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BLOQUEIO DE RECEPTORES B ADRENERGICOS ALTERA
PARAMETROS IMUNES EM UM MODELO DE ESTRESSE
PSICOLOGICO: COABITACAO COM PARCEIRO DOENTE
MARGATHO, R.O.; CRUZ, D.G.; CALEFI, AS.; LIMA, A.P.N,;
QUINTEIRO-FILHO, W.M.; BORSOI, A.; MASSOCO, C.O.; PALERMO-
NETO, J.

Faculdade de Medicina Veterinaria-USP-Sao Paulo

Introducao: o sistema nervoso simpatico (SNS) contribui para os efeitos
relacionados ao estresse com a sintese de catecolaminas por meio de inervagoes
simpidticas em tecidos linféides. Ja foi demonstrado que a coabitagdo com
parceiros da mesma espécie portadores da forma ascitica do tumor de Ehrlich
(T.A.E), determina um estresse psicoldgico, que provocou nos animais
companheiros mudangas em pardmetros comportamentais e imunes. Tem sido
demostrado que os tumores produzem componentes orgénicos volateis, que
sdo liberados para a atmosfera pela urina, suor e respiragdo. Analisando-se esta
vertente, foi aventada a hipdtese de que os odores liberados pelas camundongas
injetadas com o tumor seriam responsaveis pelas mudangas neuroimunes
relatadas nos conespecificos saudaveis e que os roedores teriam a sua fisiologia
e homeostase modificadas por esta estimulagdo olfativa aversiva. Objetivos:
Estudar os efeitos do bloqueio de receptores f2-adrenérgicos sobre pardmetros
de imunidade inata em um modelo de estresse induzido pela coabitagao (11 dias)
com um parceiro inoculado com T.A.E. Métodos: 1- Formagéo dos grupos:
Os experimentos foram realizados com 64 camundongas Swiss (7-9 semanas)
divididas em quatro grupos iguais (oito/grupo). Uma camundonga em cada par
no grupo controle foi tratada (i.p) com o veiculo (dia experimental 1 - ED1) e a
outra foi mantida intocavel até ED6 e foi referida como CHP (companheiro de
parceiro saudavel). Entre ED6 e ED11 estes CHP foram tratados com veiculo
(CHP1) ou com propranolol (CHP2). Nos grupos experimentais, um animal por
par de camundongos foi inoculado com 5 x 106 células de tumor de Ehrlich
(i.p) e o outro animal ndo foi manipulado até ED6 e foi referido como CSP
(companheiro do parceiro doente). Entre ED6 e ED11 os CSP foram tratados
com veiculo (CSP1) ou com propranolol (CSP2). 2- Farmacos: Propranolol
-antagonista B-adrenérgico ndo seletivo diluido em solugdo de NaCl 0,9%; usado
na dose 20 mg/kg/dia por via i.p. para avaliagdo por citometria de fluxo das
células NK esplénicas e plasmaticas. 3- A quantificagao da corticosterona sérica
foi realizada por um kit de ELISA conforme as instrugdes do fabricante. 4- As
glandulas foram retiradas cirurgicamente e pesadas em balanga de precisdo para
aanalise do peso relativo do érgdo (peso glandula adrenal/peso total do animal).
5- ESTATISTICA: Na andlise estatistica foram consideradas significantes as
andlises com p<o,05. Resultados e conclusdes: foi demonstrada uma
maior migragdo de células NK do sangue para o bago de companheiros do
animal doente (CSP); este pardmetro foi revertido pelo pré-tratamento com
propranolol. A administragdo de propranolol ndo interferiu com os niveis de
corticosterona sérica e com o peso relativo das glandulas adrenais.
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DETECCAO DE INFECCAO POR MYCOBACTERIUM BOVIS
EM RA-TOURO (LITHOBATES CATESBEIANA)

REISFELD, L.; SILVATTI, B.; IKUTA, C.; OLIVEIRA, G.; SOARES, J.;
SALVAGNI, F; ANDRE, F.; CATAO-DIAS, J.L.

As micobactérias tém sido reconhecidas como uma fonte de morbidade
e mortalidade em anfibios. Até o presente, todos os casos descritos nestes
animais foram de micobactérias atipicas. O presente trabalho descreve um caso
de micobacteriose em Lithobates catesbeiana causado por Mycobacterium bovis.
O animal era mantido em cativeiro hé cinco anos, vindo a 6bito sem a detec¢ao
de qualquer alteragdo clinica evidente. A necropsia, foi observada a presenga
de 5 ml de liquido translacido de consisténcia viscosa na cavidade celomatica.
Macroscopicamente, pulmao, figado, bago, intestino e rins apresentavam
coloragdo enegrecida com presenga de lesdes nodulares multifocais, de
aproximadamente 0,1-0,2 mm. Swabs de todos os 6rgios acometidos foram
realizados, acondicionados em meio de Stuart e encaminhados para exame
microbioldgico. Nao foram observadas outras alteragdes macroscopicas,
e fragmentos de todos os 6rgaos foram acondicionados em formol 10% e
submetidos a realizagdo de exame histopatoldgico. O exame citopatoldgico
do liquido celomatico evidenciou grande quantidade de material proteinéceo,
acompanhada por pequena quantidade de eritrdcitos, raras células
mononucleares, detritos celulares e escamas cutineas, compativel com
transudato modificado. A histopatologia revelou em pulmao, bago, intestino,
figado, pancreas e rim a presenca de multiplos granulomas repletos por
bacilos dlcool-acido resistentes (BAARS), evidenciados pela coloragio de
Ziehl-Neelsen. Notou-se também congestdo difusa, focos de hemorragia,
extensas areas de necrose e hiperplasia dos centros de melanomacrofagos. O
resultado histopatologico foi compativel com micobacteriose. Para a tentativa
de isolamento de micobactérias, uma amostra de swab dos dérgdos foi tratada
com cloreto de 1-hexadecilpiridinio (HPC) a 1,5%, semeada em Stonebrink e
Lowenstein-Jensen e incubada a 37°C por 9o dias. Os BAARS isolados foram
classificados como pertencentes do complexo Mycobacterium tuberculosis e
identificados como Mycobacterium bovis, pela técnica de PCR multiplex com
base na combinagio de iniciadores com regides alvo, 16S rRNA e MTByo, e das
regides gendmicas de diferenga RDg e RD12, respectivamente. Este trabalho
apresenta o primeiro relato de infec¢do de anfibios por um membro do
complexo M. tuberculosis, especificamente por (M. bovis) e real¢a a existéncia
de implicagdes sanitdrias relevantes, uma vez que estes animais sdo comumente

utilizados na alimenta¢do humana.

VALORES DE REFERENCIA DE PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE CAMUNDONGOS
SWISS WEBSTER, C57BL/6, BALB/C E RATOS WISTAR
SANTOS, E.W.; OLIVEIRA, D.C.; BELTRAN, J.S.O.; SILVA, G.B.; TSUJITA,
M.; CARMO, L.S.; CRISMA, AR.; FOCK, R.A.; BORELLI, P.

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Andlises Clinicas
e Toxicoldgicas da Universidade de Sdo Paulo.

O estabelecimento dos valores de referéncia hematoldgica e bioquimica
clinica em animais de laboratorio é de suma importancia para a andlise de
alteragdes funcionais, no entanto, ainda ha poucos dados disponiveis para
diversos grupos de animais. O presente trabalho foi delineado para estabelecer
os valores de referéncia para os parametros hematoldgicos e bioquimicos em
linhagens comuns de camundongos e ratos usados em experimentagao animal.
Os pardmetros avaliados foram: perfil sanguineo (hemograma, reticulécitos

e mielograma) e a bioquimica do soro (proteina total, albumina, glicose,
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colesterol, triglicérides, cilcio e fésforo). Foram utilizados camundongos
Cs7BL/6, BALB/C e Swiss Webster e ratos Wistar, machos de dois a trés meses
de idade. As amostras de sangue total foram obtidas por pung¢ao do plexo axilar
dos animais anestesiados com xilazina (16 mg/kg) e ketamina (120 mg/kg) e
recolhidas utilizando-se como anticoagulante (EDTA) a 10%. As amostras
de sangue recolhidas sem anticoagulante foram usadas para a obtengao dos
soros utilizados para determinagdo de niveis de colesterol total, triglicérides,
glicose, albumina e total de proteina. A dosagem de hemoglobina, hematécrito
e contagem total de eritrocitos e leucdcitos foram efetuadas no analisador de
células sanguineas ABC Vet (ABX Diagnostics). As dosagens de proteinas
totais e albumina revelaram uma maior concentragao dessas substancias em
ratos, bem como a contagem de leucdcitos totais em relagdo as linhagens
de camundongos. Os demais parametros hematolégicos e bioquimicos nao
apresentaram diferengas significativas. No entanto, foi estabelecida uma
variagdo normal dentro de cada espécie. Os resultados obtidos permitem a
padronizagao dos intervalos de referéncia em animais criados em biotério,
refletindo assim a condigdo esperada em roedores utilizados em pesquisas
cientificas. Apoio financeiro: CNPq; CAPES; FAPESP.

AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE FATORES DE
TRANSCRICAO ASSOCIADOS A TRANSICAO EPITELIO-
MESENQUIMAL EM CULTIVO DE CELULAS-TRONCO
CANCEROSAS ORIUNDAS DE NEOPLASIAS MAMARIAS DE
CADELAS (PROJETO EM ANDAMENTO)

XAVIER, P."; CORDEIRO, Y.'; ROCHETTI, A"; FUKUMASU, H".

1. Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT),
Departamento de Medicina Veterinaria, FZEA-USP.

Introducdo e objetivos: assim como em mulheres, as neoplasias
mamadrias representam o tipo mais frequente de cincer em cadelas. Esse tipo
de neoplasia apresenta grande heterogeneidade celular o que torna complexa a
sua classificagdo histopatoldgica, além de possivelmente ser o fator responsavel
pela grande diversidade de resposta aos tratamentos de eleicdo como exérese
e quimioterapia. Recentemente tem sido estudado um grupo de células
denominadas células-tronco cancerosas (CTCs), descritas como as principais
responsaveis pelas falhas nas quimioterapias, formagdo de metdstases e
no aparecimento de recidivas tumorais, o que as torna um importante alvo
para terapias especificas. Entretanto, alguns problemas sao o seu isolamento
e cultivo. Alguns estudos recentes realizaram indugdo do processo de
transigdo epitélio-mesenquimal com a superexpressao de alguns fatores de
transcri¢do como, Twist, Snail e ZEB, promovendo linhagens com capacidade
de manutengao de caracteristicas de CTCs. O presente trabalho foi delineado
para a avaliacdo da expressdo génica dos fatores de transcrigdo associados a
transi¢do epitélio-mesenquimal em diferentes cultivos de células oriundas
de neoplasias mamarias de cadelas, para futuramente ser utilizada a sua
superexpressiao como potencial indutor deste processo em cultivos celulares.
Material e métodos: quatro linhagens celulares foram caracterizadas
quanto sua malignidade segundo o tempo de duplicagio, cariétipo e
expressdo de marcadores como citoqueratina e vimentina. As células foram
cultivadas em meio DMEM, suplementado com 1% MEGS, 0,5% de SFB e
1% de antibidtico. Ao ser atingido 80% de confluéncia tiveram seu RNA total
extraido pelo reagente Trizol (Life Technologies). A quantidade e a qualidade
do RNA total foram avaliadas (BioAnalyzer Agilent). A conversio de mRNA
para cDNA foi realizada com o Kit SuperScript III Reverse Transcriptase
(Life Technologies) que serd utilizado para analise de expressdo génica por
Real-Time PCR dos fatores de transcrigio (FT) ZEB1, ZEB2, STAT3 e Slug.
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O FT que apresentar menor expressao nas quatro linhagens sera escolhido
para a técnica de transgenia para sua superexpressao. Resultados: Quatro
linhagens celulares oriundas de neoplasias mamdrias (020/14; 025/14, 028/14
e 030/14) ja foram isoladas e caracterizadas em testes de caridtipo, tempo de
duplicagio e expressdo de marcadores citoqueratina e vimentina. Além disso,
ja foi realizada a padronizagdo da técnica de expressdo génica para os genes
ZEB1 e ZEB2. Conclusdo: Pela padronizagio dos primers, pode-se sugerir
a existéncia de baixa expressdo dos genes ZEB1 e ZEB2 nas quatro linhagens
estudadas. Porém, ainda é necessaria a realizacao de estudos de anilise de
expressdo génica para confirmagio dos dados. Apoio financeiro: CNPq
e CAPES.

ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO DA EXPRESSAO DE
HIF1-A EM MASTOCITOMAS CUTANEOS CANINOS
(PROJETO EM ANDAMENTO)
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Introducao e objetivos: a malignidade e o alto poder metastatico
sdo caracteristicas dos mastocitomas cutaneos dos caes o que torna cada
vez mais importante o estudo de indicadores progndsticos que norteiem
pesquisas em busca de novos tratamentos. A hipdxia tumoral é um evento
frequente em neoplasias malignas, capaz de alterar o microambiente por
meio de modificagdes na expressio de génica. Para contornar a baixa
oxigenagdo celular, este conjunto de modificagées poderd piorar ou
melhorar o prognéstico da neoplasia. O aumento da expressio do HIF1-a
(Fator Induzivel por Hipoxia do tipo 1 alfa), que pode ser encontrado na
sua forma ativa e em grande quantidade no tecido submetido & hipdxia,
permite a sobrevivéncia da célula neoplasica em ambiente hostil. Este fator de
transcrigdo interage com a sequéncia de DNA HRE (Elementos de Resposta
a Hipoxia), codificando intimeros genes envolvidos com a angiogénese, como
os das metaloproteinases de matriz e de importantes fatores de crescimento,
como o VEGF e angiopoetinas. Desse modo, o HIF1-a pode ser responsavel
por conferir nova vasculatura & massa tumoral. Muitas vezes, as capacidades
metastatica e tecidual também sao potencializadas pelo HIF1-a, sendo este
relacionado por muitos autores a malignidade tumoral. A alta prevaléncia de
mastocitomas em cées requer estudos que confirmem a natureza promotora ou
supressora deste fator transcricional. Por isso, o presente projeto foi delineado
para avaliar a presenca de HIF1-a em mastocitomas de cées utilizando a técnica
de imuno-histoquimica, de modo a serem estabelecidas relagdes que permitam
a verificagdo se o HIF1-a é um bom indicador prognéstico para esta neoplasia.
Material e métodos: as amostras de mastocitomas serdo processadas
de acordo com as técnicas rotineiras de inclusdo em parafina e os cortes
histologicos serdo corados pela hematoxilina e eosina para graduagio das
lesoes e para processamento imuno-histoquimico. Este tltimo sera realizado
com o anticorpo anti-HIF1-a (Abcam, ab463) e, para o controle negativo, a
IgG de camundongo na mesma diluigdo. A quantificagdo das marcagdes
serd determinada pela porcentagem de células positivas em cinco campos de
marcagdo intensa (“hot spots”). Os resultados serdo comparados a graduagdo
histopatologica, mortalidade em fungéo do tumor e sobrevida. Resultados
preliminares: a aplicagdo do anticorpo de acordo com as recomendagdes
do fabricante ainda ndo apresentou resultados especificos e, por este motivo,
encontram-se em teste novas variagdes do protocolo imuno-histoquimico.
Apoio financeiro: FAPESP (processos: 2013/13252-8 € 2014/06129-8).
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