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Células da fração mononuclear da medula de ratos, obtida a partir da massa interna do fêmur, separadas por 
gradiente de FICOLL e marcadas com o corante fluorescente DAPI foram injetadas em ratos Wistar através de 
duas vias distintas, via intracerebral e pela veia da porta. Via veia da porta, foram injetadas 1 x 106 células, e o 
animal foi sacrificado 48 horas depois, enquanto que pela via intracerebral foram injetadas 1,5 x 105 células, e o 
sacrifício do animal ocorreu três semanas após a injeção. Após o sacrificio, procedeu-se com a retirada do fêmur 
direito desses animais e a massa interna do mesmo foi aspirada. As células foram diluídas em 1 ml de PBS e a 
fração mononuclear foi separada através do gradiente de FICOLL. As células foram então previamente contadas 
em câmara de Neubauer e cada amostra foi diluída para obter concentração de 1 x106 cel/mL e então lida em 
fluorímetro (340nm). Nos ratos com administração intracerebral, a fluorescência encontrada foi 3 vezes maior 
que o controle. Já nos ratos com administração pela veia porta, o aumento foi de 8 vezes. Esses dados sugerem 
o homing das células da medula em ambas vias de administração. Apesar dos valores de fluorescência serem 
maiores na via de administração venosa, o menor tempo de observação (2 dias versus 3 semanas) pode estar 
contribuindo para essa diferença. 

  

MANUTENÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE MEDULA APÓS IMPLANTE NO HIPOCAMPO 
CEREBRAL. -RESULTADOS PRELIMINARES- 
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O presente estudo visa avaliar a manutenção de células mononucleares retiradas da medula de ratos Wistar 
adultos marcadas com corante fluorescente nuclear DAPI (4\',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) e 
implantadas  na região CA1 do hipocampo cerebral. A fração de células mononucleares é obtida a partir da 
massa interna do fêmur e tíbia, separadas por gradiente de FICOLL e posteriormente coradas com DAPI. As 
células foram injetadas nos animais através do aparelho de estereotaxia numa concentração de 7,5x107 células 
por ml após anestesia com ketamina e xilazina,. Duas semanas depois os ratos foram sacrificados em câmara de 
CO2, o cérebro retirado e colocado em formol por 72 horas. Após emblocamento em parafina foram realizados 
cortes seriados do tecido na espessura de 7 mm. As lâminas foram observadas em microscópio de fluorescência 
usando filtro no comprimento de onda de 340nm/488nm. A partir da observação das lâminas constatou-se que as 
células transplantadas marcadas com DAPI povoaram a região do hipocampo, ventrículo e córtex cerebral. 
Esses estudos preliminares serão complementados com a análise de animais com isquemia cerebral, atualmente 
em andamento. Neste grupo, além da identificação do padrão de manutenção e migração das células 
implantadas no cérebro lesado, será avaliada a recuperação da área lesada e das funções cognitivas perdidas. 

  

NOVAS MUTAçõES EM PACIENTES COM GANGLIOSIDOSE GM1 

MARIANA PEREIRA DE SOUZA GOLDIM;MATHEUS BARBOSA VIEIRA;URSULA MATTE;ROBERTO 
GIUGLIANI;JANICE CARNEIRO COELHO 

A Gangliosidose GM1 é um Erro Inato do Metabolismo (EIM) causado pela deficiência da enzima Beta-
galactosidase ácida. Essa doença é caracterizada pelo acúmulo de metabólitos não degradados, principalmente 
gangliosídeo GM1, nos lisossomos de vários tipos celulares. Baseado na idade de início e na atividade residual 
da enzima, a Gangliosidose GM1 é classificada em três diferentes tipos: infantil, juvenil e adulto. O gene da Beta-
galactosidase ácida (GLB1, GeneBank M27507) está situado no cromossomo 3 e possui mais de 60 kb, 
contendo 16 exons. Cerca de 40 mutações associadas à doença estão descritas na literatura. No sul do Brasil, 
há uma alta freqüência dessa doença (1:17.000 nascidos vivos). Em nosso trabalho, vinte pacientes 
diagnosticados no Hospital de Clínicas de Porto Alegre (Brasil) tiveram o gene GLB1 investigado por SSCP 
(Single Strand Conformational Polymorphism) usando DNA extraído de sangue periférico. Neste estudo 
encontramos 52 alterações de mobilidade do DNA, indicando a presença de mutações. Estas amostras estão 
sendo submetidas a sequenciamento direto com seqüenciador ABI310 (Applied Biosystens) utilizado kit BigDye 
3.1. Até o momento foram identificadas cinco novas mutações no gene GLB1 (F63Y, R38G, Y36S, Y64F e 
R59C) e duas mutações já descritas (R59H e 1622-1627insG).  Este trabalho já possibilitou a genotipagem de 
25% (5/20) dos pacientes do grupo em estudo contribuindo diretamente no diagnóstico da enfermidade e 
permitindo a realização de estudos de correlação genótipo/fenótipo destes pacientes. (CNPq-FIPE/HCPA) 
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