta diminui-
ção no volume do material estocado dentro dos lisos-
somos, bem como uma alteração na morfologia deste 
material, sugerindo uma redução no acúmulo devido a 
um aumento da captação da ARSA recombinante ex-
pressa pelas células rBHKs. Conclusão: A análise 
ultra-estrutural dos fibroblastos sugere que a ARSA 
superexpressada pelas rBHKs foi captada e degradou o 
seu substrato natural, auxiliando na correção do dano 
metabólico desta doença. Apoio: FIPE-HCPA, Rede 
Terapia Gênica-CNPq.  

CARACTERIZAÇÃO DE CÉLULAS ENCAPSU-
LADAS QUANTO À BIOCOMPATIBILIDADE IN 
VIVO 
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Introdução: A microencapsulação celular tem sido 
proposta como uma estratégia promissora para o trata-
mento de uma grande variedade de doenças, pois além 
de proteger o material transplantado da ação do sistema 
imune, permite a liberação de produto terapêutico. Sua 
biocompatibilidade e capacidade imunoprotetora são 
essenciais para seu bom funcionamento. Objetivos: 
Avaliar a biocompatibilidade de células encapsuladas 
com diferentes concentrações de alginato. Métodos: 
Foram implantadas cápsulas vazias, células BHK e 
HepG2 encapsuladas em alginato 1,5 ou 2,0% na cavi-
dade peritoneal, músculo vasto medial e por via subcu-
tânea de ratos Wistar (n=60). Após 7 ou 21 dias, os 
ratos foram mortos e seus órgãos coletados para análise 
histológica. Avaliou-se presença do infiltrado inflama-
tório 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 liberação 
enzimática in vivo, durante 7 dias. Resultados: Foi 
observada presença de infiltrado inflamatório nos lo-
cais onde as cápsulas ficaram em contato com o tecido, 
porém este diminuiu após 21 dias. A contagem de 
células revelou diferenças no número de linfócitos, 
plasmócitos e células gigantes em relação aos diferen-
tes tempos analisados, concentração de alginato ou 
composição da cápsula. Nos animais que receberam 
rBHK encapsuladas houve aumento da atividade da 
enzima em amostras do músculo em relação ao contro-
le. Conclusão: Embora tenha sido notada a presença 
de infiltrado inflamatório, este não impediu a liberação 
da enzima para o tecido. Isso indica que, com alguns 
aperfeiçoamentos, esta é uma estratégia viável para o 
tratamento de várias doenças. Apoio: FIPE/HCPA, 
PIBIC/HCPA, CNPq.  

PREVALÊNCIA DE ANEMIA EM PACIENTES 
COM DOENÇA DE GAUCHER DO RIO GRANDE 
DO SUL, BRASIL 




