Obtencdo de NKs sanguineas: Em relagio a 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 cimara de
Neubauer e sé foram utilizadas as amostras que apresentaram viabilidade
maior que 95% A partir desta contagem, as células foram marcadas com
anticorpos conjugados a fluorocromos para analise 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). Analise 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 varidncias, ou seja, se sdo 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 prépria
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
migragdo 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 ha 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 oviposi¢do, 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¢ao e que esta localizada na regido anterior
do idiossoma dorsal das fémeas, entre a base do gnatossoma e o escudo, na
emarginagao [3]. Esse érgao produz uma secregao 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 absorgao
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 nao foram esclarecidos na
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espécie A. sculptum. Portanto, este trabalho teve como objetivo a descrigao
morfologica do 6rgao 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 colonia
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 localiza¢ao de
glicoproteina (PAS) e de proteina total (azul bromofenol), e incluidos em
historesina. A demonstragio de lipideos foi realizada pelo Sudan Black.
Para tanto, o material foi fixado em formol-célcio e pds-fixado em solugao
aquosa de tetroxido de dsmio a 1%. Para impedir a extragao dos lipideos o
material nao foi desidratado, passando imediatamente para uma mistura de
agua e historesina (1:1) e, em seguida, para historesina, quando foi incluido.
O orgao foi disposto em molde de inclusdo contendo historesina de tal forma
que ficou distendido para a obtengao 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
a 1% e processado de forma rotineira. No 5° dia de queda, o 6rgao também foi
processado para microscopia eletronica de transmissao (MET). Para tanto, foi
fixado em glutaraldeido a 2% em tampao cacodilato de sédio, pds-fixado em
0s04 a 2%, desidratado em etanol, em concentraq()es 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 presenca de
um par de glandulas nao 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 emarginagao (Figura 1E). A reagao 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 numero, mais desenvolvidas e ramificadas (Figura
3A e 3B). As células que compunham as glandulas, colunares, apresentaram
ntcleo 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
reagao para PAS era positiva na maioria das células (Figura 3E). A reagao
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 érgéo
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 oviposigao.
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Figura 2 - Oh de queda do hospedeiro
A - Notar a formagao de glandulas tubulares (G).
MEV.

B - Corte histoldgico mostrado uma parte do
corpo (C) do érgao de Gené e inicio da formagao
de uma glandula tubular (G). Musculos retratores
(Mu). Azul de metileno.

C - Detalhe das glandulas tubulares simples cujas
células apresentam nucleos (N) com um ou mais
nucléolos. Luz (L). Sudan Black.

D - Corte histolégico mostrando parte do corpo
(C) e transigao de células de revestimento para
células glandulares (T) Luz (L). Sudan Black.
Inserto - Detalhe mostrando inclusées lipidicas
(*). Sudan Black.

E - Regido de transi¢io de células pavimentosas
para cubicas (T) onde as células sao PAS positivas.
Corpo (C).

Inserto - Detalhe da regido de transigio (T). Notar
o aparecimento de células (*) que ndo sdo PAS
positivas.
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Figura 1 - Orgio de Gené de animal virgem/
jejum

A - Orgdo de Gené sob lupa. Corpo (C). Cornos
posteriores (*). Musculos retratores (Mu).
Escudo (Es).

B - Orgio de Gené onde é possivel observar o
corpo (C) e parte dos dois cornos posteriores
(*). Musculos retratores (Mu). Escudo (Es).
MEV.

D - Detalhe da glandula cranial nio
desenvolvida (GC). Cuticula (cc) Miusculo
(Mu). Escudo (Es). Luz (L). Azul de metileno.
F - Corte histoldgico do 6érgao de Gené. Corpo
(C). Cornos posteriores (*). Musculo (Mu). Luz
(L). Escudo (Es). PAS.

Inserto - Detalhe da glandula caudal nao
desenvolvida (GD). PAS.
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Introducdo e Objetivos: A raiva estd presente em todo o territério
brasileiro e possui importancia na maioria dos estados, seja pelo seu cardter
zoondtico (saude publica), ou pelo seu carater econdmico, uma vez que é
responsével por perdas a pecudria. O ataque de morcegos hematofagos aos
bovinos acarreta em sérios prejuizos a pecudria, pois além dos animais mortos
pela doenga, os agredidos perdem peso e apresentam lesdes em diversas
partes do corpo, o que prejudica a qualidade do couro.[1] O virus da raiva
(RABV) nio infecta todas as estruturas do sistema nervoso central (SNC) de
modo uniforme. Vérios estudos com resultados discordantes discutem quais
seriam os fragmentos mais indicados para a detecgdo de antigenos virais. Os
fragmentos que contém antigenos de RABV com maior frequencia podem
variar de acordo com a patogenicidade, tropismo da amostra viral em questio
e de acordo com a espécie animal.[2] O Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), recomenda que para o diagnéstico da raiva sejam
enviados fragmentos do cerebelo, cértex, medula oblonga, hipocampo e tdlamo.
[3] Com base nesses dados, o presente estudo foi delineado para verificar a
neuroinvasividade, neuroviruléncia e carga viral do RABV em amostras de SNC
de bovinos provenientes do Setor de Diagndstico da Raiva do Instituto Pasteur.
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Figura 3 - 5° dia de queda do hospedeiro

A- Orgio de Gené sob lupa. Glandulas
craniais (GC) e glandulas caudais (GD) ja
desenvolvidas.

B- Glandulas (G) com numerosas pegas
tubulares longas e ramificadas. MEV.

C- Detalhe das células que compdem as
glandulas. Substancia amorfa (S). Azul de
metileno.

D- Nesta eletromicrografia, é possivel
observar que as regies mais claras entre as
células, observadas na fig.C, correspondem a
interdigitagoes (*). N- nticleo. mi- mitocéndria.
Li- inclusdo lipidica. J- jungdo. MET.

E- Notar que as células sdo positivas para PAS.
Presenga de substancia amorfa (S), na luz das
glandulas.

F- Grande quantidade de inclusoes lipidicas
sdo observadas no citoplasma das células que
constituem as glandulas, mostradas pelas
reagdo por Sudan Black.

Materiais e Métodos: Serio utilizadas amostras de encéfalo (talamo,
cortex, cerebelo e tronco encefalico — mesencéfalo, bulbo e ponte) de bovinos
naturalmente infectados, provenientes do Setor de Diagndstico da Raiva
do Instituto Pasteur, durante o periodo de abril de 2015 a abril de 2016. A
confirmagdo da presenga do antigeno do virus da raiva sera realizada com
o emprego da reagdo de imunofluorescéncia direta, tendo como pardmetros
a distribui¢do antigénica e a intensidade das reagdes. O isolamento viral,
tanto por inoculagdo intracerebral em camundongos, quanto em cultura
celular (células de neuroblastomamurino - N2A), sera realizado pelo Setor
de Virologia do Laboratério de Diagndstico do Instituto Pasteur/SP. Além
destas técnicas de confirmagdo da presencga de antigeno viral, também serdo
realizadas a imunoistoquimica, a RT-PCR convencional e a RT-PCR em
tempo real, que permitirdo a obtencdo da carga viral. Os fragmentos serdo
submetidos a avaliagio histopatolégica com a coloragio de HE. Resultados
parciais: Até o presente das amostras de SNC colhidas de 59 bovinos houve
16 animais que apresentaram positividade para o antigeno do virus da raiva na
técnica de IFD, representando 26, 7% do total.

H4 muita discussdo a respeito da melhor regido do SNC a ser utilizada para
a realizagao do diagndstico da raiva pela demonstragdo do da presenga de
antigeno viral. A observagdo de uma distribuigdo antigénica mais na regiao
de bulbo olfatdrio, tilamo e cortex, além disso o cerebelo apresentaria uma
distribuigdo irregular e em pequena quantidade, variando de fraco positivo
a negativo.* Porém, de acordo com o que pdde ser observado até o presente
momento, o cerebelo ndo possui uma intensidade antigénica distinta das
outras regioes analisadas (Tabela 1)

H4 indicagdes de que a regido de predile¢io de maior intensidade antigénica
do RABYV seria o tronco encefélico e particularmente o tdlamo, sendo que
outras regides, como hipocampo, cerebelo e cortex poderiam resultar em falsos
negativos. (3]
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