43158 e A. skirrowii ATCC 51132. Os cortes foram pesados e amostras de 25g de
carne foram acondicionadas em bolsas esterilizadas contendo 225 mL de dgua
peptonada tamponada que foram posteriormente homogenizadas por 1min em
stomacher. Uma aliquota de 1 mL da agua peptonada foi semeada em 9 mL no
caldo de enriquecimento seletivo descrito por [11] e os tubos foram incubados
em aerobiose por 48h a 30°C. Apds o periodo de incubagdo uma aliquota de
10pL do caldo foi depositada sobre uma membrana estéril de celulose (0,45um)
colocada na superficie do agar seletivo JM. Apos uma hora, o filtro foi retirado
e a placa de 4gar foi estriada e incubada por 48 a 72h a 30°C. Col6nias
pequenas, tipicas, ndo hemoliticas foram submetidas a coloragdo de Gram e
a identificagdo com a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) e estocadas a
-80°C. Os primers descritos por [12] foram utilizados para a caracterizagdo
do Arcobacter spp. e do A. butzleri. A PCR foi realizada utilizando-se 5 puL do
DNA bacteriano, 1.5 mM de MgCl, 10 pmoles de cada primer, 1.0 U de Taq
DNA polimerase, 1 X tampao de PCR e dgua até o volume final de 50 pL. A
reagdo foi submetida a desnaturagdo a 94° C por quatro minutos seguido por
35 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a 55°C e um minuto a 72°C. Foi
realizada a pesquisa de nove genes de viruléncia, com a utilizagio dos pares
de primers descritos por [13]: ciaB, cj1349, cadF, irgA, hecA, hecB, mviN, pldA
e tlyA. Resultados: Até o momento, foram examinados 115/300 cortes de
carne de suinos e 105/300 de carne de frangos, a presenga de Arcobacter spp.
foi confirmada em 10,4% (12/115) de amostras de carne de suinos e 4,7% (5/105)
de carne de aves. Desta triagem foram obtidas 5/12 (41,6%) e 4/5 (80%) estirpes
positivas para Arcobacter butzleri, provenientes, respectivamente, dos cortes
de suinos e aves. Considera-se relevante a detec¢do do agente nos produtos de
origem animal, uma vez que se trata de um patogeno emergente e com caréter
zoonotico [14]. Os genes de viruléncia pldA, cadF, ciaB e cj 1349, estiveram
presentes em 100% dos isolados de origem suina e avidria. Apesar da viruléncia
de Arcobacter spp. ser pouco elucidada, a sua capacidade de adesao e invasao
sdo consideradas fundamentais na patogenicidade do agente [15]. Estudos [16]
levantam a hipdtese da agdo hemolitica do agente no organismo, intensificada
pela presenga do gene estrutural pldA codificador da membrana de fosfolipase
A. Os genes pesquisados neste estudo estdo associados aos fatores encontrados
em estirpes provenientes de humanos de diversas origens do mundo, como ¢
destacado no trabalho realizado por [17], que descreve a presenca de Arcobacter
butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowi em alimentos de origem animal do Sul
do Iran e seis (6) fatores de viruléncia que conferem importancia zoondtica
ao patogeno. A pesquisa dos fatores de viruléncia encontra-se em fase de
execugao e novos genes devem ser pesquisados na continuidade do projeto.
Conclusido: A confirmagio da presenga de Arcobacter butzleri na fase final
de comercializagio de carnes de frangos e suinos em agougues no municipio de
Sao Paulo, Brasil representa relevante risco a populagdo. A falta de inocuidade
de alimentos carneos é motivo de preocupagio, pois apesar de Arcobacter ser
facilmente eliminado em temperatura de 55°C, existe o risco de contaminagio
cruzada com utensilios e outros produtos alimentares nido cozidos. Os
resultados preliminares do presente trabalho revelam a presenca de estirpes
com potencial patogénico conforme os fatores de viruléncia pesquisados.
No Brasil, os isolamentos de Arcobacter em amostras de carcaga de frangos
tém sido realizados apenas por grupos de pesquisa da regido Sul do pais, o
que reforga a importancia de novos estudos em outros estados brasileiros,
com a finalidade de complementar as evidencias obtidas nesta pesquisa.
Agradecimentos: A Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo e as agencias de fomento FAPESP (2014/07837-6 e
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MESTRADO - CIENCIAS BIOLOGICAS

A EXPOSICAO DE RATOS A FUMACA DO CRACK EM UM
NOVO DISPOSITIVO DE EXPOSICAO PULMONAR RESULTA
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Introducdo: A droga de rua comercializada como crack, ¢ constituida
principalmente por cocaina (alcaloide tropénico com notavel agdo
neuroestimulante) na sua forma de base livre, e atualmente vem se destacando
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como um problema social e de satde publica, uma vez que a dependéncia
quimica por esta forma de cocaina se da com maior facilidade devido a seu alto
potencial de abuso e baixo custo [1]. Apesar de existirem diversos estudos em
modelos animais com outras formas de cocaina, raros sao os relatos cientificos
que investigaram o efeito da fumaca do crack em roedores, devido a dificuldade
de ser realizada a exposi¢do a droga pela via pulmonar. Assim, o presente foi
delineado para avaliar as possiveis alteragoes comportamentais em campo
aberto e em labirinto em T de ratos Wistar machos expostos & fumaca do crack,
duas vezes ao dia, durante 28 dias, utilizando para tal um modelo de exposi¢ao
pulmonar ao crack. Foram avaliados pardmetros motores, exploratorios,
de ansiedade e cognitivos nos ratos. Métodos: Antes da realizagio dos
estudos bioldgicos, foi necessaria a determinagao do nivel de cocaina presente
nas amostras de crack cedidas por érgdo oficial de seguranga publica e para
tal, foi empregada a técnica de cromatografia liquida acoplada a um detector
de arranjo de diodos (HPLC-DAD). Em um estudo prévio realizado foi
determinado que a queima de 250mg de crack com exposigao por dez minutos,
conferiu aos animais os mesmos niveis séricos de cocaina que os relatados em
humanos [2]. Assim, ratos Wistar adultos foram expostos por dez minutos a
fumaga resultante da queima de 250 mg de crack por 28 dias, duas vezes ao dia.
Foi avaliada a atividade geral em campo aberto com analises de pardmetros
locomotores, exploratdrios, de ansiedade e emocionais. Os animais também
foram avaliados no labirinto em T para a averiguagao de uma possivel alteragao
cognitiva com a verificagio da alternagdo espontinea. Todas as analises
comportamentais foram efetuadas em trés momentos diferentes da exposi¢ao:
inicio (1° ao 5° dia), meio (10° a0 14° dia) e final (24° ao 28° dia) da exposigao,
sempre imediatamente apds o término da exposi¢do a fumaga. Além do grupo
experimental exposto a fumaga da droga, e do grupo controle exposto a fumaga
de cinzas de cigarro, um terceiro grupo foi avaliado, recebendo a mesma
quantidade alimentar média ingerida pelos animais experimentais, chamado
de pair-fed, devido as conhecidas propriedades anorexigenas da cocaina [3].
Resultados: Os resultados da analise comportamental em campo aberto
(demonstrados nas tabelas 1, 2 e 3) revelaram que tanto nas avaliagoes no
inicio, meio e final das exposi¢des o grupo experimental apresentou aumento
da distancia percorrida e da velocidade média, comparados aos dados dos
grupos controle e pair-fed, ocorrendo, portanto hiperlocomogao. Nesses
animais experimentais houve diminuigdo do tempo de permanéncia na zona
periférica e maior permanéncia na zona central apenas nas avaliagoes no
meio e no final das exposi¢oes, comparadas aos dados dos grupos controle
e pair-fed, o que revela uma aparente diminuigao da ansiedade. Também
apenas nas avaliagdes no meio e ao final das exposigdes foi verificado uma
diminui¢do do tempo de auto-limpeza dos animais experimentais com relagao
aos controles. Tanto nas avaliagdes no inicio, meio e ao final das exposi¢oes
nao houve qualquer diferenca estatistica entre os grupos controle e pair-fed.
Os resultados da analise comportamental em labirinto T ndo demonstraram
qualquer alteragdo significante entre os grupos, revelando aparente preservagao
cognitiva. Os dados relativos as andlises comportamentais em campo aberto
foram analisados por ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey, os dados
obtidos através da analise comportamental em labirinto em T foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis e os resultados foram considerados significantes
para p<o0,05.

Tabela 1 - Valores referentes a média + desvio-padrao

ANALISE COMPORTAMENTAL EM CAMPO ABERTO de ratos Wistar machos expostos a
fumaga do crack, duas vezes ao dia

1° AO 5° DIA DE EXPOSICAO
Distancia A Tempo de TempoA de‘
1 Velocidade Tempo de auto- A permanéncia
Grupo (n=10) Percorrida g . permanéncia na
média (cm/s) limpeza (s) na zona
(cm) zona central (s) P
periférica (s)
@il 2811 9,4 27,2 12,9 286,2
+521 +1,7 +35,2 +11,3 +11,3
; 4165 13,9 15,0 13,1 285,9
Experimental +1170"" +3,97" +17,6 +8,2 +8,2
Pair-fed 3252 10,877 12,6 13,3 285,8
+578 +1,9 19,5 +10,1 +10,1

* p<0,05 versus grupo Pair-fed; ** p<o,o1 versus grupo Controle

Tabela 2 - Valores referentes a média + desvio-padrao

ANALISE COMPORTAMENTAL EM CAMPO ABERTO RATOS WISTAR MACHOS
EXPOSTOS A FUMAGA DO CRACK, DUAS VEZES AO DIA.

10° AO 14° DIA DE EXPOSICAO

e Tempo de
Distancia . Tempo de v
A Velocidade ~Tempo de auto- - permanéncia
Grupo (n=10)  Percorrida s . permanéncia na
média (cm/s) limpeza (s) nazona
(cm) zona central (s) ier .
periférica (s)
1883 6,3 11,0 41 295,0
1
Controle 1757 *2,5 +6,5 +3,6 +3,6
. 3197 10,7 33 21,2 277.8
Experimental +12117" +407" +3,8¢ +22,5¢ +22,5¢
) 1847 6,2 12,6 4,7 2943
Putrfed +787 +2,6 +8,5 +6,2 16,2

f[p<o,os versus grupo Controle; ** p<o,01 versus grupo Pair-fed; ¢ p<0,05 versus grupos Controle e Pair-fed
abela 3 -Valores referentes a média + desvio-padrao
ANALISE COMPORTAMENTAL EM CAMPO ABERTO RATOS WISTAR MACHOS
EXPOSTOS A FUMAGA DO CRACK, DUAS VEZES AO DIA.
24° AO 28° DIA DE EXPOSICAO

e Tempo de
Distancia . Tempo de ]
q Velocidade Tempo de auto- At permanéncia
Grupo (n=10)  Percorrida e . permanéncia na
média (cm/s) limpeza (s) nazona
(cm) zona central (s) P
periférica (s)
Controle 909 3,6 100} 37 291,5
+497 *1,6 +9,8 +2,8 +9,9
. 1898 6,3 1,2 16,2 275,9
Experimental +8o077" +2,7° +1,7* +15,3¢ +21,5¢
. 1131 3,8 7.8 1,2 2975
Pmrfed +372 +1,2 18,4 *1,5 +2,6

* p<0,05 versus grupo Pair-fed; ** p<o,01 versus grupo Controle; «p<0,05 versus grupos Controle e Pair-

fed;* p<o,05 versus grupo Controle; ¢ p<0,05 versus grupos Controle e p<o,01 versus Pair-fed

Conclusdo: O presente estudo revelou que a exposicdo de roedores
a fumaga do crack em modelo experimental determinou uma concentragao
sérica de cocaina semelhante a encontrada em usuérios de tal droga. O modelo
de exposi¢ao induziu um claro aumento na atividade motora dos individuos
desde as primeiras exposigdes, aparentemente sem alteragdes cognitivas,
efeito esse que persistiu ao longo dos dias até o término das avaliagdes. Além
disso, a droga parece ter reduzido a emocionalidade e estresse dos animais
pelas avaliagdes dos parametros de ansiedade e de auto-limpeza. Porém, essa
resposta pode ter sido simplesmente em detrimento do aumento motor dos
individuos. Outro dado interessante foi que a droga induziu um aparente efeito
cumulativo, uma vez que as alteragdes foram mais marcantes do meio para o
final das exposi¢des. E importante ser ressaltado que as variagdes na ingesta
alimentar nos animais experimentais ndo foram responsaveis pelas alteragoes
comportamentais, mas sim a droga, uma vez que os grupos controle e pair-
fed ndo apresentaram quaisquer diferengas estatisticamente significantes.
Agradecimentos: O presente estudo teve auxilio financeiro da Fundagdo
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP- Projeto 2012/24550-7)
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Introducdo: O tecido adiposo do individuo obeso é caracterizado pela
hipertrofia e hiperplasia do adipdcito, alteragdes responsaveis pela expansao
do tecido. A hipertrofia antecede a hiperplasia e acontece para atender a
necessidade de armazenamento de gordura adicional da dieta [1,2]. Estas
alteragdes sdo seguidas pelo aumento da angiogénese, pela infiltragdo de
células do sistema imunoldgico, pela produgio elevada de matriz extracelular
e pelo aumento de citocinas pro-inflamatdrias durante a progressio da
inflamagao cronica [3,4]. A expansao do tecido adiposo em individuos obesos,
principalmente o visceral, também esta associada a um quadro inflamatério
cronico subclinico [5,6]. Sabe-se que um padréo alimentar caracterizado pelo
consumo elevado de lipidios (com predominio de lipidios saturados) e de
carboidratos simples, associado ao consumo reduzido de fibras alimentares,
de compostos bioativos e de micronutrientes, pode levar, fundamentalmente,
a alteragdes no peso corporal [7]. Nesse aspecto tem sido sugerido que
o sobrepeso e a obesidade também sejam decorrentes de inadequagdes
alimentares em longo prazo, nao apenas associadas ao excesso, mas também
as deficiéncias nutricionais [8,9]. A avaliagdo do consumo alimentar de
populages tem demonstrado, que individuos com excesso de peso apresentam
baixo consumo de magnésio (Mg) [10,11,12]. Neste contexto, alteragdes no
status de Mg, como resultado da inadequagéo dietética do mineral, vém sendo
associadas com alteragdo de indicadores de estresse oxidativo e de inflamacdo
[13,14,15]. Desta forma, a hipotese aventada no presente trabalho é de que o
consumo excessivo de lipidios resulta na expansao do tecido adiposo e promove
a instalagdo de quadro inflamatorio neste, agravado quando ha associagdo de
restri¢do dietética de Mg. Material e métodos: O projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCF/USP (Protocolo CEUA
n° 371). Ratos (Rattus novergicus, var. albinus) machos, pesando entre 180-
200g, da linhagem Wistar Hannover, provenientes do Biotério de Produgao
e Experimentagdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de
Quimica da USP, foram mantidos em gaiolas semimetabdlicas individuais,
de ago inoxidavel, em ambiente com temperatura e umidade controladas
(22°C; 55%, respectivamente), com ciclos de claro/escuro de 12 h. Ra¢des
experimentais, semipurificadas e peletizadas, baseadas na formulagao descrita
pela empresa Harlan Teklab Laboratories (Madison, WI, EUA) para ratos em
crescimento, foram adquiridas por importagdo e acondicionadas em camara
fria (~4°C). As ragoes do grupo controle (CON) foram elaboradas com 7% de
calorias provenientes de lipideos (6leo de soja). As ragdes hiperlipidicas foram
elaboradas com 30 g/kg de lipideos na forma de 6leo de soja, suplementada
com 310 g/kg na forma de banha (aproximadamente 60% de calorias
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provenientes de lipideos), uma com concentragao adequada de Mg (500 mg
de Mg/Kg de ragio) e outra com restri¢do de 70% de Mg (150 mg de Mg/
Kg de ragdo). Apos sete dias de adaptagéo, os animais foram distribuidos em
trés grupos experimentais (CON, HF [adequado em Mg] e HF[Mg] [restrito
em Mg]). Ragdo e dgua (desmineralizada) foram oferecidas ad libitum. Ap6s
nove dias de experimento, os animais do grupo controle passaram a receber
a ragao ad libitum (CON) ou pareada (PF) pelo consumo médio (em gramas)
animais dos grupos hiperlipidicos. O consumo foi registrado e calculado
diariamente considerando a oferta e a sobra de ragdo; o peso corporal foi
verificado e registrado a cada dois dias. Aos 60 dias de experimento os animais
foram submetidos & eutanasia apds anestesia por injegdo intraperitoneal com
solugdo de anestésicos (xilazina, 25 mg/kg; quetamina, 10 mg/kg; 1:2). Os
animais foram necropsiados para exame macroscépico de 6rgaos. Fragmentos
do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal foram coletados e fixados em
solugdo tamponada de formalina 10%. Apds fixagdo de 24 h, os fragmentos
foram processados segundo técnica padréo e incluidos em parafina. Os blocos
de parafina foram seccionados em cortes de 15 um. O exame histoldgico das
laminas foi realizado em microscopia de luz, utilizando microscépio éptico
(Zeiss, modelo Primo Star, Thornwood, EUA). As imagens digitais foram
adquiridas com microscopio Eclipse Ni-U (Nikon, Japao) acoplado a cdmara
digital refrigerada DS-U3 (Nikon, Japao) e software NIS-elements para captura
de imagens. Os cortes histologicos das regides epididimal e retroperitoneal
foram analisados quanto & presenca de processo inflamatério, a intensidade
deste processo e o tipo celular predominante envolvido; também quanto a
presenga de estruturas crown-like, adipdcitos multivacuolizados e alteracdes
circulatérias. A intensidade das alteragdes histopatologicas foi avaliada
semiquantitativamente na escala de o a 3, onde: o = pardmetro tido como
dentro da normalidade, 1 = alteragées minimas, 2 = alteragdes em grau
moderado e 3 = alteragdes em grau marcante. O tamanho do adipécito (volume
e area) foi medido com o emprego do recurso de contagem do software Image
J (National Institute of Health, Maryland, USA), apds decalque das células
e remogio do fundo. Resultados: Apés o dia nove de experimento, os
grupos controle e os dois grupos hiperlipidicos apresentaram diferengas no
consumo de ragdo; por este motivo, foi criado um grupo controle pareado,
de modo que o consumo de ragio entre os grupos pudesse ser comparado.
Ao final do experimento foi observado maior ganho de peso dos animais
dos grupos hiperlipidicos quando comparados ao grupo PF sem, contudo,
existir diferencas entre si (grupos HF e HF[Mg']). Como esperado, o grupo
HF[Mg] teve menor ingestdo de Mg em relagao a todos os grupos, sendo que
o consumo de Mg do grupo HF foi semelhante ao do PE.
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Figura 1 - Evolugao do ganho de peso de animais que receberam ragoes controle (CON e PF) e
hiperlipidicas adequada (HF) ou restrita em Mg (HF[Mg-]) durante 60 dias de experimento
Foi observado maior peso de gordura corporal nos animais dos grupos
hiperlipidicos em relagdo aos do grupo PF, independentemente da restrigao
de Mg.
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