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Figura 1 - Testes comportamentais utilizados para verificar a presenga de
ansiedade, coordenagdo motora a presenca de sinais de depressdo e a memoria
TREMOR em camundongos C57BL/6.

Conclusdes:
comportamentais observadas foi importante para descricdo do fenétipo

Concluiu-se que a caracterizagio das alteragdes

do camundongo mutante fornecendo informagdes que auxiliaram no
mapeamento genético. Além disso, essas informagdes sdo valiosas para o
entendimento do que essa mutagio pode vir a representar como modelo de
estudo de doengas neurodegenerativas.
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Introducdo: O Sistema Nervoso Simpético (SNS) contribui para os
efeitos relacionados ao estresse com a sintese de catecolaminas. Ja foi
demonstrado que a coabitagdo com parceiros da mesma espécie portadores
da forma ascitica do tumor de Ehrlich (T.A.E), um estresse psicoldgico,
provoca mudangas em pardmetros comportamentais e imunes nos animais
companheiros: leucopenia, redugdo da atividade imune inata, aumento da
atividade locomotora em campo aberto, diminui¢do nos niveis e aumento
do turnover de noradrenalina no hipotalamo, diminui¢ao do burst oxidativo
e da atividade de neutrdfilos colhidos no sangue periférico, aumento
da resposta alérgica pulmonar e auséncia de alteragdes nos niveis de
corticosterona. E conhecido que os tumores produzem componentes organicos
voléteis, que sdo liberados para a atmosfera pela urina, suor e respiragéo.
Analisando-se esta vertente, foi sugerido que os odores liberados pelos
camundongos injetados com o tumor seriam responsaveis pelas mudancas
neuroimunes relatadas nos conespecificos saudaveis e que os roedores teriam a
sua fisiologia e homeostase modificadas por esta estimulagao olfativa aversiva.
Desta forma, dentro de uma perspectiva neuroimunoldgica, o presente
trabalho avaliou o envolvimento do sistema nervoso autondémico simpatico
com os efeitos desencadeados pela convivéncia usando-se como instrumento
farmacoldgico o propranolol. Objetivos: Estudar os efeitos do bloqueio
de receptores beta-adrenérgicos sobre parametros da imunidade inata em
um modelo de indugdo do estresse pela coabitagdo (11 dias) com parceiros
inoculados com T.A.E.

Métodos: Cédigo de aprovagio no Comité de ética da EMVZ-USP: 8317270114.
Animais: foram utilizados camundongos da linhagem Swiss fémeas com oito
semanas e pesando por volta de 35 gramas. Formagédo dos grupos: No grupo
controle, um par de camundongos por trio foi tratado intraperitonealmente
(i.p) com salina; o outro animal foi mantido sem manipulac¢ao e denominado
CHP companion of health partners. No grupo experimental, um par de
camundongos por trio foi inoculado com 5 x 106 células de tumor ascitico de
Ehrlich (T.A.E) por via i.p.; 0 outro animal foi mantido sem manipulagao e foi
denominado de CSP companion of sick partners. O dia da injegao do tumor foi
denominado EDo (dia experimental o) e a convivéncia foi efetuada por 11 dias,
entre ED6 a ED11 houve o tratamento ou nao dos camundongos CHP e CSP.
Desta forma em cada grupo os camundongos CHP ou CSP foram sub-divididos
em outros grupos: CHP e CHP+P; CSP e CSP+P. Os camundongos dos
grupos CSP e CHP foram injetados (i.p) diariamente com solugio salina NaCl
0,9% (1mg/kg/dia); os camundongos CSP+P e CHP+P foram injetados (i.p)
diariamente com propranolol (20 mg/kg/dia) ou ICI-118,551 (10 mg/kg/dia).
No ED12, foram efetuadas as andlises comportamentais ou as coletas de sangue
para estudos. Farmacos: Propranolol - antagonista 3-adrenérgico nao seletivo
diluido em solugdo de NaCl 0,9%; usado na dose 20 mg/kg/dia por via i.p.; ICI-
118,551 B2-adrenérgico néo seletivo diluido em solugao de NaCl 0,9%; usado na
dose 10 mg/kg/dia por via i.p.

Coleta de Sangue: a coleta de sangue foi realizada no ED12 de convivéncia
e imediatamente ap6s a decaptagdo em tubos de polipropileno contendo
EDTA 10%.


stela
Rectangle


Obtencdo de NKs sanguineas: Em relagdo 2 avaliagdo das células
NK esplénicas, os bagos dos animais foram removidos cirurgicamente
apos anestesia e mantidos em solugdo de RPMI estéril e gelado. Este 6rgao
foi, entdo, lavado trés vezes em RPMI estéril e macerado. Eppendorfs
foram utilizados para a realizagdo da contagem de células em camara de
Neubauer e s6 foram utilizadas as amostras que apresentaram viabilidade
maior que 95% A partir desta contagem, as células foram marcadas com
anticorpos conjugados a fluorocromos para andlise por citometria de
fluxo. Células NK foram marcadas com CD49b conjugado com APC,
CD3 conjugado com FITC e NpK46 conjugado com PE BD PharMingen
(San Jose, CA). Anadlise dos niveis séricos de IFN-y: os niveis séricos
de IFN- y foram analisados pela técnica de Elisa. Analise estatistica:
Os dados foram avaliados pelo teste de Bartlet para determinagio da
homogeneidade das variancias, ou seja, se sao paramétricos ounao paramétricos.
Os dados paramétricos foram analisados por andlise de varidncias (ANOVA)
de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls de comparagdes multiplas,
para avaliagdo de contrastes. Os resultados ndo paramétricos foram analisados
pelo teste "U" de Mann-Whitney ou por Kruskal-Wallis com sua propria
resolugdo. O ninvel de significincia adotado foi de 0,05. Todos os célculos
foram realizados com o emprego do Software estatistico GraphPad Prism.
Resultados: O bloqueio dos receptores beta-adrenérgicos afeta a
migracdo de NKs para o bago e o estresse modifica o perfil de citocinas.
Conclusdes: No modelo de estresse psicolégico murino de convivéncia
com companheiros doentes hda uma supressao da imunidade inata, dados
também observados em humanos, tais como em caregivers. Neste trabalho foi
constatado que a migragao de NKs foi afetada por uma via beta-adrenérgica
dependente que altera os niveis de citocinas séricas nos animais que
conviveram com coespecificos doentes.
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Introducdao e Objetivos: Carrapatos ixodideos apresentam grande
importancia na transmissdo de doengas infecciosas para o homem e para os
demais animais, sendo considerado como o segundo vetor mais prevalente
[1]. A oviposigdo, essencial para a disseminagdo desse artropode, envolve
uma estrutura especializada denominada 6rgao de Gené, encontrada
exclusivamente em carrapatos. [2]. Trata-se de uma estrutura em forma de
saco, que se everte durante a oviposi¢do e que esta localizada na regido anterior
do idiossoma dorsal das fémeas, entre a base do gnatossoma e o escudo, na
emarginagao [3]. Esse drgao produz uma secregio cerosa que fornece aos
ovos prote¢do contra a perda de dgua e o crescimento de microorganismos [4].
Ainda, tem a propriedade de manter os ovos agrupados e reduzir a absor¢do
de pesticidas do ambiente [5]. Quando esse érgao ¢ impedido de secretar essa
substincia sobre os ovos, a taxa de eclosdo diminui notavelmente, mesmo em
condigdes adequadas de temperatura e umidade [6]. Apesar do 6rgao de Gené
ja ter sido descrito em algumas espécies de carrapatos, o conhecimento da
sua morfologia, desenvolvimento e fungio ainda ndo foram esclarecidos na
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espécie A. sculptum. Portanto, este trabalho teve como objetivo a descrigao
morfologica do 6rgio de Gené, nas etapas iniciais do processo reprodutivo
da espécie A. sculptum. Adicionalmente, técnicas histoquimicas permitiram a
identificacdo de substancias presentes no citoplasma das células que compdem
esse 6rgio e que podem constituir a sua secrecio. Materiais e Métodos:
Foram utilizados carrapatos A. sculptum, adultos, provenientes de uma col6nia
mantida no laboratério. Os carrapatos foram alimentados em coelhos (CEUAIB
1279/14). As fémeas, ingurgitadas, foram utilizadas no momento que cairam
do hospedeiro (oh de queda) e no 5° dia de queda. Foram utilizadas também
fémeas virgens/jejum. O 6rgao de Gené foi dissecado e fixado em formol-
célcio, para avaliagdo da morfologia (azul de metileno), para localizagao de
glicoproteina (PAS) e de proteina total (azul bromofenol), e incluidos em
historesina. A demonstracido de lipideos foi realizada pelo Sudan Black.
Para tanto, o material foi fixado em formol-calcio e pés-fixado em solugiao
aquosa de tetroxido de dsmio a 1%. Para impedir a extragdo dos lipideos o
material nao foi desidratado, passando imediatamente para uma mistura de
4gua e historesina (1:1) e, em seguida, para historesina, quando foi incluido.
O orgio foi disposto em molde de inclusdo contendo historesina de tal forma
que ficou distendido para a obtengdo de cortes ao longo do maior eixo. Para
0 exame ao microscopio eletronico de varredura (MEV), o 6rgéo foi fixado
em glutaraldeido a 2% em tampéo cacodilato de sédio, pds-fixado em OsO4
a1% e processado de forma rotineira. No 5° dia de queda, o 6rgao também foi
processado para microscopia eletronica de transmissdo (MET). Para tanto, foi
fixado em glutaraldeido a 2% em tampdo cacodilato de sédio, pés-fixado em
0504 a 2%, desidratado em etanol, em concentragdes crescentes, e incluido em
Epon. Resultados e Discussdo: Os resultados obtidos revelaram que o
orgao de Gené das fémeas virgens/jejum, sob lupa e ao MEV, era uma estrutura
saculiforme, constituida de um corpo e dois cornos posteriores (FiguraiA e
1B). Tanto ao MEV como nos cortes histoldgicos, foi observada a presenga de
um par de glandulas ndo desenvolvidas (broto glandular), em cada lado do
6rgao, que correspondia as glandulas cranial e caudal (Figura 1C, 1D e 1F). Nos
cortes histoldgicos foi constatado que a estrutura saculiforme era constituida
por células epiteliais e uma camada amorfa, cuticular, além de uma luz em
diregdo a emarginagio (Figura 1E). A reagio para PAS foi positiva na regiao
dos brotos glandulares (Figura 1F). Nao foram observadas inclusées lipidicas.
Em oh de queda, na regido do broto glandular, foi registrado o inicio de
desenvolvimento de glandulas constituidas por tubulos simples, contiguos ao
corpo do orgao de Gené (Figura 2A). As células ai presentes eram ctibicas, com
nucleo contendo um ou dois nucléolos proeminentes e citoplasma com poucas
inclusdes lipidicas, como observadas com o Sudan Black (Figura 2B, 2C e 2D).
Na regido de transi¢do entre as células de revestimento do érgao e aquelas que
estdo formando as glandulas, foi observada reagdo positiva para PAS (Figura
2E), mas ndo para Sudan (Figura 2D). No 5° dia de queda, as glandulas se
apresentaram em maior nimero, mais desenvolvidas e ramificadas (Figura
3A e 3B). As células que compunham as glandulas, colunares, apresentaram
nucleo com cromatina condensada e presenga de nucléolo (Figura 3C). Na
luz das glandulas foi observada a presenca de uma substéncia amorfa (Figura
3C e 3E). Entre essas células havia uma regido mais clara que correspondia
a interdigitagdes, como observada ao MET (Figura 3D). No citoplasma, a
reagdo para PAS era positiva na maioria das células (Figura 3E). A reagio
para Sudan Black positiva foi observada principalmente na regiao apical das
células (Figura 3F). Com relagao as analises histoquimicas para proteinas totais
(Azul de Bromofenol), o resultado foi negativo para os trés grupos estudados.
Conclusdes: Os resultados obtidos mostraram que a morfologia do érgao
de Gené de A.sculptum, em animais virgens, ¢ semelhante a de outros ixodideos
ja estudados e que o desenvolvimento das glandulas se faz de maneira continua

e progressiva até o inicio da oviposigéo.

mvés;z 75

crmvsp.gov.br


stela
Rectangle


