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tecidos. Metodologia: O cultivo foi realizado em placas de 6 pocos (2x105 células/poco), e as células mantidas em Dulbecco Modified
Eagle Medium (DMEM), suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de antibiético. Para ensaios de caracterizacdo as CTM
foram diferenciadas em adipécitos, condrocitos e ostedcitos. Analises de coloracdo de Periodic acid-Schiff (PAS) a fim de destacar a
secrecdo de muco celular, avaliacdo da expresséo de citoqueratina com anticorpo AE1/AE3 em microscopia confocal e avaliacéo
estrutural de células associadas ao biomaterial por microscopia eletronica de varredura (JEOL JSM 6060) foram realizadas. Projeto
aprovado pelo comité de ética HCPA (160527). Resultados: Com os resultados obtidos foi possivel demonstrar a interacéo do
PLGA/Plepox com CTM, visualizando a adeséo e morfologia adequada das células no biomaterial. Em paralelo, as analises
revelaram que as MSC continham uma alta proporcéo de macromoléculas de carboidratos, o que é importante para a regeneracéo
tecidual. As células mantiveram a expressdo de citoqueratina, proteina especifica presente nos tecidos normais. Concluséo: A
combinacéo entre PLGA/Plepox e CTM demonstra que o biomaterial € adequado para cocultura com o tipo celular testado. Este
modelo, quando aplicado in vivo, pode vir a oferecer uma nova alternativa terapéutica para pacientes com a sindrome de MRKH. A
viabilidade da combinac&o biomaterial e células ainda deve ser testada para investigar a eficacia e seguranga do modelo, bem como
garantir a possibilidade de utilizacdo da combinac&o biomaterial + CTM para fins terapéuticos. Unitermos: Biomateriais; Células-
tronco mesenquimais; Neovagina.
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Caracterizagao de um novo inibidor peptidico de quimase: efeitos sobre alteragbes de permeabilidade,
proliferagao e migragao de células vasculares
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Hugo Verli, Renata Cristina de Souza Ramos, Jorge Almeida Guimaraes, Markus Berger - HCPA

Introduc@o. O aumento de permeabilidade vascular, proliferacdo e migracéo de células vasculares ocorre em uma série de eventos
hipertroficos associados a alteracdes cardiovasculares como hipertensdo, insuficiéncia cardiaca ou aneurisma de aorta. A
angiotensina Il (Ang Il), que tem sua produc@o aumentada em varias dessas condicdes, pode ser gerada por quimase proveniente
ndo so de células vasculares, mas também de células inflamatérias como mastécitos e neutrofilos. Neste trabalho descrevemos a
caracterizacdo farmacolégica de um novo inibidor peptidico de serino-proteinases obtido das sementes de Canavalia ensiformes
capaz de inibir quimase de mastocitos e de células da musculatura lisa de aorta. Metodologia. O inibidor foi isolado por métodos de
cromatografia liquida e caracterizado por espectrometria de massas. As alteracGes vasculares foram estudadas in vivo em modelo
de permeabilidade vascular em ratos e in vitro em cultura de células da musculatura lisa de aorta (linhagem A7r5). O projeto esta
aprovado no CEUA-HCPA 17-0333. Resultados. O inibidor (denominado CETI) foi purificado por cromatografia de troca aniénica e
afinidade. Possui massa molecular de 8173 daltons, € um trimero em soluc@o aquosa, a estrutura é rica em cisteinas, resistente a
variagdes de temperatura e pH e apresenta duas alcas inibitérias, uma capaz de bloquear tripsina (IC50 = 21,68 nM) e outra capaz
de bloguear quimase (IC50 = 13,80 nM). E um inibidor ndo-competitivo de ligacéo rapida e forte para tripsina e um ligante tempo-
dependente capaz de bloquear quimase de maneira competitiva. CETI é capaz de bloquear a atividade tipo-quimase de mastdcitos
isolados do peritdnio de ratos previamente estimulados com carragenina e reduzir a permeabilidade vascular induzida pelo composto
48/80 in vivo. Quando cultivadas em meio hiperglicEmico (glicose 25 mM) houve um aumento da atividade de quimase em células
vasculares e também aumento na capacidade de proliferacdo e migracio dessas células. O tratamento prévio das células vasculares
com CETI inibiu significativamente esses efeitos. Conclusdo. O CETI reduz a permeabilidade, a proliferacdo e a migracdo mediadas
por quimase em células vasculares, provavelmente por reduzir a formacéo de Ang Il. Como a migracdo dependente de quimase
induzida por Ang Il envolve a geracdo de espécies reativas de oxigénio intracelular e 6xido nitrico, experimentos estdo em
andamento para verificar os efeitos do CETI sobre esses eventos. Unitermos: Quimase; Inibidor; Vascular.
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Analise proteomica da infecgao causada por Cryptococcus gattii: alteragoes metabolicas e suas consequéncias
para a progressao da patologia em pulmoes de ratos experimentalmente infectados
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Introducéo: Cryptococcus gattii € o agente causador da criptococose, caracterizada como uma infeccdo oportunista que pode levar a
pneumoenia e meningite em individuos imunocompetentes. Estes efeitos sdo possiveis devido a capacidade do C. gattii evadir o
sistema imunologico. No entanto, a base molecular do processo patogénico e o impacto no perfil metabdlico do hospedeiro séo
pouco investigados e permanecem desconhecidos. Objetivo: Neste contexto, o presente trabalho buscou realizar uma analise
abrangente do proteoma diferencial da infeccdo por C. gattii em pulmdes de ratos. Metodologia: Toda a experimentacdo com
animais foi aprovada pelo CEUA UFRGS n° 17423. Foram analisados dois grupos de ratos Wistar machos (n = 6/ grupo): um grupo
infectado com a cepa R272 hipervirulenta de C. gattii e outro inoculado com a cepa avirulenta capA67 de C. neoformans. Apés trés
dias, os pulm&es dos ratos foram coletados, processados e realizada analise do proteoma em espectrémetro de massas pela técnica
de MudPIT, a fim de identificar proteinas diferencialmente reguladas em cada uma das condicSes. Posteriormente, o proteoma
resultante foi caracterizado através de ferramentas de bioinformatica para identificar as vias bioquimicas e processos moleculares
alterados durante a infec¢éo. Os resultados foram validados in vitro, em ensaios de co-cultura de C. gattii com fibroblastos de pulméo
de ratos (linhagem MRC-5), e in vivo, pela dosagem de biomarcadores no pulméo dos animais infectados. Resultados: Os resultados
apontaram para uma mudanca significante na express&o proteica de pulmdes infectados, principalmente em proteinas relacionadas
ao metabolismo bioenergético. As principais vias afetadas incluem o ciclo glicolitico, o ciclo de Krebs, o metabolismo de pirimidina e
purina, onde a maior parte de suas proteinas correspondentes foram encontradas reguladas positivamente. Os ensaios de co-cultura
de C. gattii com células MRC-5 e analises bioquimicas de extratos pulmonares infectados confirmaram o estado metabdlico alterado.
Os niveis elevados de lactato desidrogenase (LDH) e de lactato demonstram que o tecido pulmonar infectado por C. gattii se
encontra em anaerobiose, uma forma muito menos eficiente de obtencéo energética, podendo levar o tecido a uma alta taxa de
absorcdo de glicose como compensacdo. Conclusdo: Os resultados aqui obtidos reforcam a importancia das alteracbes no
metabolismo bioenergético durante a infeccéo pulmonar por C. gattii. Unitermos: Cryptococcus gattii; Infeccéo; Proteoma.
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