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EDITORIAL
Prezado colega,

Iniciamos 2015 com mais uma edicio da Revista de
Educagdo Continuada em Medicina Veterinaria e
Zootecnia e, com ela, a atual Diretoria Executiva se despede
do colega apds nove anos a frente do Conselho Regional de
Medicina Veterinaria do Estado de Sdo Paulo (CRMV-SP).

Durante todo o periodo em que dirigimos o CRMV-SP, um dos
principais objetivos foi o estimulo a atualizagdo técnica profissional
de médicos veterinarios e zootecnistas. Tendo em vista o desejo de
colaborar com esta jornada, retomamos, em 2011, as publicagoes da
Revista MV &Z, que haviam sido interrompidas em 2005, e reformu-
[:] lamos a publicagao. Com esta edigao, ja sdo 12 fasciculos em cujas
Fale conosco paginas foram apresentados 54 artigos, além de resumos de trabalhos
revista@crmvsp. gov.br ou de palestras apresentadas em 15 eventos cientificos.

Reiteramos que a Revista MV&Z é uma importante fonte de in-
formagdo e conhecimento para os profissionais e a sua elaboragdo
depende, fundamentalmente, da sua participagdo. Por isso, agradecemos a todos os colegas que, de alguma forma,
contribuiram, sejam como autores ou revisores dos trabalhos publicados, durante esses anos.

Agradecemos por termos tido a oportunidade de apoid-los em seu crescimento profissional e fazemos votos de
que a nova diretoria permaneca perseverante na empreitada em auxilia-los nesta jornada constante em busca do
aprimoramento técnico e da conquista de novas metas e ideais profissionais. Agradecemos, também, aos profissionais
que fazem parte da equipe do CRMV-SP, sem os quais nada do que fizemos teria sido possivel.

Nessa edi¢do, teremos como destaques: na se¢ao de Clinica de Pequenos Animais, um artigo sobre o tratamento
de doenga de disco intervertebral em cdo por meio de técnicas da Fisioterapia Veterinaria, area que tem despertado
interesse. Na mesma secdo, teremos, ainda, um trabalho sobre a associa¢ao do sulfato de vincristina no manejo tera-
péutico da trombocitopenia imunomediada canina.

Na secdo de Clinica de Grandes Animais, serd apresentado um trabalho sobre fistula abomaso-umbilical em be-
zerro; na area Ensino, modelos didaticos para compreensao do desenvolvimento embriondrio inicial de animais
domésticos; e na de Reprodu¢do Animal, um estudo sobre o reconhecimento materno da gestagao em animais de
produgcéo. Esta edi¢do ainda traz resumos dos trabalhos apresentados durante a XXIII Semana Cientifica Prof. Dr.
Benjamin Eurico Malucelli, realizada pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP). Desejamos uma 6tima leitura.

O Conselho é de todos!

Francisco Cavalcanti de Almeida, Presidente do cRMV-SP
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CLINICA DE PEQUENOS ANIMAIS

Associacao do sulfato de
vincristina no manejo

terapeutico da trombocitopenia
imunomediada canina:
relato de caso

Association of vincristine sulfate on therapeutic
management of canine immune-mediated
thrombocytopenia: a case report

Resumo

A trombocitopenia imunomediada, destruicdo plaquetaria me-
diada pelas respostas humoral e celular, é observada com frequ-
éncia na espécie canina, especialmente nas fémeas de meia-idade
das ragas spaniel e Doberman. A primeira linha terapéutica en-
volve a administragdo de corticoides em doses imunossupresso-
ras e, nos casos refratarios, a associacdo farmacoldgica a outros
agentes imunomoduladores faz-se necessaria. A presente descri-
¢do de caso objetiva relatar o sucesso na associagdo do sulfato de
vincristina a corticoideterapia (Dexametasona), durante o periodo
de hospitalizagdo de cdo com trombocitopenia imunomediada
priméria e sangramentos espontaneos relacionados, bem como
discutir as modalidades terapéuticas presentes na literatura.

Recebido em 25 de agosto de 2014 e aprovado em 7 de setembro de 2014

mv&z crmvsp.gov.br

Summary

Immune-mediated thrombocytopenia, platelet destruction
mediated by humoral and cellular responses, is frequently
observed in dogs, especially in middle-age females of spaniels
and Doberman breeds. The first line therapy involves the
administration of corticosteroids in immunosuppressive doses
and, in refractory cases, the pharmacological combination with
other immunomodulatory agents seems often necessary. This case
report describes the successful combination of vincristine sulfate
to glucocorticoids (Dexamethasone) during the hospitalization
of a dog with primary immune-mediated thrombocytopenia
and related spontaneous bleeding, and discusses the therapeutic
modalities in the literature.
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termo trombocitopenia se refere & diminui¢do na
contagem plaquetaria para valores abaixo dos limites
de normalidade, e sua génese estd alicercada sobre
trés situagdes patoldgicas distintas, caracterizadas
por queda na produ¢do de plaquetas pela medula
Ossea, destruicdo periférica e sequestro esplénico, respectivamente
(IZAK; BUSSEL, 2014). A primeira das situagdes clinicas citadas pode
ser exemplificada nas sindromes que levam a faléncia medular como
anemias aplasticas e sindromes mielodisplasicas, ou processos neopla-
sicos, como nos linfomas, leucemias, mieloma multiplo e metastases
diversas (ASTER, 1966). Os processos destrutivos periféricos podem
ser observados na coagulagdo intravascular disseminada e destruicoes
mediadas imunologicamente, e o sequestro plaquetario, por sua vez,
ocorre principalmente nas esplenopatias, com especial destaque para
os casos de envolvimento neoplasico (ASTER, 1966). Sendo assim,
define-se trombocitopenia imunomediada como a condi¢éo clinica
na qual se observa destrui¢ao plaquetaria por macrdfagos, apds fa-
gocitose mediada pela imunidade humoral, por meio da produgao
de anticorpos contra os antigenos de membrana da superficie de pla-
quetas (SCOTT, 2005). Nesse contexto, os anticorpos IgG sdo os mais
frequentes e podem ter agdo inclusive sobre os megacaridcitos, além
das plaquetas circulantes (BOMMER et al., 2008).
Em seres humanos, a doenca é caracterizada como purpura
trombocitopénica idiopética, frequente em criangas, e definida pela

1 Médico Veterinario — Clinica Médica de Pequenos Animais — Hospital Veterinario Pet Care
2 Médico Veterinario — Unidade de Terapia Intensiva — Hospital Veterinario Pet Care
3 Médico Veterinario — Diretoria Clinica — Hospital Veterinario Pet Care

crmvsp.gov.br mvé&z 7
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ocorréncia de trombocitopenia isolada com curso clinico
agudo ou crénico, quando persiste além de 1 ano, sendo
esta forma prevalente em adultos, onde 5,6 a 20 para cada
100 mil individuos sdo acometidos, predominando em
mulheres (KRETLLI et al., 2011). Nos caes, a doenga é co-
nhecida por trombocitopenia imunomediada idiopatica,
de ocorréncia primaria ou secunddria, e observada com
maior frequéncia em adultos jovens, fémeas, das racas
spaniel e Dobermann (COOK et al, 1994). Os sinais cli-
nicos envolvidos na maioria dos casos, e comuns a ambas
as espécies, sdo petéquias, sufusdes, equimoses, gengivor-
ragias, hemorragia digestiva, hematuria, sangramentos
intracranianos e outras diateses hemorragicas graves e po-
tencialmente fatais, relatadas em 5% dos seres humanos
acometidos (KRETLLI et al., 2011; LITTLEWOOD, 2001).

As bases terapéuticas no controle da doenga em ambas
as espécies sdo bastante semelhantes, apesar da farmaco-
terapia ser iniciada em seres humanos apenas quando a
contagem plaquetdria mostra-se inferior a 20 mil/mm? ou
quando sangramentos espontaneos estdo presentes, uma
vez que pacientes com trombocitopenia leve a moderada
(entre 30 mil e 50 mil/mm?) e assintomaticos tendem a
curso clinico insidioso e autolimitante (KRETLLI et al.,
2011). Os corticosteroides sdo os farmacos de primeira
escolha, e a maijor parte dos cies afetados pela doenga
irao apresentar contagem de plaquetas superior a 50
mil/mm?® apds 7 dias de tratamento em dose imunos-
supressora (LEWIS; MEYERS, 1996). Outros farmacos
imunossupressores podem ser associados nos casos refra-
tarios a terapéutica inicial, dos quais apenas a Vincristina
(VINC) e a Imunoglobulina Intravenosa Humana (hI-
VIG) séo citados como efetivos em estudos retrospectivos
(WHITLEY; DAY, 2011).

A Vincristina, extraida da planta Vinca rosea Linn, é
um farmaco amplamente utilizado na oncologia médico-
veterindria. Porém, em doses menores (0,02 mg/kg), pode
ser empregada como fairmaco adjuvante na trombocito-
penia imunomediada. Sua propriedade quimioterdpica
esta alicercada na afinidade pela proteina tubulina, blo-
queando sua polimeriza¢do e gerando destrui¢do dos
microtubulos, o que impedira a formacio do fuso mito-
tico e a subsequente divisdo celular (FARO et al., 2008).
No contexto destrutivo imunomediado, a estimulacio da
linhagem megacariocitica medular e bloqueio da fagoci-
tose de plaquetas opsonizadas por macroéfagos justificam
seu emprego terapéutico (LEWIS; MEYERS, 1996).

Balog e colaboradores (2013), em estudo clinico ran-
domizado prospectivo, envolvendo o emprego de VINC e
hIVIG em pacientes com a doencga plaquetdria em questio,
constataram que o tempo de recuperacao dos individuos
inseridos em ambos os grupos foi menor do que aqueles
tratados apenas com glicocorticoide e destes, o grupo no
qual a vincristina foi utilizada apresentou o menor tempo
de recuperagao (6 dias). Logo, o presente relato tem por
objetivo descrever o sucesso no manejo terapéutico da
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trombocitopenia imunomediada em cdo com o emprego
da associagdo de Sulfato de Vincristina a corticoideterapia.

Descricao do Caso

Um céo da raga poodle, com seis anos de idade, foi ad-
mitido no ambulatério do Hospital Veterinario Pet Care,
com historico de petéquias e equimose em flanco havia
cinco dias do atendimento, e nos dois dias anteriores
passara a apresentar gengivorragia espontanea, apesar de
manutenc¢io na disposi¢ao e apetite, e auséncia de sangra-
mentos gastrointestinal e urinario. Ainda no que se refere
ao histdrico, o animal havia sido vacinado dois dias antes
do surgimento das alteragdes cutaneas acima descritas, por
colega, que tomou conhecimento dos sinais clinicos sub-
sequentes e solicitou avaliagdo hematolégica completa, na
qual se observou 12 mil/mm3 plaquetas (sem outras alte-
ragOes relevantes), e iniciou terapia com Doxiciclina (5 mg/
Kg/ BID P.O.) e Prednisona (2 mg/Kg BID). Apos 72 horas
da terapia em questdo, o animal foi submetido a reavaliagdo
hematoldgica pelo colega, a qual demonstrou 10 mil/mm’
plaquetas e 22 mil/mm?® leucdcitos (sem outras alteragdes),
momento esse no qual passou a apresentar sangramento
oral espontaneo e foi encaminhado a este estabelecimento.
No exame fisico, foram observadas mucosas normoco-
radas, hidratagdo boa, inimeras petéquias distribuidas
pelo tronco e regido ventral de abdome, além de grande
equimose em flanco esquerdo (area onde foi vacinada) e
gengivorragia. O animal encontrava-se ainda normotér-
mico (39,0°C) e sem alteragdes na palpagdo abdominal e
auscultagdo cardiopulmonar. Previamente a admisséo te-
rapéutica intensiva, foram solicitados novo hemograma e
avaliacao bioquimica completa, além de sorologia (Elisa)
para Dirofilaria Immits, Erlichia canis, Borrelia burgdor-
feri, Anaplasma phagocytophilum, urina tipo I e exame
ultrassonografico abdominal, nos quais se destacaram,
respectivamente, anemia normocitica normocrémica (he-
matdcrito 19,4%), indice de reticuldcitos de 0,81 (padrio
nao regenerativo), 33,28 mil/mm?® leucdcitos com desvio a
esquerda (1.664 bastonetes), 11 mil/mm?’ plaquetas, e nega-
tividade para os agentes infecciosos pesquisados (os demais
resultados mostraram-se sem valor diagndstico). Logo, du-
rante o tratamento intensivo, a antibioticoterapia iniciada
pela colega foi mantida e a corticoideterapia introduzida
por meio de Dexametasona na dose de 0,5 mg/kg/sid in-
travenosa, além de Cloridrato de Ranitidina, Sucralfato
e Acido Tranexdmico como terapia suporte, em doses e
frequéncia usuais. Nos trés primeiros dias de internagio,
a contagem de plaquetas se manteve baixa (11 mil/mm?,
8 mil/mm’ e 10 mil/mm?® respectivamente), concomitan-
temente a manutenc¢io de leucocitose (33 mil/mm?, 30,56
mil/mm?® e 30,98 mil/mm?®) e queda progressiva no hema-
tdcrito (19,4%, 9,3% e 8%), momento no qual foi procedida
transfusdo de 360 ml de sangue total, elevando o hema-
tocrito a 32% (a contagem plaquetaria pds-transfusional
revelou-se em 10 mil/mm?®). A decisao de imunossupressao



quimioterdpica foi tomada no dia subsequente, quando se
optou pela associacio de Sulfato de Vincristina, na dose de
0,02 mg/kg intravenosa, em aplicagdo tnica, ao protocolo
terapéutico vigente até o momento. As avaliagdes hemato-
légicas sequenciais demonstraram importante resposta na
contagem plaquetdria nos dois dias seguintes de terapia in-
tensiva (264 mil/mm?® e 256 mil/mm?), com manutencdo do
hematdcrito (26%) e resolucio da leucocitose (21 mil/mm?
e 15,6 mil/mm? respectivamente). Logo, o animal foi libe-
rado com prescri¢des do mesmo suporte gastrointestinal e
antibioticoterapia iniciados no periodo de internagao, além
de Prednisolona (2 mg/kg/bid) por tempo indeterminado
(na dependéncia dos préximos resultados laboratoriais).

Discussao

A utilizagdo do sulfato de vincristina em cies com trom-
bocitopenia imunomediada foi descrita pela primeira vez
em 1982 (GREENE et al., 1982). Outros agentes imunossu-
pressores, como ciclofosfamida, azatioprina, e danazol nao
possuem sua eficicia determinada por estudos controlados
para essa afec¢do; apenas por relatos individuais ou ensaios
limitados a poucos pacientes. Firmacos como Leflunomide
e Ciclosporina apresentaram efeitos positivos na recupe-
racao hematoldgica, porém, apos alguns dias do inicio
da terapia, foram constatados efeitos colaterais limitantes
(BIANCO; HARDY, 2009). No presente caso clinico, a
suspeita de destrui¢ao plaquetdria imunomediada surgiu a
partir da negatividade do resultado sorologico para alguns
dos principais agentes infecciosos incriminados na trom-
bocitopenia canina (apesar da possibilidade de auséncia
de soroconversao até o momento da investigagao labora-
torial), auséncia de perdas (como causa da plaquetopenia)
e de resposta terapéutica a Doxiciclina, mesmo ap6s cinco
dias de administracdo. A transfusdo de concentrado de
plaquetas ndo foi procedida devido a sua contraindica¢ao
nas suspeitas de processos imunomediados, uma vez que
pode aumentar o estimulo a destrui¢do plaquetaria, como
ja descrito previamente (ABRAMS-OGG et al., 1993).
Além disso, a decisdo de adicdo do sulfato de vincristina
ao protocolo medicamentoso deu-se pela auséncia de res-
posta terapéutica aos corticosteroides apos cinco dias de
administracdo, e persisténcia da gengivorragia durante esse
periodo, sinais estes que poderiam ter sido associados a ou-
tras diateses hemorragicas, com consequente diminuigao
da sobrevida. Desse modo, a rapida recupera¢do da con-
tagem de plaquetas, observada 24 horas apds aplicagdo de
Vincristina, reforca sua eficacia no presente caso clinico.

Conclusao

A trombocitopenia imunomediada em cdes, na dependén-
cia de seu curso clinico, pode trazer severas consequéncias
ao paciente, especialmente nos casos de importante queda
na contagem plaquetdria, como sangramentos em sistema
nervoso central e diminui¢éo da sobrevida. Desse modo,
0 sucesso na associagao terapéutica utilizada para o caso
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clinico em questdo oferece ao clinico de pequenos animais
a possibilidade do emprego do Sulfato de Vincristina, na
dose descrita neste trabalho, como segunda linha de tra-
tamento para os pacientes com destrui¢do plaquetaria
imunomediada, refratarios a corticoideterapia inicial, com
as vantagens de baixo custo terapéutico, facil administra-
¢ao e diminui¢ao do tempo total de hospitalizagéo. (&)
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Tratamento de doenca de
disco intervertebral em

cao com fisioterapia e
reabilitacao veterinaria:
relato de caso

Treatment of intervertebral disc disease by
physical therapy and rehabilitation in a dog:

a case report

Resumo

A doenca do disco intervertebral (DDIV) é a causa mais frequente
de lesdo medular em cédes. Aproximadamente 15% das discopa-
tias em cdes acometem a regido cervical. A fisioterapia veterinaria
tem despertado grande interesse nos médicos veterinarios, tendo
em vista sua importante aplicacdo, ndo invasiva, em diversos tra-
tamentos. O objetivo deste trabalho é contribuir com informa-
¢oes referentes a possibilidade de tratamento de cdes acometidos
pela DDIV cervical com as técnicas de fisioterapia veterinaria e
relatar o caso de um tratamento bem sucedido, bem como revisar
a literatura sobre o tema.

Recebido em 4 de novembro de 2014 e aprovado em 27 de novembro de 2014
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Summary

The intervertebral disk disease (IDD) is the most common
cause of spinal cord injuries in dogs. Approximately 15% of
discopathies in dogs affects the cervical region. The veterinary
physiotherapy has aroused great interest among clinical
veterinarians, in view of the non-invasive treatments in several
cases. The objective of this paper is to contribute with more
information related to the treatment of dogs affected by
cervical IDD by using veterinary physiotherapy techniques and
to describe a well succeeded case of treatment, as well as to
review the literature related to cervical IDD.
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coluna vertebral dos caes, do ponto de vista anato-

mico e neurofuncional, pode ser dividida em cinco

regides: cervical, tordcica, lombar, sacral e caudal

(WHEELER; SHARP, 1999). Essa divisao facilita o

estudo, a anamnese e a neurolocaliza¢do das enfer-
midades que acometem a medula espinhal dos caes.

A doenga do disco intervertebral (DDIV) é a causa mais frequente
de lesdes na medula espinhal dos cdes (BRAY; BURBIDGE, 1998;
BRAUND, 1996). Aproximadamente 15% das discopatias em caes
acometem a regido cervical, sendo a dor o sinal clinico mais evi-
dente (BRAUND, 1986; JANSSENS, 1991; TOOMBS, 1992; GILL;
LIPPINCOTT; ANDERSON, 1996; PADILHA FILHO; SELMI, 1999).

A fisioterapia ja é bastante difundida na medicina humana, com es-
tudos claros sobre seu beneficio terapéutico em diversas enfermidades.
Na medicina veterindria, embora haja um uso crescente das técnicas de
reabilitacdo, ha relativamente pouca literatura cientifica que dé suporte
ao seu uso. Apesar disso, nos ultimos anos, a ﬁsioterapia veterinaria tem
despertado grande interesse nos médicos veterinarios, tendo em vista sua
aplicagdo nao invasiva, em diversos tratamentos (LEVINE et al., 2008).

Doenca do disco intervertebral cervical em caes
A DDIV cervical é a segunda desordem do género mais comum
em cdes com acometimento do disco intervertebral. Em 90% dos
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animais com doenca discal cervical, um dos quatro es-
pagos cervicais craniais estd envolvido. Os sinais clinicos
podem variar desde a fraqueza muscular, espasticidade
dos membros do mesmo lado do corpo (hemiparesia),
passando pela debilidade de todos os membros (tetrapa-
resia), até a paralisia dos quatro membros (tetraplegia).
Espasmos cervicais, dor a palpacao, rigidez cervical e
relutdncia em flexionar ou estender a cabega e pescoco
sao aspectos basicos da DDIV cervical (BRAUND, 1986).

A etiologia da DDIV até os dias de hoje ainda é impre-
cisa. Sabe-se que a causa da enfermidade ¢ a degeneragdo
do DIV. Essa degeneracdo pode ser fibroide ou condroide.
O que leva a esse quadro ainda é motivo de pesquisa, em-
bora traumas, desidratacido dos discos por sedentarismo
ou hipomobilidade e condrodistrofias estejam entre cau-
sas ja estabelecidas (BRAUND, 1996).

O diagnoéstico presuntivo ¢ baseado na histéria
clinica do paciente e por meio de exames fisico e neuro-
légico. O diagnoéstico definitivo é obtido com o auxilio
de exames complementares de imagem (radiografia
simples, mielografia, tomografia computadorizada e
ressonincia magnética). Exames complementares (he-
mograma, bioquimicos séricos e analises do liquido
cefalorraquidiano) sao interessantes para excluir outras
doengas que apresentam sinais clinicos semelhantes
(TOOMBS; BAUER, 1998).

Os tratamentos da DDIV variam de acordo com a
gravidade e consistem essencialmente em medicamen-
toso ou cirurgico. Independentemente do tratamento
de escolha, a associa¢do com as técnicas de fisiote-
rapia e reabilitacdo veterinaria podem gerar efeitos
benéficos desejaveis (BRISSON, 2010; LECOUTEUR;
GRANDY, 2004).

Tipos de hérnia de disco

Na maioria dos casos de caes com hérnia discal, o pro-
blema ¢ oriundo de uma extrusao do disco, ao invés de
protrusdo (CHERRONE et al.,, 2004). Tanto a protusio
como a extrusao podem ocorrer nos trés sentidos: ven-
tral, dorsal ou lateral, embora o sentido dorsal seja o
mais comumente encontrado (TOOMBS; BAUER, 1998;
LECOUTEUR; GRANDY, 2004).

A hérnia de Hansen tipo I é a saida do nucleo apds a
ruptura do anel fibroso dorsal. A hérnia de Hansen tipo
IT é a ruptura parcial da regiao dorsal do anel fibroso, ge-
rando uma protusdo do nucleo pulposo em sua diregéo.
Mais recentemente foi descrito um terceiro tipo de hérnia
de disco, a hérnia de Hansen tipo III. Esse tipo é carac-
terizado por uma extrusdo de apenas parte do nucleo
pulposo, porém em alta velocidade gerando lesao a me-
dula sem causar compressao (LAHUNTA; GLASS, 2009).
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Sintomas e diagnostico da DDIV cervical

O sinal clinico mais frequente e caracteristico da DDIV
da coluna cervical ¢ a dor. O posicionamento de cabe¢a
baixa, orelhas para tras, pescoco rigido, locomocéo cau-
telosa e espasmos dos musculos da coluna cervical sdo as
manifestagdes clinicas da dor cervical mais comumente
observadas. Os sintomas podem aparecer de forma aguda,
mas a severidade aumenta com o decorrer dos dias ou
das semanas. A dor pode ser refrataria ao tratamento
medicamentoso. Os caes que possuem lesdes do disco in-
tervertebral cervical exibem sinais de disfunciao medular,
variando de leve ataxia a tetraparesia (COATES, 2000).

Nos exames neurologicos, ¢ necessaria a verificagdo
da propriocep¢do consciente, sendo que quase todos
os pacientes respondem de forma negativa a esse teste
(JURINA; GREVEL, 2001).

O diagndstico preciso somente pode ser realizado no
caso de suspeitas de enfermidades cervicais com o em-
prego de exames de diagnostico por imagem, como a
radiografia, mielografia, tomografia computadorizada e
a ressonancia magnética (OLMSTEAD, 1995; TOOMBS;
BAUER, 1998).

Tratamento

O tratamento mais apropriado vai depender do quadro
clinico do paciente e como ele se apresenta nos exames
tisico e neuroldgico, assim como da duragao do processo
(LECOUTEUR; GRANDY, 2004).

As formas principais de tratamento sao as “conser-
vadoras” (tratamento clinico e reabilitacao) e cirdrgicas,
como a fenestracao e a descompressiao ventral. O trata-
mento clinico conservador sem o auxilio das técnicas de
fisioterapia e reabilitacdo pode ter éxito, mas a recupe-
ragdo pode ser muito longa e 36% dos cdes apresentarao
recidivas (RUSSELL; GRIFFITHS, 1968).

A necessidade do tratamento cirurgico esta sempre
baseada na severidade e na duragdo dos sinais clinicos,
no déficit neuroldgico acentuado e progressivo, na dor
constante e no insucesso do tratamento conservativo
(SIMPSON, 1992). O tratamento ndo cirdrgico devera
ser adotado quando se tratam de lesdes leves ou em es-
tagios iniciais da doenga (RUSSELL; GRIFFITHS, 1968).

A fisioterapia veterindria se realizara de forma pro-
gramada com o auxilio de agentes fisicos, massagens,
exercicios distintos e hidroterapia, conforme as carac-
teristicas e a severidade da patologia de cada paciente
(MILLIS; LEVINE; TAYLOR, 2004).

Tratamento clinico conservativo e cirurgico
O tratamento clinico conservativo pode combinar re-
pouso em ambientes restritos, reabilitagdo fisica, e a



prescricao de medicamentos, como analgésicos, rela-
xantes musculares e antiinflamatoérios nao esteroides ou
glicocorticoides (DEWEY, 2003).

Muitos autores ressaltam a importancia do repouso
em gaiola, que consiste em manter o cdo o tempo todo
em uma area limitada pequena durante seis semanas,
permitindo assim a cicatrizagao do ligamento longitudi-
nal caudal e prevenindo possiveis hernia¢des adicionais
(COATES, 2000; DEWEY, 2003).

O tratamento cirdrgico é indicado para animais que
apresentem episodios recorrentes da DDIV cervical,
aos que ndo respondem ao tratamento conservativo,
ou quando ha dor persistente e déficit neurolégico mo-
derado ou severo (OLSSON, 1952; CHIERICHETTI;
ALVARENGA, 1999).

Existem diferentes técnicas cirurgicas para abordar
a DDIV cervical, entre elas citam-se: a descompressao
ventral (FITCH; KERWIN; HOSGOOD, 2000), a fenes-
tracao de disco (FRY et al.,, 1991), a laminectomia dorsal
e a hemilaminectomia (ROSSMEISL et al., 2005).

Fisioterapia e Reabilitacao

O objetivo da fisioterapia em pacientes com déficits
neuroldgicos ¢ conseguir a recuperagdo dos tecidos
nervosos lesionados, chegando o mais préximo possivel
da normalidade, prevenir o desenvolvimento da atrofia
muscular, melhorar a fun¢do dos membros parésicos e/
ou paralisados e prevenir o desenvolvimento de con-
traturas e de fibrose nos tecidos moles. Se aplicada em
conjunto com a terapéutica médica e cirurgica, pode
proporcionar uma recupera¢io mais rapida e completa
(FOSSUM et al., 2007).

Pedro e Mikail (2009) relataram que, durante toda a
fase inicial da reabilita¢ao, o paciente deve ser mantido
em repouso, uma vez que isso pode reduzir a dor e a in-
flamagdo da raiz nervosa.

A fisioterapia pode ser iniciada 48 horas apos a
cirurgia. Ja em pacientes submetidos ao protocolo mé-
dico, a cinesioterapia ativa nao deve ser iniciada pelo
menos nas duas semanas seguintes ao aparecimento
dos sinais clinicos, pois uma excessiva mobiliza¢ao
fisica pode levar a extrusdao de mais material de disco
(LECOUTEUR; GRANDY, 2004; MILLIS; LEVINE;
TAYLOR, 2004).

Algumas modalidades de tratamento podem ser re-
lativamente simples de serem realizadas em casa e pelo
proprio proprietario do animal, o que é menos um fator
de estresse para o animal; outras requerem técnicas mais
apuradas e equipamentos especificos, devendo ser rea-
lizadas por profissionais habilitados (MILLIS; LEVINE;
TAYLOR, 2004).
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Alongamentos

O alongamento muscular ¢ indicado quando a amplitude
de movimento esta limitada, comprometendo o desem-
penho funcional (POLIZELLO et al., 2009).

Técnicas de alongamento sdo, frequentemente, re-
alizadas em conjunto com exercicios de amplitude de
movimento para melhorar a flexibilidade das articulagoes
e a extensibilidade dos tecidos periarticulares dos muscu-
los e dos tenddes (MILLIS; LEVINE; TAYLOR, 2004).

Massagens

A massagem ajuda na recirculagdo de liquidos inters-
ticiais para os vasos linfaticos, e do sangue e linfa das
extremidades para suas circulagdes principais. E provavel
que ajude também na circulacdo sanguinea dos tecidos
lesionados, melhorando o transporte de nutrientes para
a sua reparag¢do; o que previne ou reduz a formagao de
tecidos fibrosos, e ajuda na remogao dos produtos das re-
acoes inflamatdrias, prevenindo assim as dores cronicas.
Em doentes com déficits neuroldgicos, ¢ importante para
reduzir a ocorréncia de espasmos musculares, preservar a
mobilidade e flexibilidade dos membros e estimular a re-
cuperacao da sensibilidade (MILLIS; LEVINE; TAYLOR,
2004; FOSSUM et al., 2007).

Mobilizacao articular

A imobiliza¢ao de uma articulagao é prejudicial para a
saude da capsula articular, dos ligamentos, dos ossos e dos
musculos a ela associados. Na mobiliza¢io de uma articu-
lagdo sao efetuados todos os movimentos de forma passiva
e sem provocar dor ao paciente. O objetivo ¢ a manutengao
da integridade da articulagdo ao minimizar as contraturas
de tecidos moles e musculos, as lesdes da capsula articular
(a mobilizagdo da articulagdo promove a circulagdo do li-
quido sinovial para melhorar a nutri¢ao da cartilagem) e a
atrofia muscular resultantes da paralisia do membro; além
de melhorar a circulagdo sanguinea do membro e aumen-
tar a sensibilidade (FOSSUM et al., 2007).

Eletroestimulacao
A eletroestimulacao resulta da aplicagdo de uma corrente
elétrica, gerada por um estimulador, aos musculos iner-
vados por um nervo motor, com o emprego de eletrodos
colocados na pele, causando a despolarizag¢do do referido
nervo e consequente contra¢ao muscular. E frequente-
mente utilizada para a reabilitacdo de pacientes com
patologia muscular ou neuroldégica (MILLIS; LEVINE;
TAYLOR, 2004; FOSSUM et al., 2007).

Outra modalidade de eletroterapia utilizada na reabilita-
¢do da coluna cervical é o TENS (em inglés, Transcutaneal
Electrical Nerve Stimulation). E indicado principalmente
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para o alivio da dor, pois pode promover boa analgesia e
pode ser utilizado diariamente (PEDRO; MIKAIL, 2009).

Laser terapéutico

Tem uma excelente indicagdo para dor e agdo anti-
inflamatéria, auxiliando a reduzir a utilizagdo de
medicamentos que, no longo prazo, poderiam causar
diversos efeitos colaterais. O laser é aplicado de forma
pontual no local dalesdo. As radiagdes do laser aceleram a
cicatrizagdo por atrair um maior numero de fibroblastos,
aumentar a produgdo de colageno e estimular a microcir-
culacdo. Nos casos de pacientes acometidos pela DDIV
cervical o laser é também indicado por promover anal-
gesia com a redugdo da condugao das fibras axonais C
(de condugao lenta dos impulsos nervosos), responsaveis
pela dor crénica persistente (PEDRO; MIKAIL, 2009).

Termoterapia

O calor tem ag¢do vasodilatadora, aumenta a velocidade
de conducio dos impulsos nervosos, causa relaxamento
muscular, eleva o limiar da dor, aumenta as atividades
enzimatica e metabdlica e aumenta a extensibilidade do
tecido conectivo. O calor é o agente terapéutico de elei-
¢do em lesdes cronicas (FOSSUM et al., 2007).

As técnicas de aquecimento podem ser aplicadas cerca
de quatro horas antes da mobilizagio, estiramento das ar-
ticulagoes e dos exercicios terapéuticos, pois aumentam
a elasticidade dos tecidos e a mobilidade das articulacdes
(FOSSUM et al., 2007).

Cinesioterapia

Os objetivos dos exercicios terapéuticos incluem a prevencao
das disfungdes, a melhora, a restauragio ou a manutencio
da normalidade da for¢a, da mobilidade, da flexibilidade
e da coordenagao. Os exercicios terapéuticos sdo incre-
mentados de acordo com a evolugao do quadro clinico e a
estabilizacdo da coluna cervical (PEDRO; MIKAIL, 2009).

Hidroterapia
A hidroterapia ¢ a execugdo de exercicios dentro da dgua
com o objetivo de aumentar a massa e for¢a muscular,
a mobilizagdo ativa das articulagdes e a agilidade dos
membros, sem que se exer¢a forca direta sobre as estru-
turas dOsseas e articulacoes (WHEELER; SHARP, 1999;
MILLIS; LEVINE; TAYLOR, 2004; FOSSUM et al., 2007).
Em animais que sofrem da DDIV cervical, a hidroterapia
deve ser utilizada com cautela, em fases mais avancadas do
tratamento, sendo contraindicada em casos de dor aguda
(PEDRO; MIKALIL, 2009). Em animais tetraparéticos ha sé-
rios riscos de afogamento ou pneumonia por aspiracao de
agua se nao forem tomados os devidos cuidados.
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Obijetivos

Os objetivos deste trabalho sao contribuir com infor-
magoes referentes a possibilidade de tratamento de caes
acometidos pela DDIV cervical com as técnicas de fisio-
terapia veterinaria, relatar o caso de um tratamento bem
sucedido, bem como revisar a literatura sobre o tema.

Relato de caso

Um animal da espécie canina, sem raga definida (SRD),
fémea, com aproximadamente seis anos de idade e pe-
sando 15,2 Kg, no dia 30 de outubro de 2012, com o
quadro clinico: cabega baixa, orelhas para tras, pescoco
rigido, dificuldade de locomogao, espasmos dos muscu-
los da coluna cervical, hiporexia, vocalizacdo e outros
sintomas indicativos de dor aguda.

De acordo com o histérico do animal, vivia em apar-
tamento com piso de textura lisa e submetida ao convivio
com escadas por aproximadamente trés anos. Apesar de
possuir um comportamento calmo e néo ter o habito de
correr e pular no piso liso com frequéncia, a paciente ti-
nha a rotina de subir e descer as escadas de um prédio de
trés andares, em média, trés vezes ao dia.

A avaliagdo clinica, apoiada em exames fisicos, or-
topédicos e neuroldgicos, revelou caracteristicas fisicas
indicativas de uma genética condrodistrofica, espasmos
musculares na regido cervical, reagdes de dor aguda,
propriocepgdo consciente ausente nos quatro membros,
estado mental deprimido, debilidade generalizada, te-
traparesia, dor profunda presente nos quatro membros
e a localizagao da lesdo foi presumida de estar na regiao
cervical cranial abaixo do forame magno.

A paciente foi encaminhada para o exame radiografico
onde foi constatada por meio da projegdo latero-lateral a
reducdo de espago intervertebral entre C5 e C6, suges-
tivo de hérnia de disco, e uma calcificagdo entre C3 e C4
(Figura 1 - (A), (B)).

(A) (B)
Figura 1 — (A), (B): Imagens radiograficas na projecdo latero-lateral evidenciando redugao
de espago intervertebral entre C5 e C6, sugestivos de hérnia de disco, e calcificagao entre
C3 e C4. Fonte: Ramalho et al (2014).

O tratamento clinico prescrito foi a utilizagao do anti-
inflamatdrio néo esteroide firocoxib, na dose de 5mg/Kg
de peso corporal, uma vez ao dia, durante 10 dias con-
secutivos. Para analgesia foi prescrito a associa¢ao dos
farmacos: cloridrato de tramadol 1mg/Kg a cada 8 horas,



dipirona sddica 30mg/Kg a cada 6 horas e gabapentina
5mg/Kg a cada 12 horas, durante 10 dias. No caso da
gabapentina, o desmame necessario do farmaco foi reali-
zado da seguinte forma: durante os 10 primeiros dias de
tratamento foi administrada a dose de 5mg/Kg, passando
para 3,5mg/Kg por mais cinco dias, seguido de 2mg/Kg
por trés dias e finalizando com 0,5mg/Kg por mais trés
dias. Também foram prescritos protetores da mucosa
gastrica, como o omeprazol, na dose de 1mg/Kg e raniti-
dina, na dose de 2mg/Kg.

O tratamento fisioterapico foi determinado em trés
fases, de acordo com a evolugédo da paciente. Na primeira
fase, foram prescritas trés sessdes semanais, durante duas
semanas consecutivas. Nesse periodo, foi solicitado o re-
pouso absoluto. Nessas sessoes da primeira fase, foram
realizados alongamentos (Figura 2 - (A), (B)), massa-
gens e mobilizagdes articulares passivas (de acordo com
o limite de dor da paciente); além da aplicagdo do laser
terapéutico infravermelho de comprimento de onda de
808nm, sendo 14 Joules por ponto de tratamento, a cada
48 horas, nas saidas das raizes nervosas; termoterapia
com aplicagdo de luz infravermelha com o proposito de
obter relaxamento muscular, elevar o limiar de ativagdo
de receptores neuroldgicos de dor e diminui¢ao dos es-
pasmos musculares (Figura 3 - (A), (B)); e aplicagdes de
TENS na frequéncia de 90 Hz, com corrente de 20 mA,
durante 20-30 minutos, trés vezes na semana para obten-
¢do de uma melhor analgesia.

Figura 2 - (A), (B): Exercicios de alongamento e de amplitude de movimento na primeira
fase do tratamento fisioterapico
Fonte: Ramalho et al (2014)

(A)
Figura 3 - (A), (B): Aplicagdo de laser terapéutico e de luz infravermelha (termoterapia).
Fonte: Ramalho et al (2014)
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Apds essas duas semanas, a paciente foi reavaliada e
considerada apta a passar para a segunda fase de trata-
mento. Nesse momento, a paciente ja ndo apresentava
mais a dor aguda e a medicagao ja havia sido removida
(com excegao da gabapentina), sendo mantida, apenas,
a dipirona sodica, a cada oito horas, para um auxilio no
controle da dor.

Nessa segunda fase, foram prescritas duas sessoes se-
manais por mais duas semanas de tratamento. Nessas
sessoes, foram realizados alongamentos, massagens, mobi-
lizagoes articulares passivas e foram adicionados exercicios
terapéuticos de estagao assistida e exercicios isométricos
controlados (com a utilizacdo de prancha e bola). Nessa
fase, foi reduzida a quantidade de Joules na aplicagao do
laser infravermelho, sendo utilizados seis Joules com um
cardter anti-inflamatdrio e a utilizagdo do TENS foi man-
tida da mesma forma para analgesia, nos finais das sessoes.

No final dessas duas semanas de tratamento em se-
gunda fase, foi efetuada uma nova reavaliagdo e a paciente
passou para a terceira e ultima fase do tratamento. Nessa
etapa, ela ja conseguia levantar-se e locomover-se, apesar
de ainda persistir uma deficiéncia proprioceptiva e de
ainda manter uma postura de pescogo baixo (Figura 4).
A paciente ja ndo utilizava nenhuma medicagéo e ja nao
estava mais sendo mantida em repouso absoluto, apesar
de estar restrita a atividades em pisos de textura lisa.

- % .‘,I :*‘
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Figura 4 — Paciente entrando na terceira fase do tratamento de reabilitagdo com conside-
ravel melhora clinica, porém ainda com déficit proprioceptivo e postura de pescogo baixo.
Fonte: Ramalho et al (2014).

Na terceira fase, foi determinada a manutencao de
duas sessoes semanais, por mais duas semanas, passando
a uma Unica sessdo por semana, por mais duas sema-
nas, totalizando mais quatro semanas de tratamento.
A paciente passou a realizar caminhadas assistidas, ca-
minhadas em pistas de propriocep¢do e os exercicios
terapéuticos foram mantidos.

Ao final dessa terceira fase, a paciente ndo apre-
sentava mais déficit proprioceptivo e nenhum outro
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sintoma indesejavel; sendo assim considerada de alta
do tratamento com a ressalva da indica¢do de uma ma-
nutengdo quinzenal.

Concomitantemente ao inicio do tratamento fisiotera-
pico, instituiram-se sessdes de acupuntura semanais. As
sessOes de acupuntura foram realizadas durante quatro
semanas (total de quatro sessdes). Apds a quarta sessdo,
por cautela, esse procedimento foi suspenso, uma vez que
a paciente passou a rejeita-lo, ficando excessivamente
nervosa durante a sua execugao.

Discussao

Grande parte dos autores é undnime em afirmar que a
DDIV ¢ a causa mais comum de injdrias a medula espi-
nhal no cao; sendo que as alteragdes degenerativas sdo
mais frequentes nas regides cervicais, bem como nas
ultimas vértebras toracicas e lombares (BRAUND, 1986;
JANSSENS, 1991; TOOMBS, 1992; BRAUND, 1996;
BRAY; BURBIDGE, 1998; PADILHA FILHO; SELMI,
1999; LECOUTEUR; GRANDY, 2004; BRISSON, 2010).
Esse dado reafirma a importancia da realizagao de estu-
dos que colaborem com informagdes sobre a fisioterapia
e a reabilitacao veterinaria sendo empregadas em trata-
mentos de caes acometidos pela DDIV cervical, para que,
assim, se aumente a taxa de sucesso e o indice de recupe-
racdo desses pacientes.

Levine et al. (2008) relatam que, nos ultimos anos, os
veterindrios tém apresentado um maior interesse pela
especialidade da fisioterapia veterinaria e isso tem au-
mentado a medida que sdo divulgados novos relatos de
reabilitacbes bem sucedidas.

Brisson (2010) e Fossum et al. (2007) referem que, in-
dependentemente do tratamento de escolha (conservativo
ou cirurgico), a associagdo com as técnicas de fisioterapia
e reabilitagdo veterindria podem gerar efeitos benéficos
desejaveis ao paciente portador da DDIV cervical.

Pedro e Mikail (2009) destacam que um periodo
breve de uma a duas semanas de repouso em ambiente
restrito é aconselhado para pacientes acometidos pela
DDIV cervical. No presente relato, foi verificado que,
para a paciente, o repouso nas duas primeiras semanas
foi imprescindivel para uma boa recuperacéo e para o su-
cesso do tratamento. Porém, o repouso nio inviabilizou
o inicio prematuro das sessdes de fisioterapia, evitando-
se assim a ocorréncia de efeitos indesejaveis do repouso
rigido prolongado, tais como a atrofia muscular, o desen-
volvimento de contraturas ou o agravamento na perda
das fungdes dos membros parésicos, como descrito por
Fossum et al. (2007).

Millis, Levine e Taylor (2004) ressaltam a importancia
da realizagdo das sessoes de fisioterapia de curta duragio,
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diariamente, em pacientes acometidos pela DDIV cervical.
No caso relatado, a paciente nio foi submetida a trata-
mento didrio, e tal decisdo foi tomada devido ao quadro
de dor aguda que inviabilizava a manipula¢do constante
da paciente. Apds a primeira fase do tratamento, a paciente
foi reavaliada e nao foi verificada a necessidade da institui-
¢40 de uma rotina diaria de sessdes, uma vez que ela estava
respondendo de maneira gradual e benéfica com os dias de
repouso intercalados as sessoes.

Fossum et al. (2007) afirmam que a termoterapia
profunda nao deve ser aplicada em dreas com processos
de inflamac¢do aguda. Na paciente do presente relato de
caso, a termoterapia utilizada foi superficial, por meio da
aplicagdo da luz infravermelha na fase inicial do trata-
mento, onde havia um processo inflamatdrio agudo. Esse
procedimento teve um efeito benéfico, pois promoveu a
reduciao do espasmo muscular; o que contribuiu para o
sucesso da analgesia. Apos essa fase aguda, a termote-
rapia superficial continuou sendo empregada antes dos
exercicios terapéuticos, aumentando a elasticidade dos
tecidos e a mobilidade das articulacdes.

Wheeler e Sharp (1999) afirmam que o progndstico
de um animal acometido pela DDIV cervical varia de
acordo com a gravidade, a dura¢do da doenga e dos défi-
cits neurolédgicos existentes. A idade e o peso do animal
sao fatores prognosticos do tempo de recuperagao. No
caso da paciente aqui descrita, os déficits neurologicos
observados foram proprioceptivos, paresia dos quatro
membros e diminui¢ao da sensibilidade superficial e da
sensibilidade profunda. Com o emprego de tais paré-
metros, a gravidade da DDIV cervical aqui relatada foi
considerada como leve-moderada.

Consideracoes finais

Um programa de reabilitagdo apropriado e especifico as
necessidades do animal é fundamental para o plano de
tratamento de cdes com hérnia de disco cervical. Para
isso se deve considerar a origem do problema; a gra-
vidade e as causas dos sinais clinicos; a progressao da
doenca (aguda ou cronica) e a participagao do animal; e,
principalmente, o envolvimento do proprietario no plano
de reabilitacdo. (&)
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Fistula abomaso-

umbilical em bezerro:
relato de caso

Abomasal-umbilical fistula in calf:

a case report

Resumo

Dentre as enfermidades congénitas e trauméticas observadas em be-
zerros, destacam-se as hérnias umbilicais, nas quais 6rgdos abdominais
podem compor o seu contetido herniario, sofrendo estrangulamento
e necrose. Nesse sentido, o envolvimento do abomaso é raro, porém
quando presente nota-se a formagdo de fistula abomaso-umbilical.
Por ser a fistula abomaso-umbilical incomum e devido aos trabalhos
cientificos serem parcos sobre o assunto, o objetivo do presente relato
é descrever o caso de um bezerro com emagrecimento progressivo e
drenagem de secregdo lactea através de um orificio umbilical. Apds
instituicdo do tratamento cirtirgico, o paciente obteve melhora clinica
significativa, ndo demonstrando até o presente momento (um ano e
quatro meses ap6s a cirurgia) sintomatologia clinica correlacionada.
N&o obstante, ressaltar importantes pontos acerca dessa onfalopatia,
pois o diagnodstico e o tratamento precoces podem contribuir para

melhorar a qualidade de vida e sobrevida dos animais afetados.

Recebido em 13 de outubro de 2014 e aprovado em 5 de janeiro de 2015
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Summary

Among the congenital and traumatic diseases observed in calves
there are the umbilical hernias, in which abdominal organs may
select their hernia contents, suffering strangulation and necrosis.
In this sense, the involvement of the abomasum is rare, but when
present it is noted the formation of abomasal-umbilical fistula.
Being the rare abomasal-umbilical fistula and due to scientific
papers on the subject being scarce, the aim of this report is
to describe the case of a calf with progressive weight loss and
drainage milk secretion via an umbilical hole. After institution
of surgical treatment, the patient had significant clinical
improvement, not showing to date (one year and four months
after surgery) correlated clinical symptoms. However, emphasize
important points about this onfalopatia because the diagnosis
and early treatment can contribute to improving the quality of
life and survival of affected animals.
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m bovinos, o corddo umbilical é formado por veia,

e artérias e uraco, os quais apresentam comunicacao
/ direta com o figado, artérias iliacas e bexiga do feto,
Palavras-chave respectivamente (SHARMA, 2011). Essas estrutu-
Abomaso. Bovino. . . ..

Herniorrafia. Onfalopatia. ras sdo envolvidas por uma substancia chamada de
gelatina de Wharton (formada por tecido conjuntivo indiferenciado
e d lissacarideos, fibrobl 5
Abormasum. Bovine. e composta de mucopolissacarideos, fibroblastos e macréfagos).
Herniorthaphy. Onfalopatia. Durante a fase fetal, o corddo umbilical é responsavel por partilhar

I . < . 7
trocas gasosas e nutrientes essenciais entre feto e gestante, além de

eliminar os catabolitos fetais (RINGS, 1995).

Poucos dias apds o nascimento, as artérias e veia presentes no
corddo umbilical do filhote se colabam; a musculatura e a pele se
unem, fazendo com que o umbigo perca totalmente a sua funcionali-
dade inicial, tornando-se um remanescente da ligacdo materno fetal
(RINGS, 1995).

Problemas durante essa involu¢ao podem desencadear as onfalo-
patias que, em bezerros, representam um dos principais problemas
na pecudria brasileira (REIS et al., 2009). Entre as inimeras causas
dessas afecgdes, citam-se os fatores ambientais, higiénicos, con-
génitos, infecciosos, inflamatérios e traumaticos, que, isolados ou
em associa¢do, podem causar danos locais e sistémicos (SHARMA,
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2011). Representam importante causa de
mortalidade (10% em animais com até oito
meses de idade), principalmente nos casos
que progridem para septicemia aguda ou
cronica (REIS et al., 2009).

Dentre as onfalopatias mais frequentes na
espécie bovina, destacam-se as hérnias um-
bilicais (RINGS, 1995; SILVA et al., 2012),
de etiologia congénita ou adquirida. Nao ha
relatos sobre a predisposigdo racial e sexual
(REIS et al., 2009) e os sinais clinicos mais
comumente observados em bezerros sao au-
mento de volume e sensibilidade na regido
umbilical, e baixo desenvolvimento corporal
(RINGS, 1995). O diagndstico deve ser ba-
seado na anamnese, sinais clinicos e exame
fisico do paciente acometido. Na palpagio
abdominal, é observada a presenca do anel
herniario umbilical com 6rgaos abdominais
diversos, formando o contetido herniario
(principalmente algas intestinais), o qual é
envolto pelo saco hernidrio (RINGS, 1995).

O aprisionamento do abomaso no anel
herniario umbilical (fistula abomaso-um-
bilical ou hérnia abomaso-umbilical) pode
acontecer em bezerros. Entretanto, é grave e
raro o encarceramento e necrose de tal estru-
tura (SHARMA, 2011; ALVES et al., 2013), o
que pode proporcionar perdas consideraveis
da ingesta e de eletrdlitos através da fistula,
causando desidratagdo grave e desnutrigao,
diminuindo assim a qualidade de vida e so-
brevida do animal (SANGWAN et al., 2011). Os animais
com fistula abomaso-umbilical podem apresentar apatia,
inapeténcia, desidratacao, febre, desnutrigao, peritonite,
fragilidade da musculatura abdominal, motilidade rumi-
nal alterada, gotejamento de substéncia leitosa na regido
umbilical com grumos e odor tipico de leite fermentado
(NEWCOMB; MORTON, 1970; FIELD, 1988; ALVES
etal.,, 2013).

O tratamento de elei¢do é o cirargico (NEWCOMB;
MORTON, 1970; SANGWAN et al., 2011; SHARMA,
2011), o qual requer resseccdo do abomaso fistulado,
incluindo abomasectomia parcial na curvatura maior
para remover o tecido comprometido (VERTENTEN
et al., 2009).

Diante da rara ocorréncia da fistula abomaso-umbili-
cal, o intuito do presente trabalho é relatar o caso de um
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Figura 1 — Imagem fotografica de bezerro subnutrido, demonstrando gotejamento de liquido esbranquigado
da regido umbilical (seta). Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, 2014)

Figura 2 — Imagem fotografica de fistula abomaso-umbilical em bezerro (seta).
Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, 2014).

bezerro com tal afeccdo, enfatizando a importancia do
diagndstico e tratamento precoces na qualidade de vida
e sobrevida dos pacientes.

Relato de caso

Foi atendido um bezerro, sem raga definida, quatro me-
ses de idade, pesando 75 kg, com histérico de que ha dois
meses apresentava subnutri¢ao e gotejamento constante
de liquido esbranqui¢ado na regiao umbilical (Figura 1),
principalmente apds a mamada.

Durante o exame fisico observou-se fistula umbilical
(Figura 2) de aproximadamente trés centimetros, drenando
liquido de aspecto e odor semelhantes a leite fermentado. Na
palpacio da fistula, notou-se presenca de estrutura lisa com
pregas longitudinais, idénticas as do abomaso. Os exames
laboratoriais (hemograma, fungao renal e hepética) estavam



Figura 3 — Imagem fotografica de cavidade abdominal de bezerro no trans-cirtirgico de
herniorrafia, demonstrando presenca do abomaso como contetido da hérnia umbilical
(seta azul) com area fibrosada (seta amarela). Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, 2014)

CLINICA DE GRANDES ANIMAIS

dentro dos limites fisiologicos para a espécie, ex-
ceto por discreta anemia e leucocitose.

Perante a suspeita de fistula abomaso-umbi-
lical, sugeriu-se corregdo cirurgica da mesma;
para tanto, o animal foi submetido a jejum s6-
lido e hidrico, sedado com cloridrato de xilazina
(0,1mg/kg, por via intramuscular) e realizado
bloqueio infiltrativo local com lidocaina sem va-
soconstritor (7mg/kg), apos antissepsia da regido.
Seguindo as recomendagdes de Baird (2008),
procedeu-se a incisao eliptica ao redor da aber-
tura da fistula, sendo possivel a identificagdo do
o6rgao acometido (abomaso) e divulsao completa
deste tecido do anel hernidrio, removendo todas
as aderéncias. Ato continuo, o abomaso foi ex-
teriorizado (Figura 3) e efetuada a remogéo da
porgao fibrosada, com posterior sutura do 6rgao
(fio catgut cromado 1 em padrao Cushing duplo)
para restauragdo da continuidade intestinal se-
guida de omentopexia (Figura 4).

Figura 4 — Imagem fotografica de omentopexia ap6s a sutura do abomaso para resolugdo de fistula abomaso-umbilical em bezerro. Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, 2014).
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Apés lavagem abundante da cavidade abdominal com
solucdo fisioldgica aquecida, realizou-se herniorrafia
(fio nylon 1, padrao de sutura Mayo vertical (jaquetao)).
A redugdo do subcuténeo foi realizada com fio catgut
cromado 1 e padrao de sutura simples continuo. A der-
morrafia foi feita com grampos de Michel estéreis.

Nio houve modificagdes na alimentacio do paciente
naquele periodo, que permaneceu mamando normalmente
logo no dia seguinte a cirurgia. No pds-operatdrio, o ani-
mal permaneceu internado e foi medicado com amoxicilina
trihidratada (5,75mg/kg, via intramuscular, a cada 24 horas,
durante 3 dias) e flunixine meglumine (1,1mg/kg, intramus-
cular, a cada 24 horas, por 3 dias consecutivos). A limpeza
da ferida cirurgica foi efetuada com solugio fisioldgica e
iodo povidine e, ao redor da mesma, utilizou-se repelente
(via tdpica, a cada 12 horas, durante 15 dias). Nao houve
nenhuma intercorréncia médica nesse intervalo de tempo.

Os grampos de Michel foram removidos no 15° dia
apos a cirurgia, quando os bordos cutineos ja estavam
coalescentes. Na mesma data, o animal teve alta hospi-
talar e até o presente momento (um ano e quatro meses
apos cirurgia) ndo demonstrou indicios de recidiva ou
qualquer outra sintomatologia clinica correlacionada a
fistula. Acompanhamentos periédicos do paciente serdo
realizados para a andlise da evolugdo do caso.

Discussao e conclusao

O mecanismo patofisiolégico de ocorréncia das hér-
nias abdominais ainda nio esta totalmente elucidado
(SANGWAN et al., 2011). Entretanto, estudos apontam
como o principal causador os defeitos no metabolismo
da matriz colagena e uma maior concentragao de cola-
geno do tipo III, mais fino e flexivel quando comparado
ao colageno do tipo I (ALVES et al., 2013).

Tanto em rebanhos leiteiros quanto de carne, as
hérnias umbilicais sdo comuns, causando extensos
prejuizos econdmicos na pecudria brasileira e mundial
(SANGWAN et al., 2011) e, devido ao carater hereditario,
recomenda-se que bovinos portadores dessa enfermi-
dade ndo sejam utilizados para fins reprodutivos (SILVA
etal., 2012). Desse modo, o proprietério foi instruido so-
bre a importancia da orquiectomia, assim que o animal
atingisse idade propicia para tal procedimento cirurgico.

Em bezerros, a fistula abomaso-umbilical é rara
(SANGWAN et al, 2011; SHARMA, 2011), principal-
mente em associagao com hérnia umbilical e onfaloflebite
(ALVES et al,, 2013). Em bovinos adultos, Vertenten et al.
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(2009) citaram-na ap6s procedimento cirurgico de deslo-
camento de abomaso. Em relacio a ocorréncia em outras
espécies, Sharma (2011) afirmou que pode ser visualizada
em bufalos adultos apds traumatismos abdominais, porém
referiu raridade em animais jovens dessa mesma espécie.

Os sinais clinicos apresentados pelo animal do
presente relato coincidiram exatamente com as des-
crigdes de Field (1988) e Sangwan et al. (2011), sendo
patognomonico a drenagem de contetdo géstrico pela
fistula umbilical, principalmente apds a alimentagdo
(NEWCOMB; MORTON, 1970; SHARMA, 2011; ALVES
et al,, 2013). Em contrapartida, apesar do longo tempo
decorrido desde o aparecimento dos sinais (dois meses),
o paciente ndo demonstrava febre, diarreia, peritonite,
septicemia, dificuldade de locomog¢ao e/ou anorexia,
contrariando os relatos de alguns autores (SANGWAN
etal., 2011; ALVES et al., 2013).

O exame fisico especifico e detalhado da regido umbi-
lical foi imprescindivel para a confirmagio do diagndstico
da enfermidade em questdo (REIS et al., 2009) e, apesar
de néo ter sido realizada no presente caso, Sangwan et al.
(2011) mencionaram que a afericdo do pH da digesta pode
ser outro instrumento diagnodstico, assim como imagens ul-
trassonograficas abdominais (RINGS, 1995); ambos aliados
ao exame clinico especifico da regiao. De acordo com esses
mesmos autores, os resultados obtidos em tais exames com-
plementares sao pH acido e defini¢ao do 6rgéo e estruturas
envolvidas no contetido hernidrio, respectivamente.

No diagnostico diferencial da fistula abomaso-umbi-
lical, devem ser incluidas algumas onfalopatias, como a
hérnia umbilical encarcerada, abscesso umbilical com ou
sem peritonite e onfaloflebite (FIELD, 1988).

De fato, as proteinas do leite ingeridas por um bezerro
higido sao coaguladas no abomaso pelas enzimas renina
e pepsina, garantindo o fracionamento em codgulo. A
consisténcia desse codgulo proporciona fluxo continuo e
lento de nutrientes para o intestino, para serem digeridos
e absorvidos. Essas informagdes justificam a subnutrigdo
do paciente relatado, visto o comprometimento do abo-
maso (Oliveira; ZANINE; SANTOS, 2007).

A terapia cirdrgica realizada logo ap6s a detecgdo da
fistula abomaso-umbilical foi de suma importancia no
progndstico do caso, visto que essa afecgdo nao é passivel
de resolu¢do somente com condutas conservadoras; o que
impossibilita o confronto entre esses distintos tratamen-
tos. Em associagdo aos resultados cirurgicos positivos, a
auséncia de complicagdes no periodo, proporcionou o



aumento da sobrevida do paciente, corroborando com
Sharma (2011) e Alves et al. (2013).

E importante ressaltar que, devido a baixa incidéncia
dessa afeccdo na espécie bovina e a consequente escas-
sez de descrigOes literarias, alguns pardmetros ainda nao
estdo totalmente esclarecidos (como o estadiamento da
doenga, modificagdes nas técnicas cirdrgicas, entre ou-
tros), dificultando assim comparagdes entre autores. ©
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ENSINO

Modelos didaticos

para compreensao do
desenvolvimento embrionario
inicial de animais domeésticos

Teaching kit for understanding the embryonic
early development of domestic animals

Resumo

Neste trabalho é apresentada uma estratégia didatica destinada a
possibilitar uma melhor compreensdo dos eventos embrionarios
iniciais do desenvolvimento de animais domésticos, para alunos
de graduagdo em Medicina Veterinaria da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul, Brasil. Para tanto, foram confeccionados
modelos em biscuit que apresentam aspectos morfolégicos do
desenvolvimento inicial, como a célula fertilizada, clivagem inicial,
formacdo de blastocisto e dos folhetos embrionarios, desenvolvi-
mento da cavidade amnidtica, do celoma extraembrionario e do
cério. O kit de modelos apresenta como inovagédo caracteristicas
morfolégicas diferentes dos modelos amplamente comercializa-
dos e utilizados para ensinar embriologia humana, uma vez que
inclui peculiaridades observadas apenas em animais domésticos,
como o elongamento do blastocisto e a formagado de pregas am-
nidticas para o desenvolvimento da cavidade amnidtica. O kit
desenvolvido e aplicado em aula pratica foi aceito pelos alunos
de graduagdo de Medicina Veterindria como elemento favoravel
ao aprendizado de embriologia.

Recebido em 27 de novembro de 2014 e aprovado em 5 de janeiro de 2015
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Summary

This paper presents a didactic strategy to contribute to the
better understanding of the early embryonic events in the
development of domestic animals. It was developed and applied
to the Veterinary Medicine undergraduate program in the Federal
University of Mato Grosso do Sul, Brazil. Therefore, clay models
were made presenting morphological aspects of the early embryo
development, such as the fertilized cell, early cleavage, blastocyst
and germ layers formation, amniotic cavity, extraembryonic
coelom and corium development. The kit is an innovation
because it presents different characteristics when compared
to the models widely marketed and used for teaching human
embryology, as it demonstrates peculiarities observed only in
domestic animals, such as the blastocyst elongation process, the
formation of amniotic folds for the development of the amniotic
cavity formation. The developed kit was applied in class and was
accepted by veterinary medicine undergraduates as a favorable
element of learning early embryology.
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a disciplina de embriologia veterinaria é necessa-
rio que o aluno assimile os processos morfoldgicos
regidos pelo desenvolvimento embrionario. Nesse
contexto, os processos devem ser analisados passo
a passo, e o fendmeno de que células morfologica-
mente iguais proliferam a partir de uma célula inicial e migram para
locais especificos, caracterizando primoérdios teciduais com futuro
pré-estabelecido, deve ser incorporado pelo aluno como um evento
complexamente regulado no espago e no tempo.

Para facilitar o aprendizado de embriologia, muitos modelos re-
presentativos do desenvolvimento inicial humano (FREITAS et al,,
2008; OLIVEIRA et al., 2012; SILVEIRA; IDERIHA, 2013) e e-book
(PEREIRA et al., 2014) tém sido confeccionados, comercializados e
utilizados, tanto no ensino médio como recurso didatico em cursos
de graduagdo nas areas de satde e biologia. Em animais domésticos,
como bovinos, equinos, caprinos e suinos, o desenvolvimento em-
brionario apresenta algumas peculiaridades que ndo sdo observadas
em seres humanos (HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2012). Dessa
forma, o aluno de medicina veterindria, até a realiza¢do deste tra-
balho, ndo tinha contato com recursos didaticos adequados para a
compreensao dos aspectos iniciais do desenvolvimento embrionario
dos animais.
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Uma das peculiaridades de embrides de animais
domésticos é que o blastocisto sofre um processo de
elongamento (HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2012;
HALL et al.,, 2013) e o embrido torna-se filamentoso; o
que ndo ocorre no ser humano (GARCIA; FERNANDEZ,
2012; MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2012). A regiao
da trofectoderma que reveste ou cobre o embrioblasto é
degenerada e o embrioblasto passa a ficar exposto. Em
funcao desse processo, a formagao da cavidade amniotica
ocorre de maneira distinta da observada em humanos
(NODEN; LAHUNTA, 1990; HYTTEL; SINOWATZ;
VEJLSTED, 2012).

A cavidade amnidtica ¢ formada pela projecao de pre-
gas de origem da trofectoderma associada ao mesoderma
extraembrionario, ou do cério, que se lancam acima do
embrioblasto, mais precisamente sobre o ectoderma em-
briondrio. Com a fusdo dessas pregas havera a prote¢ao
do embrioblasto por uma cavidade preenchida por li-
quido amniético (NODEN; LAHUNTA, 1990; HYTTEL;
SINOWATZ; VEJLSTED, 2012). Em humanos, a cavidade
amnidtica se da pelo processo de cavitagdo no epiblasto
(GARCIA; FERNANDEZ, 2012; MOORE; PERSAUD;
TORCHIA, 2012).

Dadas as diferencas entre o desenvolvimento em-
briondrio inicial de animais domésticos e humanos, o
objetivo do presente trabalho foi criar modelos didaticos
coerentes e compativeis com o ensino de embriologia
veterinaria e aplica-los no processo de ensino, a fim de
avaliar a sua contribui¢do como estratégia destinada a
potencializa¢do do aprendizado dos alunos do Curso de
Medicina Veterinaria.

Método de confeccdo dos modelos: Anteriormente a
confec¢do dos modelos, foi necessdria a leitura de ca-
pitulos de livros de embriologia veterindria, artigos
de revisdo, bem como o estudo de imagens ilustrativas
(NODEN; LAHUNTA, 1990; SADLER, 2006; HYTTEL;
SINOWATZ; VEJLSTED, 2012; HALL et al., 2013).
Foram utilizadas para a confec¢do dos modelos massa
de biscuit incolor industrial e tinta de tecido. As dife-
rentes cores usadas representaram distintos destinos
estruturais. Estruturas em marrom representaram os
blastdmeros iniciais e o trofectoderma; estruturas em
azul representaram o epiblasto e o ectoderma; estruturas
em amarelo representaram o hipoblasto e o saco vitelino;
enquanto as estruturas em verde representaram o endo-
derma embriondrio e inicio da formagdo do alantdide.
As estruturas rosa representaram o mesoderma intra-
embriondrio e extraembriondrio. Foram desenvolvidas
as clivagens inicias e a formagdo da morula. Para esses
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estagios, foram utilizadas bolas de isopor de cinco cen-
timetros de didmetro revestidas pelo biscuit corado em
marrom. Foram confeccionados os modelos de blasto-
cisto, seguidos dos processos de delaminagdo do disco,
degeneragdo do trofectoderma acima do embrioblasto,
elongamento do blastocisto, formacao do saco vitelino,
processo de gastrulagdo com formagao de linha primi-
tiva e o desenvolvimento das pregas amnioticas. Um dos
modelos propicia a explicagao da formacao de esplanc-
nopleura e somatopleura. No total, dez modelos foram
confeccionados.

Métodos de aplicagdo do kit didatico: Inicialmente,
apos aula tedrica sobre clivagem, formagdo de morula,
blastocisto e processo de gastrulacdo em animais do-
mésticos, os alunos do Curso de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul tiveram
aula pratica convencional em laboratério de microscopia.
Nessa aula, foram utilizadas laminas com o desenvol-
vimento inicial de ourigo de mar para observacio do
padrao de clivagem, e laminas com montagem total de
embrido de galinha com 18 horas de desenvolvimento,
para consolida¢do dos conceitos de gastrula¢ao por meio
de observacdo da linha primitiva. Foi solicitado que al-
guns alunos explicassem o processo de gastrulacio e de
formacao da cavidade amniética em animais domésticos.

Na semana seguinte, uma explicagdo foi realizada
junto a demonstragdo dos modelos confeccionados em
biscuit e, nesse processo, foram apontados todos os as-
pectos morfoldgicos envolvidos no desenvolvimento
inicial dos animais domésticos. Os alunos puderam to-
car as pegas, questiond-las e fotografa-las para estudos
posteriores. Em seguida, foi solicitado a alguns alunos
que novamente explicassem o processo de gastrulagdo e
formacédo da cavidade amnidtica em animais domésticos.

Dez modelos em massa de biscuit foram desenvolvidos
como produto da modelagem artesanal. A figura 1 repre-
senta os processos de clivagens iniciais por meio de quatro
modelos: a célula ovo fertilizada (Fig. 1 - modelo 1), dois
blastomeros resultantes da primeira clivagem (Fig. 1 -
modelo 2), quatro blastomeros resultantes da segunda
clivagem (Fig. 1 — modelo 3) e oito blastdbmeros resul-
tantes da terceira clivagem (Fig.1 - modelo 4). A figura 2
representa, por meio de cinco modelos: a mérula (Fig. 2
- modelo 5); o blastocisto (Fig. 2 - modelo 6); os aspectos
morfolégicos do disco bilaminar, o hipoblasto e o epi-
blasto (Fig. 2 — modelo 7); o processo de degeneragdo
do trofectoderma acima do epiblasto (Fig. 2 — modelo 8);
e o processo de elongamento do blastocisto a partir do
blastocisto esférico (Fig. 2 - modelo 9).



Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4

Figura 1 — Processos iniciais de clivagem
Foto: Lima, Danilo Falleiros (2014)
Modelo: Faccioni, Ludimila Canuto (2014)
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Foto: Lima, Danilo Falleiros (2014)
Modelo: Faccioni, Ludimila Canuto (2014)




A figura 3 enfatiza a formagao da linha
primitiva como resultado da migragao ce-
lular do epiblasto para entre epiblasto e
hipoblasto, demonstrando o sulco e bordas
primitivas, além da fosseta e do nd primitivo.
E destacado o processo de formacgio dos trés
folhetos embriondrios: o ectoderma, o me-
soderma e o endoderma originados do disco
bilaminar, mais precisamente do epiblasto.
Além disso, também ¢é realcado o embrido
em seu estado filamentoso.

Afigura4mostraaformagaodomesoderma
extraembriondrio revestindo internamente
o trofectoderma (Fig. 4 - modelo 9) e ori-
ginando o celoma extraembrionario (Fig. 4
- modelo 10). Simultaneamente, percebe-se
a formagdo do corio e a evolugao das pregas
amnidticas (Fig. 4 - modelo 10). A figura 5
ressalta a formacdo da somatopleura e do
esplancnopleura e o inicio da formac¢do do
alantoide (Fig. 5).
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Figura 3 - Linha primitiva e gastrulagdo
Foto: Lima, Danilo Falleiros (2014)
Modelo: Faccioni, Ludimila Canuto (2014)
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Figura 4 — Formagao de celoma extraembrionario, do cério e das pregas amniéticas
Foto: Lima, Danilo Falleiros (2014)
Modelo: Faccioni, Ludimila Canuto (2014)

Os alunos ficaram motivados com os modelos apre-
sentados. Esse comportamento foi observado, dada a sua
maior participagdo durante a manipula¢ao dos modelos.
Muitas perguntas surgiram e puderam ser respondidas
com a utilizagdo do kit didatico. Ao final, foi solicitado
que alguns alunos explicassem as etapas do desenvol-
vimento, enfatizando as peculiaridades observadas nos
animais domésticos.

A explicagdo dada pelos alunos com a utilizagdo
dos modelos foi clara e objetiva. Além disso, os alunos
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Figura 5 — Somatopleura e esplancnopleura
Foto: Lima, Danilo Falleiros (2014)
Modelo: Faccioni, Ludimila Canuto (2014)

revelaram maior compreensio dos processos envolvidos
em comparagdo com a sistematica anteriormente em-
pregada, na qual os modelos nao foram utilizados como
apoio didatico.

Os alunos relataram que a utilizagdo dos modelos an-
tes das aulas praticas, cujo material de apoio foram as
laminas de ourigo do mar e de embriao de galinha com
18 horas, poderia ter elucidado melhor os aspectos do de-
senvolvimento inicial e que muitos deles ndo tinham, até
entdo, entendido a correlagao dos processos explicados



em aula tedrica com a utiliza¢do das laminas, em espe-
cial alamina de embrido de 18 horas de desenvolvimento.
Com a utiliza¢ao dos modelos apresentados, os processos
de clivagem, gastrulagdo, formagdo de celoma extraem-
brionario bem como a formagdo da cavidade amnidtica
foram melhor compreendidos pelos alunos de graduagao
em embriologia veterindria.

A utilizacdo do kit didatico contribuiu para a melhor
compreensdo do desenvolvimento embrionario inicial
de animais domésticos pelos alunos, facilitando a conso-
lidagao de conceitos de embriologia. O material foi aceito
pelos alunos de medicina veterindria, uma vez que o uso
de laminario, por si s6, ndo oferece o aspecto tridimen-
sional do desenvolvimento embriondrio inicial. Além
disso, o material usado comumente em aula pratica ndo
retrata os processos de elongamento do blastocisto e da
formacao da cavidade amnidtica, aspectos distintos dos
observados em aves e humanos. Ressalta-se que os mo-
delos produzidos contribuiram significativamente para a
aprendizagem dos académicos e refletiram na integra as
estruturas morfoldgicas representadas.
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Reconhecimento materno
da gestacao em animais de
producao

Maternal recognition of pregnancy in

livestock animals

Resumo

O reconhecimento materno da gestacdo é o periodo em que o
concepto sinaliza a sua presenca para a mae. Esse é um importante
momento da gestacdo, que pode ser decisivo para o progresso
da prenhez. Durante a gestacdo, ocorre uma série de eventos
hormonais, envolvendo progesterona e prostaglandinas, sendo
fundamental a funcdo do corpo liteo, uma glandula tempora-
ria formada a partir da ovulagdo de um foliculo. O corpo ldteo
produz a progesterona, esteroide envolvido tanto na ciclicidade
ovariana quanto no estabelecimento e manutencdo da gestacdo,
na maioria dos mamiferos. Algumas particularidades dos eventos
envolvidos na relagdo materno-fetal durante o reconhecimento
da gestacdo em espécies domésticas foram abordadas nesta re-
visdo; entre estas, foi descrito o papel fundamental da proteina
interferon-tau (INF-T) com agdo antiluteolitica comprovada e
que esta associada ao reconhecimento materno da gestacdo em
ruminantes; a movimentacdo do embrido equino, mantendo a
sua sinalizagdo; os estrogénios produzidos pelos conceptos suinos
com funcdo luteotrofica para a espécie, mas que também possui
funcdo luteolitica em outras espécies.

Recebido em 30 de junho de 2014 e aprovado em 15 de agosto de 2014
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Summary

The maternal recognition of pregnancy is the period when the
conceptus signals its presence to the mother. This is an important
moment of pregnancy, which can be decisive for the progress of
pregnancy. During gestation, there is a series of events involving
progesterone and prostaglandins produced by corpus luteum,
a temporary gland formed from a single ovulation follicle. The
progesterone produced by corpus luteum is a steroid involved
in both ovarian cyclicity and the establishment and maintenance
of pregnancy in most mammals. Some peculiarities of the events
involved in the maternal-fetal relationship during pregnancy
recognition among domestic species have been discussed in
this review, one of them is the key role of interferon-tau protein
(INF-T) protein that has proven antiluteolytic function and that is
associated with maternal recognition of pregnancy in ruminants;
the movement of the equine embryo in order to maintain its
signaling; the estrogens produced by the pig fetuses, which
have luteotrophic function for this species, but also has luteolytic
function in others species.
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reconhecimento materno da gestagao pode ser defi-
nido como o periodo em que o concepto sinaliza sua
presenca para a mae (ANTONIAZZI et al., 2011).
A sinalizacio acontece em varios momentos no de-
correr da gestacdo, sendo vital em algumas espécies
a interveng¢do do embrido para a manutengdo do corpo luteo (CL),
mediante a atenuagdo da secregdo luteolitica, prostaglandina F2 alfa
(PGF2a) (ROBERTS; XIE; MATHIALAGAN, 1996). Para que a gesta-
¢do tenha o desenvolvimento esperado, é necessario que se mantenha
o corpo ltteo, estabelecido apds a ovulagdo (ROBERTS et al., 2008).
Stephen (1985) define como “periodo critico” do reconhecimento
materno da gestagdo um curto intervalo de 24-48 h durante o inicio
da gestagdo de espécies domésticas, quando o organismo materno
reage ao embrido presente dentro do utero. Apds a fecundagao, se
os embrides por alguma razdo ndo se mantiverem viaveis no utero
entre o 13° e 16° dia a contar do primeiro dia do estro em algumas
espécies domésticas (suinos, bovinos e ovinos), ha uma regressao do
corpo luteo (CL) e o ciclo estral subsequente ocorre normalmente,
no tempo esperado para cada espécie. No entanto, se os embrides se
mantiverem nesse periodo, o CL persiste por cinco a seis dias além do
seu periodo de vida normal. Essas observagdes conduziram a nogao
de que o concepto de alguma maneira protege o CL da lutedlise du-
rante o reconhecimento materno da gestagdo (NORTHEY; FRENCH,
1980; BALL; DAY, 1982).

1 Pés-graduagdo em Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo, SP, Brasil (FMVZ/USP). Avenida Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87, CEP 05508-270, Sdo Paulo — SP, Brasil.
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O corpo lateo pode ser descrito como uma glandula
tempordria, formada a partir da ovulacio de um foliculo,
e a progesterona, a sua principal secre¢ao, é um esteroide
necessario tanto para a ciclicidade ovariana quanto para
o estabelecimento e manutengao da gestagdo na maio-
ria dos mamiferos (McCRACKEN; CUSTER; LAMSA,
1999; NISWENDER et al., 2000; DAVIS; RUEDA, 2002).
A progesterona induz a diferenciagdo do estroma uterino,
estimula as secregoes das glandulas endometriais, o acu-
mulo de vactiolos basais no epitélio glandular e modifica
o padrio de secrecdo de proteinas pelas células endome-
triais. Essas proteinas proporcionam o ambiente uterino
apropriado para o desenvolvimento inicial do embriao
(BAZER et al., 1986; NISWENDER, 2002).

Em alguns animais domésticos, a progesterona pode
ser requerida para que a gestagdo chegue a termo. Ela age
no utero, estimulando e mantendo a secrecdo de subs-
tdncias necessarias a nutricdo adequada dos embrides
e permitindo o adequado desenvolvimento placentario
e fetal, de modo a possibilitar o sucesso da gestagao
(KERBLER et al.,, 1997; SPENCER et al., 2004). Algumas
particularidades dos eventos envolvidos na relagdo ma-
terno-fetal durante o reconhecimento da gestagdo em
espécies domésticas sdo abordadas nesta revisdo Entre
estas, é descrito o papel fundamental da proteina inter-
feron-tau (INF-,) que possui agdo antiluteolitica e que
estd associada ao reconhecimento materno da gestagao
em ruminantes.

Desenvolvimento

Desde a fecundagdo, para que a prenhez se estabeleca
e a gestagdo chegue a termo, o organismo desencadeia
uma série de eventos, entre os quais o reconhecimento
materno da gesta¢do assume um papel fundamental,
pois qualquer deficiéncia nesse periodo compromete a
implantagao e o posterior desenvolvimento do concepto.
Nessa etapa, a manutenc¢io da funcido do corpo liteo é
um fator primordial.

Ruminantes
O periodo de pré-implantagdo, compreendido entre a
fecundagao do odcito e a implantagiao do concepto, é ca-
racterizado por clivagens sucessivas do zigoto e estadios
embriondrios iniciais bem como por eventos morfo-
genéticos de compactagdo e cavitagdo, que culminam
com a formacdo do blastocisto (WATSON; NATALE;
BARCROFT, 2004). Durante esse periodo, ocorrem
complexas intera¢des entre o ovario, o endométrio e o
embrido, necessarias para que a gestacao se estabelega e
o concepto permanega viavel (GOFE 2002).

A maijor causa de falha reprodutiva em ruminantes é a
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mortalidade do zigoto e do embrido em estdgio inicial de
desenvolvimento; o que contribui negativamente para o
nimero de nascidos, interferindo no avan¢o genético dos
rebanhos e causando perdas economicas significativas.
O processo de fecundagdo geralmente gera indices de
90,0% contra as perdas embriondrias, que se encontram
na faixa de 29,0% a 39,0%, e cuja maioria ocorre entre os
dias oito e 16 pds-inseminacdo ou cobertura (DUNNE;
DISKIN; SREENAN, 2000).

As perdas embrionadrias na fase inicial da gestagdo
podem ocorrer devido a problemas inerentes ao proprio
embrido ou ao ambiente uterino. Entretanto, acredita-
se que boa parte da mortalidade embrionaria esteja
relacionada a ocorréncia de problemas de sinalizacao
concepto-maternal (SPENCER et al., 2004). Em virtude
de uma sinaliza¢do deficiente, o desenvolvimento do em-
brido pode ficar comprometido, ou mesmo retardar o seu
crescimento, e ainda pode haver falhas na producao de
concentragdes fisiologicas de interferon-tau (INF- ), ou
na sintese de hormonios e fatores de crescimento de ori-
gem embriondria ou uterina, interferindo negativamente
sobre o desenvolvimento e a sobrevivéncia do concepto
(RILEY; MOLEY, 2006).

No inicio da década de 80, foi purificada uma proteina
secretada pelo concepto ovino que expressava caracteris-
ticas antiluteoliticas. Essa proteina, inicialmente chamada
de proteina X e posteriormente denominada trofoblastina
ovina (TP-1), foi o principal produto de conceptos ovinos
em cultura, entre os dias 10 e 12 de gestagao (GODKIN
etal., 1982). Em experimentos subsequentes, essa proteina
foi sequenciada e renomeada como proteina interferon-
tau (INF- ), tendo a sua fungdo antiluteolitica comprovada
e associada ao reconhecimento materno da gestagdo em
ruminantes (IMAKAWA et al., 1987; ROBERTS et al.,
1989; ROBERTS; CROSS; LEAMAN, 1992).

Nos ruminantes a fase de reconhecimento materno
ocorre entre 0 12° e 0 26° dia quando ocorre a secrecdo da
proteina interferon-tau (INF- ), com pico entre os dias 15
e 16 (FARIN; IMAKAWA; ROBERTS, 1989; ROBERTS,
1991). Como resposta, o INF-, inibe a transcricio de re-
ceptores de estrogenos e ocitocina no endométrio inibindo
a lutedlise. (SPENCER; BAZER, 1996; CHEN et al., 2006).
Nesta fase ha o alongamento do embrido, que coincide
com a maxima producédo de IFNT (ZARCO et al., 1988).

OINF- ¢ classificado como interferon do tipo I, secre-
tado em grandes quantidades pelas células trofoblasticas
dos ruminantes antes da implantacdo. A sua principal
funcdo é evitar o retorno a ciclicidade, preservando o fun-
cionamento do corpo luteo durante a gestagao (FARIN;
IMAKAWA; ROBERTS, 1989; GUILLOMOT et al.,
1990; GRAY et al., 2002; ROBERTS et al., 2008). O INF- .



produzido pelo concepto tem um efeito paracrino no
utero, inibindo a expressdo dos receptores de estrogeno e
de ocitocina no epitélio luminal do endométrio, evitando
assim a liberagdo de PGF2 a, hormoénio responsavel pela
lutedlise (SPENCER; BAZER, 1996). O INF-_ também
tem o papel de estimular a producio de prostaglandina
E2, (um agente luteotrdfico), e de aumentar a produgao
de diversas proteinas secretdrias de origem uterina, que
podem estar envolvidas na manutencédo da viabilidade do
concepto. Essa expressdo de INF-  termina com a implan-
tagdo, pois o contato do trofoblasto com o endométrio
inibe a sua produgdo (NAGAOKA et al., 2003).

Um dos efeitos da proteina interferon-tau (INF-.) pode
ser a redistribuicdo de prostaglandina F (PGF), produzida
pelo atero de modo que PGF e prostaglandina E (PGE)
acumulam-se no limen uterino, inibindo assim sua acio
luteolitica. Ha evidéncias de que nos ruminantes os niveis
venosos utero-ovarianos de PGF2a sao reduzidos durante
o inicio da prenhez, embora a capacidade do utero de pro-
duzir PGF permaneca inalterada (FINDLAY et al,, 1981).

Equinos

Desde a fecundacio até o inicio do desenvolvimento
embrionario no oviduto, os embrides entram no ttero,
iniciando-se a fase de blastocisto, independentemente da
espécie. Em éguas, os dvulos nao fertilizados nunca en-
tram no utero, permanecendo assim no oviduto até uma
possivel fecundagdo (WEBER et al.,, 1991). Os eventos
ocorridos durante a fase da pré-implantag¢ao sdo im-
portantes, pois antecedem o reconhecimento materno,
implanta¢ao e placentagdo necessdria para o crescimento
placentario-fetal bem como para o desenvolvimento
normal da gestagao (BAZER et al., 2009). Apesar das di-
ferencas na duragdo do periodo de pré-implantagio e do
tipo de placentagdo (invasiva e nao invasiva), os estagios
gerais sdo 0s mesmos, comuns entre as diferentes espé-
cies animais. (SPENCER et al., 2007).

Os mecanismos de sinalizagdo materna da gestacao
podem ser tanto de origem luteotrofica, ou seja, uma agao
hormonal diretamente sobre o corpo liteo para manter a
sua integridade estrutural e funcional, como acontece, por
exemplo, nos primatas e roedores (FAZLEABAS; KIM;
STRAKOVA, 2004; SOARES, 2004), ou antiluteolitica, ou
seja, uma manobra para inibir a liberacdo de prostaglan-
dina que provoca a luteolélise, como ocorre em ruminantes
e suinos (BAZER et al., 2008). Particularmente nos equi-
nos, quando o0 embrido se mover continuamente ao longo
do corno uterino, ha a supressao da liberagao ciclica nor-
mal da prostaglandina F2a pelo endométrio, que resulta
na manutengao funcional do corpo lateo (SPENCER et al.,
2007; FAZLEABAS; KIM; STRAKOVA, 2004).

Bazer et al. (2008) observaram que o concepto
equino pode inibir a produgdo de prostaglandina (PGF)
pelo endométrio uterino. A PGF é um hormonio com
acao luteolitica e durante o ciclo estral das éguas hd um
aumento das suas concentragdes no sangue venoso ute-
rino e no utero, entre os dias 14° e 16° do estro, quando
ocorre a lutedlise, e, consequentemente, ha um declinio
dos niveis de progesterona no plasma. A concentragao
de PGF captada por receptores do corpo luteo é maxima
nol4e dia do ciclo estral e 18° dia de gestagdao (BAZER,
1992). O corpo luteo das éguas pode responder a PGF
em circulagdo durante a gravidez, mas cabe ao embrido
utilizar os mecanismos antiluteoliticos. Em éguas pre-
nhes, ha pouca PGF nos fluidos uterinos; no sangue
venoso uterino ela é reduzida; e no sangue periférico
nao ha um padréo de liberagdo episddica, sendo que, na
presenga do concepto, a produciao de PGF endometrial
é reduzida. Em resposta a estimulag¢do do colo do tutero,
hd ocitocina exdgena, indicando a auséncia ou redugdo
dos receptores de ocitocina endometrial durante o inicio
da prenhez (SHARP et al., 1989).

Durante o desenvolvimento do concepto equino
dentro do limen uterino, pode se observar por ultras-
sonografia que o embrido se movimenta frequentemente
antes que ocorra a fixagdo mesometrial. Paralelamente,
ha mudancas dramaticas na forma do embrido entre os
dias 11 a 21, variando entre as formas, esféricas, oblon-
gada, triangular e irregular (GINTHER, 1983).

O embrido equino na sua forma esférica (contido den-
tro de uma cdpsula) pode migrar entre os cornos uterinos
12-15 vezes por dia, a fim de interagir com o endométrio
uterino antes da sua fixacdo que ocorre por volta do 18° dia
de gestacdo. Esse processo parece ser um mecanismo ne-
cessario para a inibi¢do da produgao da PGF endometrial,
de modo a proteger o corpo lateo da lutedlise (HAYES
et al., 2008). Entre os dias 8 e 20 da gestagao, o embrido
equino também produz quantidades crescentes de es-
tradiol, e alguns experimentos com éguas tratadas com
estrogénio na tentativa de prolongar a vida util do corpo
luteo tém se mostrado inconsistentes (SHARP et al., 1989).

Suinos

O tempo médio de gestagao dos suinos é de 114 dias,
sendo que na fase inicial da gestagdo, de 0 a 21 dias,
ocorre a fecundagdo, aposi¢do do embrido, reconheci-
mento da gestagdo e o inicio da formagao da placenta
(BOYD; GONZALO; CABRERA, 2002). Nessa fase o
embrido depende de secrecdes uterinas para sua sobre-
vivéncia e desenvolvimento (CARVALHO et al., 2003),
e, apos o 30° dia, a placenta se encontra completamente
formada, mas ainda continua crescendo até o 70° dia
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da gestagdo, assemelhando-se com o embrido em rela-
¢d0 ao peso. O reconhecimento materno propriamente
dito ocorre entre os dias 11 e 12 de gestagao, quando o
blastocisto, com aproximadamente 10 mm de didmetro
e apresentando uma forma ovoide, continua a dividir-
se pelo processo de hiperplasia, expande-se, de forma
variada entre os embrides, dando origem a uma estru-
tura tubular de até 100 mm de comprimento (GEISERT
et al., 1982; STROBAND; VAN DER LEND, 1990). Essa
variac¢do, semelhante ao que ocorre durante a ovulagéo e
fecundagao, resulta em embrides com diferentes estagios
de desenvolvimento, associando isso ao alongamento dos
embrides. Nesse periodo, ha um aumento na sintese de
estrogeno pelo blastocisto e a quantidade de estrégeno vai
variar de acordo com o estagio de desenvolvimento e com
o nimero de embrides presentes em ambos os cornos ute-
rinos; ja que sao necessarios pelo menos quatro embrides
para que haja o sinal de reconhecimento da gestacio e a
gestacdo prossiga (DHINDSA; DZIUK, 1968).

Embora o inicio da gestagdo dos suinos seja semelhante
ao que ocorre em outras espécies, no que diz respeito a
necessidade de secre¢do da progesterona para a manu-
tengdo da gravidez, parece haver diferencas entre espécies
e nos mecanismos pelos quais a fungdo lutea é mantida.
Nos suinos, como em outras espécies, o blastocisto pro-
duz substancias que retardam a regressao luteal quando
entram no utero. Entretanto, os estrogénios produzidos
pelos conceptos suinos reconhecidos como luteotroéficos
para a espécie sdo luteoliticos para outras, como ocorre,
por exemplo, na ovelha (FLINT et al., 1983).

A administragao sistémica de valerato estradiol na
dose de 5mg /dia prolonga a fungao lutea em até 100 dias,
e reduz a secrecio de PGF2 a no utero dos suinos. Essa
acdo pode resultar em uma reorienta¢ao da PGF ute-
rina. Um efeito semelhante parece ocorrer no inicio da
gravidez. Uma vez que o embrido ganha a habilidade de
produzir estrogénios entre os dias 10 e 12 de gestagao, os
niveis do estrogénio venoso ttero-ovariano sao elevados,
em comparagdo com porcas nao gravidas nos dias 1-17.
Esse mecanismo oferece um meio pelo qual o concepto
pode exercer uma agao luteotrofica no periodo do reco-
nhecimento materno da prenhez (FLINT et al., 1983).

No periodo de 10 a 12 dias da gestagdo, a sintese do
estrogeno de origem embriondria ird promover uma
mudanca na dire¢do de secrecio da PGF2a de enddcrina
para exdcrina (lumen uterino), inibindo, assim, a lute-
olise, o que ird diferir entre o ciclo reprodutivo normal
e a gestagdo nos suinos (GADSBY; HEAP; BURTON,
1980; KRZYMOWSKI; KOTWICA; STEFANCZYK-
KRZYMOWSKA, 1990).
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Introducdo: Dentre os psitacideos criados como pets, destacam-se as
calopsitas (Nymphicus hollandicus) e periquitos-australianos (Melopsittacus
undulatus), por serem ddceis, companheiros e possuirem plumagem colorida
exuberante. Embora os beneficios decorrentes da presenga dessas aves em
ambiente doméstico seja reconhecido, pouco se conhece sobre os riscos de
transmissdo de zoonoses. A emergéncia e reemergéncia de zoonoses obrigam-
nos a reavaliar conceitos e expectativas. Escherichia coli é uma bactéria
Gram-negativa, anaerdbia facultativa pertencente a familia Enterobacteriaceae,
sendo o micro-organismo mais estudado em todo o mundo. E isolado em
diversos sitios do corpo humano e animal, causando diarreias, infecgdes
urindrias, pulmonares, neuroldgicas, entre outras. Alguns sorotipos de E.
coli sdo considerados diarreiogénicos e as técnicas moleculares sdo tteis
na identificagio dos componentes genéticos de viruléncia. Objetivo: O
objetivo deste trabalho foi pesquisar a presenca de STEC (E. coli diarreiogénica
produtora de toxina Shiga) em fezes de calopsitas e periquitos-australianos.
Material e métodos: 126 amostras de fezes de aves domiciliadas na
cidade de Sio Paulo foram colhidas com o auxilio de suabes estéreis, sendo
67 de calopsitas e 59 de periquitos-australianos. O material foi transportado
para o laboratdrio sob refrigeragdo, submetido a cultura bacterioldgica,
seguida da identificagdo pela morfologia e série bioquimica. Apos a extragio
de DNA, foi realizada a pesquisa dos genes eae, stx1 e stx2 pela Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR). Foram identificadas 83 colonias de Escherichia
coli. Destas, 8/83 (9,6%) foram classificadas como STEC, positivas para o
gene eae e stx2, sendo trés isoladas de calopsitas (3/48) e cinco de periquitos
(5/35). Resultado: Os resultados revelaram uma frequéncia de ocorréncia
de 6,3% de STEC em aves pets, com percentual de 4,47% em calopsitas e
8,47% em periquitos. Amostras que apresentam o perfil genotipico stx2 +
eae sd0 comumente associadas a quadros severos de infec¢do humana, como
colite hemorrégica e sindrome hemolitica urémica. A despeito dos bovinos
serem o reservatorio natural de linhagens que produzem a toxina stx2, esta
ja foi descrita em aves comerciais. STEC representa risco potencial para a
satde humana. Devido a crescente procura de psitacideos como animais
de estimacdo, principalmente por criangas e adolescentes, sdo necessarios
novos estudos sobre os riscos zoonéticos relacionados as aves de estimacéo.
Conclusao: A técnica de PCR foi um instrumento importante para a
detecgdo dos genes eae e stx2, demonstrando que os psitacideos sdo potenciais
fontes de infeccdo de STEC. Apoio Financeiro: CAPES.
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da USP - Ribeirdo Preto; 2Departamento de Patologia, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-
USP) — Sdo Paulo.

Introducdo e Objetivos: Modelos animais para a pesquisa estio
predominantemente vinculados a biotérios de IES publicas da regiao sudeste do
Brasil. Ainda hd incorregdes ambientais que implicam no comprometimento
da satde animal e, consequentemente, das pesquisas com eles desenvolvidas.
Por nao haver dados concretos sobre biotérios brasileiros, no presente trabalho
foram investigadas as condi¢des ambientais de biotérios de experimentagdo
da USP, de modo a serem obtidas informagdes destinadas a nortear melhorias
para a satide e 0 bem estar animal. Material e Métodos: Um questionédrio
foi distribuido a 21 biotérios cadastrados na Pro-Reitoria de Pesquisa da USP
e a participagdo ocorreu mediante um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, com compromisso de sigilo absoluto. Os resultados foram obtidos
das respostas fornecidas por dez biotérios de experimentagio. Resultados e
Discussao: Os biotérios analisados (E1 a E10) alojam mais de uma espécie,
todas de padrao sanitdrio convencional (CV), havendo camundongos em 80%
dos casos, ratos (100%), cobaias (20%), coelhos (30%) e hamsters (30%). A area
destinada aos animais em relagdo a area total do biotério varia de 20% a 100%,
sendo que os E2, E3, Es, E6, E7, E8 e E10 (70%) apresentam boa distribui¢ao
fisica com 41,430011,36% da drea total para os animais, e o restante ocupado por
corredores e dreas de apoio. Apenas E4 apresenta drea total para alojamento e
desinfecgao deficiente, devido ao fato de ter essa area imiscuida a dos animais
e utilizar somente detergente neutro. Os E1, E4 e Eg citaram salas de animais
em contato com darea de circulagdo externa, o que possibilita maior presenga
de contaminantes. Os biotérios E1, E3, Es, E7, E8 e E10 também utilizam racks,
os quais promovem ventilagdo intracage (ICV), com consequente melhoria
nas condigdes atmosféricas microambientais e na satide dos animais. Estantes
ventiladas, que se caracterizam por promover ventilacdo geral diluidora mais
eficiente (VGD+), foram citadas pelos E1, E2, Es, E7 e E10, enquanto que gaiolas
comuns (VGD) sdo utilizadas em 70% dos biotérios analisados. A troca de
gaiolas ocorre a cada 2, 3 ou 4 dias, e apenas o biotério E1o adota duas trocas de
gaiolas/semana concomitantemente com a desinfec¢do adequada com NaClO,
esterilizacdo da cama e materiais, além de condigdes atmosféricas adequadas
(17 trocas de ar/h, temperatura de 22 a 25°C e umidade relativa do ar entre
45 a 75%). Conclusdes: 1. Necessidade de ampliagdo dos E1, E4 e Eg para
criagdo de corredores e areas de apoio; 2. Deve-se promover e homogeneizar
a individualizagdo das espécies, otimizando o espago com racks ou estantes
ventiladas; 3. Mesmo sendo de padréo sanitario CV, o E1o apresenta condigdes
ambientais mais adequadas em termos de sanidade e bem estar de animais em
biotérios de experimentagao.
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DETERMINACAO DAS FRACOES DE COPAIFERA
RETICULATA, DUCKE ENRIQUECIDAS EM BIOMOLECULAS
ANTINEOPLASICAS (PROJETO)

DOMINGUES, P. S.; FUKUMASU, H.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo (FMVZ-USP).

Introducdo: Durante as tltimas décadas o cancer de pulmdo em
humanos tornou-se uma das principais causas de morte por todo o mundo,
com maior frequéncia do que outros canceres. Mesmo com o0s avangos
cientificos das terapias para a doenga, hé a necessidade de se encontrar novas
formas de tratamento e prevengdo. Como alternativa, existem substancias
quimiopreventivas do cancer. Uma fonte de grande interesse para a obtengao
desses compostos ¢ atribuida as plantas. O dleo de copaiba extraido da espécie
Copaifera reticulata, Ducke apresenta, assim como 6leos de outras espécies de
copaiferas, varias indicagdes medicinais. Estudos atribuem ao 6leo atividade
anti-inflamatdria e antitumoral. Desse modo, foi efetuado o seu fracionamento
para avaliacdo das suas biomoléculas com estudo do efeito citotéxico e pro-
apoptético em cultivo de células humanas ndo cancerosas (HPL) e células
cancerosas de pulmdo humano (H460 e H2023). Métodos: As amostras do
6leo serdo fracionadas por cromatografia em camada delgada. Depois, cada
fragdo serd analisada e identificada por espectrometria de massas. O teste de
viabilidade celular utilizard o corante Azul de Tripan e a contagem serd realizada
em camara de Neubauer. Cada tipo de célula terd o seu comportamento
avaliado ap6s o tratamento nas placas de 96 pogos para cada fragdo do 6leo
de copaiba. A avaliagdo da citotoxicidade da fragdo do balsamo que melhor
apresentar resultados sera efetuada por um ensaio colorimétrico utilizando o
MTT reagent (Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide) para calcular a dose que
inibird 50% das células (IC50). A anélise do ciclo celular serd realizada por
citometria de fluxo para resultados em % de células nas fases Go/G1, S ou G2/M.
A taxa de células em apoptose serd avaliada pelo método de quantificagdo de
apoptose pela técnica de fluorescéncia com Laranja de Acridina e Brometo
de Etidio. Resultados Esperados: Esperamos identificar e avaliar as
biomoléculas antineoplasicas do 6leo em linhagens de células de cancer de
pulmao humano, uma vez que a determinagao de novos compostos ¢ essencial
para o desenvolvimento de drogas na corrida por novas alternativas no
tratamento e na intervengéo terapéutica do paciente oncoldgico. Os resultados
serao dispostos como média e desvio padrao, analisados estatisticamente por
testes ndo paramétricos, dependendo dos grupos em questio, considerando-se
p<o0,05. Conclusao: Em razdo da necessidade do desenvolvimento de novas
drogas contra o cancer, o desenvolvimento deste trabalho agregara dados que
poderao contribuir para a identificagdo de novas terapias antineoplasias. Este
estudo também podera contribuir para ressaltar e valorizar a necessidade da
certificagdo cientifica dos produtos fitoterapicos existentes e provenientes da
flora amazonica brasileira.
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ANALISE HISTOPATOLOGICA DE PULMOES DE COBAIAS
(CAVIA PORCELLUS) MANTIDAS EM SISTEMA DE
VENTILACAO MICROAMBIENTAL SOB DIFERENTES
REGIMES DE TROCA DE AR POR HORA

RODRIGUES, R.; CARISSIMI, A. S.

Departamento de Medicina Animal, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Introducado: Nos tltimos anos, é cada vez maior o emprego de sistemas de
ventilagdo forgada (ventilagio microambiental - VMA) para a manutengio de
espécies de animais de laboratdrio, visando proporcionar um ambiente mais
controlado e adequado no interior das gaiolas dos animais. A despeito do uso
e desempenho desses sistemas de VMA estarem sendo investigados, ainda se
conhece pouco em relagdo as velocidades de ar e trocas de ar mais adequadas
para cada espécie animal. Dessa forma, o presente trabalho avaliou a incidéncia
de lesdes no pulmao de cobaias (Cavia porcellus) mantidas em diferentes
regimes de troca de ar por hora (ACH). Métodos: Dezoito cobaias, fémeas
jovens, com peso médio de 2508, colonia Duncan-Hartley, foram divididas
em trés grupos e alojadas em gaiolas com trés animais cada em um protétipo
de ventilagao microambiental dotado de ajuste mecénico de vazao de ar. Os
grupos foram alojados em condigdes de troca de ar por hora, como segue:
grupo controle com regime de 15 trocas de ar por hora, grupo experimental I,
com regime de 40 trocas de ar por hora e grupo experimental II, com regime
de 80 trocas de ar por hora. Os animais foram mantidos durante go dias nas
condigdes descritas e submetidos a rotina de manejo no Biotério Central da
UFRGS. Ao término do periodo de alojamento, os animais foram eutanasiados
com pentobarbital (via intraperitoneal, 150 mg/kg) e, a seguir, foi efetuada a
coleta de fragmento pulmonar (pulmao direito, lobo médio). O processamento
do material foi realizado conforme técnicas de rotina histoldgica com avaliacao
por microscopia dtica, apds coloragio por Hematoxilina-eosina. Resultado:
A anilise histopatolégica evidenciou maior niimero e intensidade de lesdes
nos animais pertencentes ao grupo experimental II (com 8o ACH), no qual foi
observada a presenca de hiperplasia de tecido linfoide peribronquiolar e focos
de pneumonia purulenta multifocal, além de 4reas de enfisema, o que néo foi
notado nos grupos controle e experimental I (com 40 ACH), nos quais foram
observadas congestdo e algumas células gigantes nos alvéolos, com sugestiva
vantagem para o grupo experimental II. Conclusdo: Os resultados obtidos
sugerem que o regime mais adequado de trocas de ar por hora no interior das
gaiolas das cobaias seja de 40 trocas de ar por hora, e que um regime com mais
trocas de ar por hora ¢ deletério para os animais. Apoio Financeiro: Pr4-
Reitoria de Pesquisa - UFRGS.

DETECCAO DE FUNGOS EM NEOPLASIAS E SUA
POSSIVEL RELACAO COM A MALIGNIDADE (PROJETO EM
ANDAMENTO)

RANIERI, T."; ROCHETTI, A.2; FUKUMASU, H.2

'Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo (FMVZ-USP); 2Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
da Universidade de Sdo Paulo (FZEA-USP).

Introducao: Os estudos com células neoplésicas demonstram que estas
sdo fenotipicamente distintas entre si, apresentando diferentes caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas, podendo ainda exibir caracteristicas
individualizadas quanto ao desenvolvimento e comportamento. A compreensao
das interagdes entre as células e os diferentes compostos da matriz extracelular
tornou-se essencial para a caracteriza¢ao da complexidade do desenvolvimento



neopldsico e das suas possiveis respostas aos diferentes tratamentos
antineopldsicos disponiveis. Estudos anteriores demonstraram que pode haver
desenvolvimento de fungos em amostras de tecido neopldsicos de diferentes
o6rgdos isolados em excisdes cirdrgicas. Fungemias sdo reconhecidamente
recorrentes em pacientes oncoldgicos humanos imunossuprimidos. Muitos
casos sdo negligenciados por acreditar-se que a imunossupressio ¢ a
causa da fungemia letal. Portanto, neste experimento pretende-se avaliar
qualitativamente a presen¢a de fungos em cortes histoldgicos de neoplasias
mamadrias de cadelas e analisar sua possivel associagdo com o grau de
malignidade. Materiais e métodos: O experimento retrospectivo inicial
visa analisar 100 amostras de neoplasias mamarias caninas por histopatologia
e microscopia de fluorescéncia com a utilizagao de Hematoxilina/Eosina (HE),
Hidréxido de Potassio (KOH) a 10% com Calcofluor White e possivelmente
outras coloragdes para detec¢ao direta de fungos que serdo realizadas em cortes
seriados. Resultados Preliminares: Foi padronizada a colorizagio
Calcofluor White para detecgdo de fungos em cortes histologicos conservados
em parafina e também para aplicagdo em cultivos celulares. A melhor diluigao
obtida de KOH 10% e Calcofluor White foi de 2:1, respectivamente. Cortes
histolégicos foram desparafinizados e, ap6s a passagem pelo alcool 70% e uma
breve secagem, 1504l de KOH 10% foram adicionados, cobrindo o corte. Apés
um minuto, 75ul de Calcofluor White foram colocados sobre o KOH 10%,
permanecendo por mais um minuto. O esgotamento da lamina néo deve ser
realizado usando papel. Cobriu-se com laminula e observou-se ao microscopio
U.V. Foram realizadas fotomicrografias. O experimento piloto contou também
com ensaios em células de cultivo, nos quais a quantidade de KOH 10% em
cada pogo foi 100yl e de Calcofluor White, soul. O processo foi realizado na
propria placa de cultivo. Apés o tempo indicado, retirou-se a laminula com
cuidado e essa foi colocada com a face invertida na lamina para observagéo e
registro. Iniciaremos a seguir a coloragdo e andlise das primeiras 25 amostras
de neoplasias mamarias caninas. Devido a dificil detec¢do direta de fungos em
tecidos, é possivel que o segmento desse experimento seja o cultivo. Apoio
Financeiro: CNPq

MODULACZ\O DA COMUNICACZ\O INTERCELULAR VIA
JUNCOES DO TIPO GAP NAS CELULAS ESTRELADAS
HEPATICAS EM MODELOS 3D DA DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA (PROJETO)

ARAUJO, C. M. M."; SILVA, T. C.7; VINKEN, M.2; COGLIATI, B.®

" Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), Brasil; 2Faculty of
Medicine and Pharmacy, Vrije Universiteit Brussel, Bélgica.

Introducado: a doenga hepética gordurosa nio alcodlica (DHGNA) estd
relacionada & obesidade e pode evoluir de esteatose para esteatohepatite
(ENA), fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular. A esteatose é considerada
como um importante fator de risco na progressao da fibrose, principalmente
pela secregdo de citocinas e fatores de crescimento pelos hepatécitos
gordurosos. A liberagdo pardcrina dessas substincias favorece a ativagdo
e proliferagdo das células estreladas (CEHs), principais células envolvidas
na fibrogénese hepatica. Diversas drogas e tratamentos experimentais vém
sendo desenvolvidos para modular a atividade funcional das CHEs, sendo a
comunicagdo intercelular via jungdes GAP um importante alvo terapéutico.
A comunicagdo intercelular das células estreladas é realizada via jun¢des do
tipo GAP, mediadas pela conexina 43 (Cx43), possibilitando o livre transito
de pequenas moléculas, metabolitos e mensageiros secundarios, com papel
importante na regulagio da fungdo e homeostasia celular. No entanto, os
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mecanismos celulares e moleculares associados a inibi¢do desses canais e
reducdo da expressdao de Cx43 nas CHEs ainda ndo sdo conhecidos. Modelos
in vitro que utilizam o cocultivo de hepatdcitos e CEHs podem simular
alguns aspectos fisiopatogénicos da DHGNA, reduzindo o uso de animais de
experimenta¢do nos testes pré-clinicos e acelerando o processo de descoberta
de novas moléculas. O modelo de cocultivo 3D em esferoides foi recentemente
padronizado pelo grupo e mimetiza o microambiente encontrado no figado,
permitindo a interagdo de diferentes células e seus subprodutos. Objetivos:
avaliar a participagao da comunicagao intercelular via jungdes do tipo GAP na
funcionalidade das CHEs e, consequentemente, sua potencialidade como alvo
terapéutico em um modelo 3D da DHGNA. Métodos: o modelo 3D serd
obtido pelo cocultivo de linhagens de hepatdcitos C3A e CHEs LX2 humanas
(48h, MEM 10% SFB). Os grupos analisados compdem esferoides formados
com hepatécitos normais ou induzidos a esteatose pela incubagdo com 4cidos
graxos livres. As CHEs serdo tratadas com siRNA para Cx43 ou inibidores
farmacoldgicos das jungdes GAP (carbenoxolona e Gap27), antes da formagéao
dos esferoides. Esses cocultivos 3D serdo submetidos a avaliagdo funcional da
comunicagdo intercelular, para garantir a efetividade da inibi¢do das jungdes
GAP, sendo depois avaliados por citometria de fluxo para anélise do ciclo
celular, proliferagdo e apoptose. Adicionalmente, serdo avaliadas as conexinas
43, 26 e 32 pelas técnicas de imunofluorescéncia, western blot e PCR em tempo
real. Apoio Financeiro: CAPES.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE NEOPLASIA MALIGNA DE
CELULAS REDONDAS INTESTINAL EM CAO (CANIS LUPUS
FAMILIARIS)

GOMES, R. G.; LACERDA, A. M. D.; SILVA, E. C.; RODRIGUES, D. M.;
DAGLI, M. L. Z,; TORRES, L. N.

Servico de Patologia Animal, Hospital Veterindrio (HOVET), Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-
USP).

Introducdo: O sistema gastrointestinal de cdes pode ser acometido por
neoplasias malignas de varias origens, como adencarcinomas, tumores
estromais e de células redondas. Dentre as neoplasias intestinais originadas
de células redondas, o linfoma é a mais comum. Relato de Caso: um
cdo macho de cinco anos de idade da raga Shar-Pei foi atendido na Clinica
Cirurgica do HOVET-FMVZ/USP, com histérico de émese e diarreia ha seis
meses, com piora ha um més. O exame ultrassonogréfico revelou espessamento
de parede segmentar de alca intestinal com perda da estratificado, contornos
irregulares, ecogenicidade diminuida e linfonodos mediastinais com dimensdes
aumentadas. Foi efetuada a enterectomia parcial, e 0 segmento acometido e um
fragmento de linfonodo mesentérico foram encaminhados para realizagdo de
exame histopatoldgico. Ao exame macroscopico do segmento, foi observado
um aumento de volume com superficie lisa nodular, aspecto heterogéneo,
coloragio esbranquigada e consisténcia firme. A microscopia, foi observada
uma ulceragdo com infiltragdo neoplasica transmural de células redondas
com pleomorfismo celular e moderado infiltrado de eosinéfilos intratumorais.
O fragmento de linfonodo revelou infiltragio neopldsica semelhante a da
al¢a, com marcante infiltrado eosinofilico. O diagnéstico morfolégico foi
compativel com neoplasia maligna de células redondas pouco diferenciada. O
exame imunoistoquimico pelos marcadores C-kit, CD79 A e CD3 apresentou
resultados negativos para C-kit e CD79 A, e positivo para CD3. A morfologia
e a imunofenotipagem caracterizaram a neoplasia como linfoma intestinal
de células T. Discussao: A forma mais comum dos linfomas em cées é a

multicéntrica e a forma intestinal primaria é a menos frequente (5% a 7%).
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Os linfomas intestinais primarios de cédes se originam frequentemente de
células T. Morfologicamente, a apresenta¢do do linfoma intestinal de célula T é
semelhante a de mastocitoma pouco diferenciado, pelas caracteristicas celulares
(células redondas com citoplasma moderado e altamente pleomorficas), por
ndo serem observados granulos intracitoplasmaticos na hematoxilina-eosina
e pela presenca de infiltrado eosinofilico. A coloragdo por Azul de Toluidina
pode revelar poucas células com metacromasia citoplasmatica, o que dificulta
mais o diagnostico diferencial. Desse modo, um painel imunoistoquimico
faz-se necessario para a caracterizagio da neoplasia. Conclusao: o presente
relato evidencia a importancia da realizagio de painel imunoistoquimico
para a diferenciagdo de neoplasias pouco diferenciadas, como entre linfoma
intestinal de células T e mastocitoma intestinal.

IMUNIDADE HUMORAL ESPECIFICA EM CAES DE AREA
ENDEMICA DE ACORDO COM O ESTADIAMENTO CLINICO
DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

BATISTA L. "% SILVA, T. B. F2, ANDRADE, R. D.2; TOMOKANE, T. Y.%;
PACHECO, A. D.3; MARCONDES, M.3; LAURENTI, M. D.2
'Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP); 2Laboratorio de
Patologia de Moléstias Infecciosas, Faculdade de Medicina, Universidade
de S&do Paulo, Sdo Paulo, Brasil; 3Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho".

Introducdao e Objetivos: apesar do niimero consideravel de relatos
sobre os aspectos da imunidade humoral da leishmaniose canina, com
especial referéncia para a classe e subclasse de imunoglobulinas, nenhum deles
relaciona os resultados obtidos com o estadiamento da infecgdo. A maioria dos
estudos ja realizados avaliou a produgao de anticorpos apenas em duas ou trés
categorias clinicas (caes assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos).
O presente trabalho avaliou os niveis de imunoglobulinas IgA, IgE, IgG
e IgM em soro de cées de area endémica para leishmaniose visceral canina
(LVCQ) e verificou as suas relagdes com o estadiamento clinico, enfatizando
seu potencial como biomarcadores de progressio da infecgdo. Material
e Métodos: sessenta e seis cdes foram agrupados, de acordo com sinais
clinicos e diagnostico, em: grupo I - controle negativo, cies oriundos de area
nao endémica, com PCR negativa (n=11); grupo II - caes expostos, oriundos
de rea endémica, com PCR negativa e baixos titulos de IgG especifica (n=12);
grupo III - cées infectados, oriundos de drea endémica, com PCR positiva
e aparentemente sadios (n=13); grupo IV - caes doentes, oriundos de area
endémica, com PCR positiva e apresentando sinais externos da LVC (n=19);
grupo V - ciées severamente doentes, oriundos de area endémica, com PCR
positiva e apresentando pelo menos um dos sinais sugestivos de envolvimento
sistémico (n=11). Resultados: a IgA especifica foi detectada em 34,5% e
IgE em 38,2% dos cées de drea endémica, especialmente em cdes severamente
doentes (grupo V). Por outro lado, IgG e IgM especificas foram detectadas na
maioria dos cées de drea endémica, 89% e 100%, respectivamente: desde os
cées expostos (grupo II) até os cdes severamente doentes (grupo V). A medida
em a LVC tornou-se mais severa os niveis de IgA, IgE e IgG aumentaram e
os de IgM diminuiram. Conclusdo: Os resultados sugerem que IgA, IgE,
IgG e IgM poderiam ser usadoa como biomarcadores de progressdo da LVC.
Apoio Financeiro: FAPESP 2012/50285-9 e 2012/05847-9, CNPq, LIMs0-
HCFMUSP.
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MENINGIOMA TRANSICIONAL SUPRATENTORIAL EM CAO
(CANIS LUPUS FAMILIARIS)

GUGLIELMI, R. M. de A. C."; LACERDA, A. M. D.2; SILVA, E. C.2;
GOMES, R. G.2; RODRIGUES, D. M.2; TORRES, L. N.2; PINTO, F. C.2
1Departamento de Clinica Médica de Pequenos Animais, Hospital
Veterinario (HOVET), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), Sdo Paulo, Brasil;
2Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de S3o Paulo (FMVZ-USP), Sao Paulo, Brasil.

Introducdo: As neoplasias intracranianas sio classificadas, de acordo com
a origem, em primdrias ou secundadrias e, de acordo com sua localizagdo, em
supratentorial ou infratentorial. Entre as neoplasias supratentoriais, a mais
comumente relatada em cdes é o meningioma, sendo a crise convulsiva a
principal manifestagio clinica. Relato de Caso: Um canino, fémea, SRD,
de dez anos de idade, foi encaminhado ao setor de Clinica Médica de Pequenos
Animais do HOVET-FMVZ/USP com histérico de convulsio generalizada
desde os nove anos de idade, sem alteracdes em periodo interictal. Os exames
clinico e neuroldgico apresentavam-se dentro dos pardmetros de normalidade.
Passado um més, o animal retornou com histdrico de andar compulsivo, head
pressing e vocalizagao havia trés dias, evoluindo desfavoravelmente para coma,
paresia palpebral, auséncia de reflexo 6culo-cefélico e parada respiratdria,
optando-se pela eutandsia. O animal foi conduzido ao Servigo de Patologia
do HOVET-FMVZ/USP para realizagdo de exame necroscopico que revelou
intensa congestdo meningea, edema, discreta herniagio cerebral transtentorial,
além de uma neoformagdo expansiva, bem delimitada, esbranquigada a
acinzentada, de consisténcia fridvel medindo aproximadamente 4 x 3 x 3
cm, em regido de nucleo caudado/putdmen/talamo direito que ultrapassada
os bordos dos lobos frontais até o limite da lamina cribiforme. A anélise
microscopica caracterizou uma neoplasia altamente celular, de carater
predominantemente expansivo comprimindo o neurdpilo e ventriculos
laterais adjacentes: composta por células poligonais a fusiformes, de citoplasma
moderado, bordos indistintos, com arranjo em feixes multidirecionais com
formacdo de abundantes ninhos/redemoinhos concéntricos. A neoformagio
foi histologicamente compativel com meningioma transicional. Discussao:
cdes com neoplasias intracranianas localizadas em regido rostral de cérebro
podem apresentar inicialmente um exame clinico e neuroldgico normal, sendo
a crise convulsiva a inica manifestagao evidente. O meningioma é comumente
relatado em regido supratentorial e pode ser classificado histologicamente em
benigno (possuindo diferentes padrdes, tais como meningotelial, fibroso,
transicional, psamomatoso, entre outros), ou maligno (anaplasico). Geralmente
sdo nodulares bem definidos, firmes e cinza-esbranquigados. O meningioma
transicional é caracterizado pela formagédo de ninhos e redemoinhos celulares.
Conclusdo: deve-se suspeitar de neoplasias intracranianas supratentoriais
em cdes com histérico de convulsio tardia (sete anos ou mais), mesmo em
animais com exame neuroldgico normal. Entre elas, 0 meningioma benigno
apresenta maior prevaléncia, o exame histopatoldgico é necessario para o
estabelecimento do diagnostico e do tipo de padrdo morfoldgico presente.



ACHADOS HISTOPATOLOGICOS PRELIMINARES
SUGESTIVOS DE MIOPATIA POR CAPTURA EM TECIDOS
SELECIONADOS DE CETACEOS ENCALHADOS NO
NORDESTE BRASILEIRO

SANCHEZ-SARMIENTO, A. M."*; FORERO-RAMIREZ, C. J.2; COSTA-
SILVA, S."; SACRISTAN, C."; REISFELD, L."; SGUARIO, S. P.'; CARVALHO,
V. L.3; GROCH, K. R."; CATAO-DIAS, J. L."

'Laboratério de Patologia Comparada de Animais Selvagens,
Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), SP, Brasil;
2Universidad de la Salle, Bogot4, Colémbia; *Associacdo de Pesquisa
e Preservagdo de Ecossistemas Aquéticos (AQUASIS), Caucaia, Ceara,
Brasil.

Introducdo e Objetivos: os encalhes de cetdceos sdo eventos
importantes, freqiientes, e podem estar associados a diversas causas, como
agentes infecciosos, incluindo virus, bactérias, protozodrios e parasitas, além
de causas congénitas e traumaticas. De maneira geral, a maioria das espécies de
cetaceos é afetada pelo estresse durante a sua manipulagdo, situagdo que pode
se agravar durante um encalhe quando grande parte dos espécimes morre ap6s
poucos dias ou horas. E sabido que o estresse é um estimulo adaptativo frente a
mudangas ambientais, determinando adaptagdes metabolicas positivas para a
protegdo organica contra agressdes externas. Em situagdes em que o estresse é
prolongado ou muito intenso, a grande liberagdo de catecolaminas e/ou hipoxia
subjacente pode resultar em danos nocivos aos tecidos, em especial musculos
cardiaco e estriado. Essa situagdo pode levar a um processo patoldgico similar,
a miopatia de captura (MC), sindrome de cariter metabdlico muscular que
acomete principalmente animais selvagens, evento mais descrita em aves
e cervideos. Esse processo encontra-se associado a altos niveis de estresse
pés-captura, ou durante manejo e transporte. O presente trabalho avaliou
as lesdes compativeis com MC em amostras de cetaceos depositados no
Banco de Tecidos de Mamiferos Marinhos do Laboratorio de Patologia
Comparada de Animais Selvagens, Departamento de Patologia, Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia; Universidade de Sao Paulo, Brasil
(BTMM/LAPCOM/VPT/FMVZ/USP). Material e Métodos: Foram
analisados sob microscopia de luz os tecidos cardiaco, musculoesquelético e
renal de seis cetaceos (quatro Kogia sima e dois Peponocephala electra), que
encalharam vivos no nordeste brasileiro, provenientes da instituigalo AQUASIS
(Caucaia, CE, Brasil). Resultados e Discussdo: a lesio miocardica
mais frequente foi a vacuolizagdo perinuclear (6/6), seguida de necrose em
bandas de contragédo (4/6), e rabdomiolise (2/6). Em musculo esquelético, a
rabdomiolise foi observada em maior propor¢ao (3/4) e a degeneragio discoide
e necrose segmentar foram observadas em 50% dos tecidos examinados
(2/4). No rim, a necrose tubular aguda nio foi encontrada em nenhuma das
amostras analisadas (0/6). Conclusdo: As lesdes observadas neste trabalho
foram compativeis com as previamente descritas para a sindrome de MC em
mamiferos marinhos e sdo consistentes com o histérico dos animais. Ainda,
ressalta-se que os resultados sdo preliminares: dessa forma, o presente trabalho
sera ampliado com a realizagdo da investigagdo imunohistoquimica para
mioglobina e fibrinogénio. Apoio Financeiro: FAPESP e CAPES.
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ESTUDO DA RESPOSTA INFLAMATORIA CUTANEA
EM PINGUINS-DE-MAGALHAES (SPHENISCUS
MAGELLANICUS) - PROJETO

RUOPPOLO, V."?; RIBEIRO, J. D.3#; VANSTREELS, R. E. T."?; HURTADO,
R.2; PEDRON, B.%; CORTOPASSI, S. R. G.5; CATAO-DIAS, J. L.!
"Laboratério de Patologia Comparada de Animais Selvagens (LAPCOM),
Departamento de Patologia (VPT), Faculdade de Medicina Veterinéria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP); 2Aiuka
Consultoria em Solugdes Ambientais, Praia Grande, SP; *Sabina Parque
Escola do Conhecimento, Prefeitura de Santo André, SP; “Departamento
de Reproducdo Animal (VRA), Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP); *Departamento
de Clinica Cirurgica Veterinaria (VCI), Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP).

Introducdo: a escassez de conhecimento acerca do sistema imune de
pinguins tem limitado avangos no diagndstico e tratamento de enfermidades
infecciosas observadas em tais animais durante a sua manuten¢do em centros
de reabilitagdo ou zooldgicos. A prova de inoculagdo de fitohemaglutinina
(FHA) tem sido utilizada para a avaliagdo da resposta inflamatdria cutanea em
aves, permitindo o estudo das relagdes entre o sistema imune e as condigoes
ambientais. O presente trabalho foi delineado para investigar os fatores que
modulam a suscetibilidade, patogenia e severidade das doengas infecciosas em
pinguins-de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus), avaliando e validando uma
prova imunoldgica para a mensuragio da resposta imune celular. Métodos:
a partir do método apresentado por Martin et al. (Functional Ecology 20:290-
299, 2006), serd realizado o teste intradérmico de hipersensibilidade tardia a
FHA, em 21 pinguins mantidos pela Sabina Parque Escola do Conhecimento,
Santo André - SP. Na preparagdo para o teste intradérmico, 5 mg de FHA
liofilizada (PHA-P L8754, SIGMA) serdo diluidas em 5 mL de PBS estéril,
alcangando a concentragdo de 1 mg/mL e mantidas sob refrigeragao (4°C) até
o momento do uso. Ap6s a mensuragdo da membrana interdigital com um
espessimetro digital (resolugdo 0,01 mm), a pata sera inoculada com o,1 mL
de solucdo de PBS (pata esquerda) ou FHA (pata direita). Apds 6, 24 ou 48
horas da aplicagdo (n = 7 em cada caso), os animais serdo anestesiados com o
emprego isofluorano e serdo repetidas as mensuragdes interdigitais. Durante a
anestesia, serd efetuada uma bidpsia do local de inoculagio, utilizando punches
descartaveis de 4 mm. O fragmento sera acondicionado individualmente em
formol 10% tamponado por 18 horas e posteriormente transferido ao etanol
70% para confec¢do de laminas coradas com H&E. O infiltrado celular
inflamatdrio sera caracterizado e quantificado com o emprego de programas
especializados (ImagePro Plus), e os resultados serdo correlacionados com
exames hematoldgicos (hematdcrito, esfregaco, hemograma e bioquimica).
Conclusao: a indugio da resposta inflamatéria a FHA tem sido utilizada
em diversos estudos para quantificar a resposta imunoldgica de vertebrados
selvagens, inclusive pinguins. Esses estudos baseiam-se na premissa de que
o espessamento da pele apds a injegdo de FHA é um indicador acurado da
resposta imune celular por linf6citos T; o que pode nio ser sempre verdadeiro,
ja que a resposta imune cutinea nas distintas espécies ¢ um processo dindmico
e complexo. Com o presente trabalho pretende-se qualificar e quantificar o
processo inflamatério derivado da aplicagao da FHA ao longo do tempo,
indicando as mudangas no infiltrado e tipificando as células inflamatérias, de
modo a verificar se essa prova imunoldgica apresenta uma real aplicabilidade
para essas espécies. Apoio Financeiro: FAPESP (processo n. 2010/51801-

5)-

crmvsp.gov.br mv&z 41



XXIIl SEMANA DO VPT

PESQUISA DE INTEGRONS DE CLASSE | E Il EM ESTIRPES
DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE CISNES NEGROS
(CYGNUS ATRATUS) MANTIDOS NO PARQUE MUNICIPAL
DO IBIRAPUERA EM SAO PAULO, BRASIL

GUERRA, M. F. L."; CUNHA, M. P. V.7; OLIVEIRA, M. G. X."; OLIVEIRA,
M. C. V."; MARCATTI, R.2; NARDI, M. S.2; CAVALCANTE, E. M. G.2;
MORENO, A. M.3; KNOBL, T*

'Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (VPT/FMVZ-USP); 2Secdo de
Medicina Veterinaria Preventiva, Divisdo Técnica de Medicina Veterinaria
e Manejo da Fauna Silvestre (DEPAVE-3), Secretaria do Verde e Meio
Ambiente, Prefeitura Municipal de Sdo Paulo; *Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Salide Animal, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (VPS/FMVZ-USP).

Introducao: a avifauna aquitica do municipio de Sio Paulo coabita com
12 milhdes de habitantes. No meio urbano, ainda existem resquicios de
vegetagdo e corpos ddgua com flora e fauna associadas, como ¢ o caso do
Parque Municipal do Ibirapuera, que mantém uma densa avifauna aquatica
doméstica em semiliberdade e que eventualmente recebe aves selvagens
visitantes, em busca de condigoes favoraveis de abrigo, alimentagdo e
diminuta presenca de predadores. A alta concentragdo de animais e matéria
orgénica e a interagdo direta e indireta entre populagées humanas e animais
residentes ou visitantes implicam em preocupagdes sanitdrias e agoes de
monitoramento e vigilancia para detec¢ao precoce de introdugao de patogenos
emergentes. Ressaltando ainda que dguas de superficie sdo um importante
fator na cadeia de disseminagio de estirpes resistentes aos antimicrobianos,
concomitantemente a capacidade de diferentes espécies bacterianas
transferirem genes entre si. Além disso, aves associadas a ambientes aquaticos
sdo consideradas indicadores de poluicdo ambiental. Dessa forma, o presente
tranbalho investigou a presenga de genes intl codificadores de integrons de
Classe I e II. Métodos: durante os meses de maio e junho de 2014 foram
coletados swabs cloacais e/ou fecais de 60 cisnes negros cativos, residentes
no Parque Municipal do Ibirapuera. Realizou-se o cultivo de bactérias em
dgar MacConkey e, apds incubagdo de 24 horas a 37°C, as amostras foram
identificadas pelos métodos bioquimicos convencionais. Foram excluidas do
estudo as estirpes de mesma espécie, isoladas do mesmo animal. Somente
uma colonia isolada e pura foi transferida para caldo BHI e posteriormente
submetida & extragdo de DNA bacteriano pelo método adaptado de Boom,
para a realizagdo de PCR com primers especificos para pesquisa de genes intl
I e II. Resultados: das 60 estirpes de E. coli investigadas, o gene intl I foi
detectado em 11 isolados, enquanto nenhuma expressou intl II. Integrons sdo
elementos genéticos moéveis capazes de capturar, expressar e transmitir genes
cassetes de resisténcia antimicrobiana, frequentemente relacionados a perfis de
multirresisténcia. Anatideos sdo aves rusticas, pouco submetidas a tratamentos
antimicrobianos, entretanto a avifauna estudada estd inserida em uma drea
urbana de alto impacto antrépico. Conclusao: apesar da elevada frequéncia
de integrons de classe I (18%) encontrados nas amostras desses animais, o
papel da avifauna aquatica atribuida ao panorama emergente da resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos ainda nio estd esclarecido, necessitando
de estudos investigativos aprodundados. Apoio Financeiro: FAPESP
(processo n. 2014/078376).
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IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DA PRESENCA DO
CARBAMATO ALDICARBE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA
DE ALTO DESEMPENHO ACOPLADA A DETECTOR DE
ARRANJO DE DIODOS (HPLC-DAD) EM CONTEUDO
ESTOMACAL DE CAES E GATOS

FUKUSHIMA, A. R."23; BASTOS, S."?; SIQUEIRA, A."; GONCALVES,
V. )., CALEFI, A. S."; HAZARBASSANOV, N. Q."; MAIORKA, P. C.;
FLORIO, J. C."; SPINOSA, H. S."

'Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), Sao Paulo, Brasil;
2Universidade Sdo Judas Tadeu (USJT), Sdo Paulo, Brasil; 3Universidade
Guarulhos (UnG), Sao Paulo, Brasil.

Introducdo e Objetivos: As intoxicagdes letais, via de regra, estdo
comumente relacionadas com a area médico-legal; alguns xenobidticos ocupam
lugar de destaque como os principais responsaveis pela ocorréncia desses obitos.
Em medicina legal, tanto humana quanto animal, o grande desafio enfrentado
¢ a elucidagdo da causa mortis e do tempo da ocorréncia da morte quando
os cadaveres sdo encontrados, indicando possivel exposi¢do a xenobiéticos,
os quais sdo adicionados, na maior parte das vezes, intencionalmente, com
a finalidade de causar danos irreversiveis a vitima. No tltimo relatério do
Sistema Nacional de Informagdes Toxico Farmacolégicas (SINITOX), no
ano de 2010, foram relatadas no Brasil 88.270 intoxica¢des envolvendo seres
humanos e animais, sendo que desse total 1.570 (1,8%) foram relatadas em
animais. Existe uma visivel discrepancia numeérica de casos de intoxicagdes
em seres humanos e animais e a literatura mostra que as metodologias
de anilises toxicoldgicas em seres humanos sio amplamente estudadas e
publicadas quando comparadas as técnicas aplicadas a Medicina Veterindria
Legal. Portanto, o desenvolvimento e a validagdo de técnicas analiticas mais
sofisticadas se fazem-se necessarios e contribuirdo para os avangos nesse
aspecto forense da toxicologia veterinaria. E de amplo conhecimento que os
praguicidas sdo responsaveis por intoxicagdes exdgenas, intencionais ou nao
intencionais, em virtude de sua ampla toxicidade e dificuldade para realizacao
de analises toxicoldgicas em amostras bioldgicas; as drogas utilizadas com
finalidades recreacional e abusiva também tém grande importincia nesse
panorama. Nesse contexto, o aldicarbe ¢ um dos principais representantes do
grupo dos n-metilcarbamatos. Ele atua inibindo irreversivelmente a enzima
acetilcolinesterase que atua na metabolizagdo de acetilcolina, o que lhe
reserva alto grau de toxicidade, sendo um dos mais utilizados nas intoxicagdes
propositais em animais. Métodos: Assim, no presente trabalho, foi
padronizada uma metodologia analitica utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), visando a anélise de contetidos estomacais de animais
com suspeita de intoxica¢do por anticolinesterasicos (aldicarbe e carbofurano)
provenientes do Servigo de Patologia Animal e Comparada da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. Pretende-se
validar metodologia analitica voltada a analise dos praguicidas aldicarbe e
metabdlitos (aldicarbe sulféxido e aldicarbe sulfona), carbofurano e forato, em
matriz biologica, com finalidade forense. Resultados: O desenvolvimento
do processo analitico mostrou-se adequado, sendo efetuadas 19 anélises em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Apoio Financeiro:
CAPES, CNPq, FAPESP.



CARACTERIZACOES MACROSCOPICAS E MICROSCOPICAS
DA INTOXICACAO CRONICA POR COBRE EM OVELHA
RODRIGUES, D. M."; LACERDA, A. M. D."; SILVA, E. C."; GOMES, R.
G."; TORRES, L. N."; PINTO, F. C."; DIAS, M. R. B.2; POGLIANI, F. C.%
SUCUPIRA, M. C. A2

'Servico de Patologia Animal, Hospital Veterinario (HOVET), Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo
(FMVZ-USP); 2Servico de Clinica de Bovinos e Pequenos Ruminantes,
Hospital Veterinario (HOVET), Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP).

Introducdo: O cobre é um elemento essencial de todas as células,
participando em reagdes enzimdticas, oxidativas, respiragdo celular e sintese
de catecolaminas. A intoxicagdo cuprica pode ocorrer em todas as espécies
animais, especialmente em ovinos, devido a sua baixa capacidade de excre¢ao
biliar. A intoxicagdo aguda geralmente causa um quadro de gastroenterite,
enquanto a cronica resulta em uma sindrome hemolitica fatal e fulminante. A
intoxicagdo por cobre pode ocorrer por um defeito primario no metabolismo
do cobre no figado, por uma excre¢do biliar do cobre alterada ou por
administragdo excessiva de cobre na dieta. Relato de Caso: Uma ovelha
de trés anos foi encaminhada a Clinica de Bovinos e Pequenos Ruminantes
(HOVET-FMVZ-USP) apresentando dectbito lateral, hemoglobindria
e mucosas amarronzadas, vindo a 6bito logo em seguida. Os exames
laboratoriais indicaram intensa anemia por hemolise e azotemia. A necropsia
revelou intensa ictericia, sangue intravascular de aspecto hemolisado, rins de
coloragdo enegrecida difusa e figado amarelado com bordos arredondados e
padrdo lobular evidente. Microscopicamente, foi observado fibrose e atrofia
acinar hepitica difusa, moderada a severa, com hiperplasia biliar e colestase
associadas; intensa congestdo, hemossiderose e eritrofagocitose esplénica e rins
com presenca de incontdveis cilindros de hemoglobina, predominantemente
nos tubulos contorcidos distais. Discussdo: Os achados anatomopatolégicos
sdo consistentes com hemolise intravascular aguda e severa que, associados ao
histérico clinico e anamnese, corroboram a suspeita de intoxicagdo cuprica
cronica. O quadro hemolitico é decorrente da acumulagdo progressiva de
cobre no figado e sua liberagio stbita. Esse acimulo gera sucessivas lesdes de
mitocondrias e lisossomos hepatocitarios, levando a degeneragao e necrose
e a liberagao do cobre acumulado, lesionando por sua vez as hemdcias e
culminando em dois quadros renais concomitantes: a necrose isquémica, por
hipoperfusao renal, secundaria a anemia hemolitica, e o intenso depésito de
cilindros de hemoglobina nos tibulos distais (a hemoglobinemia, devido a
hemolise, supera a capacidade renal de transporte e excregdo, gerando necrose
tubular). A morte pode ocorrer entre 24 a 48 horas ap6s a crise hemolitica.
Conclusao: suspeita-se que, nesse caso, a intoxicagdo ocorreu pelo excesso
de cobre na alimentagdo ou suplementagdo do animal. A causa mortis deu-se
por choque hipovolémico, devido a hemolise intravascular severa, corroborada
pelas alteragdes esplénicas e renais. Ja os achados hepaticos caracterizam o
quadro cronico do acimulo progressivo de cobre.

XXIIl SEMANA DO VPT

LIPOSSARCOMA EM CAVIA PORCELLUS: RELATO DE CASO
PAIXAO, L. P."; CALDERARO, F. F2; PRAZERES, R. F3

'Graduanda em Medicina Veterindria pela Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Paulista (UNIP/SP); 2MV Prof Dr do Setor de
Anatomia Patolégica do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Paulista (UNIP/SP); 3MV Prof Me do Setor de
Pequenos Animais e Animais Selvagens e Exéticos do Hospital Veterinario
da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Paulista (UNIP/SP).

Introducao: O lipossarcoma é uma rara neoplasia de tecido adiposo que
acomete tanto seres humanos quanto outras espécies animais. A determinagao
do subtipo histolégico e grau de diferencia¢do sdo importantes para o
prognostico e proposta terapéutica. A criagdo de porquinho-da-india (Cavia
porcellus) como animal pet vem crescendo nos ultimos anos devido ao seu
bom temperamento e facil manejo, sendo reconhecida a sua utilizacdo como
cobaia em biotérios. Relato de Caso: Foi atendida no Hospital Veterindrio
da Universidade Paulista uma cobaia fémea, de cinco anos de idade, em mau
estado geral e em dectibito lateral. No exame fisico, evidenciou-se o membro
pélvico direito com presenca de massa firme ovoide com cerca de 8 cm x 4
cm, focos de tlceras e necrose, aderida ao tecido subcutaneo, estendendo-se
por toda a face medial do membro e regido inguinal. O paciente veio a 6bito
com a contengdo e a biopsia incisional da massa foi encaminhada para
exame histopatoldgico, pois a tutora ndo autorizou a realizagdo de necropsia
do animal. O fragmento foi definido como uma formagdo neoplasica
caracterizada por proliferagio de células grandes e redondas com o citoplasma
amplo e macrovacuolizado e nucleo pequeno deslocado para a periferia com
aspecto de adipdcitos. Entre essas areas diferenciadas, havia proliferacio de
células neoplasicas com pleomorfismo moderado, sendo pequenas, ovaladas
ou fusiformes, com citoplasma escasso e microvacuolizado. Foram observadas
células gigantes multinucleadas com citoplasma escasso e poucas figuras
mitdticas. Foram observados focos de hemorragia, necrose e infiltrado
inflamatério com predominio de neutréfilos. Essa descrigao histopatologica
confirmou o diagndstico de lipossarcoma bem diferenciado. Discussao:
sdo raros os registros de lipossarcoma em Cavia porcellus, o que dificulta
a compreensdo do comportamento dessa neoplasia nessa espécie. A nao
realizagdo de necropsia tornou a causa mortis indeterminada, porém o animal
poderia estar anémico pelas frequentes hemorragias no local e poderia ter
metastases, apesar de ndo ser caracteristico desse subtipo da neoplasia. Ainda,
o comprometimento circulatorio pela compressdo de grandes vasos na regiao
pode ter agravado o quadro. A longevidade desses animais, que vivem em
meédia sete anos pode predispor o aparecimento de neoplasias e sugere-se na
literatura que essa condi¢do aumente a partir de trés anos de idade. Nesse caso,
a cobaia tinha cinco anos de idade, sendo provavel a suspeita de neoplasia
nesse animal. Conclusao: Este relato indica que o lipossarcoma deve ser
um diagnoéstico diferencial importante, a ser considerado nessa espécie pelo
clinico.
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DESCRICAO MORFOLOGICA DO EPITELIO DE
REVESTIMENTO DO SACO AEREO NASOFRONTAL EM
CACHALOTE ANAO (KOGIA SIMA)

SACRISTAN, C."; COSTA- SILVA, S."; GROCH, K."; DUTRA, G.%
SANCHEZ-SARMIENTO, A. M."; TORRES, L."; LASSALVIA, C.%
REISFELD, L."; CATAO-DIAS, J. L."

"Departamento de Patologia Experimental e Comparada, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-
USP); 2Aquério Municipal de Santos, Sdo Paulo.

Introducdo: o cachalote-anio (Kogia sima) é um ceticeo odontoceto
pertencente a familia Kogiidae que possui uma estrutura anatdémica
chamada espermacete. Estrutura semelhante também é encontrada em
cachalote (Physeter macrocephalus), apesar de ser filogeneticamente distinto
do cachalote-ando. O espermacete estd envolvido na flutuabilidade e na
produgio de sons mediante uma complexa estrutura anatomica formada pelo
espermacete, o meldo, os labios fonicos e diversos sacos aéreos, entre eles
o saco aéreo nasofrontal. O saco aéreo nasofrontal repousa sobre a por¢ao
caudal da pré-maxila e apresenta parte do seu epitélio recoberto por estruturas
esféricas a ovaladas, medindo cerca de 1 a 2 mm de didmetro e compativeis
com vesiculas. O presente trabalho descreve histologicamente o epitélio de
revestimento do saco aéreo nasofrontal do cachalote-anio. Métodos: em
04/05/2014, um cachalote-ando encalhou na praia de Santos. O animal foi
levado para o Aquario de Santos e veio a 6bito em menos de 24 horas. Durante
a necropsia, realizada logo apds a morte do espécime, foram colhidas amostras
da maioria dos tecidos e drgaos, fixadas em formol a 10% e congeladas. No
exame macroscopico, a por¢ao do saco aéreo nasofrontal aderida a pré-maxila
encontrava-se revestida por um epitélio vesicular, de colora¢io esbranquigada,
distribuido de forma generalizada, mas irregularmente e firme ao corte. As
estruturas mostravam tamanho uniforme (1-2 mm de didmetro) e espago cistico.
Resultados: microscopicamente, foram observadas vesiculas formadas por
abundante tecido conjuntivo, apresentando um espago cistico no seu interior,
com discreta quantidade de substincia eosinofilica, cuja caracterizagao
encontra-se pendente de estudos complementares, e componentes de natureza
glandular em sua base. Essa estrutura foi descrita macroscopicamente por
Clarke em 2003, sem haver, porém, a descri¢do de sua histologia. Discussao
e Conclusdo: Acredita-se que o saco aéreo nasofrontal em cachalote-
ando cumpra a mesma func¢do que o saco aéreo distal nos cachalotes, pois
ambos apresentam um revestimento vesicular e se relacionam com estruturas
similares. No caso do cachalote-anio, as vesiculas aparecem regulares e nio
septadas, diferentemente do que acontece nos cachalotes, nos quais sio menos
uniformes. Nos cachalotes, essas vesiculas contém um fluido seroso, sendo
deformaveis, porém incompressiveis, mantendo espago entre elas para conter
o ar sob as grandes pressoes em situagdes de mergulho, sem permitir o colapso
do saco aéreo distal. Essa pelicula de ar poderia atuar como um refletor de som.
Acreditamos que a fungio das vesiculas observadas no epitélio do saco aéreo
nasofrontal em cachalote-ando poderia ser similar & observada nos demais
cachalotes. Apoio: CAPES, FAPESP e Aquério Municipal de Santos.
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SCRENNING HIPOCRATICO DA EXPOSICAO A SENNA
OCCIDENTALIS POR 28 DIAS EM RATOS

SANTOS, M. V.; UDO, M. S. B.; SPINOSA, H. S.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo (FMVZ-USP)

Introducao e Objetivos: A Senna occidentalalis, ou fedegoso, pode
ser encontrada em pastagens ou como invasora de lavouras. Apesar de ser
popularmente empregada como anti-inflamatério e diurético para humanos,
existem varios relatos de intoxica¢do acidental de animais de produc¢do com as
sementes dessa planta. As principais manifestagdes clinicas da intoxicagao sdo:
diarreia, abatimento, tremores musculares e andar cambaleante. O presente
trabalho avaliou o potencial toxico dessa planta, empregando o screnning
hipocrético dos principais sinais clinicos da intoxicagdo em ratos expostos por
28 dias a ragdo contaminada com sementes de Senna occidentalis em diferentes
concentragdes (1, 2 e 4%). Material e Métodos: quarenta animais foram
distribuidos em quatro grupos iguais (cinco machos e cinco fémeas/grupo).
Grupo controle: recebeu apenas ragao comercial; os grupos 1, 2 e 3 receberam,
respectivamente, ragdo com 1, 2 ou 4% das sementes de Senna occidentalis
por 28 dias. Os animais foram observados diariamente na primeira semana
e, posteriormente, semanalmente, por 15 minutos, quanto aos seguintes
sinais clinicos: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, reflexo auricular,
resposta ao aperto de cauda, reflexo corneal, resposta ao toque e piloerecdo.
A presenga/auséncia de diarreia também foi registrada. Os resultados foram
obtidos qualitativamente e avaliados por mediana de escores. Resultados:
Os resultados da atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, reflexos
auricular e corneal bem como a resposta ao toque na primeira semana foram
semelhantes aqueles das semanas posteriores, entre os grupos experimentais
e controle. Quanto ao pardmetro de aperto da cauda, os resultados indicaram
uma sutil redugdo da resposta ao estimulo nas fémeas dos grupos tratados
quando comparadas ao controle, sinal este observado apenas nos machos de
1%. Em relagdo ao pardmetro piloerecio, foi observado que a exposigio a Senna
occidentalis nao causou alteragao na primeira semana em nenhum dos grupos
observados, porém, nas semanas subsequentes, houve um discreto grau de
piloeregdo: nas fémeas de 2% somente na segunda semana e nas fémeas de 4%
em todas as semanas subsequentes. Ja os machos de 1% apresentaram o mesmo
grau discreto de piloere¢do na terceira semana, os machos de 2% apresentaram
na terceira e quarta semanas e os machos de 4% nas trés semanas. O quadro de
diarreia foi observado em todos os animais, exceto no grupo controle, somente
nos primeiros dias de exposi¢do. Conclusao: Os resultados indicam que
concentragoes de S. ocidentalis na ragao, administrada por 28 dias, causaram
poucas alteragdes clinicas em ratos, exceto pela presenga de diarreia em
todos os grupos tratados. Apoio Financeiro: CAPES através de bolsa ao

primeiro autor.

ESTUDO FENOTiPICO DE CAMUNDONGOS FEMEAS SWISS
ESPONTANEAMENTE OBESAS EM DIFERENTES FASES DA
VIDA

TOBARUELA, C. N.; KLEIN, M. O.; MORI, C. M. C.; FELICIO, L. F.
Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP).

A obesidade é uma enfermidade caracterizada pelo acimulo excessivo de
gordura corporal que se tornou um grave problema de saude publica. Assim,
o desenvolvimento de modelos animais pode auxiliar na compreensao
dos mecanismos envolvidos na doenga bem como no desenvolvimento



de abordagens preventivas e terapéuticas. O presente trabalho avaliou o
crescimento de camundongos fémeas Swiss que se tornam espontaneamente
obesas em idade avangada, oriundas do biotério do Departamento de Patologia
da FMVZ-USP. Para isso, foram realizados dois experimentos: Exp. 1 - as
fémeas foram acompanhadas desde o dia pds-natal 1 (DPN1) até o DPN240;
Exp. 2 - as fémeas foram avaliadas do DPN28o até o DPN485. Em cada
experimento, os animais foram divididos em dois grupos: obesas (grupo OB;
n=10) e ndo obesas (grupo NOB; n=10). Em ambos os experimentos foram
realizados acompanhamento de peso corporal, medi¢ao de comprimento
corporal e medigdo de circunferéncia abdominal. No DPN230, foi realizado
o teste de tolerdncia a insulina (TTI) e no DPN232, o teste de tolerancia oral
a glicose (TTOG) nas fémeas do Exp. 1 e, da mesma forma, nos DPN420 e
422, nas fémeas do Exp. 2. Os resultados obtidos em cada experimento foram
comparados separadamente por meio de ANOVA de duas vias, seguida do
teste de Bonferroni, p<0,05. As fémeas do grupo OB tinham circunferéncia
abdominal e comprimento corporal maiores, comparadas ao grupo NOB, nos
dois experimentos. No Exp. 1, ambos os grupos responderam a aplicagdo de
insulina (TTI) e de glicose (TTOG) como esperado, ndo havendo diferenga
entre os grupos. Ja no Exp. 2 houve diferen¢a significante na resposta a insulina
entre os grupos OB e NOB (TTI), e as fémeas OB tiveram maior pico de
glicemia aos 20 minutos de teste e permaneceram por mais tempo com os
niveis glicémicos elevados (TTOG). Os animais do grupo OB dos Exp. 1 e 2
tiveram aumento significante do ganho de peso corporal ao longo do tempo,
atingindo cerca de 55g e 70g, respectivamente. No Exp. 1, o grupo OB mostrou
ganho de peso elevado apos o DPN81; também ocorreu efeito da interagdo
tempo X grupo significante, indicando que os grupos responderam de forma
diferente ao longo do tempo. Portanto, as alteragdes de ganho de peso elevado,
bem como, maior crescimento corporal e circunferéncia abdominal podem
ser observadas nas fémeas ja no inicio da vida adulta. Entretanto, as alteragdes
metabolicas aparecem apenas em idade avancada (Exp. 2). Assim, mais estudos
30 necessarios para elucidar a origem das alteragdes fenotipicas encontradas.
Apoio Financeiro: CAPES.

EFEITOS DA HIPERPROLACTINEMIA EM RATAS LACTANTES
SOBRE A INFLAMACAO ALERGICA PULMONAR (PROJETO)
PERGAMO, L. M.; TOBARUELA, C. N.; AMAYA, J. E. O.; FELICIO, L. F.
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo (FMVZ-USP).

A inflamagdo alérgica pulmonar, também conhecida como asma, é uma
doenga inflamatoria cronica das vias aéreas, amplamente diagnosticada na
atualidade, acometendo cerca de 235 milhdes de pessoas no mundo todo.
Estima-se que, no Brasil, cerca de 10% da populagdo sofra com o problema.
A hiperprolactinemia é definida como o aumento dos niveis do horménio
prolactina (PRL), o que pode ocorrer normalmente durante a gestagao
e a lactagdo, estando relacionada com a produgéo de leite materno. O PRL
também possui agoes imunomodulatdrias, o que sugere que esse hormonio
possa ter diferentes fun¢des no sistema imune, tais como a manutenc¢io da
fungdo basal dos linfocitos ativados. O presente projeto pretende avaliar
os efeitos da hiperprolactinemia produzida durante a lactagao sobre a
resposta inflamatéria alérgica pulmonar em ratas lactantes sensibilizadas e
desafiadas com a ovoalbumina (OVA). Ratas Wistar, oriundas do biotério do
Departamento de Patologia da FMVZ-USP, serdo divididas em dois grupos:
grupo lactante (Lac - n = 10), no qual as fémeas serdo acasaladas para obtengao
da prenhez, e grupo controle (Con - n = 10), com ratas virgens durante todo
o periodo de estudo. No grupo Lac, o dia em que for observada a presenga de
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espermatozoides no lavado vaginal sera considerado como dia de prenhez o
(DPo). Nos DP 7 e 14, as fémeas serdo sensibilizadas com aplicagdo subcutinea
de 10 pg de ovoalbumina (OVA) juntamente com 10 mg de hidréxido de
aluminio preparados em solugdo salina, na dose de 0,7 ml/animal. Apds o
parto, no dia p6s-natal 2 (DPN 2), as ninhadas serdo padronizadas com 8
filhotes cada (4 machos e 4 fémeas sempre que possivel). Nos DPN 3, 4 e 5, as
ratas lactantes serdo submetidas diariamente a um desafio com a OVA (1% em
PBS), administrada em uma cidmara de inalagdo conectada a um nebulizador
ultrassonico, o qual gera uma neblina (tamanho médio 0,5 - 1,0 um); o tempo
de exposicdo a OVA via aerossol sera de 15 minutos didrios. O grupo Con
sera submetido aos mesmos procedimentos de sensibilizagao e desafio que
o grupo Lac, considerando a fémea virgem aos 8o dias de vida para inicio
do processo (equivalente ao DP o no grupo Lac). No dia seguinte a ultima
sessdo de desafio, serd realizada a eutanasia dos animais, quando serdo obtidas
amostras de sangue periférico, lavado bronco alveolar e coleta da medula dssea
para posterior contagem de leucdcitos totais e diferenciais nas mesmas. Os
animais também serdo avaliados quanto a atividade pré-inflamatéria da PRL,
visando estabelecer se a hiperprolactinemia ocasionada naturalmente durante
a lactagdo interfere na resposta imunoldgica a inflamagéo alérgica pulmonar.

PAPEL DOS ADRENOCEPTORES f EM CELULAS
DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS EM
UM MODELO TUMORAL IN VITRO. (PROJETO EM
ANDAMENTO)

CRUZ, D. S. G.; MASSOCO, C. O.

Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP).

Introducdo e Objetivos: O microambiente tumoral consiste de varios
tipos celulares, incluindo células do sistema imune. Essas células podem
reconhecer e destruir as células tumorais, mas, em determinadas condi¢des,
sdo recrutadas e podem favorecer os tumores, fornecendo substratos para
o crescimento tumoral. O impacto do efeito de estressores psicossociais em
situagdes patoldgicas, como o cancer, vem sendo demonstrado em estudos
basicos, clinicos e epidemioldgicos, os quais tém correlacionado crescimento
tumoral, progressdo e metdstase com situagdes de estresse, ansiedade,
depressao, dentre outras anormalidades psicoldgicas e comportamentais.
O estresse culmina na liberagdo de glicocorticoides e catecolaminas, como
a adrenalina e a noradrenalina, que podem se ligar em adrenoreceptores de
células tumorais. De fato, esses hormonios do estresse parecem favorecer
a proliferagdo celular, evasdo da apoptose, migracdo e invasdo, além de
metdstases e angiogénese nos tumores. Além das células tumorais, algumas
células do sistema imunoldgico também possuem adrenoreceptores, o que
sugere que essas células também possam sofrer regulagdo por esses receptores.
Em especial, as Células Dendriticas (DCs) vém sendo amplamente estudadas
no microambiente tumoral, uma vez que essas células fazem a ligagio entre a
imunidade inata e adaptativa, tendo potencial para gerar respostas voltadas
contra os tumores. As DCs, no entanto, também estao sujeitas as disfungdes
imunes geradas no cancer, podendo adquirir fenétipo e fungdes de células
tolerdgenicas. Essas células, agindo em condigdes patoldgicas, podem inibir a
geragio de uma resposta imune eficiente, voltada contra os tumores. Material
e métodos: no presente trabalho, inicialmente, sera avaliada a expressdo
de receptores beta adrenérgicos em DCs geradas in vitro a partir de células
periféricas mononucleares sanguineas humanas (hPBMCs). Posteriormente,
os adrenoceptores serdo testados para revelar se os mesmos sio funcionais
nessas células. Por fim, as DCs serdo cultivadas com agonistas e antagonistas
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adrenérgicos na presenca de células tumorais, com o intuito de verificar o
comportamento das DCs nesse microambiente. Nessa etapa, as DCs serdo
avaliadas fenotipicamente por ensaios funcionais. Resultados Parciais: a
expressdo protéica dos subtipos de adrenoceptores f foi avaliada pela técnica
de Western Blot. Tanto as DCs imaturas quanto as maduras expressaram o
subtipo B1, mas ndo os subtipos B2 e f3. Conclusées Parciais: apos a
confirmagdo dos adrenoceptores expressos em DCs, espera-se com este
trabalho investigar o comportamento dessas células quando moduladas por
agentes adrenérgicos em um modelo tumoral in vitro, visando a investigagdo
de como a alteragdo da fungio dessas células no estresse pode influenciar na
progressao do cancer.

CARACTERIZACAO BIOMETRICA, DENSITOMETRICA E
HISTOLOGICA DO RADIO E FEMUR DE CALLITHRIX SPP
AO ZERO DIA DE VIDA

RAMOS, S. D."; LOPEZ, A. C. C."; UNRUH, S. M.2; HAGEN, S. C. F2;
SA, L.R. M.1

'Laboratério de Gastroenterologia Experimental e Comparada em
Patologia Ambiental, Departamento de Patologia, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-
USP); 2Servigo de Diagndstico por Imagem, Departamento de Cirurgia,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo (FMVZ-USP).

Introducdo: os ossos apresentam variagio no seu modo de formagio,
crescimento, estrutura e fungio e sdo responsaveis por suporte e protecio do
corpo. No contexto de saude e condi¢do de vida, o desenvolvimento 6sseo
adequado ¢é essencial para que o individuo se torne um adulto saudavel.
O objetivo deste estudo é caracterizar o tecido 6sseo de radio e fémur de
filhotes de zero dias de Callithrix spp., nascidos em cativeiro, do ponto de
vista qualitativo e quantitativo, envolvendo andlise biométrica, histolégica
e por densitometria 6ptica radiogrifica. Materiais e Métodos: Foi
realizado o estudo observacional retrospectivo de 15 carcagas de neonatos de
saguis com zero dia de vida, que vieram a 6bito em criador comercial. Foram
analisados 10 Callithrix penicillata, quatro C. jacchus e um Callithrix spp., sem
considerar-se o género. Os comprimentos em milimetros do radial-estiloidal e
trocantérico-tibial lateral foram obtidos com uso do paquimetro. As imagens
radiograficas, efetuadas com um penetrémetro, foram avaliadas com o
programa Synapse®. Os fragmentos descalcificados em corte longitudinal do
radio e fémur foram processados para exame microscépico. Resultados: O
comprimento médio do radio foi 18,21+0,999mm, e do fémur, 20,17+1,137mm,
considerando as trés espécies (p>0,05). Os resultados densitométricos médios
para as trés espécies foi 0,615+0,125 mmAl, 0,766+0,157 mmAl, 0,607+0,138
mmAl, respectivamente, para as regides de metafises proximal, distal e
diafise do radio e foi 0,723+0,212 mmAl, 0,856+0,238 mmAl, 0,802+0,203
mmAl, respectivamente, para as regides de metafises proximal, distal e
diafise do fémur (p>o0,05). Histologicamente, as espécies apresentaram
vacuolizagdo dos condrdcitos localizados na regido de aparecimento dos
centros secunddrios de ossificagdo no rddio e o disco epifisirio proximal e
distal de ambos os ossos caracterizaram-se por zona hipertréfica com septos
calcificados finos, colunas de duas a 12 células globosas e zona de calcificagdo
com traves finas e irregulares. Conclusao: Este foi o primeiro registro de
biometria, densitometria dptica radiogréfica e caracteristicas histoldgicas do
rédio e fémur em saguis de zero dia de vida nascidos em cativeiro, e passam
a ser disponibilizados como referéncia para o estabelecimento do padrao
de normalidade em infantes de Callithrix spp aos zero dia de vida nascidos
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em cativeiro. Apoio Financeiro: Universidade de Sao Paulo, bolsa de
iniciagdo cientifica institucional (RUSP).

INFLUENCIA DA IVERMECTINA NA MOTIVACAO SEXUAL E
NOS NiVEIS SERICOS DE TESTOSTERONA EM RATOS
MOREIRA, N."; QUEIROZ-HAZARBASSANOQV, N.2; BERNARDI, M. M 3;
SPINOSA, H. 5.2

"Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Experimental e Comparada,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sdo Paulo (FMVZ/USP), Sdo Paulo, SP; ?Departamento de Patologia,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo (FMVZ/USP), Sado Paulo, SP; 3Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Paulista (UNIP), Sdo Paulo, SP.

Introducdo: A ivermectina (IVER) é um antiparasitirio do grupo das
avermectinas, amplamente usado em Medicina Veterindria para o combate de
endo e ectoparasitos. Em mamiferos, diversas evidéncias indicam que essas
substancias quimicas interagem com canais de cloro mediados pelo acido
gama-aminobutirico (GABA) e esse sistema de neurotransmissao participa da
manifestagdo do comportamento sexual. Objetivo: Avaliar se a exposigio
a IVER ¢ capaz de interferir na motivagdo sexual e nos niveis séricos de
testosterona de ratos. Materiais e Métodos: Foram utilizados ratos
adultos da linhagem Wistar distribuidos em trés grupos de dez animais, dois
experimentais e um controle. Os ratos dos grupos experimentais receberam
0,2 ou 1,0 mg/kg de IVER, pela via intraperitoneal (IP); os ratos do grupo
controle receberam pela mesma via 1 ml/kg de solugdo salina (NaCl 0,9%).
Ap6s 15 minutos e 24 horas da administragdo de IVER ou salina, foi efetuada
a avaliagdo da motivagdo sexual e, as 24 horas, a dosagem de testosterona no
sangue. A motivagdo sexual foi avaliada em uma arena delimitada por uma
parede metélica, com dois compartimentos localizados nas extremidades
laterais da arena, nos quais foram colocados os ratos iscas (uma fémea no
estro e um macho); mede-se o tempo e a frequéncia com que o rato teste
fica nas proximidades dos ratos iscas. Assim, foram avaliados o niimero de
entradas na zona de incentivo do macho (ZIM) e da fémea (ZIF), e o tempo
total na ZIM e na ZIF. Para a concentracio de testosterona no sangue, 0s
niveis séricos foram determinados pela técnica de enzima imunoensaio de
duplo anticorpo, empregando-se kits comerciais. Resultados: Em relagido a
motiva¢do sexual, a ANOVA de duas vias ndo mostrou diferencas significantes
em nenhum dos parametros, tanto em relagdo aos grupos como em relagao
ao tempo. Quanto aos niveis séricos de testosterona, a ANOVA de uma via
mostrou diferengas significantes entre os grupos e o teste de Dunnett revelou
redugdo do nivel de testosterona na dose de 1,0 mg/kg em relagdo ao grupo
controle. Conclusao: Achados anteriores mostraram que 1,0 mg/kg IVER,
via IP, 15 minutos apds a administragdo prejudicou o comportamento sexual
dos machos (aumento da laténcia para a monta e intromissdo), sendo sugerido
que esse efeito poderia ser atribuido ao estado motivacional do animal. Frente
a essa questao, este estudo buscou avaliar a motivagao sexual de ratos machos,
e verificou que o prejuizo do comportamento sexual, observado em achados
anteriores, nao pode ser conferido a aspectos sexuais motivacionais. Todavia,
a redugio dos niveis de testosterona pode ser atribuida a disfungdes sexuais.
Apoio Financeiro: CNPq e CAPES.



AVALIACAO MORFOMETRICA DA HEMOSSIDEROSE
HEPATICA EM PINGUINS-DE-MAGALHAES (SPHENISCUS
MAGELLANICUS) NATURALMENTE INFECTADOS POR
PLASMODIUM SPP (PROJETO EM ANDAMENTO)

EWBANK, A. C."; VANSTREELS, R. E. T.2; STREFEZZI, F. R.3; CATAO-DIAS,
J.LA

'Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), Sdo Paulo, SP,
Brasil; 2Aiuka — Consultoria em Solu¢des Ambientais; 3Laboratério
de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT), Departamento de
Medicina Veterinaria, Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, SP, Brasil; “Departamento de
Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo (FMVZ-USP), Sao Paulo, SP, Brasil.

Introducdo e Objetivos: Pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus
magellanicus) debilitados, que atingem a plataforma continental brasileira
durante sua migragdo invernal, recebem atendimento em centros de
reabilitacdo ao longo do litoral. Nesse periodo os animais sdo suscetiveis a
maldria avidria, doenca capaz de desencadear surtos fulminantes, com altas
taxas de mortalidade, e de aspecto epizodtico, representando uma ameaga
a conservagdo de espécies suscetiveis. Resultados recentemente obtidos
sugeriram a existéncia de correlagdo entre o desenvolvimento desses animais
e a ocorréncia de hemossiderose hepética. O presente trabalho empregou
técnicas histoquimicas e morfométricas para identificar e quantificar os
padroes morfoldgicos da hemossiderose hepética em pinguins-de-Magalhaes
naturalmente infectados com Plasmodium spp., previamente caracterizados
por meios morfolégicos e moleculares. Material e Métodos: foram
examinadas amostras de figado de 21 animais pertencentes ao Banco de Tecidos
de Animais Selvagens do LAPCOM. As técnicas de Reticulina e Giemsa foram
utilizadas para a analise e descri¢ao histopatolégica. Liminas com coloragao de
Perls foram examinadas ao microscopio com uso de sistema computadorizado
de analise de imagem (Image ProPlus, version 5.1.2.59, Media Cybernetics).
O centro da lamina foi fotografado e utilizado como campo de referéncia a
objetiva de 40x. Outras oito imagens foram gravadas como arquivos TIF, a sopum
desse ponto, a intervalos de 45°, sob as mesmas condigoes de luminosidade. Os
depositos de hemossiderina foram delineados semiautomaticamente, a partir
da mais baixa intensidade de azul até a mais alta. O zoom digital maximo
foi padronizado em 50%. O valor médio das porcentagens de areas ocupadas
por hemossiderina em nove campos foi denominado indice de hemossiderose
hepitica (IHH). Resultados e Discussdo: as amostras encontram-se
em processo de andlise morfométrica. O IHH individual serd comparado
aos parametros: instituigio de origem, espécie de Plasmodium infectante e
alteragdes histopatoldgicas. Os resultados serdo analisados por Andlise de
Variancia ou Testes de Correlagdo, dependendo do tipo de dado em questio.
O maior desafio serd o estabelecimento da correlagdo e contextualizagdo dos
resultados obtidos com o histérico disponivel no periodo de ingresso nos
centros de reabilitagio. Conclusao: a ocorréncia de hemossiderose em
aves com maldria ja foi relatada anteriormente, mas esta sera a primeira vez
que a sua extensdo, registrada por avaliagdo histopatoldgica, morfometria e
mensuragao do IHH, serd comparada com a espécie de Plasmodium infectante
em pinguins-de-Magalhaes. Serd investigada a existéncia de correlagdo entre
hemossiderose e a maldria avidria, bem como, a sua significancia e quais
morfoespécies de Plasmodium causam hemossiderose mais acentuada. Apoio
Financeiro: CAPES e FAPESP.
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SHORT-TERM HYPERPROLACTINEMIA DECREASES
ALLERGIC INFLAMMATORY RESPONSE OF THE LUNGS
OCHOA-AMAYA, J. E.'* HAMASATO, E. K.'; TOBARUELA, C.
N."; QUEIROZ-HAZARBASSANOV, N.'; ANSELMO-FRANCI, J. A%
PALERMO-NETO, J."; GREIFFO, F. R.3; DA SILVEIRA, E. C.3; DE PAULA-
VIEIRA, R3; LIGEIRO DE OLIVEIRA, A. P.3; MASSOCO, C. O.% FELICIO,
L.F

'Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), Sdo Paulo, SP; 2Laboratorio
de Neuroendocrinologia da Reproducdo, Universidade de Sdo Paulo,
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, SP; *Programa
de Pés-Graduagdo em Biofotdnica Aplicada as Ciéncias da Saude,
Universidade Nove de Julho, Sdo Paulo, Brasil; *Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales, Programa de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad de los Llanos, Villavicencio, Colémbia.

Purpose: the present study evaluated the effects of short-term
hyperprolactinemia induced by domperidone before ovalbumin antigenic
challenge on the lungs allergic inflammatory response. Materials and
Methods: animals and experiment outline male rats aged 60 to 9o days old
were divided randomly into four groups; a naive group (N) with no treatment
and no lung allergy; a control group (C), a vehicle group (V), and domperidone
group (D) with induced lung allergy and respective treatments. On day o, all
animals of groups (C), (V) and (D) were injected with OVA and were boosted
on day 7. Between days 10 to 14, group (D) was treated with domperidone as
described previously, whilst group (V) was administered NaCl 0,9%. On days
15, 16 and 17, animals in groups (C), (V) and (D) received OVA in aerosol form
to induce lung allergy. Allergic lung inflammation model in rats were sensitized
by 10 pg ovalbumin (OVA; Egg Albumin Grade II) and 10 mg of aluminum
hydroxide, dissolved in PBS (phosphate-buffered saline) and administered by
subcutaneous injection (day o) at a dose of o1 mg.kg-1. One week later (day
7), rats were boosted subcutaneously receiving the same treatment. For the
challenge with OVA aerosol (1% in PBS) animals were individually placed in an
inhalation chamber connected to an ultrasonic nebulizer for 15 minutes per day
for three consecutive days (days 15, 16, 17). Experimental hyperprolactinemia
to induce hyperprolactinemia, domperidone was injected in rats at a dose
of 5.1 mg.kg-1 per day, i.p., for 5 days. Total and differential leukocyte counts
from bronchoalveolar lavage (BAL), femoral marrow lavage (FML), and
blood were analyzed. The percentages of mucus and collagen production
were evaluated microscopically. Enzyme-linked immunosorbent assays were
performed to measure serum corticosterona, adrenaline and prolactin levels
and interleukin-4 (IL-4), IL-6, IL-10, and tumor necrosis factor-alpha (TNF-
alpha) expression in lung explants. Results: the rats that were subjected to
short-term hyperprolactinemia exhibited a decrease in leukocyte counts in
bronchoalveolar lavage, cellularity decrease in femoral marrow lavage fluid, a
lower percentage of mucus and concentration of serum adrenaline, whereas it
was observed an increase in lung IL-4, IL-6, IL-10, and TNF-alpha expression.
Conclusion: hyperprolactinemia induced before antigenic challenge
decreased allergic lung inflammation. These data suggest that prolactin may
play a role in the pathophysiology of asthma, and shows also the involvement
of the sympathetic nervous system (SNS) through serum adrenaline
reduction. The present study demonstrates a prospective beneficial side effect
of domperidone for asthmatic patients. Gratefully acknowledge the
following grants: 09/51886-3 FAPESP and 5984-11-4 CAPES.
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ESTUDO RETROSPECTIVO (2003-2012) DO PERIODO DE
INCUBACi\O DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA RAIVA DE
DIFERENTES ESPECIES INOCULADAS EM CAMUNDONGOS
JARCOVIS, R. L. M.2; GAMON, T. H. M."; NOGI, K. I.2; FAHL, W. O.%
ASANO, K. M.z, ACHKAR, S. M.z, MAIORKA, P. C."; MORI, C. M. C.";
MORI, E."?

'Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), S3o Paulo/SP,
Brasil; 2Instituto Pasteur. Avenida Paulista, 393, 01311-000, Sdo Paulo/
SP, Brasil.

Introducao e Objetivos: a prova bioldgica (PB) de inoculagdo
intracerebral (IC) em camundongos com o virus da raiva (RABV) apresenta
sensibilidade diagndstica superior ao teste de imunofluorescéncia direta (IFD).
No entanto, o tempo necessario para o diagnéstico pela PB ¢ maior que o
consumido pela IFD, pois é dependente do periodo de incubagao (PI) viral
ap6s inoculagdo IC. A determinagio da duragdo desses periodos de observagio
(PO) em camundongos apos inoculagdao IC com RABV foi estabelecida por
observagdes empiricas. Com o intuito de estabelecer a duragao do PO dos
camundongos da linhagem Swiss inoculados IC com amostras clinicas (SNC,
saliva e liquor) positivas para raiva, provenientes de diferentes espécies animais
e humanos, oriundos do setor de Diagndstico do Instituto Pasteur de Sdo
Paulo, foi realizado um estudo retrospectivo de dez anos do PI para raiva em
camundongos inoculados pela via intracerebral. Material e Métodos:
foi realizado o levantamento de dados constantes das fichas de observagéo
de camundongos inoculados com o virus da raiva do Instituto Pasteur,
abrangendo o periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2012. Resultados
e Discussao: Das amostras raiva positivas, observaram-se os seguintes PI,
com valores expressos em média + desvio padrdo (minima e méxima): 10,5+3,2
(5-18) dias para 92 amostras de humanos; 11,4+3,8 (6-37) dias para 489 amostras
de quirépteros; 10,8+2,8 (5-24) dias para 484 amostras de bovinos, 12,245 (6-
43) dias para 172 amostras de cies; 12,3+4,1 (6-27) dias para 133 amostras de
equinos; 11,3+4 (6-21) dias para 30 amostras de felinos; 12,3+3,5 (6-25) dias para
118 amostras de raposas; 9,4+3,1 (6-16) dias para 23 amostras de primatas nao
humanos; 12,3+3 (9-16) dias para quatro amostras de ovinos; 10,6+3,8 (6-15)
dias para cinco amostras de caprinos; 12+3,9 (7-16) dias para cinco amostras
de suinos; 23,5+10,6 (16-31) dias para duas amostras de muares; 14%1,4 (13-15)
dias para duas amostras de asininos; 21,5+10,6 (14-29) dias para duas amostras
de guaxinins; 10 dias para uma amostra de bubalino. Conclusdo: Conclui-se
que os PI nos camundongos inoculados IC entre as diferentes amostras de
animais e de humanos apresentaram resultados semelhantes, sendo que o
PO inferior a 21 dias tradicionalmente adotado por alguns laboratérios no
diagnoéstico para raiva, contemplaria a maioria das amostras raiva positivas
pela PB (98,2% das amostras de quirépteros; 99,6% das amostras dos bovinos;
95,3% das amostras de cies; 95,5% das amostras de equinos; 98,3% das amostras
de raposas; 100% das amostras de humanos, felinos, primatas nao humanos;
caprinos, ovinos, suinos, asininos e bubalinos). No entanto, em virtude de
algumas amostras apresentarem PI superior a 21 dias, sugere-se em alguns
casos, como em animais silvestres, equideos e cies, seja adotado um PO de
pelo menos 30 dias.
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PNEUMONIA INSTERSTICIAL PARASITARIA ASSOCIADA
A PARAFILAROIDES SP EM LOBO-MARINHO SUB-
ANTARTICO (ARCTOCEPHALUS TROPICALIS) NO LITORAL
DE SANTA CATARINA

COSTA-SILVA, S."; MARIGO, J.1; GROCH, K. R."; SACRISTAN, C. Y.T,
SANCHEZ-SARMIENTO, A. '; EBERT, M."; HOLZ, A. C. 2; SCHULZE, B.3;
SARTORI, C. M. 2; PAITACH, R. L. 2, DOS SANTOS, N. Z. 2, CREMER,
M. J.2; CATAO-DIAS, J. L.1

1. Departamento de Patologia experimental e comparada da Faculdade
de Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sdo Paulo (USP).
2. Laboratério de Nectologia, Universidade da Regido de Joinville
(UNIVILLE).

Introducdo: os pinipedes sio mamiferos marinhos compreendidos
principalmente pelas focas e lobos marinhos (ordens Phocidae e Otaridae).
Os Parafilaroides sp sao nematoides pertencentes a familia Metaestrongylidae,
geralmente encontrados em alvéolos e bronquiolos e, com menor frequéncia,
em bronquios desses animais. Relato de caso: um lobo marinho sub-
antértico (Arctocephalus tropicalis), macho, subadulto (1,57m) foi encontrado
morto na Praia do Forte (-26°,16776S/-48°,52916 W), em Sao Francisco do Sul,
litoral norte de Santa Catarina, no dia 19/08/13. O animal foi levado para a
Unidade Sao Francisco do Sul/UNIVILLE (-26, 21810°W/-48, 57163°S), onde
foi mantido congelado até a necropsia realizada no dia 26/06/14 pela equipe de
pesquisadores do LAPCOM/FMVZ/USP, juntamente com a equipe do Projeto
Toninhas/UNIVILLE. As principais alteracdes encontradas durante o exame
necroscopico foram caquexia, tlceras pildricas estomacais, provavelmente
associadas a presenga de embalagem plastica visualizada durante a necropsia,
nematoides gastrointestinais (Anisakidae), nematoides em luz bronquial
e material espumoso em traqueia. Ainda, macroscopicamente os pulmdes
apresentavam lesdes miliares multifocais amarelo-esbranquigadas com o
centro enegrecido variando de 0,5 a 1,0 cm de didmetro, elevadas, distribuidas
de forma generalizada pelo parénquima pulmonar e na regido subpleural e
contendo pequenos nematoides. Amostras de multiplos tecidos e drgéaos
foram colhidas e fixadas em formol 10%. Concomitantemente, foi realizada
cultura microbioldgica a partir de swabs com meio de Stuart colhidos do
parénquima pulmonar. Na microscopia foi observada pneumonia intersticial
predominantemente mononuclear multifocal associada & congestio e
hemorragia moderada-severa, com marcantes areas de enfisema adjacentes aos
parasitas adultos. Também foram observadas estruturas compativeis com larvas
parasitarias em processo de calcificagdo distréfica no intersticio pulmonar. A
identificagdo parasitaria é compativel, morfologicamente, com Parafilaroides
sp. A confirmagdo molecular estd sendo realizada paralelamente a esse estudo.
Discussdo e conclusao: a infestacdo por Parafilaroides sp pode causar
sérias complicagdes, incluindo processos respiratdrios fatais, em hospedeiros
imunocomprometidos. No presente relato os parasitas pulmonares tiveram
provavelmente uma contribuigdo importante no quadro clinico respiratdrio
e 6bito do animal. Investigacdes complementares estio sendo realizadas em
busca de possiveis agentes imunodepressores. Apoio: CAPES, FAPESP,
UNIVILLE e PETROBRAS - Ambiental. Agradecimentos: Sandara
Squario e Laura Reisfeld.



ESTUDO RETROSPECTIVO DOS CASOS DE CANCER
ATENDIDOS NO HOSPITAL MUNICIPAL VETERINARIO DE
SAO PAULO DE JULHO DE 2012 ATE JULHO DE 2013
TEDARDI, M.V.", GRANDI, F2 ,BESERRA, H. E. O.2, ATUI, F. P.", PAIVA,
H.B.R3, KIMURA, K.C." PEDRA-MENDONCA, P.#, LATORRE, M.R.D.O-5,
IBANEZ, J.F3, DAGLI, M.L.Z

1. Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinria e
Zootecnica, Universidade de Sdo Paulo. 2. Departamento de Patologia,
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
3. Hospital Veterinario Municipal de Sdo Paulo, Servico Anclivepa.
4. Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnica, Universidade de Sdo Paulo. 5. Departamento de
Epidemiologia, Faculdade de Satde Publica, Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: os registros de cincer sdo importantes
por identificarem fatores de risco, avaliarem a resposta aos tratamentos e
permitirem a caracterizagdo e a distribuigdo geografica da doenga. Em maio
de 2013 o Nucleo de Apoio a Pesquisa em Oncologia Veterinaria (NAP-
ONCOVET) fundou o Registro de Cancer Animal de Sdo Paulo (RCA-SP), o
primeiro da América Latina. O Hospital Veterindrio Municipal de Sao Paulo
(HVMSP) ¢ parceiro do RCA-SP e o presente trabalho descreve os casos de
cancer atendidos pela institui¢io apés um ano de atendimentos. Materiais
e métodos: Coleta de dados: estudo retrospectivo dos casos de neoplasias
malignas em cées atendidos no HMVSP pelo Registro de Céncer Animal de
Sdo Paulo entre julho de 2012 e julho de 2013 e que obtiveram confirmagio
diagnostica por exame histopatoldgico. Casos duplicados e recidivas foram
excluidos da base de dados. Codificagio e padronizagio de informagoes: as
ragas caninas foram listadas e codificadas segundo a Fédération Cynologique
Internationale (FCI) e a raga de gatos segundo a Fédération Internationale
Féline (FIFe). A lista das localizagdes e diagnosticos morfoldgicos foram
adaptados da Classificagdo Internacional de Doengas para Oncologia,
32 edigdo (CID-O-3). O software R (versdo 3.0.2, 2013, R Foundation for
Statistical Computing) foi utilizado para a anélise dos dados. Resultados
e discussdo: a amostra da base de dados é constituida predominantemente
por cées (96,46%), sendo a sua maioria fémeas (82,50%), com a média de 10,04
anos de idade, desvio padrao de 3,11 anos. A localizagdo neoplésica primaria
mais frequente foi a mama (66,13%) seguida pelas neoplasias cutineas (17,82%)
e genitais (5,62%). As localizagdes primdrias menos frequentes foram trato
urinario (0,32%), olho (0,32%) e sistema respiratério (0,16%). Esses resultados
variam conforme regido geogréfica, sendo que cancer de mama em cadelas
varia de 30 a 45% dos casos atendidos na Dinamarca, Itdlia e Inglaterra,
e a ocorréncia de neoplasias cutineas de 20 a 40% nos mesmos paises. A
neoplasia mamaria maligna mais frequente foi o carcinoma em tumor misto
(44,8%), seguida do carcinoma complexo (14,88%) e do carcinoma tubular
simples (11,22%). Os grupos neopldsicos cutaneos mais frequentes foram
carcinomas (33,33%), neoplasias mesenquimais de células redondas (27,93%)
e mesenquimais de células fusocelulares (13,51%). Os tipos histoldgicos mais
frequentes em pele foram o mastocitoma (23,42%), o carcinoma de células
escamosas (18,92%) e 0 hemangiossarcoma (10,81%). Conclusdo: O Hospital
Veterindrio Municipal de Sdo Paulo atende predominantemente cies com
cncer em mama, pele e genitais. Apoio financeiro: FAPESP (processos
n° 2012/10957-8 € 2013/04434-5).
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CARACTERIZACAO DE CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS
ORIUNDAS DE CARCINOMAS MAMARIOS EM CAES
CORDEIRO, Y. G"; BRASIL, E. C."; GOMES, S. A."; XAVIER, P. L. P.;
STREFEZZI, R. F.."?; FUKUMASU, H."?

1. Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional, LOCT,
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, USP. 2. Prof. Dr.
Departamento de Medicina Veterinaria. Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, USP.

Introducdao e objetivos: o desenvolvimento e a caracterizagio de
modelos para o estudo de neoplasias humanas e animais é de extrema
relevancia para a melhoria do diagnéstico e tratamento do céncer. Os
carcinomas de mama espontineos caninos, assim como em mulheres, sdo
uma das neoplasias mais frequentes e com grande indice de mortalidade
nos individuos afetados. Apresentam diversas semelhangas histoldgicas e
moleculares com os carcinomas humanos, razdo pela qual se tem dado cada
vez mais importincia para o estabelecimento de modelos para estudos in
vitro. O presente trabalho caracterizou as linhagens celulares provenientes
de neoplasia de glandula mamaria em cadelas. Métodos: seis amostras de
neoplasias mamadrias foram coletadas a partir de mastectomias realizadas em
clinicas veterindrias particulares. Apds a dissociagdo mecénica e enzimatica
dos fragmentos, os materiais foram cultivados em meio DMEM-Fi2
suplementado com 0,5% de soro fetal bovino, 1% MEGS (Mammary Epithelial
Growth Supplement, Life Technologies) e 1% de antibidtico/antimicético,
em ambiente controlado, até a estabilizagdo do cultivo primdrio. Para a
caracterizagdo celular, foram realizadas: marcagdes imunocitoquimicas para
citoqueratina (clone A1/A3), vimentina (V9) e a-actina (clone HHF35);
avaliagdo citogenética por cariotipagem nos materiais submetidos a coloragao
de Giemsa; e calculo do tempo de duplicagdo dos cultivos, baseado em um
intervalo de 24 horas por um periodo de seis dias. Resultados: todos os
cultivos celulares se mostraram vidveis e permanecem estaveis até o presente
momento. As células apresentaram uma forte expressdo de citoqueratina e
vimentina indicando um alto grau de malignidade, uma vez que a co-expressao
destes filamentos intermediarios tem sido relacionada com um perfil tumoral
mais invasivo. A andlise citogenética revelou aneuploidia em cerca de 50%
das células cancerosas dos animais, confirmando a instabilidade genoémica
caracteristica das neoplasias. O tempo de duplicagdo dos cultivos variou de
20 a 50 horas, apesar das condigdes de cultivo celular terem sido iguais para
todas as amostras avaliadas. Conclusao: foi possivel a caracterizagio dos
cultivos celulares oriundos de neoplasias mamarias em cées. Os resultados
obtidos concordam com os registrados em trabalhos semelhantes, tanto para
linhagens humanas, quanto animais, sugerindo que as linhagens celulares
obtidas poderao ser utilizadas no futuro visando o progresso no diagnostico e
tratamento do cincer. Apoio Financeiro: CAPES e CNPQ.
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TUMORACAO INTRACELOMATICA EM UM COLEIRINHA
(SPOROPHILA CAERULESCENS)

LACERDA, A.M.D."; SILVA, E.C."; GOMES, R.G."; RODRIGUES, D.M.,
TORRES, L. N."; GUIMARAES, M. B.2; DAVIES, Y. M.2; MATUSHIMA,
E.R.1

1. Servico de Patologia Animal — Hospital Veterinario (HOVET) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo
(FMVZ-USP). 2. Ambulatério de Aves - Hospital Veterinario (HOVET) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo (FMVZ-USP)

Introducdo: as tumoragdes intracelomdticas em aves com etiologias
diversas, tais como neoplasias, organomegalia, dilatagdes cisticas e retengao
de ovo (fémeas) tendem a provocar marcante distensio abdominal. Os
sinais clinicos associados sao: letargia, perda da vocalizagao, hiporexia e
dispneia. Relato de caso: um Sporophila caerulescens, popularmente
conhecido como coleirinha, macho, de aproximadamente 15 anos de idade, foi
encaminhado ao Ambulatério de Aves (HOVET FMVZ-USP) no dia 11/12/2013
com um quadro de hiporexia, aumento de volume abdominal e perda do
empoleiramento, com evolugdo de 15 dias. O exame fisico e radiografico
revelou presenca de uma estrutura intracelomatica compressiva de consisténcia
firme - o animal veio a 6bito antes da realizagdo da laparotomia exploratoria.
A necropsia revelou a presenga de uma tumoragao intracelomatica de formato
arredondado e coloragio amarelada, medindo aproximadamente 1,5 cm de
diametro, em topografia de testiculo esquerdo, deslocando todos os demais
6rgaos para a esquerda. A microscopia caracterizou a proliferagiao neoplasica
testicular multilobulada, que ocupa a totalidade do parénquima, composta
por células alongadas dispostas perpendicularmente a uma membrana basal
(tibulos seminiferos) com abundante estroma fibrovascular hialinizado - as
células neopldsicas apresentam moderada atipia celular com figuras de mitose
infrequentes. A neoformagao ¢é histopatologicamente compativel com um
sertolinoma. Discussao: as células de Sertoli sio responséveis pelo suporte
das espermatogonias dentro dos tubulos seminiferos testiculares e também
pela atividade de maturagdo e sincronizagdo espermatogénica. O tumor
das células de Sertoli (sertolinoma) é comum em cées e ji foi descrito em
bovinos, equinos, caprinos, felinos e diferentes espécies de aves, especialmente
em periquitos-australianos. Essa neoplasia é descrita macroscopicamente
como expansiva, arredondada a multilobulada, encapsulada, de coloragao
esbranquicada (mamiferos) a amarelada (aves) — pode apresentar degeneracao
cistica intralesional. Histologicamente sdo caracterizadas como proliferagao
de células alongadas, semelhantes as células de Sertoli normais — o arranjo
se da intraluminal aos tubulos seminiferos, onde as células organizam-se ao
longo da membrana basal tubular. Variantes malignas podem ainda apresentar
padrdo infiltrativo e em aves tendem a ocupar a totalidade do parénquima
testicular. Conclusao: Dentre as aves canoras silvestres, o coleirinha
apresenta uma das maiores longevidades descritas (cerca de 30 anos), o que
pode estar relacionado ao surgimento de neoplasias. A causa mortis do animal
provavelmente foi consequéncia do efeito de compressio esplancnica difusa
pelo sertolinoma intracelomdtico, cujo tamanho tém significancia clinica
devido ao porte do animal.
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EFEITOS DA INIBICAO DA MAGL E A PARTICIPACAO DOS
RECEPTORS CANABINOIDES CB1 E CB2 NA ATIVIDADE E
NO RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS EM UM MODELO
MURINO DE INFLAMACAO PULMONAR AGUDA
COSTOLA-DE-SOUZA, C.; CALEFI, AS.; VITORETTI, L.B.; GEMENES-
JUNIOR, J.A.; GREIFFO, FR.; FERRAZ-DE-PAULA, V.; RIBEIRO, A.;
LIGEIRO-OLIVEIRA, A.P.; PALERMO-NETO, J.

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

A sinalizagdo por endocanabindides é finalizada por meio de hidrélise
enzimatica; um processo que para o endocanabindide 2-Arachidonoylglycerol
(2-AG) ¢ mediado pela lipase monoacilglicerol (MAGL). O JZL184 ¢ um
farmaco que apresenta alta seletividade na inibigdo da MAGL. Assim, o
JZL184 aumenta os niveis de 2-AG que, por sua vez, atua sobre os receptores
canabinoides CB1 e CB2 produzindo diversos efeitos como, por exemplo, o
anti-inflamatorio. A inflamag¢do pulmonar aguda (ALI) e a sua forma mais
grave, a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), em humanos,
sdao doengas pulmonares, caracterizadas por infiltrado pulmonar bilateral
com acumulo de neutréfilos. A sepse é a causa mais comum da ALI/SDRA;
aproximadamente 40% de pacientes com sépsis, também apresentam ALI
ou ARDS e a ALI/ARDS sio sindromes graves associadas com mortalidade
superior a 40%. Considerando-se que nao ha cura para a ARDS / ALI, foi
utilizado um modelo murino de ALI para averiguar se a inibi¢do da MAGL
seria capaz de aliviar os sintomas inflamatdrios ou, até mesmo, promover a cura
do processo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da inibigao
da MAGL (com o JZL184) na atividade e no recrutamento de neutréfilos em
um modelo Murino de inflamagio pulmonar aguda (ALI) induzida por LPS.
Cinquenta camundongos Cs57Bl/6 machos fora utilizados (5-10 por grupo)
e divididos em trés grupos: veiculo+salina, veiculo+LPS e JZL184+LPS.
Os animais foram tratados com JZL184 (16mg/kg) ou veiculo pela via
intraperitoneal (i.p.) e 60 minutos depois foi instilado LPS (100ug/ mL; 1uL/g)
ou salina pela via intranasal. Seis, 24 e/ou 48 horas ap6s a indugdo da ALI foram
coletados o lavado bronco alveolar (BAL) e os pulmdes dos camundongos para
a andlise das citocinas KC e MIP-2 e para anélise da atividade de neutrofilos
avaliada por MPO. Dada a observagao de resultados anti-inflamatérios, foram
administrados, 30 minutos antes do tratamento com o JZL184, os antagonistas
de receptores CB1 ou CB2: 0 AM281 e 0 AM630, respectivamente (i.p. 2,5 e/
ou smg/kg). O LPS aumentou os niveis de KC, MIP-2 e MPO e o tratamento
com 0 JZL184 preveniu tais alteragdes. O tratamento com os antagonistas de
receptores CB1 e CB2 preveniram os efeitos anti-inflamatdrios causados com o
bloqueio da MAGL. Contudo o estabelecimento da ALI foi evidente 6, 24 e 48
horas ap6s a indugao da inflamagéo e foi constatado que o bloqueio da MAGL
produziu efeitos anti-inflamatérios. Os receptores CB1 e CB2 mostraram-se
conectados com os efeitos anti-inflamatdrios do JZL184 no modelo murino de
ALL Apoio financeiro: FAPESP 2011/10181-7; 2009/51886-3.



A EXPERIENCIA REPRODUTIVA PODE TORNAR UMA MAE
MAIS RESISTENTE A DOR? ASPECTOS MOLECULARES,
FISIOLOGICOS E COMPORTAMENTAIS DA NOCICEPCAO
EM RATAS: PAPEL DO RECEPTOR OPIOIDE TIPO DELTA
CEZAR, L. C."; VIDAL, R.2; CAMARINI, R.3; BERNARDI, M. .M.4, FELICIO,
L. F5 TEODOROV, E.¢

1. Mestranda no Departamento de Patologia Experimental e Comparada
- FMVZ/USP. 2. Bolsista de Treinamento Técnico no Centro de
Matemaética, Computacdo e Cognigcdo — UFABC. 3. Livre docente no
Departamento de Farmacologia - ICB/USP. 4. Professora e pesquisadora
na Universidade Paulista- UNIP. 5. Livre docente no Departamento de
Patologia Experimental e Comparada - FMVZ/USP. 6. Professora Adjunta
Il no Centro de Matematica, Computagdo e Cognicdo — UFABC.

Introducao: j4 se sabe que a maternidade torna as mées mais agressivas
que seus limiares de dor parecem alcangar niveis muito altos, ja podem se
submeter a frio, calor e fome intensos desde que seus filhos nada sofram.
Dessa maneira supde-se que a mulher/fémea tenha um imput para ser
maternal, particularmente quando ha a presenca do filho/prole e que exista
um mecanismo analgésico enddégeno ativado quando a fémea encontra-se
nessa situagdo. O surgimento e a manuten¢iao do Comportamento Maternal
sdo controlados pela intera¢do de fatores ambientais, bioquimicos, hormonais
e neurais. Os opidides estdo intimamente ligados ao processo modulatério
nociceptivo e quando ativados atuam por meio de receptores de subunidades
mu, kappa e delta distribuidos pelo SNC, cuja ativagao inibe a transmissao
do estimulo nociceptivo aos centros superiores de processamento. O presente
trabalho avaliou se a experiéncia reprodutiva pode modular aspectos
moleculares e fisiolégicos em ratas. Métodos: os animais, primeiramente
acasalados ou ndo, utilizando-se grupos de dez animais por categoria:
nuliparas, primiparas, multiparas com duas gestagoes, multiparas com trés
gestagdes, multiparas com quatro gestagdes e multiparas com cinco gestagoes.
Ao 2° dia de lactagio as ratas foram tratadas com uma injegdo intraplantar
de solugdo salina & 0,9% (até 1 ml/kg) ou carragenina (300oug/1000ul)
sendo posteriormente realizada a avaliagdo de hiperalgesia por meio de
analgesimetro digital (Von Frey). Na pata ipsilateral (esquerda) dos animais
foi injetado carragenina e/ou salina, na pata contralateral (direita) nada foi
injetado sendo assim o controle. Ap6s decapitagio as estruturas de interesse
(estriado, PAG, hipotalamo) foram retiradas para as avaliagdes da expressao de
Oprdi. Resultados: Ao analisar os dados do Von Frey, as ratas nuliparas,
primiparas, multiparas duas, multiparas trés, multiparas quatro e multiparas
cinco apresentaram queda significante no limiar de resposta nociceptiva, sendo
evidente no pico da 3* hora pds-injecio. Na avaliacdo da expressdao de Oprd1
observou-se aumento significante na expressao do gene quando ratas foram
tratadas com carragenina nos grupos multiparas com duas e cinco gestagoes
somente no estriado, evidenciando a participagdo de receptores opidides em
circuitos de modulagdo da dor. Conclusado: ficou evidente que as ratas de
5* gestacdo apresentam um limiar nociceptivo diferente dos demais grupos
e que sentem muito menos ao estimulo hiperalgésico mecéanico. Deixando
claro que a experiéncia reprodutiva pode interferir diretamente na percepgao
nociceptiva. Além da agdo de esteroides sobre receptores opioides e modulagio
da nocicepgio, a inflamagdo causada pela carragenina também teria papel
importante sobre receptores opioides.
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MENSURACAO DA PRODUCAO LACRIMAL, SENSIBILIDADE
CORNEANA E PRESSAO INTRAOCULAR EM PSITTACARA
LEUCOPHTALMUS

CESCHIN, A."; DONGO, PJ."; GUIMARAES, M.B.2; EYHERABIDE, AR.";
RODRIGUEZ, E.AK."; MILANELO, L.%; SAFATLE, A.M.V."; BOLZAN,
AA"

1. Laboratério de Investigacdo em Oftalmologia Comparada (LIOC) do
Departamento de Cirurgia da FMVZ/USP. 2. Departamento de Patologia
da FMVZ/USP. 3. Parque Ecoldgico do Tieté (DAEE), Sdo Paulo, SP.

Introducdo e objetivo: o periquitio maracana ou maritaca (Psittacara
leucophthalmus) é uma espécie avidria distribuida geograficamente por todo o
pais, principalmente na regido sudeste. A prevaléncia de doengas oculares em
aves estd situada na faixa de 8 até 26% e a sua casuistica na rotina oftalmica
tem sido frequente. Relatos quanto a anatomia e fisiologia do olho e de seus
anexos, em maritacas, sdo inexistentes até o presente e essenciais para o
diagndstico e tratamento de oftalmopatias. A cornea, parte transparente da
tunica fibrosa do bulbo ocular ¢ o tecido mais densamente inervado e sensivel
do organismo, ricamente suprido por fibras nervosas sensoriais e autondmicas.
A produgdo lacrimal é fundamental para a manutengio da integridade
corneana, podendo ser aferida em sua porgdo aquosa, pelos testes lacrimais
de Schirmer (TLS) e de fenol vermelho (TFV). A investigagdo da sensibilidade
da coérnea (SC) tem sido investigada com o uso de estesiometros como o de
Cochet-Bonnet. A pressao intraocular (PIO) é mantida pelo equilibrio entre
a produgdo e drenagem do humor aquoso e pode ser avaliada por meio de
tonometria por aplanagdo, que é um método ndo invasivo, simples e rapido,
com minimo desconforto para o paciente. O presente trabalho foi delineado
para estabelecer os valores de normalidade referentes a estes parametros
para esta espécie. Material e métodos: nove periquitées maracana
(17 olhos), adultos, de sexo indeterminado, do Parque Ecoldgico do Tieté
(DAEE), foram submetidos a avaliagdo oftalmica, na seguinte sequéncia:
mensuragdo lacrimal com TFV (Zone-Quick®) e TLS modificado (3mm)
(Ophthalmos®), SC com o estesidmetro de Cochet-Bonnet (Lunneau®) e
mensuragdo da PIO por aplanagio (TonoPen Avia®) ap6s instilagao de colirio
anestésico de cloridrato de proximetacaina 0,1%. Os animais ndo apresentavam
sinais aparentes de lesdes oftdlmicas e foram contidos manualmente sem o
uso de firmacos anestésicos. Resultados e discussao: Os valores
de média e desvio padrio respectivamente, para o TFV foram 8,0+4,5mm,
TLS 4,0+2,5mm, estesiometria 2,5+0,4cm e PIO 12,0+2,5mmHg. Os valores
relativos ao TFV mostraram-se inferiores aos encontrados na literatura
para outros psitacideos; quanto ao TLS, os valores foram semelhantes aos
ja reportados. Este é o primeiro relato sobre tais testes nesta espécie. Poucos
estudos referem valores de 15 e 20 a 2smmHg, a tonometria de aplanagio,
sendo similares ou superiores aos obtidos, respectivamente. Nao foram
encontrados dados quanto a estesiometria, em Psitaciformes, portanto os
valores ndo puderam ser comparados. Conclusao: os valores de produgdo
lacrimal, sensibilidade corneana e mensuragdo da pressio intraocular foram
estabelecidos e padronizados para a espécie Psittacara leucophytalmus e ficam

disponibilizados como referéncia para a avaliagdo oftalmica destas aves.
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ENTERITE EM FRANGOS POR PARVOVIRUS DE ORIGEM
AVIARIA

NUNEZ, L.FN. SANTANDER-PARRA, S.H. ASTOLFI-FERREIRA, C.S.
FERREIRA, A.J.P.

Laboratério de Ornitopatologia; Departamento de Patologia; Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia; Universidade de Sdo Paulo — Brasil

Introducdo: O parvovirus de galinha (ChPV) é um DNA virus que tem
sido relacionado em avicultura com problemas entéricos, principalmente com
a sindrome do nanismo e retardo do crescimento. A doenga causa grandes
perdas econdmicas na avicultura pela diminui¢ao do ganho de peso, queda
na conversio alimentar e mortalidade. O presente trabalho investigou se o
ChPV desenvolve doenga entérica em aves infectadas experimentalmente.
Métodos: aves SPF foram inoculadas com a suspensio viral de ChPV
isolado em ovos embrionados de galinha. Foram inoculadas 35 aves com a
suspensdo viral de ChPV e 35 pintinhos SPF foram mantidos como controle
nio inoculadod, no primeiro dia de idade. As aves foram mantidas em
isoladores por 42 dias com agua e ragdo ad-libitum. A cada sete dias, cinco
aves foram sacrificadas para obten¢ao do intestino delgado (duodeno, jejuno e
ileo) para o exame histopatoldgico. Também, foram avaliados os sinais clinicos
das aves apés a inoculagio. Resultados: doze horas apés a inoculagio as
aves apresentavam, apatia, sonoléncia, penas erigadas, empastamento cloacal
e diarreia profusa, condi¢ao que se manteve até o final do experimento. O
grupo controle ndo inoculado ndo apresentou qualquer sinal clinico. No 14° da
inoculagéo foi constatada a presenca de desuniformidade e nanismo, no lote.
A analise macroscopica mostrou que o intestino delgado estava distendido,
com presenca de gases e conteudo liquido. A al¢a duodenal apresentava-se
com enrolamento em forma de “J”. Ao longo do intestino, observou-se
segmentacdo e presenga hemorragia petequial intensa. As algas intestinais
apresentavam-se delgadas e repletas de liquido e com aspecto gasoso. Cecos
apresentavam-se distendidos. Foi detectada a retengdo do saco da gema. O
péncreas apresentava petequias e marcada atrofia, principalmente do l6bulo
distal. O figado apresentava um padrao reticular em toda sua extensdo. O
proventriculo, ventriculo, moela, timo, bago, bursa e rins nao apresentavam
alteragdes dignas de nota. As lesdes descritas foram encontradas do 7° ao 42°
dia da investigacdo. Conclusao: as aves do grupo controle negativo nio
apresentaram nenhuma das alteragdes descritas. O ChPV apresenta tropismo
para os Orgdos do sistema digestivo e glandulas anexas, como pancreas. O
estudo mostra a importancia do ChPV como agente etiol6gico de enterites em
galinhas. Apoio financeiro: CAPES, CNPq.
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RANGELIOSE EM CAO DOMESTICO (CANIS LUPUS
FAMILIARIS): UMA DOENCA EMERGENTE

SILVA, E.C. TORRES, L. N. CORREA, S.V.M. LACERDA, A.M.D. GOMES,
R.G. RODRIGUES, D.M. GUERRA, J.M. SOARES, J.F. LABRUNA, M.B.
SA, L.R.M. COGLIATI, B.

1. Servico de Patologia Animal — Hospital Veterinario (HOVET) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo (FMVZ-USP). 2. Clinica Médica de Pequenos Animais — Hospital
Veterinario (HOVET) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP). 3. Instituto Adolfo Lutz
(IAL) - Centro de Patologia, Brasil. 4. Medicina Veterinaria Preventiva e
Saude Animal — Hospital Veterinario (HOVET) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP)

Introducdo: a rangeliose é uma moléstia infecciosa causada por um
piroplasma (Rangelia vitalii), transmitido pelo carrapato Amblyomma
aureolatum, que acomete cdes em 4reas de Mata Atlantica e Campos
Sulinos. A doenga foi descrita em 1908, como Nambyuvu, termo tupi-
guarani que significa “orelhas que sangram’, um sinal clinico classico em
animais infectados agudamente. Apesar de antiga, permaneceu esquecida
durante boa parte do século 20, sendo considerada sinénimo de babesiose,
mesmo apresentando formas extra-eritrocitarias. Em 2011, alguns genes do
parasito foram sequenciados, revalidando-se a espécie R.vitalii, no entanto
a doenga continua subdiagnosticada. O presente trabalho descreve um caso
de rangeliose em um cio destacando a importancia do diagnéstico clinico,
laboratorial e anatomopatolégico. Relato de Caso: um canino, fémea,
SRD de sete anos de idade foi conduzido ao HOVET/FMVZ-USP com
prostagdo, anorexia, émese, melena e coluria ha uma semana. Vivia em
uma chdcara em Mairipora (SP) e apresentava contato com ratos e histérico
de ixodidiose. Ao exame fisico, constatou-se apatia, mucosas ictéricas,
petéquias, desidratagdo e esplenomegalia, confirmada em exame de imagem.
Os exames laboratoriais indicaram anemia, trombocitopenia, monocitose,
azotemia, hiperbilirrubinemia e hipoproteinemia. Apesar do tratamento de
suporte, o animal foi a 6bito em 36 horas e foi realizada necropsia completa.
Macroscopicamente foi observado esplenomegalia, ictericia, petéquias e
hemorragia intestinal. Microscopicamente, foram observados no endotélio
vascular e no interior de macréfagos do pulmao, coragio, bago, figado e rins a
presenca de merozoitos e merontes sugestivos de R.vitalii, por vezes associados
a uma resposta inflamatéria mononuclear. Os exames imunohistoquimicos
foram negativos para Toxoplasma gondii e Neospora caninum. Os exames
moleculares de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foram positivos para R.
vitalii e negativos para Ehrlichia canis e Babesia spp. Discussao: a R.vitalii
provoca intensa vasculite, recrutando grande nimero de plaquetas, que ainda
sofrem sequestro em bago e figado. Assim, a trombocitopenia é o achado
laboratorial mais relacionado & doenca, podendo ou nio ser acompanhada
de anemia por hemolise e hemorragia. O diagnostico, in vivo, na auséncia de
técnicas moleculares, deve ser firmado pela associagdo da trombocitopenia
com a epidemiologia distinta desta hemoparasitose, juntamente com os sinais
clinicos de diarreia sanguinolenta e, ocasionalmente, ictericia. Conclusdo:
o diagnéstico de rangeliose no cdo se baseou em trombocitopenia, diarreia
e ictericia associados a identificagio de merozoitos e merontes de R. vitalli
nos diferentes 6rgaos, o que enfatiza a importancia da associagdo clinica,
laboratorial e anatomopatoldgica.



IDENTIFICACAO DE CARBOFURANO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A UM
DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS (CLAE-DAD) EM
MATRIZ BIOLOGICA DE CAES E GATOS (PROJETO EM
ANDAMENTO)

GONCALVES, V.J'; BASTOS, S?% SIQUEIRA, A'; HAZARBASSANOV, N.Q%;
FLORIO, J.C3; FUKUSHIMA, A.R"; MAIORKA, P.C% SPINOSA, H.S*.

1. Estudante de Pés-Graduagdo - Departamento de Patologia - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade de Sdo Paulo.

2. Graduanda - Faculdade de Farmacia - Universidade Sdo Judas.

3. Especialista de Laboratério - Departamento de Patologia-Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade de Sdo Paulo.

4. Professor -. Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: O carbofurano (2,3-di-hidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranil-N-metilcarbamato) é um praguicida da classe dos carbamatos
utilizado como inseticida e nematicida em agricultura. Devido as suas
semelhangas quimicas com o aldicarbe, também tem sido associado com
o envenenamento intencional. A toxicidade em relagdo aos mamiferos é
relativamente alta (DLso oral, 8-1 mg / kg em ratos) e é muito téxico para
os invertebrados, peixes e aves, e deve ser tratado com cautela para evitar
a contaminag¢do ambiental ou exposi¢ao acidental. O presente trabalho
empregou a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD), carbofurano em matrizes bioldgicas animal
com finalidade forense. Doze amostras foram analisadas por CLAE-DAD,
utilizando-se o Solutions Chromatograph Agilent 1100 visando otimizar as
técnicas de preparagdo de amostras. Resultados parciais: O método para
separagao cromatografica foi desenvolvido utilizando-se um gradiente de fase
movel constituida por dgua: acetonitrila, produzindo uma separagio adequada
dos analitos com resolu¢do suficiente, tanto para identificagio quanto
quantificagio de compostos. No periodo de 01/2014 a 06/2014, recebemos
doze amostras de contetido estomacal e / ou figado de seis caes e seis gatos do
Servico de Patologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo. Desses, 58% foram positivos para carbofurano.
A selegao foi baseada no relatdrio de necropsia da suspeita de envenenamento
por carbamatos. Conclusdo parcial: A metodologia mostrou-se adequada
para a identificagdo de carbofurano.
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DETECCAO DAS CONCENTRACOES DE ELEMENTOS
ESSENCIAIS E METAIS ENCONTRADOS NO SANGUE DE
TARTARUGAS VERDES (CHELONIA MYDAS) JUVENIS
CAPTURADAS NA COSTA BRASILEIRA (PROJETO EM
ANDAMENTO)

PRIOSTE, FE.S."; ROSSI, S."; GATTAMORTA, M.A.", SOUZA, V.C.0.%
QUEIROZ, M.R.3; BARBOSA JR, F.2; MATUSHIMA, E.R.!

1. Laboratério de Patologia Comparada de Animais Selvagens—- LAPCOM
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sdo Paulo. 2. Departamento de Andlises Clinicas, Toxicoldgicas e
Bromatoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— FCFRP — USP. 3. Laboratério de Epidemiologia e Bioestatistica — LEB
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
S&o Paulo.

Introducdo: As tartarugas verdes (Chelonia mydas) sio queldnios
marinhos encontrados em pelo menos 139 paises e considerados em perigo
pela International Union for Conservation of Nature -JUCN. O declinio das
populagdes de tais animais tem sido atribuido ao desenvolvimento costeiro,
captura incidental pela pesca, uso direto para consumo humano, mudangas
climaticas, poluigdo e patdgenos. A fibropapilomatose ¢ uma doenga neoplasica
caracterizada por tinico ou mdltiplos crescimentos fibroepiteliais cutineos,
com superficie verrucosa ou lisa que tem afetado as populagdes de tartarugas
verdes nos ultimos anos. O presente trabalho determinou a concentragio de
20 elementos quimicos no sangue de tartarugas verdes capturadas na costa
brasileira, quantificando as suas concentragdes e verificando a existéncia
de uma possivel relagio com a presenca da fibropapilomatose. Material
e métodos: os espécimes foram capturados em parceria com o Projeto
TAMAR/ICMBio, colhendo-se 1mL de sangue do seio venoso cervical, que
foi acondicionado em tubos Vacuette® Trace Elements Sodium Heparin. As
analises foram realizadas por espectrometria de massa com fonte de plasma
indutivamente aclopada — ICP-MS e o gerenciamento do banco de dados e a
analise estatistica utilizaram o software R (R Development Core Team, 2013).
Resultados e discussdo: Os resultados preliminares de 31 amostras
de tartarugas verdes capturadas em Fernando de Noronha-PE, expressos em
médias (desvio-padrio)(ng.g-1) foram: Al- 96,24(59,36); Se-424,63(504,90);
Zn-14050,54 (10337:35); Ca-79691,53 (29648,28); As-366,79 (316,74); Pb-27,13
(15,14); Cd-14,37 (12,35); Mn-61,14 (88,92); Co-51,50 (36,64); Cu-757,04 (207,07),
Li-33,10 (733); Cs-0,81 (0,18; Ba-3,67 (1,75); Rb-1118,58 (293,64), U-0,36 (0,22);
Te-0,15 (0,19); Be-1,05 (0,43); M0-19,43 (49,58); Sb-5,92 (4,25) € Te-0,32 (0,16).
Pelo fato de Fernando de Noronha ser area livre da fibropapilomatose, estes
resultados serdo considerados basais para a analise estatistica a ser realizada
em relagao as demais localidades: Almofala — CE; Vitdria — ES e Ubatuba -
SP, cuja prevaléncia da doenga é de 36,94%; 21,2% e 10,73%, respectivamente.
Os resultados a serem obtidos permitirdio uma melhor compreensio da
fibropapilomatose nas tartarugas marinhas e contribuirdo para conservagao
da espécie e para o estabelecimento de uma politica de protecdo das aguas
continentais brasileiras. Apoio financeito e agradecimentos:
Os autores agradecem ao Projeto TAMAR/ICMBio e ao Programa de Pos-
Graduagdo em Patologia Experimental e Comparada da FMVZ-USP,pelo
apoio e a Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP)
Processo 2012/14319-6 e 4 Coordenagido de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - CAPES pelo apoio financeiro.
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IMUNOMARCACAO DE APAF-1 EM MASTOCITOMAS
CUTANEOS CANINOS (PROJETO EM ANDAMENTO)

BARRA, C."?; PULZ L."; STREFEZZI, R.F!

1. Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo. 2. Departamento de Medicina
Veterinaria, FZEA-USP. Laboratério de Oncologia Comparada e
Translacional (LOCT), Departamento de Medicina Veterinaria, FZEA-USP.

Introducdo e objetivos: os mastocitomas representam aproximadamente
25% de todas as neoplasias malignas cutdneas em cées. O aspecto macroscopico
e 0 comportamento extremamente varidvel destes tumores dificultam a
elaboragio de um prognoéstico preciso e inclusive a prescrigdo de tratamentos
especificos. Sabe-se que o processo de apoptose é um tema indispensavel em
oncologia por sua importancia no desenvolvimento tumoral e metastatizacao.
Alteragdes nesse mecanismo favorecem a progressio tumoral, pois permitem
a sobrevivéncia das células neoplasicas na circulagdo e outros microambientes.
As proteinas que participam da via intrinseca da apoptose sdo indispenséveis
nesse processo, como a proteina APAF-1 (fator apoptético de ativagdo de
protease 1) que se liga a citocromo C liberada pela mitocéndria formando um
complexo proteico denominado apoptossomo. Tal complexo contém na sua
por¢do N terminal um dominio de recrutamento de caspases (CARD), que
é responsavel pela interagdo com a caspase 9. Uma vez ativada, segue-se o
processo que culmina em morte celular. Pela importancia desta via apoptética
na progressdo tumoral e na morte celular induzida por grande parte dos
antineoplasicos utilizados atualmente, as proteinas associadas a apoptose
podem ser importantes marcadores prognosticos e preditivos em diversos
tumores. O presente trabalho caracterizard a expressao imuno-histoquimica da
APAF-1 em mastocitomas cutaneos canino procurando verificar o seu potencial
para marcador prognéstico nesta neoplasia. Materiais e métodos:
cinquenta casos de mastocitomas cutdneos caninos serdo processados para
histologia de acordo com as técnicas rotineiras de inclusdo em parafina. Os
cortes histologicos obtidos serdo corados pela hematoxilina e eosina para
graduagdo das lesdes, e utilizados para processamento imuno-histoquimico.
O processamento imuno-histoquimico sera realizado com anticorpo primario
anti-APAF-1 (Santa Cruz, SC-7231), na dilui¢do 1:100, de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Como controle negativo, SERA utilizado IgG
de camundongo em substituigdo ao anticorpo primdrio. A quantificagdo das
marcagdes sera determinada pela porcentagem de células positivas em cinco
campos de marcagdo intensa (“hot spots”). Os resultados serdo comparados
a graduacdo histopatoldgica, mortalidade em fungdo do tumor e sobrevida.
Resultados: Até o presente foi observada a existéncia da expressdo
citoplasmadtica em niimero variavel de mastdcitos neopldsicos por lesdo, com
padrao finamente granular. Novas amostras estdo sendo processadas para a
validagdo do protocolo e ampliagdo do nimero de casos analisados, de modo
a viabilizar a quantificagdo das marcagdes e a realizagdo da andlise estatistica.
Apoio financeiro: FAPESP (processo 2013/13252-8); CAPES.
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CORRELACAO ENTRE AS MALFORMACOES DE VIPERIDEO
NEOTROPICAL E O PADRAO DE USO DO SOLO NO
SUDESTE BRASILEIRO

SANT'ANNA, S.S."2; GREGO, K.F.2, RAMOS-NETO, M.B.3; CARVALHO,
M."; CATAO-DIAS, J.L."

1. Departamento de Patologia Experimental da FMVZ-USP; 2.
Laboratério de Herpetologia, Instituto Butantan, 3. Laboratério de
Ecologia da Paisagem — WWF-Brasil

Introducao: as espécies de répteis tém sofrido um declinio global, sendo
que as razdes para esse fendmeno muitas vezes tem relagdo com as agdes
antropogénicas. Perda ou degradagdo do habitat e polui¢do ambiental estdo
entre as principais causas para este declinio. O presente trabalho pesquisou
a existéncia de correlagdo entre o padrio de uso do solo e malformagdes no
viperideo neotropicais, Bothrops jararaca, conhecida popularmente como
jararaca. Métodos: malformagées em filhotes desta espécie nascidos em
cativeiro no Instituto Butantan (IB), mas de maes recém-capturadas na natureza,
foram correlacionadas com o padrao de uso do solo (urbanizagao, agricultura,
pecudria e vegetagdo nativa) por municipio, utilizando-se o Coeficiente de
Spearman. Para que a amostragem fosse representativa da populagdo dos
municipios, foram utilizados apenas municipios que enviaram sete ou mais
fémeas prenhes ao IB (acima 100 filhotes por municipio). Resultados: o
registro de malformagdes em B. jararaca apresentou correlagdo positiva com as
areas agricolas (rs= 0,67; p=0,01). Municipios com maiores areas percentuais
de atividade agricola apresentaram um maior namero de filhotes com
malformagdes. Por outro lado, houve uma correlagdo negativa quanto as éreas
de vegetagao nativa (rs= -0,57; p=0,03). Neste caso os municipios com maiores
areas percentuais de dreas nativas apresentaram os menores indices de filhotes
com malformagdes. Nao houve correlacdo entre a pecudria ou urbanizagao
e malformag¢des em jararaca. Conclusao: Os fatores que podem estar
influenciando o maior indice de malformagdes em dreas com percentagens
maiores de agricultura nio sio conhecidos, entretanto diversas substancias
utilizadas na agricultura tais como defensivos agricolas e fertilizantes tem
acdo teratogénica. Este estudo, a nosso ver, contribui significativamente para a
discussdo da influéncia antropogénica sobre a fauna de vertebrados terrestres
no Brasil no que tange a sua relagdo com a agropecudria, abrindo perspectivas
para pesquisas futuras. Apoio Financeiro: INCTTOX.

DETERMINACAO DOS NiVEIS GLICEMICOS EM SAGUIS
(CALLITHRIX SP.): UMA SUGESTAO RAPIDA E EFICIENTE
PARA AVALIACAO DA SANIDADE DOS CALITRIQUIDEOS
CARVALHO, L.; PRIOSTE, FE.S.; MATUSHIMA, E.R.

Laboratério de Patologia Comparada de Animais Selvagens— LAPCOM
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sdo Paulo.

Estima-se que a cada dia uma espécie animal ou vegetal é extinta no mundo,
seja pela perda de seu habitat, alteragdes climdticas, introdu¢do de fauna
exotica ou tréfico ilegal. Dentre os animais ameagados é destacam-se os
primatas do novo mundo. No Brasil, 30% dos primatas estdo ameagados
de extingdo, principalmente devido & perda de seu habitat. Comprovando
esta realidade, constata-se que os animais do género Callithrix ocupam a
segunda posigdo na lista dos mamiferos mais apreendidos nos Centros de
Triagem de Animais Silvestres do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Renovéveis. Como resultado do tréfico ilegal destes animais,
muitos apresentam sinais cldssicos de desidrata¢do, subnutricdo, ferimentos



e traumatismos. Porém, poucas informacdes sdo conhecidas sobre a sua
fisiologia e enfermidades, o que dificulta a avalia¢do de sua sanidade. Um
parametro ainda pouco explorado e que permite a avaliacdo do estado de
saude dos animais apreendidos ¢ a glicemia, que apresenta resultados rapidos
e é obtida com procedimentos de baixo custo, sensiveis e por métodos
pouco invasivos. Os primatas ndo humanos sdo susceptiveis a uma série de
doengas que causam distirbios no metabolismo da glicose, que poderiam ser
identificados por essa metodologia, como a diabetes mellitus, hipertireoidismo,
hiperadrenocorticismo, hiperpituitarismo, pancreatite, insuficiéncia hepatica e
lesdes no sistema nervoso central. Neste trabalho foram avaliados 70 animais
das espécies Callithrix jacchus, Callithrix penicillata e hibridos mantidos em
Criadouro Comercial na Grande Sao Paulo. Os animais estavam em jejum de
quatro horas e as coletas foram realizadas no periodo da manha. As amostras
foram obtidas por meio da pungao da veia femoral com seringas de 1imL (BD®)
e agulhas 30G (0,30mm) e com leve compressao posterior do local, para evitar
a formagdo de hematomas. A glicemia foi determinada colocando-se uma
gota de sangue na tira do aparelho portitil para leitura de glicose Accuchek®
Active (Roche) de uso humano. A média obtida na populagido em estudo foi de
127,5mg/dL, com desvio padréo de 39,58mg/dL (Anderson-Darling, p>0,005).
Comparando-se os géneros, as fémeas (N=7) apresentaram uma média de
114,6mg/dL com desvio padrao de 22,7mg/dL e os machos (N=17) uma média
de 132,9mg/dL e desvio padrao de 44,2mg/dL (Teste “t”). Os resultados obtidos
no presente trabalho poderdo contribuir tanto para a avaliacdo dos animais
apreendidos, quanto para os programas de reabilitagdo e soltura de animais
provenientes do trafico, avaliagao de animais ex situ e in situ e programas de
conservagio. Apoio financeiro: FAPESP (processo 2013/07780-1).

ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E IMUNO-
HISTOQUIMICOS DA INFECCAO PELO HERPESVIRUS
BOVINO TIPO 5 (BOHV-5) NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL DE CAMUNDONGOS BALB/C

MESQUITA, L.P."; TONIETTI, P.O.%2; FUSUMA, M. M.2; PITUCO, E.M.;
MORI, E."?; MORI, C.M.C."; MAIORKA, P.C."

1. Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia (FMVZ), Universidade de Sdo Paulo. 2. Laboratdrio de Viroses
de Bovideos, Instituto Bioldgico, Sdo Paulo. 3. Instituto Pasteur, Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é um
importante agente infeccioso responsavel por causar meningoencefalite
em bovinos jovens. O BoHV-5 induz infec¢des no sistema nervoso central
(SNC) de camundongos, especialmente naqueles com deficiéncias genéticas,
que tem sido utilizados como modelos experimentais. Entretanto, pouco se
sabe a respeito da patogénese da infecgdo em camundongos com o sistema
imune intacto. Portanto, o presente trabalho avaliou as lesdes histoldgicas e
a distribuig@o antigénica viral no sistema nervoso central de camundongos
BALB/c (Had) infectados pelo virus BoHV-5. Material e métodos: 54
camundongos BALB/c, fémeas, com trés semanas de idade foram utilizados,
dos quais 27 foram inoculados com 20uL de suspensao viral contendo o BoHV-5
com titulo de 108,0 DICT50/mL, por via intracraniana, sob anestesia inalatdria
com sevoflurano. Os 27 animais do grupo controle foram tratados de forma
idéntica aos experimentais e receberam 2opl de EMEM. Trés camundongos de
cada grupo foram eutanasiados por overdose de sevoflurano, nos dias 3, 4, 5, 6,
78,10, 15 e 20 apos inoculagdo (dpi). O encéfalo foi coletado e processado para
histologia. Sec¢des de spm também foram submetidas & imuno-histoquimica
(IHQ) para detec¢do de antigenos virais de BoHV-5 com anticorpo
primério monoclonal (cedido pelo prof. Rudi Weiblen). Resultados: Nos
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camundongos inoculados com BoHV-5, foram visualizadas lesdes histologicas
até o 10°dpi. As lesdes localizavam-se principalmente no diencéfalo caudal e
eram caracterizadas por espongiose focalmente extensa com dreas liquefeitas
(necrose de liquefagdo) do neurépilo, associada a grande quantidade de células
da glia (gliose) e a uma menor quantidade de linfécitos, macréfagos e raros
neutrofilos. No 4° e 5° dpi, na periferia e associado a area de inoculagao,
foram visualizados manguitos perivasculares, compostos por uma a trés
fileiras de linfdcitos, macréfagos e plasmocitos. Periventriculite e meningite,
composta por macréfagos, linfocitos, plasmocitos e neutréfilos também
foram visualizadas de forma mais acentuadas no 5° dpi. Na IHQ, antigenos
de BoHV-5 foram detectados em todos os camundongos inoculados com o
virus. A marcagio foi mais intensa nos dias 3, 4, 5, 6 e 7 pos-inocula¢do. Os
antigenos virais foram visualizados no neurépilo, em citoplasma de neurénios,
células inflamatdrias e células da glia. As marcagdes para BoHV-5 também
estavam presentes no citoplasma de macroéfagos, nas dreas de periventriculite
e meningite. Conclusdo: O presente estudo demonstrou que o BoHV-5
pode causar lesdes no SNC em camundongos BALB/c, e que antigenos virais
estavam presentes em células do SNC e células inflamatérias, principalmente
macréfagos. Apoio: FAPESP.

EFEITO DA SEPARACAO MATERNA SOBRE O
COMPORTAMENTO DEPRESSIVO E O DESENVOLVIMENTO
DO TUMOR EHRLICH EM CAMUNDONGOS

FERNANDES, K. R."; NETO, E. B."; FREITAS, T. A."; KLEEB, S. R."

1. Ndcleo de Pesquisa — Universidade Metodista de Sdo Paulo.

A depressao tem sido associada a alteragdes neuroquimicas e neuroplasticas
em media¢do neuroenddcrina via eixo hipotalamo-Hipoéfise-Adrenal. Ha a
hipdtese que além das alteragdes neuroquimicas, a depressao possa surgir a
partir de alteragdes neuroplasticas. O presente trabalho investigou o efeito do
estresse desencadeado na separagdo maternal sobre a génese da depressio e o
desenvolvimento do tumor de Ehrlich. Os procedimentos foram aprovados
pelo CEUA-Metodista sob protocolo 121/14. Foram utilizados 18 casais
de camundongos da linhagem Swiss, provenientes do Biotério do Nucleo
de Pesquisa da FacSaude /UMESP. As ninhadas foram padronizadas com
no maximo oito machos, que foram monitorados e pesados diariamente.
No grupo experimental (E), do 3° ao 12° dia apds o nascimento os filhotes
foram separados da mée por trés horas diarias, em temperatura controlada,
apds este periodo foram recolocados com a mae. No grupo controle(C) os
animais foram mantidos com a mae. Os animais foram avaliados no teste de
natagio forgada (NF) e campo aberto (CA). Para a inoculagdo os grupos foram
subdivididos: metade do grupo controle (CT) e metade do grupo experimental
(ET) receberam o,1ml de suspensdo do tumor de Ehrlich, e a outra metade de
ambos os grupos controle (CPBS) e experimental (EPBS) receberam solugao
salina tamponada. Na avaliagdo do peso corporal houve diferenga significativa
individualmente do 3° dia de vida grupo C(4.022 + 0.08085) E(3.634 + 0.1466)
ao 11° dia de vida grupo C(9.157 + 0.2550) E(8.280 * 0.1565). Ap6s a inoculagdo
do tumor Ehrlich houve significAncia CPBS(39,32 + 0,2244) CT(40,92 * 0,2932)
EPBS(40,78 + 0,2974) e ET(38,27 + 0,3367). A diferenca apresentada foi entre
as médias dos grupos CPBS vs CT; CPBS vs EPBS; CT vs ET; EPBS vs ET. Na
avaliagdo pré inoculagdo do Tumor Ehrlich foi constatada a imobilidade do NF
C(75.41 * 9.16) E(75.00 * 10.88) e locomogdo do CA C(152.9 + 7.908) E(173.0
+ 8.680), ambos resultados sem diferenca significativa. Ap6s vinte e um dias
de evolugdo da neoplasia, os animais foram avaliados novamente nos testes
comportamentais, na locomogiao do CA CPBS(122,3 * 10,86) CT(138,4 * 13,04)
EPBS(97,44 +10,53) ET(146,4+ 11,35). Na avaliagdo da imobilidade em NF nio
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houve diferenga, porém os animais provenientes do grupo sem separagao
pareceram ficar mais tempo iméveis CPBS (51,83 + 11,12) CT (44,25 * 12,13)
EPBS (29,67 £ 7796) ET (30,92 + 13,36). A massa neopldsica foi retirada para
avaliagdo macroscdpica entre os grupos ET (19.70 + 4.203) CT (21.42 + 9.416)
e ndo apresentou diferenca estatistica. Os dados em conjunto sugerem que a
separacdo maternal ndo determinou alteragdes comportamentais. Entretanto
na presenca da massa neopldsica os animais que sofreram a separagdo maternal
desenvolveram tendéncia a um distrbio de ansiedade.

HISTOPATOLOGIA DAS NEFROPATIAS EM PEQUENOS
CETACEOS DO ESPIRITO SANTO/BRASIL

SANTOS-COSTA, P.C.", SILVEIRA, L.S.", BARBOSA, L.A:2

1. Laboratério de Morfologia e Patologia Animal, Universidade Estadual
do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes, RJ/Brasil. 2. Instituto
Consciéncia Ambiental (ORCA), Vila Velha, ES/Brasil.

Os rins de mamiferos desempenham um importante papel na manutengao
da homeostasia, especialmente nos mamiferos marinhos frente as adaptagoes
fisioldgicas ao ambiente marinho. O presente trabalho investigou as principais
lesdes encontradas em amostras renais de pequenos cetdceos encalhados no
litoral do Espirito Santo, Brasil. Foram examinadas amostras provenientes de
nove individuos encontrados encalhados ja mortos em praias do litoral do
Espirito Santo ou que vieram a 6bito durante o processo de reabilitagdo na
Organizagdo Consciéncia Ambiental — Instituto ORCA. As amostras foram
submetidas ao método convencional de preparagdo de laminas histolégicas.
Nove diferentes espécies foram examinadas: o boto-cinza (Sotalia guianensis) foi
amais freqiiente, 33,3% (3/9) dos casos. Os principais achados histopatoldgicos
foram relacionados a processos hemodinamicos e infecciosos como congestao
(66,6%) e hemorragia (22.2%) e glomerulonefrite membranosa (33,3%) e nefrite
intersticial (11,1%), respectivamente. Cistos simples como os encontrados em
uma amostra deste estudo ja foram descritos em golfinhos, sem evidéncia
de lesdes obstrutivas, e foram considerados anomalias de desenvolvimento.
Achados como a mineralizagdo encontrada em 22,2% das amostras sdo
comumente relacionados a distirbios no metabolismo de calcio ou a deposi¢ao
de sais minerais em tecidos submetidos a lesoes degenerativas ou inflamatdrias.
Ja a esteatose observada em 11,1% dos casos pode estar relacionada a lesdes
em outros 6rgaos, como o figado, caracterizando uma sindrome passivel de
injurias letais, porém, as causas dessa e das outras lesdes seriam mais bem
entendidas com um estudo completo abrangendo a macroscopia e avaliagao
de outros tecidos, assim como a histéria clinica e/ou do encalhe. Entretanto,
é muito provével que estas lesdes tenham contribuido com a piora do quadro
clinico do animal e consequentemente com o seu encalhe na praia. Esses
resultados reforcam a importancia de uma maior compreensao dos processos
patoldgicos que acometem e predispdem os ceticeos a morte, bem como a
necessidade de uma abordagem multidisciplinar dos animais encalhados na
busca do conhecimento necessario para direcionar os esfor¢os na conservacao
das diferentes espécies. Apoio financeiro: CNPq.
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HEPATITE ASSOCIADA AO ViRUS DA LARINGOTRAQUEITE
INFECCIOSA EM EMBRIOES DE GALINHA

SANTANDER PARRA, S. H; NUNEZ, L. F. N.; ASTOLFI-FERREIRA, C. S.;
PIANTINO, A. J. F.

Laboratério de Ornitopatologia, Departamento de Patologia, Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S3do Paulo (USP),
Sdo Paulo, SP, Brasil.

Introducdo: a laringotraqueite infecciosa (LTI) é uma doenga respiratéria
altamente contagiosa e pertence a lista de doengas de notificagdo obrigatoria de
animais terrestres da OIE. Este virus causa severas perdas econdmicas devido a
mortalidade, diminui¢do da produgéo de ovos, perda de peso e predisposi¢do a
infec¢des com outros patégenos avidrios. Nos materiais de campo o virus pode
ser isolado em embrides de galinhas livres de patdgenos especificos (SPF), ou
pelo isolamento em células de rim de embrido de galinha (CEK), dentre outros.
O presente trabalho descreve as lesdes microscopicas causadas pelo virus da
LTI no figado e na membrana coriolantéide (MCA) de embrides de galinha
inoculados experimentalmente. Métodos: as amostras (344-4 e 377-16)
foram inoculadas em cinco ovos embrionados de galinha SPE, com dez dias
de incubagdo e mantidos até o dia 15. Foi realizada a necropsia dos embrioes,
o figado e a MCA foram colhidos tanto para os testes moleculares quanto para
a andlise histopatoldgica. Resultados: na analise macroscépica, os figados
apresentavam-se esverdeados e com manchas esbranquigadas, ja na analise
microscépica, apresentavam-se com degeneragdo vacuolar no citoplasma,
com vacuolos de diferentes tamanhos (5/5). Os hepatdcitos apresentavam
auséncia de citoplasma e zonas de necrose (5/5). Observou-se moderado
numero de células de Kupffer, presenca de infiltrado de heterdfilos entre os
sinusoides proximos da veia centro lobular e o espago porta. Observou-se
infiltrado de linfécitos préximo aos vasos sanguineos adjacentes a vesicula
biliar (5/5). A capsula de Glisson e a vesicula biliar ndo apresentaram alteragoes
microscopicas. A MCA apresentou infiltrado de células polimorfonucleares,
congestdo e infiltrado de linfocitico (5/5). Na literatura sdo descritas alteragdes
na MCA quando houve isolamento do virus da LTI e onde este também foi
detectado por PCR, porém nao foram descritas alteragées em outros 6rgaos
do embrido. No presente trabalho, a hepatite multifocal aguda foi associada 4
detecgdo do virus no figado dos embrides. Conclusado: o virus da LTI pode
multiplicar-se no figado, provocando hepatite. O 6rgdo pode ser considerado
de elei¢do para o isolamento do agente. Apoio financeiro: CNPq.

CARACTERIZACAO DAS ALTERACOES NOS PARAMETROS
FISIOLOGICOS E COMPORTAMENTAIS EM CAES NO
AMBIENTE DE BANHO E TOSA

NAKAMURA, J.C.; MARIA, A. C. B. E.; MAIORKA , P. C.
Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo: médicos veterindrios, proprietdrios de animais e investidores
do mercado pet deparam-se com a preocupagdo em relagio ao ambiente de
banho e tosa, que representa um estimulo capaz de levar o animal a quadros de
estresse agudo e, possivelmente, ao 6bito. E necessério o conhecimento das vias
de ocorréncia da resposta ao estresse para a elucidagdo das caracteristicas das
lesdes ou agentes causadores e também para a definigdo dolo do acontecimento.
Objetivo: caracterizar padrdes de alteragio nos parametros fisioldgicos e
comportamentais antes e depois do banho, com o intuito de tornar viavel a
detecgdo e a intervengio precoces nos casos agudos de estresse. Material e
métodos: foram utilizados 35 cdes de dois pet shops. Em cada procedimento



os dados referentes a comportamento e parametros fisiolégicos (destacando-se:
frequéncia cardiaca — FC; frequéncia respiratéria — FR e temperatura retal —
TR) foram coletados antes e ap6s o banho. Resultados: a avaliagio dos
parametros fisiolégicos apds o banho revelou que a maioria dos caes (64,70%)
sofreu redu¢do da FC, enquanto 32,35% apresentaram aumento e 2,94% nio
revelaram alteragdes. Em relagdo a movimentos respiratorios, constatou-se
que 60,60% dos animais apresentaram elevagdo da frequéncia em diferentes
graus. Por outro lado, foi de 33,33% a porcentagem de cdes com FR reduzida
apds o banho, enquanto 6,06% dos animais mantiveram a frequéncia estavel.
Quanto a variagido da temperatura retal, foi constatada discreta diferenga entre
os grupos de animais que apresentaram aumento (40%) e redugao (42,85%).
A auséncia de alteragoes foi detectada em 17,14% dos cdes. O comportamento
observado reflete o padrdo de resposta tipico de estresse para a vasta maioria
dos animais, sendo que a secagem corresponde a0 momento mais critico:
77,14% dos animais apresentaram tremores e mantiveram a cauda abaixada ou
entre as pernas e 65,71% manifestaram lambedura constante do plano nasal,
por exemplo. Conclusao: a crescente preocupacdo de médicos veterinarios
e proprietarios com o bem-estar animal, assim como a repercussdo juridica
que pode existir em casos de dbito durante ou apds procedimentos em pet
shops, enaltecem a importéincia de estudos nesta drea. Este trabalho, ainda em
andamento, pretende obter resultados que auxiliem a rotina, apontando pontos
criticos de controle durante os servigos prestados, além de oferecer instrugdes
de conduta em situagdes de adversidade. Apoio: Os autores agradecem o
apoio das agéncias de fomento Capes e FAPESP.

OCORRENCIA DE MACRORHABDUS ORNITHOGASTER EM
CALOPSITAS (NYMPHICUS HOLLANDICUS) ATENDIDAS NO
AMBULATORIO DE AVES FMVZ-USP ENTRE 2010 E 2014
MEIRELLES, C."; CUNHA, ES.2; DAVIES, Y.M.3; GUIMARAES, M.B.%
FERREIRA, A.J.P°

1. Graduanda Medicina Veterinaria FMVZ/USP. 2. Graduanda Medicina
Veterinaria FMVZ UNESP Botucatu. 3. Médica Veterindria aprimoranda
Medicina Avidria, Departamento de Patologia FMVZ/USP. 4. Médica
Veterindria Ambulatério de Aves FMVZ/USP. 5. Professor Doutor do
Departamento de Patologia — FMVZ/ USP.

Introducdo e objetivos: a macrorhabdiose ¢ causada pela levedura
Macrorhabdus ornithogaster, antes classificada como bactéria, que coloniza o
istmo entre proventriculo e ventriculo de diversas aves. As calopsitas podem ser
susceptiveis, porém a sua presenga nem sempre se manifesta por sinais clinicos,
e quando ocorre, nota-se desde anorexia a polifagia, apatia, regurgitagio,
diarreia e presenga de sementes nas fezes. O diagndstico é efetuado pela
visualizagdo, em objetiva de imersao, de estruturas gram-positivas, similares a
um grande bacilo, em fezes coradas pelo método de GRAM. A nio visualizagio
ndo exclui infecgdo, pois as aves infectadas podem eliminar o agente
intermitentemente. No exame radiogréafico pode ser observada uma dilatagao
proventricular. Infec¢des bacterianas, parasitdrias, virais e outras leveduras
devem ser diferenciadas. Como tratamento preconiza-se o uso de antifingicos
via oral. Material e métodos: foi realizado um levantamento da presenga
de M. ornithogaster em esfregagos de fezes, corados pelo método de GRAM,
de calopsitas com sinais clinicos digestivos atendidas no Ambulatério de
Aves da FMVZ - USP no periodo de abril/2010 a julho/2014. Resultados
e discussdo: doze de 123 amostras examinadas (9,75%) foram positivas.
Porém, decorrente de sua eliminagio intermitente, resultados negativos nio
devem ser prontamente desconsiderados. O sexo ndo pdde ser avaliado,
pois na maioria foi indeterminado. A idade média das aves positivas foi de
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seis meses, com o intervalo de dois a 24 meses. Essa média baixa pode estar
associada ao fato das aves serem adquiridas ainda filhotes em locais com
alta densidade populacional e com outros fatores estressantes, levando a
imunossupressdo da ave o que favorece a agdo de agentes oportunistas. Os
principais diagnésticos diferenciais devem ser efetuados com Candidiase,
Bornavirose, Isosporose e Giardiase, por provocarem sinais similares. Os
sinais clinicos mais observados se resumem a apatia, diarreia, hiporexia, penas
erigadas e regurgitagdo. Nao foram observados casos positivos assintomaticos.
Apesar do tratamento preconizado ser preferencialmente com anfotericina B,
este produto néo se encontra disponivel no mercado e a nistatina pode ser uma
alternativa. Conclusao: foram observadas calopsitas jovens positivas para
macrorhabdiose, confirmando a sua importancia como diagndstico diferencial

frente a uma sintomatologia digestiva.

OCORRENCIA DE CISTOS DE PENAS EM CANARIOS
(SERINUS CANARIA) ATENDIDOS NO AMBULATORIO DE
AVES-VPT/HOVET/USP NO PERIODO ENTRE 2011 A 2014
GUIMARAES, M.B.; GONCALVES, C.A.; SANCHES, L.A.; FERREIRA,
A.J.P.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo.

Introducdo e objetivos: os cistos de pena, também chamados de
neoplasias benignas de células foliculares, tém sido descritos na derme e no
tecido subcutineo das aves, sendo os candrios (Serinus canaria) as espécies
mais acometidas. Estas formagoes podem estar localizadas em qualquer regido
do corpo com predominéncia na base das asas e na regido dorsal. Tem sido
sugerido que essa condigdo tenha origem genética, hereditria e que esteja
relacionada a endocruzamentos. O orificio folicular pode ser obstruido por
causa traumatica ou infecciosa, acumulando debris queratinosos e formando
o cisto folicular. Sdo formados por uma parede epitelial vascularizada
circundado por contetdo queratinizado, variando de acordo com o estagio
da muda. O tratamento consiste na excisdo cirtrgica dos cistos e em quadros
mais graves, pode-se optar pela utilizagio de anti-inflamatérios e antibi6ticos
via oral. O presente trabalho apresenta o levantamento do nimero de casos
de cistos de penas registrados no periodo de quatro anos no Ambulatério de
Aves (VPT/HOVET) da FMVZ/USP. Material e métodos: foi realizado
o estudo retrospectivo dos casos registrados nos prontudrios do Ambulatdrio
de Aves (VPT/HOVET) da FMVZ/USP. Foram selecionados os prontudrios
de candrios (Serinus canaria) atendidos no periodo de 2011 a 2014, anotadas
a idade dos animais, o sexo e os respectivos diagnosticos. A linhagem dos
animais néo foi analisada, pois houve uma grande diversidade de cruzamentos
dentro da espécie muitas vezes este fato era desconhecido dos proprietarios.
Resultados e discussdo: dentre os 158 canarios atendidos, 38(24,05%)
foram acometidos por cistos de penas. Destes animais, 24 foram diagnosticados
apenas com cistos de pena e 14 apresentavam doencas concomitantes, como
traqueite, hiperostose poliostdtica, tumor em gbnada e artrite. Dentre as
linhagens mais prevalentes, os canarios Norwich, que possuem padrdes com
penas densas sdo considerados os mais acometidos, porém neste estudo esta
informagao nao foi considerada devido o desconhecimento pelos proprietarios.
Quanto a faixa etdria dos animais, pode-se observar maior ocorréncia entre
dois e trés anos, com o total de 12 casos. Nao houve predisposi¢do sexual,
havendo uma proporg¢ao de 24% de acometidos entre machos (30 machos
acometidos entre 125) e fémeas (oito acometidas em 33 fémeas). A conduta
terapéutica predominante foi a excisdo cirargica dos cistos individuais e em
casos mais graves foram utilizados enrofloxacina (1omg/kg) e meloxicam (0,5
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mg/kg). Por ter um componente genético, os cruzamentos dessas aves deveriam
ser evitados pelos proprietérios. Conclusao: os cistos de pena sido comuns
em candrios (Serinus canaria) e constituem uma patologia de importancia
significativa na casuistica de passeriformes atendidos no Ambulatério de Aves
da FMVZ/USP.

EFEITOS CRONICOS DA ADMINISTRACAO DE
SEMENTES DE SENNA OCCIDENTALIS SOBRE O TECIDO
HEMATOPOIETICO DE RATOS

TELES, A.V.FF; GORNIAK, S.L.

Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

Introducao: durante o desenvolvimento de um agente terapéutico um
aspecto importante é avaliagdo da sua toxicidade para a medula dssea e se
a mesma ¢é especifica para uma ou mais de suas linhagens celulares. Devido
a grande capacidade proliferativa do tecido hematopoiético, as células da
medula dssea podem ser alvos da agdo toxica de varias substancias, incluindo
produtos a base de plantas. A Senna occidentalis (S. occidentalis) é uma
planta leguminosa toxica para varias espécies de animais e ocasiona lesdes
degenerativas, principalmente, nos musculos. Este é o primeiro relato que
descreve alteragdes no tecido hematopoiético de ratos causados por sementes
de S. occidentalis. O presente trabalho investigou os efeitos do uso crénico
de S. occidentalis sobre 6rgaos hematopoiéticos. Materiais e métodos:
quarenta ratos Wistar machos com 60 dias de idade foram utilizados e divididos
em grupos: 1 (controle), 2 (0,5%), 3 (1%) e 4 (2%). Foram estudados os efeitos
de 0,5%, 1,0% e 2,0% de sementes de S. occidentalis misturadas com ragao
comercial. Os ratos nos grupos experimentais receberam, diariamente, durante
um periodo de 9o dias, dietas contendo 0,5%, 1%, e 2% de S. occidentalis. Os
ratos do grupo controle receberam ragdo sem adigdo de sementes da planta
durante todo o periodo experimental. Ao término deste periodo, os animais
foram eutanasiados com uma solugdo de cetamina (50 mg / kg) e xilazina (s
mg / kg). Apds o aprofundamento anestésico e a eutanasia dos animais, foi
coletada a medula dssea para a determinagédo da celularidade e mielograma.
Foi realizado, também, o estudo anatomopatoldgico do timo e bago destes
animais. Resultados e conclusdes: a hematotoxicidade pode ser
manifestada por alteragdes no niimero de células maduras no sangue ou
medula 6ssea. Este estudo mostrou que os ratos do grupo 4 apresentaram uma
diminuigao significativa (p <0,05) no numero de leucdcitos totais (4,57x109/L)
em comparagdo ao grupo controle (6,59x109/L). Além disso, houve redugao
nos valores de hemoglobina (de 17,21g/dL para 15,98 g/dL) bem como da
razdo Mieldide/Eritréide (M/E) (de 3,20 para 2,80). A redugdo significativa
na razdo M/E nos animais pertencentes a diferentes grupos experimentais
ocorreu devido ao aumento de eritroblastos policromaticos na medula 6ssea
dos animais. O tratamento cronico durante 9o dias com S. occidentalis na
dieta também promoveu uma redugio significativa na celularidade do bago
(3,80x106 para 2,32x106 células) e alteragoes histopatoldgicas neste orgao.
Com base nos dados apresentados, foi constatado que o tratamento cronico
por 9o dias com S. occidentalis na dieta provocou a hematotoxicidade. Apoio
financeiro: CNPq.
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AVALIACAO CITOLOGICA E HISTOPATOLOGICA DE
LINFONODOS REGIONAIS EM CAES PORTADORES DE
MASTOCITOMAS DE GRAUS 1, 2 OU 3 E SUA IMPORTANCIA
NA DETERMINACAO DA SOBREVIDA (PROJETO EM
ANDAMENTO)

CIRILLO, J.V. SANCHES, D.S. PIRES, C.G. UBUKATA, R. TOLEDO, G.F.
FONSECA, L.I.M. NISHIYA, A.T. KIMURA, K.C. CHAIBLE, L.M. GRANDI,
F. DAGLI, M.L.Z.

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: O mastocitoma é a neoplasia cutinea mais
prevalente em caes, correspondendo de 7 a 21% de todas as neoplasias nesta
espécie. O indice metastatico varia conforme a graduagio histopatoldgica
e indices de proliferacdo da neoplasia. Bostock (1973) e Hume et al. (2011),
relataram que mastocitomas bem diferenciados metastatizam em 10% dos
casos, enquanto os moderadamente a pouco diferenciados, metastatizam
em cerca de 55-96% dos casos, sendo em sua grande maioria, primeiramente
para os linfonodos regionais. O presente trabalho investigou a presenca de
metdstases de mastocitomas caninos em linfonodos regionais por meio de
andlise citoldgica e histopatoldgica, procurando correlacionar a sua presenga
com o grau histolégico do tumor e a sobrevida do animal. Métodos: sera
realizada a coleta de citologia dos linfonodos regionais, previamente a sua
remogao cirurgica, com posterior avaliagao histopatolégica dos mesmos.
As rea¢des de histoquimica utilizando azul de metileno e aldeido fucsina
de Gomori serdo realizadas para evidenciar a presen¢a de mastdcitos nos
linfonodos. As reagdes de imuno-histoquimica utilizando como marcadores
c-kit e Ki-67 serdo empregadas para a confirmagdo do diagndstico, assim
como para o estabelecimento da correlagdo ao progndstico. Serda também
estabelecida a comparagao entre o diagnoéstico citologico e histopatoldgico
dos linfonodos quanto a presenga de metastases, procurando-se correlacionar
a sua presenga ao grau histoldgico do tumor com a sobrevida do animal, por
meio da elaboragio da curva de Kaplan Meier. Para tanto, foi realizado estudo
retrospectivo de cortes histologicos de linfonodos regionais de mastocitomas
caninos e os novos casos foram investigados prospectivamente. Os resultados
serdo analisados por andlise multivariada, envolvendo o grau histoldgico
do mastocitoma canino, sua localiza¢io, estadiamento TNM e a sobrevida
do animal. Resultados: Até o presente momento, em 77% dos casos, o
diagnéstico citoldgico corroborou o diagnéstico histopatoldgico dos linfonodos
regionais. Tanto o azul de toluidina como o aldeido fucsina de Gomori foram
eficazes na evidenciagido de mastdcitos em linfonodos. Dos casos avaliados até
0 momento, observou-se imunomarcagao do c-Kit em padrao de membrana
nos mastocitomas bem diferenciados, marcagdo citoplasmatica focal nos
mastocitomas moderadamente diferenciados e marcagao citoplasmatica difusa
naqueles pouco diferenciados. A marcagio por Ki-67 variou de acordo com o
grau de diferenciagdo da neoplasia, havendo maior porcentagem de ntcleos
imunomarcados nos mastocitomas pouco diferenciados. Outras anélises ainda
estio em andamento. Conclusao: O exame citolégico é um bom exame para
diagnodstico de metastase em linfonodo e os marcadores imunoistoquimicos
C-kit e ki-67 correlacionam-se ao progndstico da neoplasia.



GUARDA RESPONSAVEL DE ANIMAIS DOMESTICOS: UMA
ACAO A SER EDUCADA

ALVES, A.CAM.C.A"; GENARO, G.2

1. Académica e Bolsista do Programa de Iniciagdo Cientifica, Departamento
de Medicina Veterinaria, Centro Universitario Bardo de Maua, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo. 2. Prof. Dr. de Comportamento e Bem Estar Animal,
Departamento de Medicina Veterinaria, Centro Universitario Bardo de
Maud, Ribeirdo Preto, SP.

Introducdo e objetivos: O cio (Canis familiaris) o e o gato (Felis s. catus)
sdo animais domesticados, que estdo associados a0 homem como animal de
estimagdo por centenas de anos e que tém sido considerados como membros
da familia. A posse destes animais pode ser benéfica e prazerosa, desde que
bem planejada e consciente. Esse trabalho foi delineado para auxiliar na
efetividade dos programas de adogio de animais, desenvolvidos pelo Centro
de Controle de Zoonoses de Ribeirdo Preto — SP. Um questionario foi aplicado
para avaliar o grau de conhecimento do futuro proprietdrio. As respostas
foram analisadas, bem como as respectivas duvidas, o que possibilitou que as
informagdes solicitadas fossem complementadas em campanhas e palestras
sobre o bem estar animal, guarda responsével e os cuidados com os futuros
animais adotados. Material e métodos: o total de 150 questionérios
foram respondidos pelos pretendentes & adogido dos animais, de ambos os
sexos, idades e nivel socioeconémico na cidade de Ribeirdo Preto e apds a
andlise das respostas, foram realizadas palestras socioeducativas para os
pretendentes, sempre abordando a guarda responsavel e o bem estar animal
dos cdes e gatos. RESULTADOS E Discussao: a maioria dos pretendentes a
adogao estava concentrada na regido Oeste da cidade (67%) sugerindo que as
trés regioes restantes ndo tinham interesse em adogao ou devido a divulgagao
ineficaz do programa nestes locais. O niimero de cées adotados (93%) foi
maior que o numero de gatos sugerindo a existéncia de uma predilegdo da
populagdo do municipio em relagdo ao cdo, ou que a abordagem sobre a
aparente resisténcia a felinos ainda deva ser abordada pelos palestrantes do
programa gerando mais informagdes sobre a espécie. A preferéncia por fémeas
foi maior do que machos (61%) aumentando a presenga deste ultimo género
no CCZ de Ribeirdo Preto. Constatou-se também que o futuro proprietério
ndo tem interesse em castrar seu animal (58%), sendo necessarias mais agdes
educativas sobre esta questio. Conclusdo: dentre as questées respondidas,
a deficiéncia quanto as informacdes foi principalmente quanto a castragdo
que é uma condigdo preponderante para a guarda responsavel e faz parte dos
objetivos da campanha de adogdo no controle populacional de cies e gatos da
cidade. Apoio financeiro: Bolsa fornecida pelo programa de Iniciagdo
Cientifica do Centro Universitdrio Bardo de Maud — Ribeirdo Preto —SP.
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OCORRENCIA DE PARASITOS EM RATOS WISTAR (RATTUS
NORVEGICUS) NAS 4 E 12 SEMANAS DE IDADE

PAIVA, V.L.G.S."; ALVES, M.A.2; MORI, C.M.C."; SA, LR.M".

1. Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP, Brasil. 2. Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP, Brasil

Introducao e objetivos: os ratos Wistar sdo amplamente utilizados como
modelo animal em pesquisas biomédicas em diferentes areas de conhecimento.
O controle da condigdo sanitaria dos animais de laboratdrio ¢ essencial para
que ndo ocorram interferéncias nos experimentos realizados. O presente
trabalho determinou a frequéncia de ocorréncia de endo e ectoparasitos em
ratos Wistar do Biotério do Departamento de Patologia (VPT) as quatro e
12 semanas de idade. Material e métodos: foram utilizados 40 ratos
Wistar do Biotério do VPT com quatro e 12 semanas de idade, dez fémeas e
dez machos por faixa etaria. Os animais foram retirados aleatoriamente e foi
realizado o exame fisico completo individualizado. A eutandsia foi efetuada
em de diéxido de carbono. A pesquisa de ectoparasitos foi realizada com a
aplicacdo de fita gomada na pelagem nas zonas da base da cauda e dorso, atras
das orelhas, focinho e observando-se ao microscépio 6tico. Para a pesquisa de
parasitos intestinais e das vias urindrias foi realizado método direto a partir de
amostras colhidas durante a necrdpsia parasitolégica na qual varios segmentos
intestinais e a bexiga foram amostrados tiveram a mucosa raspada e analisada
a0 microscopio 6tico e estereoscopio, respectivamente. Foi realizado exame
direto com fita gomada da regido perianal para pesquisa de ovos de oxiurideos.
A pesquisa de ovos leves e cistos de protozodrios foi realizada com as fezes e
método de Willis com solugdo saturada de cloreto de sédio. Resultados
e discussdo: todos os animais apresentavam condi¢io corpérea e estado
clinico geral dentro dos pardmetros de normalidade para a espécie. Nenhum
animal apresentou ectoparasitas. Trinta e quatro ratos (34/40, 85%) foram
positivos para endoparasitas em pelo menos um dos exames parasitologicos
realizados. Os parasitos intestinais identificados foram Syphacia spp. (34/40,
85%), Eimeria spp. (2/40, 5%) e Entamoeba muris (1/40, 2,5%). As vias urindrias
apresentaram auséncia de parasitos. A frequéncia relativa percentual da
ocorréncia de endoparasitas foi 85%, em que 45% correspondem a faixa etdria
das quatro semanas e, os restantes 40%, as 12 semanas de idade. Os resultados
obtidos mostram que a colonia apresenta carga parasitaria e que os parasitos
identificados sdo comuns nos biotérios convencionais. A presenca dos parasitos
indica a necessidade de monitoramento e controle parasitario periédico para
atestar condicdo sanitéria adequada. Conclusao: A frequéncia de ocorréncia
de parasitos intestinais na colonia de ratos do VPT foi de 85%, representados
por Syphacia spp. (85%), Eimeria spp. (5%) e Entamoeba muris (2,5%), porém
a carga parasitaria é baixa, ndo estava associada a alteragdes clinicas, porém
indica a necessidade de monitoramento e controle parasitério periédico na
respectiva colonia. Apoio Financeiro: CNPq.
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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 migracdo de células NK do sangue para o bago de companheiros do
animal doente (CSP); este parametro 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 celomitico evidenciou grande quantidade de material proteinaceo,
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 coloragdo 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, EW,; OLIVEIRA, D.C.; BELTRAN, J.S.O; SILVA, G.B.; TSUJITA,
M.; CARMO, L.S.; CRISMA, A.R.; 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 laboratdrio 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 pardmetros hematoldgicos e bioquimicos em
linhagens comuns de camundongos e ratos usados em experimentagdo animal.
Os pardmetros avaliados foram: perfil sanguineo (hemograma, reticulécitos
e mielograma) e a bioquimica do soro (proteina total, albumina, glicose,



colesterol, triglicérides, célcio 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 pungio 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 obtengdo dos
soros utilizados para determinacdo de niveis de colesterol total, triglicérides,
glicose, albumina e total de proteina. A dosagem de hemoglobina, hematécrito
e contagem total de eritrdcitos 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 pardmetros hematoldgicos e bioquimicos nao
apresentaram diferengas significativas. No entanto, foi estabelecida uma
variagao 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
transi¢do 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 transcrigdo (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)

CAMPOS, L.E.; BARRA, C.N.; PULZ, L.H.; STREFEZZI, R.F.

Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT),
Departamento de Medicina Veterinaria,FZEA-USP. Av. Duque de Caxias
Norte, 225, CEP 13635-900, Pirassununga, SP, Brasil.

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 Hipodxia 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
histolégicos serdo corados pela hematoxilina e eosina para graduagdo 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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VALORES HEMATOLOGICOS DE URUBUS-DA-CABECA-
PRETA (CORAGYPS ATRATUS)) DE VIDA LIVRE EM SAO
PAULO, SP

BARBARA, J.C.A."; FERREIRA, V.L."; GUIDA, FJ.V.2; PRIOSTE, FE.S.";
MATUSHIMA, E.R.7; RASO, T.F".

1. Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP. 2. Setor de Aves,
Fundagdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo (FPZ-SP), Sdo Paulo, SP.

Introducdao e objetivo: a espécie urubu-da-cabega-preta (Coragyps
atratus) ocorre em todo o Brasil e grandes grupos podem ser facilmente
observados em regides de lixdes ou despejo de dejetos. Seu papel ecoldgico
é bem conhecido, porém, as suas doencas e causas de morte ainda ndo
foram elucidadas. A hematologia é um importante elemento fornecedor de
informagdes complementares que auxiliam no diagndstico de doengas. Para se
fazer a interpretagao dos exames hematoldgicos ¢ necessario que os resultados
sejam comparados a valores de referéncia, entretanto os dados hematolégicos
que sirvam de pardmetros normais para urubus sdo escassos na literatura. O
presente trabalho descreve os valores hematoldgicos de urubus-de-cabega-
preta. Métodos: com a utilizagdo de gaiolas, 61 urubus adultos e sem sinais
clinicos de doenga, foram capturados na 4rea da Fundagio Parque Zooldgico
de Sao Paulo. Das aves contidas fisicamente foram coletados 2 ml de sangue por
pungdo da veia metatérsica medial. As amostras de sangue foram armazenadas
em tubos com EDTA, refrigeradas e levadas ao laboratério. Para quantificacio
de hemdcias e leucdcitos, uma aliquota do sangue foi diluida em solugdo de
Natt e Herrinck (1:200) e a quantificagdo foi efetuada em hemocitometro
utilizando-se microscépio de luz convencional (100X). A hemoglobina
foi determinada pelo método de cianometahemoglobina e a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro (absorbéncia de 54onm). O hematdcrito foi
determinado pelo método do microhematdcrito e a proteina plasmatica total
foi mensurada em refratdmetro utilizando-se aliquotas de plasma obtidas por
centrifugagdo do sangue. Apods andlise estatistica foram calculados a média e
desvios padrao dos pardmetros investigados.

Resultados e discussdo: as médias e os desvios padrio dos
pardmetros avaliados foram: 1,8 + 0,3 X 10® hemdcias/mm?®; 13874 + 5385
leucdcitos/ mm?; 7,7 + 2,2 g/dl de hemoglobina; hematdcrito (Ht) de 48 + 3 %;
VCM de 270 + 50 fL; HCM de 42 + 12,6 pg; CHCM de 16 + 4,45 g/dL; 3,76 +
0,51 g/dl de proteina plasmatica total (PPT). Os valores médios do Ht e da PPT
sao semelhantes ao Ht (49,8+0,53%) e a PPT (4,2+0,07 g/dL) encontrado para
C. atratus em um estudo desenvolvido nos EUA. Os demais resultados foram
comparados com valores de referéncia para rapinantes. Foram observadas
similaridades com valores de abutre-preto (Aegypius monachus), urubus-de-
cabega-vermelha (Cathartes aura) e algumas espécies da familia Accipitridae.
Diferengas acentuadas foram notadas em comparagdes com valores de
diversas espécies de rapinantes. Conclusao: os resultados obtidos fornecem
dados hematolégicos importantes para o estabelecimento de pardmetros
hematoldgicos para C. atratus. A variagio entre os dados deste trabalho com
os de outros rapinantes ressalta a importancia da padroniza¢ao de valores de
referéncia para a espécie. Apoio financeiro: CNPq.
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CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA DE CELULAS-
TRONCO/PROGENITORAS HEMATOPOIETICAS DA FRACAO
ESTROMAL VASCULAR DE TECIDO ADIPOSO DE CAES
MAGALHAES, A.l,; MASSOCO, C. O.

Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo.

A caracterizagdo fenotipica e o isolamento de células-tronco hematopoiéticas
(CTH) podem fornecer informagdes relevantes quanto ao desenvolvimento
bioldgico do sistema hematopoiético. A habilidade em detectar e purificar
essas células implica no desenvolvimento de condigdes para a sua manutengao
e expansdo em culturas in vitro. Na medicina veterindria, a purificagdo
de células-tronco hematopoiéticas caninas (CTHc) tem a finalidade de
desenvolver terapias celulares, principalmente em doengas que levam a aplasia
medular ou anemia aplastica nesta espécie animal. A escassez de informagdes
sobre a caracterizagao fenotipica e a capacidade de proliferagao e pluripoténcia
celular de CTHc precisa ser superada. No presente trabalho com o emprego
da andlise imunofenotipica e de ensaios CFU, foi efetuado o isolamento, a
caracterizagdo e a expansdo, de células-tronco/progenitoras hematopoiéticas
provenientes da fragdo estromal vascular (FEV) do tecido adiposo de caes. Os
resultados obtidos demonstraram que, para o isolamento destas células o painel
de imunofenotipagem CD45-/CD117+/CD34+ apresentou melhores resultados
que 0 CD45-/CD38-/low/CD34+. Além disso, a detec¢ao da atividade da
enzima aldeido desidrogenase (ALDH) também pode ser uma grande aliada
no enriquecimento desta fragdo celular. Por meio das técnicas empregadas no
presente trabalho foi constatado que no tecido adiposo canino a freqiiéncia de
CTH é baixa. Apoio financeiro: PROAP-VPT-FMVZ-USP.

ANALISE DA RESPOSTA INFLAMATORIA FRENTE A
ESTIRPES NEUROTROPICAS DO HERPESVIRUS EQUINO
TIPO 1 EM CAMUNDONGOS ISOGENICOS NOS SEGUNDO
E TERCEIRO DIA APOS INFECCAO POR MEIO DO METODO
DE CITOMETRIA DE FLUXO

TONIETTI, PO."; MORI C.M.C."; MESQUITA, L.P."; AREVALO, A.F";
QUEIROZ, N.G.T."; GAMON, T.H.M."; LARA M.C.C.S.H.%; VILLALOBOS
E.M.C.2; CUNHA E.M.S.2; MASSOCO, C.O."; MORI E.3; MAIORKA P.C."
1 Departamento de Patologia Experimental e Comparada, Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo. 2. Instituto
Biologico — Sdo Paulo. 3. Instituto Pasteur, Sdo Paulo - SP, Brasil.

Introducao e objetivos: o herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1), importante
patégeno para os equinos pode provocar quadros de rinopneumonite,
abortamento, mortalidade perinatal e mieloencefalopatia herpética equina
(EHM). Para o estudo desse virus, devido as similaridades encontradas com
a infec¢do e a resposta imune no cavalo, o camundongo tem sido utilizado
como modelo bioldgico. No presente trabalho foi efetuada a quantificagio das
concentragdes das citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-q, IL-
12p70, e da quimiocina CCL2 (MCP-1) em camundongos isogénicos inoculados
por via intranasal com as estires brasileiras A4/72 e Ag/92 do EHV-1. Material e
Métodos: fémeas de camundongos BALB/c, Cs7BL/6 e C3H/He]J com oito
semanas de idade foram inoculadas pela via intranasal com as estirpes A4/72
e Ag/92 do EHV-1. Os camundongos dos grupos controle receberam apenas
meio essencial de Eagle pela via intranasal. A coleta do sangue foi efetuada
nos 2° e 3° dpi. As concentragdes plasmaticas de IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a,
IL-12py0 e CCL2 foram mensuradas com o Cytometric Bead Array Mouse
Inflammation Kit. Os resultados foram analisados com o programa estatistico



Graph Pad InStat (versio 3.01, 32 bit for Windows 95/NT). Resultados e
discussdo: no 2° dpi todas as linhagens de camundongos apresentaram
aumento significativo (p<o,05) de IL-6, IFN-y e TNF-a e CCL2 quando
infectados com a estirpe A4/72 do EHV-1. A excegdo foi a linhagem C57BL/6
que ndo apresentou aumento apenas de CCL2. Ja os animais inoculados com
Ag/92 apresentaram aumento apenas de IFN-y e CCL2. Ja no 3° dpi todas as
linhagens de camundongos apresentaram aumento de IL-6, TNF-a e CCL2
quando inoculados com A4/72. A excegdo foi a linhagem C3H/He] que nio
apresentou aumento significativo de TNF-a. Observou-se ainda que todas as
linhagens inoculadas com A4/72 apresentaram elevagdes nos valores de TNF-a
superiores aos observados nas infectadas com Ag/92. Esse achado ressalta a
variagdo das caracteristicas intrinsecas das estirpes virais. De um modo geral,
a comparagio da concentragio das citocinas pré-inflamatdrias do 2° dpi para
o0 3° dpi apresentou aumento significativo de IL-6 e diminuigdo de IFN-y,
TNF-a e CCL2, havendo pouca ou nenhuma diferenca entre as trés linhagens
isogénicas estudadas. Conclusdo: Os achados do presente estudo indicaram
que o desafio viral com as estirpes neurotrépicas do EHV-1 em camundongos
induziu a produgdo de IFN-y que estimulou a produ¢io de TNF-a, IL-6 e
CCLa2. A diminuigao da concentragdo de IFN-y, TNF-a e CCL2 do 2° dpi para
0 3° dpi sugere que este fato pode estar relacionado a um mecanismo de escape
do EHV-1 ou a sua capacidade de modificar a resposta imune do hospedeiro.
Portanto, eles devem desempenhar um papel importante na fisiopatogenia da
EHM. Apoio Financeiro: Projeto FAPESP n° 2012/24769-9.

EFEITOS NEUROIMUNOMODULADORES DE UM MODELO
DE ESTRESSE AGUDO DE CONTENCAO

LIMA, A.P.N.; DA CRUZ, D. S. G.; MASSOCO, C. O.

Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

Introducdo e objetivos: a ativagdo prolongada do sistema nervoso
simpatico e do eixo hipotdlamo-hipéfine-adrenal na resposta ao estresse pode
gerar alteragbes no comportamento e no sistema imune de um individuo.
No entanto, os efeitos imunomoduladores de um estresse agudo sdo ainda
controversos e pouco investigados. As células dendriticas e os linfocitos sao
elementos essenciais para a resposta imune adaptativa, atuando como células
apresentadoras de antigenos e células efetoras respectivamente. O presente
trabalho investigou as alteragdes na atividade locomotora, na ansiedade e no
fenétipo de DCs e de linfdcitos esplénicos de camundongos BALB/c machos
estressados por um modelo de estresse agudo de contengao (protocolo do
comité de ética 2568/2012). Métodos: o grupo experimental foi submetido a
trés sessdes (em dias alternados) de conteng¢do em tubos plasticos (14x7cm) por
duas horas em cada sessdo. Imediatamente ap6s a tltima sessdo de estresse, os
animais foram avaliados em testes comportamentais (campo aberto e labirinto
em cruz-elavado) e em seguida eutanasiados para a coleta de sangue e remogao
do bago. A andlise do fendtipo de linfocitos e DCs foi realizada por citometria
de fluxo com os marcadores: MHCII, CD11c, CD80o, CD86, CD40, CCR-7 CD3,
CDj4, CD8 e CD28. Resultados: os resultados obtidos demonstraram que
os animais estressados apresentaram aumento da ansiedade e diminui¢ao da
expressdo de moléculas CD28 em linfécitos CD8+ e de moléculas CD40 em
células dendriticas. Conclusdes: um estresse moderado e de curta duragio
além de causar alteragbes comportamentais também altera o fendtipo das
células imunes. Apoio financeiro: FAPESP.
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ANALISE TEMPORAL DO COMPORTAMENTO DOENTIO
INDUZIDO POR LIPOPOLISSACARIDEO EM RATAS
VIRGENS E LACTANTES

NASCIMENTO, A.F."; BERNARDI, M.M. B; MASSOCO, C."; PECORARI;
V.2; FELICIO, L.F!

1 Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade de Sdo Paulo. 2 Universidade Paulista, Instituto de Ciéncias
da Sadde, Sdo Paulo , Brasil.

Introducido e objetivo: o lipopolissacérido (LPS), uma endotoxina que
se origina da parede celular de bactérias Gram-negativas, ativa o sistema imune
dos hospedeiros infectados que libera citocinas pré-inflamatérias indutoras de
comportamento doentio. O presente trabalho caracterizou os efeitos do LPS
dependentes do tempo, analisando a temperatura e peso corporais, 0 consumo
de agua de alimentos em ratas virgens e lactantes expostas a uma dose de LPS
anteriormente relatada como capaz induzir o comportamento doentio em ratas
prenhas. Métodos: ratas Wistar, virgens na fase estro e lactantes no terceiro
dia da lactagdo receberam 100 pg/kg de LPS ou solugdo salina. A temperatura
timpénica, peso corporal e consumo alimentar e de dgua foram avaliados
0, 2, 24, 48, 72, 96, € 120 horas ap6s o tratamento. Resultados: em ratas
lactantes, a temperatura timpanica foi atenuada em comparagao a observada
nas ratas virgens. O consumo alimentar e ganho de peso corporal diminuiu em
ambos os grupos, mas as ratas lactantes consumiram mais alimentos do que
as virgens. O consumo de dgua aumentou nos diversos tempos. Conclusio:
a exposi¢do ao LPS determinou o aparecimento de sinais de comportamento
doentio representados por: diminuigdo no consumo alimentar e do ganho
de peso e aumento de consumo de dgua tanto em fémeas virgens como nas
lactantes. O curso e perfil de hipertermia variaram ao longo do tempo entre
lactantes e virgens, pareceu depender do estado fisiolégico dos animais.

UNCARIA TOMENTOSA (UNHA-DE-GATO) POSSUI
ATIVIDADE IMUNOMODULATORIA SOBRE A RESPOSTA
IMUNE HUMORAL DE RATOS

MENDES, P.F', PONCE, F"; HUEZA, |.M."?

1. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sdo Paulo (FMVZ-USP) - Departamento de Patologia - Universidade de
S3o Paulo, Sdo Paulo. 2. Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e
Farmacéuticas da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) - Campus
Diadema.

Introducdo e objetivos: a Uncaria tomentosa é uma planta medicinal
mundialmente empregada na forma de fitoterapico devido as suas propriedades
anti-inflamatdrias e imunomodulatérias. O presente trabalho empregou o
protocolo proposto pelas principais agéncias internacionais de regulamentagao
toxicoldgica para investigar a possivel modulagdo das respostas imune
humorais de ratos que receberam este fitoterdpico por 9o dias. Métodos:
quarenta ratos machos foram divididos em quatro grupos iguais e tratados,
pela via oral (gavagem), com as doses de o, 15, 75 e/ou 150mg/kg de extrato
seco de Uncaria tomentosa diluido em dgua. Sete dias antes do final do periodo
experimental, todos os animais foram sensibilizados intraperitonealmente com
1 mL de eritrdcitos de carneiro (SRBC) (2,0 x 109 eritrdcitos/mL). No final
do periodo experimental, os animais foram eutanasiados e tiveram os seus
esplendcitos coletados, contados e ajustados para a concentragdo de 12,0 x 106
células/mL. Para realizagdo do ensaio do PFC, os esplendcitos, juntamente
com os SRBC e o soro de cobaia (fonte de sistema complemento), foram
adicionados a uma solugdo de bacto agar a 0,5% e plaqueados em laminas de
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histologia. Apds trés horas em estufa a 37°C, as laminas foram visualizadas
ao microscdpio e os halos de lise de SRBC foram contados, e representados
como ntimero de PFC/105 esplenécitos. Resultados: apesar da auséncia de
significdncia estatistica (p<0,06), verificou-se que o fitoterapico promoveu um
aumento dose-dependente no numero de linfocitos produtores de anticorpos
especificos anti-SRBC, em resposta ao desafio antigénico. Conclusdes:
considerando a maior produgéo de anticorpos T-dependentes frente a desafio
imune especifico pode-se afirmar que a administragio da U. fomentosa
apresentou atividade imunomodulatdria sobre a resposta imune humoral de
ratos. Apoio financeiro: FAPESP (proc. n°. 2012/09565-8).

PATOLOGIA COMPARADA DAS MALFORMACOES
CONGENITAS EM BOTHROPS JARARACA E CROTALUS
DURISSUS PROVENIENTES DO SUDESTE BRASILEIRO
CARVALHO, M.P.N."; SANT'ANNA, S.S.2; GREGO, K.F.?; GOGONE,
I.C.V.P."; FONSECA-PINTO, A.C.B.C.3; LORIGADOS, C.A.B.3; CATAO-
DIAS, J.L."

1 Laboratério de Patologia Comparada, Departamento de Patologia,
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sdo
Paulo 2Laboratério de Herpetologia, Instituto Butantan 3Departamento
de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sdo Paulo

As malformagdes congénitas ou teratogenias sdo processos patologicos
definidos como defeitos estruturais que se originam durante a vida embrionaria.
Sua ocorréncia tem sido relatada em todas as classes de vertebrados e
geralmente sdo incompativeis com um periodo de vida prolongado. Uma ampla
variedade de malformagdes é descrita em répteis, principalmente nas espécies
que compreendem a ordem Squamata. Acredita-se que as malformagdes nestes
animais ocorram devido a causas genéticas e/ou ambientais, incluindo a baixa
variabilidade génica de algumas populagdes, as alteragdes de temperatura
e umidade ambientais, e a polui¢ao do meio-ambiente. A caracterizagao
dos processos patoldgicos envolvidos nestas anomalias é de fundamental
importancia para a compreensao dos fatores que interferem com a conservagao
dos vertebrados em geral e, no que remete ao presente trabalho, das serpentes
em especifico. O presente trabalho caracterizou as alteragdes macroscopicas
e histopatoldgicas observadas em 102 serpentes nascidas de maes de vida
livre e acometidas por teratogenias, compreendendo as espécies Bothrops
jararaca e Crotalus durissus. As caracteristicas macroscdpicas das lesdes foram
avaliadas por exames morfométricos, radiograficos, microtomograficos e
necroscopicos. Alteragdes histopatolégicas foram identificadas por andlise
optica de luz em materiais submetidos a métodos citoquimicos rotineiros e
especiais. As serpentes da espécie B. jararaca apresentaram lesdes axiais mais
severas que as da espécie C. durissus. Nas analises intraespecificas, fémeas de C.
durissus apresentaram lesdes axiais mais severas que os machos. Em relagao a
distribuicdo destas lesdes, os individuos da espécie C. durissus apresentaram o
tergo final da coluna como a regido mais acometida pelas malformagdes axiais.
A caracterizagdo microtomografica de teratogenias especificas (anoftalmia,
bicefalia, buftalmia, cauda enrodilhada, ciclopia, cifoescoliose, hidrocefalia,
lordose, malformagdo cefdlica e prognatismo), permitiu a andlise e a
documentagéo das alteragdes morfoldgicas originais para serpentes tais como
aagenesia dos ossos frontal, parietal e supraoccipital em B. jararaca portadora
de malformagdo cefalica. A relagdo entre as alteragdes histopatoldgicas e
as malformagoes revelou a existéncia de correlagdo entre a incidéncia de
doengas renais cisticas em serpentes acometidas por braquignatia, quadros
inflamatorios oculares em serpentes com buftalmia e a desorganizagdo
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das fibras musculares periaxiais e fusdo de corpos vertebrais em serpentes
portadoras de lordose. O levantamento efetuado no presente trabalho constitui
uma base de informagoes tteis para estudos futuros no campo da patologia,
teratologia, embriologia e ecotoxicologia de serpentes. Apoio financeiro:
CNPq e FAPESP.

ERROS MEDICOS VETERINARIOS: CARACTERIZACI\O DA
CASUISTICA E CIRCUNSTANCIAS DE OCORRENCIA EM
ANIMAIS SUBMETIDOS A NECROPSIA

MARIA, A.C.B.E.; SALVAGNI, FES.; SIQUEIRA, A.; MESQUITA, L. P;
MAIORKA, P.C.

Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, USP - Universidade de Sdo Paulo — SP, Brasil

Introducdo: o médico veterindrio tem por obrigagdo agir com diligéncia e
cuidado no exercicio de sua profissao, uma vez que a atuagao de profissionais
ineptos pode culminar no erro médico. O erro médico é definido como o mau
resultado ou resultado adverso decorrente de agdo ou da omissio do médico,
caracterizada por impericia, imprudéncia ou negligéncia. Objetivo: o
presente trabalho caracterizou os erros médicos veterinarios observados
nas necropsias realizadas no Servigo de Patologia Animal da FMVZ/USP,
bem como as circunstancias de ocorréncia dos mesmos. Método: de uma
populagio de 1634 animais necropsiados entre janeiro de 2008 a maio de 2013
no Servigo de Patologia Animal da FMVZ/USP, 26 casos foram selecionados
com base em seus histéricos e achados necroscépicos compativeis com erro
meédico veterinario. Resultados: dos 26 casos selecionados, mais de 57% sdo
de caninos domésticos, seguido por felinos domésticos, equinos, bovino, ovino
e réptil. Em relagio a raga, foi constatada uma maior prevaléncia dos animais
sem raga definida. Quanto a idade, os animais idosos, acima de oito anos
de idade, apresentaram uma maior frequéncia entre os casos selecionados;
dentre o sexo dos animais, foi observada uma maior incidéncia de fémeas,
abrangendo 65% do total de casos. Em relagdo as circunstancias de ocorréncia
dos erros médicos, 38% vieram a obito em decorréncia de negligéncia e 69%
dos erros médicos estdo associados a incompatibilidade de diagndstico de
doengas. Conclusdo: O médico veterindrio tem obrigagdo profissional,
ético e civil, de exercer com exceléncia a sua profissdo, dado que pode ser
responsabilizado tanto civil quanto criminalmente no caso de comprovagao de
danos ocasionados aos pacientes. Apoio: Agradecemos o apoio das agéncias
de fomento Capes, CNPq e Fapesp.



ANALISE FUNCIONAL E FENOTIPICA DE CELULAS
DENDRITICAS CANINAS GERADAS IN VITRO E ATIVADAS
POR DIFERENTES ESTIMULOS BIOLOGICOS - RESULTADOS
PARCIAIS (PROJETO EM ANDAMENTO)

SILVA, M.B.; MASSOCO, C.O.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo

Os cdes sdao acometidos por doengas inflamatdrias e neopldsicas que
apresentam diversas similaridades com quadros registrados em seres
humanos e se constituem em um importante modelo animal para a realizagao
de investigagoes de patologia comparada. As células dendriticas (DCs),
na atualidade, consideradas como a popula¢ao mais potente de células
apresentadoras de antigenos sio um alvo promissor para a imunoterapia
de caes; no entanto o uso terapéutico de DC caninas ainda ¢ limitado, pois
as técnicas de isolamento ainda ndo foram padronizadas e as informagdes
especificas da espécie a esse respeito ainda sdo insuficientes. O presente projeto
foi delineado para avaliar a geragdo in vitro de células dendriticas caninas
pulsadas com diferentes doses de lisado tumoral (melanoma canino), bem
como, de investigar os seus efeitos sobre a caracterizagiao imunofenotipica e
funcional de DCs maduras. Estd sendo empregado o buffy coat de bolsas de
sangue caninas coletadas pelo Banco de Sangue do HOVET-USP, nas quais por
meio de Ficoll 1077g/dL sdo isolados linfomononucleares que darao origem as
DCs ap0s cultivo celular com meio contendo citocinas recombinantes canina
(GM-CSF) e interleucina 4 (IL-4). No sétimo dia de cultivo as células do
grupo controle e DCs sdo incubadas com anticorpos MHC de classe II, CD11c,
CD86, F4/80 e analisadas em citdbmetro de fluxo FACScalibur. As células
tumorais que ddo origem ao extrato tumoral sdo provenientes de melanomas
caninos submetidos a digestdo por colagenase e posteriormente congelados
a -800 C na presenca de soro fetal bovino e DMSO; o lisado tumoral é
obtido submetendo-se as células tumorais a ciclos de congelamento com
nitrogénio liquido e descongelamento, seguida por sonicagdo; a quantificagao
de proteina obtida no extrato ¢ dosada com o método Bradford; no quinto
dia de cultivo DCs (DC imaturas) sdo pulsadas com diferentes quantidades
de lisado tumoral; no sexto dia é adicionado LPS para induzir maturagao
nas DCs e no sétimo dia é avaliada a imunofenotipagem. Até o momento
foram obtidos aproximadamente 65% de DCs imaturas e os experimentos de
imunofenotipagem apés pulsar DCs com lisado tumoral se encontram em

andamento.
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DETECCAO DE CIRCOVIRUS E POLIOMAVIRUS NO ESTADO
DE SAO PAULO

AZEVEDO, N.P.; GUIMARAES, M.B.; FERREIRA, A.J.P.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S3o
Paulo.

O impacto de patdgenos exdticos nas espécies nativas é um problema
reconhecido; dentre as diversas doencas preocupantes em aves de cativeiro,
a circovirose e a poliomavirose estdo entre as mais importantes. Por serem
doengas virais persistentes, com elevada mortalidade e morbidade, sdo
extremamente perigosas tanto para psitacideos de cativeiro como para os de
vida livre. Estudos sobre a ocorréncia destes agentes em aves de cativeiro e vida
livre foram realizados em varias partes do mundo, entretanto, pouco se sabe
sobre estes virus na América do Sul. O circovirus de psitacideo é o causador da
doenga do bico e das penas de psitacideos (BFV), caracterizado pela distrofia
simétrica das penas e pela imunossupressao. O poliomavirus (APV) causa uma
doenga semelhante & BFD, com alteragdo em penas, entretanto, outros sinais
clinicos como a hemorragia subcutanea sdo comumente encontrados nesta
patologia. Os dois patdgenos infectar simultaneamente um mesmo hospedeiro.
Apesar de afetarem psitacideos, poucos estudos sobre estes agentes foram
realizados no Brasil. O presente trabalho empregou a técnica de PCR, para
detectar circovirus e poliomavirus em amostras bioldgicas de psitacideos de
cativeiro no Brasil. Foram examinados 120 animais, pertencentes a 23 espécies
distintas, com sintomatologia compativel com APV e/ou BFDV. Foram
encontradas 57 (47,5%) aves positivas, sendo que em 21 (17,5%) foi detectado
0 APV e em 41 (34,17%) o BFDV, distribuidos em 18 espécies de psitacideos.
Entre os animais positivos, cinco (8,62%) apresentaram infecgao concomitante
para os dois virus. Os sinais clinicos observados nos animais positivos para
circovirus foram apteria (n=19), automutilagio (n=2), regurgitagdo (n=1),
sinais neurolégicos (n=11), apatia/anorexia (n=15) e 6bito subito (n=2).
Nas aves positivas para poliomavirus, quatro apresentavam apteria, trés
automutilagdo, duas regurgitagao, um sinal neuroldgico, vinte apatia/anorexia
e um O6bito subito sem ocorréncia de sinais clinicos. Os animais com infec¢ao
concomitante por circovirus e poliomavirus apresentavam: automutilagao
(n=2), apteria (n=3), apatia/anorexia severa (n=2) e sinais neuroldgicos (n=1).
A detecgao de APV e BFDV caracteriza o registro da ocorréncia de ambos os
virus em psitacideos de cativeiro no Brasil, tanto em espécies exdticas como
em espécies nativas. Os sinais clinicos mais observados nas aves positivas para
APV foram anorexia e/ou apatia, demonstrando que as manifestagdes clinicas
da doenga sdo inespecificas e esta é provavelmente a razdo deste virus ainda néo
ter sido estudado no Brasil. Também deve ser considerada a dificuldade para
ser firmado o diagnostico da doenca quando néo hé outro agente associado.
A presenga de anemia em uma ave da espécie Amazona aestiva é um possivel
sinal clinico a ser considerado para a infec¢do por APV.
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EFEITOS DA ADMINISTRACAO REPETIDA DE
METILFENIDATO NO INiCIO DA LACTA(;Z\O NA ATIVIDADE
GERAL DE RATAS E NOS NiVEIS DE MONOAMINAS
CENTRAIS APOS DESAFIO COM A MESMA DROGA AO
TERMINO DA LACTACAO

PONCHIO, R.A."; TEODORO, V, E."; FLORIO, J.C.2; QUEIROZ-
HAZARBASSANOQV, N.2; BERNARDI, M.M."2

1 Universidade Federal do ABC, Centro de Matemética, Computacdo
e Cognicdo. 2 Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: o metilfenidato (MFD) ¢ uma anfetamina néo
estimulante empregada ja hd algum tempo no tratamento do Transtorno de
Déficit de Atencao e Hiperatividade(TDAH). Tem sido observado que ap6s
uma exposigao repetida a psicoestimulantes ha um progressivo e persistente
aumento na hiperatividade induzida por estas drogas, ou seja, sensibilizagéo.
O presente trabalho investigou se a administragio repetida de MFD na fase
inicial da lactagao induziria a sensibilizagdo a mesma droga apos a lactagao
por meio da atividade geral observada em campo aberto e da avaliagdo dos
niveis estriatais de monoaminas. Material e métodos: camundongos
fémeas foram cruzadas com machos e do segundo ao oitavo dia da lactagao
foram tratadas uma vez ao dia com 10 mg/kg de MFD ou solugdo salina a
0,9%. As camundongas foram pesadas durante o tratamento e foi calculado
o seu ganho de peso. No desmame, as camundongas dos dois grupos foram
pesadas e receberam uma dose adicional de MFD. Duas horas depois foram
observadas em campo aberto para medida de sua atividade geral e uma
hora ap6s este procedimento os seus estriados foram isolados e os niveis de
monoaminas foram avaliados por HPLC. Resultados e discussao: com
relagdo ao grupo controle: 1) o peso corporal das ratas apds o desmame néo foi
modificado; 2) na atividade geral houve redugéo da frequéncia de locomogio
e aumento na duragdo de imobilidade; 3) nos niveis de neurotransmissores
estriatais foi observada a reducdo nos niveis de serotonina e seu metabdlito;
4) nao foram constatadas alteracdes nos niveis de dopamina e noradrenalina
bem como de seus metabdlitos. O tratamento com MFD no inicio da lactagdo
associado a um desafio com a mesma droga reduziu a atividade geral de
camundongos e dos niveis de serotonina e seu metabodlito ao desmame
indicando o desenvolvimento de sensibilizagio. Conclusdo: a administragio
repetida de MFD no inicio na lactagdo promove sensibilizagio das fémeas a

uma dose desafio da mesma droga.
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PARTICIPACAO DA BRADICININA, TAQUICININAS E
RECEPTORES PURINERGICOS NA HIPERALGESIA INDUZIDA
PELO CONTEUDO DE SECRECAO PLAQUETARIA

LELLIS, T.B.; CARRILHO, J.M.; SILVA, E.A.; SANTORO, M.L.; GIORGI, R.
Laboratério de Fisiopatologia, Instituto Butantan, Brasil.

Introducdo: a injegdo intraplantar (i.pl.) do conteudo de secrecdo
plaquetaria (CSP) ou plaquetas integras induzem a hiperalgesia em ratos
avaliados pelo teste de pressdo de pata, o que sugere que as plaquetas estdo
envolvidas na génese da dor inflamatéria. Com base nesses resultados, tém
sido avaliados os mecanismos envolvidos na hiperalgesia induzida pelo CSP.
Ja foi determinado, que os prostanoides e os receptores P1 e f2-adrenérgicos,
mas ndo a serotonina, estdo envolvidos na media¢do do efeito acarretado
pelo CSP. Objetivos: no presente trabalho foi investigada a participagio
da bradicinina, das taquicininas e de receptores purinérgicos na hiperalgesia
induzida pelo CSP. Métodos: a hiperalgesia foi avaliada em ratos Wistar
machos submetidos ao teste de pressdo de pata ap6s a injegdo i.pl. de CSP (50
ul), na concentragdo equivalente & 200x109 plaquetas/L e o limiar de dor foi
avaliado ap0s 1, 2 e 4h ap6s o tratamento (CEUAIB 0110813). A participagdo
da bradicinina no efeito hiperalgésico induzido pelo CSP foi investigada
pelo pré-tratamento dos animais com Lys-(des-Argg, Leu8) (antagonista
de receptor B1 de bradicinina, 30 pg/pata, i.pl.) e bradyzide (antagonista de
receptor B2 de bradicinina, 15 pg/pata, i.pl.). O envolvimento das taquicininas
foi avaliado com as drogas GR82334 (antagonista de receptor NKi, 1,4 pg/
pata, i.pl.) e GR94800 (antagonista do receptor NK2, 0,9 pg/pata, i.pl.). A
droga A-317491 (antagonista dos receptores P2X3 e P2X2/3, 60 ug/pata, i.pl.)
foi empregada para a investigagdo da participagdo de receptores purinérgicos.
Resultados e discussao: a hiperalgesia induzida pelo CSP foi revertida
pelo pré-tratamento dos animais com os antagonistas dos receptores B1 e B2
de bradicinina, dos receptores NK1 e NK2 de taquicininas e com o antagonista
de receptores purinérgicos P2X3 e P2X2/3, demonstrando que a bradicinina,
as taquicininas e os receptores purinérgicos medeiam este efeito. Visto
que a substancia P (SP), o principal agonista do receptor NKi, sensibiliza
receptores purinérgicos P2X3, pela ativacdo de NKi, é possivel que haja uma
conexdo entre SP e receptores purinérgicos nos mecanismos envolvidos na
hiperalgesia induzida pelo CSP. As plaquetas ndo sé sdo ativadas pela SP, como
também possuem uma substéncia similar a SP. Assim, pode se aventar que a
SP desempenhe um papel relevante na génese da dor inflamatéria induzida
pelo CSP. Conclusdo: Considerando-se os dados obtidos pode-se sugerir
que prostanoides, receptores 1 e B2 adrenérgicos, receptores B1 e B2 de
bradicinina, receptores P2X3 e P2X2/3 purinérgicos e taquicininas medeiem a
hiperalgesia induzida pelo CSP. Apoio financeiro: PIBIC/CNPq, FAPESP
(Proc: 2012/24621-1) e Fundagdo Butanta.
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ESTUDO RETROSPECTIVO DA OCORRENCIA DE
CARDIOPATIAS CONGENITAS DIAGNOSTICADAS EM CAES
UMBELINO, R. M."; LARSSON, M. H. M. A2

1. Graduanda - FMVZ/USP. 2. Professora Doutora do Departamento de
Clinica Médica — FMVZ/USP.

As doengas cardiacas congénitas (DCCs) sdo a causa principal de morbidade
e mortalidade cardiaca em animais jovens. Idade, sexo e raga devem ser
considerados quando da avaliagdo de animais com DCCs. O conhecimento
da prevaléncia das afec¢des cardiacas em cées é de fundamental importancia
para o clinico de pequenos animais, auxiliando na formulagio de diagndsticos
diferenciais e no estabelecimento de um plano terapéutico adequado. Como
a ocorréncia de cardiopatias congénitas é variavel de acordo com o pais
torna-se necessario o conhecimento da casuistica nacional desta patologia. O
presente trabalho efetuou uma analise da ocorréncia das DCCs atendidas pelo
Servigo de Cardiologia do Departamento de Clinica Médica/HOVET-USP,
considerando as varidveis raga, sexo e idade. O estudo retrospectivo foi realizado
consultando-se as fichas de atendimento didrio do Servigo de Cardiologia do
Departamento de Clinica Médica/HOVET-USP, com a finalidade de resgatar
os prontudrios dos animais diagnosticados com DCCs no periodo de 2006 a
2013. Os dados foram tabulados e as frequéncias calculadas, para permitir a
realizagdo de uma estatistica descritiva das DCCs mais frequentes em cées.
Durante o periodo de estudo, 78 animais tiveram diagnostico confirmado de
cardiopatia congénita por meio do exame ecodopplercardiografico. Desses, 73
animais (93,58%) apresentavam padréo racial definido e apenas cinco animais
(6,42%) nao tinham padréo racial definido. Considerando os 78 animais em
estudo, com e sem defini¢do racial, 50 animais (64,1%) eram fémeas e 28
animais (35,69%) machos. Com relagio ao padrio racial, foi observado que a
raga Pastor Alemao foi a mais acometida (14,10%), seguida por Poodle (11,53%)
e Yorkshire (10,25%). Neste estudo, 85 diagnosticos foram constatados. Dentre
todas as doengas, a persisténcia do ducto arterioso (PDA) foi a mais frequente
(47,05%), seguida da estenose subaortica (ES) (15,29%), estenose pulmonar (EP)
(10,58%) e estenose aortica (EA) (8,43%). As DCCs foram mais frequentes em
animais com menos de 12 meses (44,87%). Entretanto, também houve casos em
animais de faixa etdria mais avangada, o mais idoso tinha 13 anos. As DCC sdo
mais frequentemente diagnosticadas em animais com padrao racial definido.
As racas mais acometidas foram Pastor Alemao, Poodle e Yorkshire. Dentre
todas as DCCs, a PDA foi a mais comum. As fémeas foram as mais acometidas.
As anomalias congénitas predominaram em animais com menos de 12 meses
de idade. Apoio financeiro: FAPESP (processo n. 2013/13338-0).
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AVALIACAO MACROSCOPICA DE ACARAS (GEOPHAGUS
BRASILIENSIS) COMO BIOMARCADOR DE POLUICAO
AMBIENTAL DA REPRESA BILLINGS

LOPEZ, A.C.C. *; PAIVA, V.L.G.S."; HELD, B2.; QUINAGLIA, G.A2; SA,
L.RM.

1. Laboratério de Gastroenterologia Experimental e Comparada e
Patologia Ambiental, Departamento de Patologia, FMVZ-USP; 2. Setor
de Andlises Toxicologicas, Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo.

Introducdo: a 4gua é um recurso natural essencial para a vida na Terra.
Além de ser fundamental ecologicamente, ¢é utilizada com fins econdémicos
como abastecimento para a humanidade e produgao industrial e agricola,
influenciando diretamente a tomada de decisdes politicas, econémicas e sociais.
O peixe acumula substancias quimicas pela ingestao de alimento contaminado
ou por contato pelas suas superficies respiratorias com a dgua contaminada. O
presente trabalho efetuou a andlise macroscopica de peixes acards (Geophagus
brasiliensis), capturados em diferentes pontos do reservatério de agua Billings,
visando a sua utilizagio como bioindicadores dos niveis de poluicdo do
ambiente de modo a subsidiar politicas publicas de monitoramento ambiental.
Materiais e métodos: foram avaliados 50 acaras (G. brasiliensis) machos,
provenientes de cinco pontos de coleta do reservatério Billings, dez animais
por ponto, selecionados aleatoriamente e coletados no periodo de margo e abril
de 2014. A coleta foi efetuada pela CETESB. Os animais chegaram mortos para
a realizagdo do exame macroscopico. Resultados: a média e desvio padrio
do peso em gramas dos peixes foi de 140,24+ 50,30, os dados biométricos
exXpressos em centimetros foram: comprimento total médio 18,546+ 2,182, €
comprimento padrao médio 14,778+ 2,393. Quanto a condigdo corpdrea, 62%
dos animais apresentaram condi¢do corporea adequada com depositos de
gordura intracelomatica e 30% condigao de sobrepeso com grandes depoésitos
de gordura, enquanto 2% foram considerados magros. Quanto aos 6rgaos
analisados, 34% dos peixes apresentaram hepatomegalia e 58% coloragio
amarela e friavel do figado. Quanto ao bago, apenas 12% apresentaram
esplenomegalia e 34% tinham a sua coloragéo alterada apresentando-se com
a tonalidade variando de vermelho escuro a enegrecido. Dentre as branquias
examinadas, 6% dos animais apresentaram muco recobrindo os arcos. Os
demais 6rgaos investigados: genitais, trato gastrointestinal, coragéo e rins nio
apresentaram alteragdes. Conclusdo: a analise macroscopica dos acards
examinados mostrou que a maioria dos peixes apresenta condigdo corpérea
adequada, mas com esteatose que pode ser indicativo de condi¢iao ambiental
desfavoravel. O estudo microscopico futuro dos 6rgaos podera auxiliar na
avaliagdo desta espécie como bioindicador da poluigao ambiental na Billings.
Apoio Financeiro: Bolsista do CNPg-Brasil, FEHIDRO - AT 603.
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EFEITOS DE NORADRENALINA E CORTICOSTERONA
IN VITRO SOBRE A ATIVIDADE DE LINFOCITOS T DE
GALINHAS SPF (PROJETO)

OLIVEIRA, N. G.; MASSOCO, C.O.; QUINTEIRO-FILHO, W. M.
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo: as interagdes entre o sistema nervoso central (SNC) e o
sistema imune (SI) ja estdo bem estabelecidas. Sabe-se que o estresse ativa
o SNC que, assim, modifica a fun¢do imune, diminuindo a resisténcia a
infecgbes. Grande parte da influéncia do SNC sobre o SI é exercida por
dois mecanismos principais: 1) via eixo hipotalamo-hipéfise ou piatuitdria-
adrenal (HPA), com liberagio de glicocorticoides e, 2) via sistema nervoso
autdénomo simpatico, com liberagdo de adrenalina e noradrenalina (NE).
Sabe-se que os linfdcitos T apresentam receptores para glicocorticoides e
noradrenalina (receptores p e a adrenérgicos) e que sio modulados por essas
duas substancias. Diante disto, o presente projeto pretende dar continuidade
alinha de pesquisa em neuroimunomodula¢io em aves, estudando in vitro os
efeitos da noradrenalina e da corticosterona sobre a fenotipagem e proliferagao
de linfécitos T advindos do sangue periférico de galinhas SPFE. Objetivo:
avaliar os efeitos in vitro da noradrenalina e da corticosterona sobre a atividade
de linfécitos T de galinhas SPE, analisando a fenotipagem e a proliferagao de
linfécitos T. Materiais e Métodos: dez galinhas SPF de 21 dias de idade,
alojadas em camaras isoladas, serdo submetidas a colheitas de sangue da veia
jugular para posterior obtengao dos linfdcitos T. As células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) heparinizado serdo purificadas por centrifugagio
de gradiente de densidade Ficoll-Paque™ PLUS, densidade 1077 g/ml. PBMC
e serdo marcadas com CFSE com o CellTraceTM CFSE kit. Apos lavagem, as
células finais serdo ressuspensas a uma concentragao de 1 x 107 cel/ml em meio
Xvivo-15 completo. A proliferagao dos linfécitos sera avaliada ap6s o estimulo
in vitro com concanavalin A. Apos andlise da proliferacio dos linfécitos T, as
células serdo incubadas com marcadores de membrana CD3+, CD4+, CD8+,
TCRyS, CD28+ para fenotipagem em citémetro de fluxo. Delineamento
Experimental: Experimento A: Os linfécitos T serdo incubados com: I)
Concanavalin A (Con A) 5 pug/ml; ITI) Con A 5 pg/ml e corticosterona em
quatro concentragdes diferentes: 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,25 pg/ml ou 1 ug/ml;
III) Con A 5 ug/ml e noradrenalina em quatro diferentes concentragdes: 0,01
ug/ml, 0,1 ug/ml, 0,25 pg/ml ou 1 pug/ml; IV) Controle, linfécitos T em meio
de cultura ausente de Con A, noradrenalina ou corticosterona. Apds 3 horas
de incubagio a placa sera lavada e os linfocitos serdo colocados em um novo
meio de cultura, sendo analisados ap6s 120 horas de incubagio. Experimento
B: Os procedimentos serdo semelhantes aos do experimento A, porém apds 24
horas de incubagdo a placa sera lavada e os linfdcitos serdo colocados em um
novo meio de cultura, sendo analisados apds 120 horas de incubagio. Apoio
financeiro: PIBIC-CNPQ, FAPESP.
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AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO DE RATAS
WISTAR EXPOSTAS A FLUOXETINA DURANTE O PERIODO
DE LACTACAO

SANTORO, M.A."; SPINOSA, H.S.%, RICCI, E.L.2

1 Aluna de iniciagdo cientifica pelo VPT. 2. Docente Departamento de
Patologia de patologia- VPT. 3 Doutora em toxicologia pelo departamento
de patologia — VPT

Os antidepressivos sdo medicamentos usados na espécie humana para o
tratamento dos transtornos do humor, tais como os depressivos e os bipolares.
Tém também indicagao para utilizagdo em quadros de agorafobia (situagio
na qual o individuo evita locais ou situagdes das quais seria dificil escapar),
enurese (mic¢do involuntaria noturna), narcolepsia (dificuldade de a pessoa
manter-se acordada), transtorno do pénico, transtorno obsessivo-compulsivo,
dores cronicas, entre outros distirbios. Dentre os antidepressivos mais usados
na atualidade, tanto em seres humanos, como em animais, a fluoxetina ¢
considerada como causadora de poucos efeitos colaterais. Esse medicamento
faz parte do grupo de antidepressivos considerados da terceira geracio,
que sdo inibidores seletivos da capta¢do da serotonina. Considerando-se a
existéncia de poucos estudos sobre os efeitos neurocomportamentais desse
antidepressivo, o presente trabalho foi delineado para, avaliar as possiveis
alteragdes no comportamento materno de ratas lactantes expostas a fluoxetina.
Deste modo, 24 ratas Wistar prenhes foram separadas em quatro grupos
(N=6): o grupo controle que recebeu por gavagem agua (1 ml/kg) e trés grupos
experimentais que receberam por gavagem 1, 10 e 20 mg/kg de fluoxetina (isto
é, a dose terapéutica, dez e vinte vezes a dose terapéutica), do 1° ao 21° dia da
lactagdo. A avaliagdo do comportamento materno (CM) foi realizada no 5°
dia de lactagdo, periodo no qual o CM apresenta sua intensidade maxima. As
mades foram privadas de seus filhotes uma hora antes do inicio do teste e ap6s
60 minutos da separagdo da mae/filhotes, teve o inicio do teste propriamente
dito, colocando-se cada um dos oito filhotes em posi¢des opostas na caixa
moradia, sendo entdo reintroduzida a rata. Os pardmetros avaliados foram:
tempo de laténcia para o recolhimento dos quatro primeiros filhotes, tempo de
laténcia para o inicio da amamentagéo e o niimero total de filhotes recolhidos
pela mae ao final do experimento. Os resultados mostraram que as maes
do grupo tratado com 10 mg/kg tiveram aumento significante no tempo de
laténcia para recuperagio dos filhotes. Além disso, as maes tratadas com 1,
10 e 20 mg/kg apresentaram aumento significante no tempo de laténcia
para o inicio da amamenta¢io e as mies dos grupos de 1 e de 10 mg/kg
apresentaram redugao significante no niimero total de filhotes recolhidos ao
final do experimento com relago ao grupo controle. Esses resultados sugerem
que a exposi¢do ao antidepressivo promoveu prejuizo motor nos animais,
principalmente na dose intermediaria de 10 mg/kg. Ratas lactantes tratadas
com o antidepressivo fluoxetina apresentaram efeitos colaterais com prejuizo

dos seus comportamentos maternais.
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CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO CAMUNDONGO
MUTANTE ESPONTANEO TREMOR UTILIZANDO UMA
BATERIA DE TESTES COMPORTAMENTAIS (PROJETO EM
ANDAMENTO)

GARCIA GOMES, M.S.A.1; MANES, M.1;
MASSIRONI, S.M.G.3; MORI, C.M.C1

1. Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo. 2. Universidade Paulista — UNIP.
3. Departamento de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo.

BERNARDI, M.M.2;

Introducdao e objetivos: a mutacio espontinea tremor (tr),
autossdmica recessiva, foi observada na colonia de camundongos Swiss do
Biotério do Departamento de Patologia da FMVZ/USP causando tremores,
ataxia e convulsdes. Na andlise histopatoldgica, utilizando-se a coloragao de
Luxol Fast Blue foi evidenciada a deficiéncia de mielina principalmente nas
meninges e camada molecular do cerebelo. Posteriormente, foram realizados
dez retrocuzamentos com a linhagem Cs7BL/6 para mudanga do fundo
genético. Resultados preliminares do mapeamento genético, efetuado com
marcadores microssatélites, indicaram que a mutagdo tremor estd situada
no cromossomo 14. Com o objetivo de caracterizar o fendtipo dos mutantes
tremor serd utilizada uma bateria de testes comportamentais visando
observagao do estado geral de satide, dos reflexos neuroldgicos, das habilidades
sensoriais e da funcdo motora. Material e métodos: Foram utilizados
camundongos machos com oito semanas de idade, dos quais oito mutantes
tremor e oito C57BL/6 que ndo apresentavam a mutagio para o grupo controle.
A caracterizagao fenotipica dos camundongos mutantes abrangeu a avaliagao
geral do fendtipo baseando-se em uma bateria de testes comportamentais.
Inicialmente, os testes foram realizados no campo aberto e ordenados por
parametro avaliado, na seguinte sequéncia: 1) atividade geral dos animais e
sistema sensorial: frémito vocal, irritabilidade, reflexo auricular, aperto de
cauda, reflexo corneal e resposta ao toque; 2) testes psicomotores: contor¢ao,
trem posterior, reflexo de endireitamento, ténus corporal e for¢a de agarrar;
3) avaliacdo do sistema nervoso central e autdbnomo: tremores, convulsdes,
cauda em pé, sedagao, anestesia, ataxia, ptose, lacrimagao, micgao e defecagéo.
Resultados e discussdo: em relagio aos camundongos C57BL/6, nos
mutantes houve incremento significante nos tremores. Observou-se ainda,
aumento na ataxia, e também uma maior quantidade de animais que andavam
com a cauda em pé, que pode ser um mecanismo compensatorio a sua ataxia
para auxiliar com o déficit de equilibrio. Ainda, foi observada a redugdo na
motilidade e nas frequéncias de levantar e grooming. Foi aventada a hipdtese de
que o aumento do tremor, parametro ligado ao sistema nervoso central, tenha
sido responsavel pela redugdo nos pardmetros psicomotores e da motilidade.
Visando a valida¢do do modelo animal, a partir desses resultados iniciais
serdo selecionados testes comportamentais mais especificos que auxiliarao
na caracterizagdo do fenétipo da mutagio. Conclusdo: Concluiu-se que
0 mutante tremor apresenta prejuizos de origem no sistema nervoso central,
possivelmente gerados pela falta de mielina, que afetam o seu desempenho
motor.
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FENOTIPAGEM COMPORTAMENTAL DO CAMUNDONGO
MUTANTE EQUILIBRIO

MANES, M., GOMES, M.S.A.G."; BERNARDI, M.M.2, MASSIRONI,
S.M.G.3; MORI, C.M.C."

1. Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo. 2. Universidade Paulista ~UNIP.
3. Departamento de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: o camundongo mutante recessivo denominado
equilibrio (eqlb), que apresenta deficiéncia de equilibrio e incoordenagéo
motora, foi originado em um projeto de mutagénese que empregou o agente
quimico N-Ethyl-N-Nitrosourea (ENU). Na sua andlise histopatoldgica foi
constatado que apresentavam a formagio anormal das camadas celulares do
cerebelo, com desorganizagdo da camada de células de Purkinje e espessamento
da camada granular externa. O seu mapeamento genético identificou a mutagao
no gene NADPH oxidase 3 (Nox3), cromossomo 17, descrito como responsavel
por defeitos vestibulares e na formagdo das otocOnias. A caracterizagdo
fenotipica dos mutantes equilibrio abrangeu a avaliagdo geral do seu fenotipo,
efetuada com uma bateria de testes comportamentais destinados a avaliagao
das condigdes: estado geral de saude, reflexos neurolégicos, habilidades
sensoriais e fungio motora. Material e métodos: foram utilizados
camundongos machos com oito semanas de idade, dos quais 12 mutantes
equilibrio e 12 camundongos BALB/c do grupo controle. A caracterizagao
fenotipica dos camundongos mutantes abrangeu a avaliagdo geral do fenétipo
baseando-se em uma bateria de testes comportamentais. Inicialmente, os testes
foram realizados no campo aberto e ordenados por pardmetro avaliado, na
seguinte sequéncia: 1) atividade geral dos animais e sistema sensorial: frémito
vocal, irritabilidade, reflexo auricular, aperto de cauda, reflexo corneal e
resposta ao toque; 2) testes psicomotores: contorgao, trem posterior, reflexo
de endireitamento, tdnus corporal e forca de agarrar; 3) avaliagdo do sistema
nervoso central e autonomo: tremores, convulsoes, cauda em pé, sedagio,
anestesia, ataxia, ptose, lacrimagdo, micgdo e defecacio. Resultados
e discussdo: em relagio aos camundongos BALB/c, os camundongos
equilibrio apresentaram aumento de queda do trem posterior e redugido no
reflexo de endireitamento, irritabilidade, resposta ao toque, da defecagio e na
frequéncia de levantar. Nos camundongos mutantes equilibrio, o aumento da
queda do trem posterior e redu¢do no reflexo de endireitamento apontam para
prejuizo do sistema psicomotor enquanto que a redugéo na resposta ao toque
e da irritabilidade mostram que os mesmos apresentam redugio no sistema
sensorial. A redugio da frequéncia de levantar provavelmente é consequéncia
da dificuldade motora dos camundongos deste grupo. Além disto, a redugao
na defecagdo indicaria menor ativagdo do sistema nervoso autdénomo.
Visando a validagdo do modelo animal, a partir desses resultados iniciais
serdo selecionados testes comportamentais mais especificos que auxiliardao na
caracterizagdo do fenétipo da mutagio. Conclusdes: Conclui-se entdo que
os camundongos mutantes do grupo equilibrio apresentam prejuizos motores
e sensoriais. Apoio Financeiro: CNPq.
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CACA ILEGAL DE QUATIS (NASUA NASUA, LINEU, 1766) -
A CONTRIBUICAO DA PATOLOGIA VETERINARIA FORENSE
NO ESTUDO DE DOIS CASOS DO SERVICO DE PATOLOGIA
ANIMAL DA FMVZ-USP

SIQUEIRA, A."; SALVAGNI, FA."; AMPUERO, F2 MESQUITA, R.G.%
MAIORKA, P.C3

1-Doutoranda - Programa de Patologia Experimental e Comparada
- Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

2-Residente - Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

3-Professor Associado - Departamento de Patologia - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

Introducao: o quati (Nasua nasua) é um carnivoro da familia Procyonidae,
amplamente distribuido pela América do Sul. Apresenta baixo risco de extingao
segundo a Convengao sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora
e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo (CITES). A caga no Brasil é ilegal,
conforme dispde o artigo 29 da Lei Federal n. 9605/1998, e incorre em pena que
varia de seis meses a um ano, com multa. Em casos de crimes contra animais, a
necropsia forense é crucial como elemento da investigagio policial. Relato de
caso: foram trazidos pela Policia Ambiental do Estado de Sao Paulo ao Servico
de Patologia Animal da FMVZ-USP para necropsia documentada dois quatis
(Nasua nasua), machos, adultos, encontrados no quintal da casa de um foragido
da Justia, suspeito de ter atirado nos animais com um rifle, encontrado no local.
Devido a suspeita de lesdo por agente perfurocontundente (projétil), os animais
foram radiografados. O exame radiografico revelou que o animal 1 possuia
projéteis balisticos localizados no pesco¢o e membro toracico esquerdo; o
animal 2 possuia projéteis balisticos dispersos pelos membros, abdome e coluna
vertebral, além de fratura da calota craniana. Na necropsia, no animal 1 havia
laceragdo da musculatura do membro tordcico esquerdo associada a projéteis
balisticos metalicos de 0,4 cm de diametro. Na regido cervical ventral havia areas
de laceragdo muscular e multiplas fraturas de vértebras associadas a projéteis
balisticos. No animal 2, além das leses associadas aos projéteis, na regido cranio-
encefélica havia uma lesdo corto-contusa, e fratura transversal completa que se
estendia do osso temporal direito ao osso temporal esquerdo, com exposicao
da massa encefélica. Todo o procedimento foi fotografado e os projéteis foram
recolhidos e entregues a Policia. Discussao: a realizagdo da necropsia forense
¢ crucial nos casos de suspeitas de crimes contra animais, o que foi o caso desta
caga ilegal dos quatis. A radiografia das carcagas é preconizada nestes casos,
pois auxilia na localizagao dos projéteis, os quais foram todos recuperados.
Além disso, verificou-se que, além das lesdes perfurocontusas, havia uma lesdo
cortocontusa, ndo associada aos projéteis, o que pode indicar que o animal pode
ter sofrido um trauma. Portanto, além de infringir o artigo 29 da Lei 9605/1998,
houve infragao do artigo 32 da mesma lei, que trata de crueldade contra animais.
Tais fatos serdo verificados por um perito criminal, ja que o relatorio de necropsia
deve se ater a descri¢do dos achados necroscopicos. Conclusao: os achados
da necropsia levaram a conclusdo de que os quatis morreram por consequéncia
das lesdes causadas pelos projéteis balisticos, que eram compativeis com a arma
encontrada na cena do crime. Apoio financeito: CNPq (Processo nimero
141973/2012-9), FAPESP (Processo nimero 2012/23645-4), CAPES.
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CONTRIBUICAO DA MEDICINA VETERINARIA LEGAL EM
CASO DE MORTE DE ANIMAIS EM MASSA

SALVAGNI, FA."; DE SIQUEIRA, A."; FUKUSHIMA, A.R."; LANDI,
M.FA.2, PONGE-FERREIRA, H.3; MAIORKA, P.C.4

1. Doutorando (a) em Patologia Experimental e Comparada do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. 2. Médica veterinaria autbnoma.
3. Médica veterindria especializada em Pericias Veterinarias pelo IMESC.
4. Professor Doutor Associado do Departamento de Patologia da
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Introducdo e objetivos: trinta e sete animais, dentre cies e gatos
supostamente encaminhados & adogio, foram encontrados mortos em sacos de
lixo em Sdo Paulo/SP. O caso recebeu grande atengdo da midia e o Boletim de
Ocorréncia foi lavrado sob a lei 9605/98, artigo 32 relativo a maus-tratos contra
animais. Os corpos foram encaminhados ao Servigo de Patologia Animal (SPA)
da FMVZ-USP para determinagio da causa de morte. O presente trabalho
visa ressaltar o papel do médico veterinario e a importancia da necropsia,
da patologia e da toxicologia forenses em casos de Obitos de animais com
potencial juridico e/ou com grande atengio da midia. Relato de caso: dos
37 animais recebidos para necropsia pelo SPA da FMVZ-USP, 33 eram gatos
e quatro eram cdes, todos sem raga definida e com idades variadas. Para fins
de preservagdo da cadeia de custddia, os animais foram fotografados ainda
no interior dos sacos de lixo e identificados com um nimero individual. As
necropsias foram realizadas com o emprego das técnicas preconizadas para
animais de pequeno porte, com documentagao fotografica de identificagao por
animal e das respectivas lesdes encontradas. Os corpos foram submetidos a
radiografias para pesquisa de luxagdes e fraturas. Amostras de sangue cardiaco
foram colhidas para pesquisa de cetamina e xilazina utilizando cromatografia
gasosa acoplada a espectometria de massas (GC-MS) com coluna capilar DB-5
30 m, realizada no Nucleo de Toxicologia Forense do IML de Sao Paulo/SP.
Foi aplicada técnica de extragdo modificada QuEChERS para a separagio e
quantificagdo da cetamina e xilazina. A necropsia, os animais apresentaram
perfuragdes inicas ou multiplas no térax, atingindo o coragdo e/ou grandes
vasos, resultando em hemopericardio e hemotérax graves. A andlise
toxicoldgica dos coagulos cardiacos foi positiva para quetamina, uma droga
de uso restrito. A causa da morte foi por colapso circulatério e tamponamento
cardiaco, e claramente ndo natural. Nao havia sinais de fraturas ou luxagdes.
Discussdo: Os achados das necropsias confirmaram a causa de morte dos
animais e refutaram as suspeitas populares e da midia a respeito da venda ilegal
de sangue ou de “rituais de magia negra”. A acusada havia se responsabilizado
pela morte de apenas uma pequena parte dos animais encontrados e que os
mesmos estavam fatalmente doentes, porém a necropsia revelou que todos os
37 animais haviam sido mortos da mesma forma e eram previamente saudéveis.
A acusada foi multada pela morte dos 37 animais. Conclusdo: a demanda
pela medicina veterindria legal é crescente e a formagio de profissionais na drea
aliada a troca de conhecimentos com as ciéncias forenses humanas ¢ essencial.
Apoio Financeiro: FAPESP, CAPES e CNPq.
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DETECCAO IMUNOHISTOQUIMICA DO ViRUS DA HEPATITE
E EM FIGADOS DE SUINOS NATURALMENTE INFECTADOS
DE SOUZA, A.; MALHEIROS, A.; SOARES, M.; GOUVEA, M.G.; PINHO,
J.: PEREIRA, W.; SA, L.R.M.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo.

Introducdo e objetivos: suinos sdo a principal fonte de infecgio
dos gendtipos 3 e 4 do virus da hepatite E (Hepatitis E virus, HEV) para
humanos. O HEV é um RNA virus considerado como patgeno emergente
e causador de hepatite aguda e cronica, em humanos, em regides geogréficas
tidas como nao-endémicas para o virus. O presente empregou a técnica de
imunohistoquimica (IHQ), para detectar antigenos do HEV em amostras de
figados de suinos abatidos para consumo humano e naturalmente infectados
pelo virus. Material e métodos: figados de seis suinos, sem alteragdes
macroscopicas, positivos para 0 HEV-RNA por nested RT-PCR, confirmados
por sequenciamento nucleotidico e andlise filogenética, foram submetidos
a detecgdao IHQ do HEV utilizando o anticorpo primario polyclonal rabbit
Anti-Hepatitis E Virus ORF3 na diluigio de 1:20. Os cortes foram avaliados em
microscopio dptico quanto a presenga do antigeno do HEV de acordo com a
intensidade e distribuigdo, entre zonas e tipos celulares envolvidos. O critério de
positividade estabelecido foi a imunomarcagao intracitoplasmatica da proteina
da ORF3 (pORF3), de aspecto levemente granular com coloragio castanho-
dourado. Resultados e discussao: a detecgio IHQ do HEV foi positiva
somente em trés dos seis animais examinados. Em um caso a imunomarca¢iao
de pORF3 foi observada com intensidade discreta no interior de hepatocitos
integros e de células de Kupfter, com distribui¢do aleatéria no parénquima
hepdtico, enquanto que nos outros dois casos, a marcagio foi discreta e no
interior de células do epitélio biliar ou leucdcitos nos espagos-porta. Nao
foram observadas marcagdes em células degeneradas e/ou necrdticas. A
inconsisténcia entre a detec¢io do HEV-RNA com a detecgao IHQ da pORF3
pode estar relacionada a um periodo mais tardio de infec¢ao, em que haveria
uma diminui¢do do nimero de células positivas e/ou a uma baixa carga viral e
de expressiao da pORF3, que levariam a uma menor sensibilidade de detec¢do
do HEV pela técnica de IHQ. Conclusdo: A deteccio IHQ da pORF3 pode
ser aplicada como um instrumento de diagndstico complementar para a
detec¢ao do HEV em amostras de figado de suinos, bem como em estudos
de patogenia da infec¢do pelo HEV. Apoio financeiro: O estudo foi
parcialmente financiado por verba PROAP/CAPES.

XXIIl SEMANA DO VPT

VENCEDORES DO PREMIO - CATEGORIA DOUTORADO
CIENCIAS BIOLOGICAS

1° LUGAR

AMITRIPTYLINE: PROPHYLACTIC MODEL MODULATES
DSS-COLITIS IN MICE
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USP; 4. PhD- student, -Institute of Biomedical Sciences- USP; 5. PhD-
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Introduction: inflammatory bowel disease (IBD) in humans is a chronic
disease of complex ethiology that manifests as Crohn’s disease (CD) or
ulcerative colitis (UC). It involves an exacerbated immune reaction to the
gut microbiota. The nervous system interacts with immunity in the gut in
a bidirectional fashion. Inflammation is modulated by neural activity and
may lead to emotional and psychological changes. Amitriptyline (AMT) is
a commonly used antidepressant with known anti-inflammatory activities.
Objective: It was hypothesized that antidepressants like amitriptyline could
be considered as a prophilatic treatment and attenuation of development of IBD
in mice. Material and Methods: Cs7BL/6 mices were housed in groups
of five per cage with free access to food and water without treatment (Vehicle)
or with Amitriptyline and Dextran Sulphate Sodium (AMT/DSS). The groups
were Vehicle (1), Vehicle+DSS (2), Vehicle+DSS+AMT (3) and, Vehicle+ AMT
(4). The prophylactic model consisted of the AMT (200 pg/ml) administration
p.o. for 14 days on animals in the groups 3 and 4. After 14 days animals in
groups 2 and 3 received DSS (3,5%) for 5 days. The tissues were collected in
the 19th experimental day. The circulating and colonic (proximal and distal)
inflammatory cytokines (IL-6, TNF-alpha and IL-1 ) were quantified, and
the neutrophilic inflammatory response was assessed by the myeloperoxidase
(MPO) activity on colon (proximal and distal).This project was approved by
the Ethics Committee on animal use of the School of Veterinary Medicine and
Animal Science- USP (Protocol 2999/2013). Results: the AMT prophylactic
treatment was able to prevent the animal weight loss by the DSS induced
colitis. Circulating IL-6 and TNF-alpha were reduced by the prophylactic AMT
treatment associated with the decreased MPO activity in the proximal colon.
Conclusion: the reduction in the DSS-colitis in mice induced by the AMT
treatment, may lead a possible use of amitriptyline to reduce the IBD clinical
signs in humans. Financial support: CAPES/ FAPESP.
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INFLUENCIA DA IDADE
COMPORTAMENTO DE RATAS
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Departamento de Neurociéncia, Faculdade de Psicologia Universidade
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Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo.

NA COGNICAO E

Introducdo e objetivos: o envelhecimento populacional é um grande
desafio para as politicas pablicas de satde, pois afeta a funcionalidade do idoso,
gerando repercussoes sobre o aspecto comportamental e cognitivo. Sabe-se,
que os modelos animais sdo fundamentais para a pesquisa, pois mimetizam
algumas caracteristicas de um estado patoldgico especifico, favorecendo a sua
compreensdo e o desenvolvimento de terapias. O presente trabalho analisou
comparativamente o perfil comportamental de ratas jovens e ratas que
estavam entrando em um processo de envelhecimento natural. Material e
métodos: foram empregadas ratas com trés meses (n=10) e 12 meses de
idade (n=10), as quais foram submetidas ao teste de campo aberto, labirinto em
cruz elevado, caixa claro escuro e labirinto de Barnes. Todos os procedimentos
foram realizados em conformidade com a Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FMVZ/USP sob protocolo n° 3047/2013. Resultados e
discussdo: foram observadas diferencas significantes entre os grupos em todos
os testes comportamentais. No campo aberto houve diminui¢do na frequéncia
de levantar (3,18+1,16) e grooming (1,33+0,33) nas ratas senescentes (p<o,
ooo1), porém ndo houve diferencas significantes na distancia total percorrida.
Com relagdo aos resultados do labirinto em cruz elevado, as ratas senescentes
gastaram menos tempo (11,3%3,6; p<0,01) e tiverem menor nimero (1,0+0,23;
p<o, ooo1) de entrada nos bragos abertos. Na caixa claro-escuro as ratas
senescentes mostraram menor tempo no compartimento claro (37,92+10,6;
p<0, 00001) e consequentemente maior tempo no escuro (2671£738; p<o,
00001), bem como, menor numero de cruzamentos (1,16£0,16, p<0, 00001),
do que as ratas jovens. No labirinto de Barnes, houve pior desempenho na
laténcia para encontrar a caixa de escape (119,3+33,2; p<0,01) e maior no
numero de erros (6,07+1,5; p<0,01) nas ratas senescentes. Os resultados
obtidos no labirinto em cruz elevado e na caixa claro-escuro sugerem a
existéncia de aumento da ansiedade nas ratas senescentes, uma vez que, nos
dois testes, as ratas apresentaram neofobia acentuada. Com relagéo ao labirinto
de Barnes, os resultados mostraram diminui¢éo no aprendizado, o que implica
prejuizo da resposta cognitiva. Conclusdo: Foram constatadas diferengas
comportamentais significantes, demonstrando aumento da ansiedade e
prejuizo cognitivo em ratas que estdo iniciando o processo de senescéncia.
Os resultados apresentados podem ser utilizados como modelo para a
melhor compreensdo da neurobiologia do envelhecimento natural. Apoio
financeiro: CAPES
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REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR DA
MEDULA OSSEA EM MODELO MURINO DE DESNUTRICAO
PROTEICA

SILVA, G.B.; TSUJITA, M.; HASTREITER, A.A.; BORELLI, P.
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — USP

Introducdo e objetivo: a desnutrigio proteica (DP) pode ocasionar
alteragdes na matriz extracelular (MEC) em diferentes 6rgaos, conduzindo
ao comprometimento das suas fungdes. No modelo murino de DP, tem
sido investigadas alteragdes quantitativas na MEC da medula 6ssea (MO),
principalmente de fibronectina (FN), na regiao subendosteal (local de fixagao
da célula-tronco/progenitora hemopoética-CTPH). No estroma da MO in
vitro, também foram observadas variagdes quantitativas de FN, envolvidas
com alteragdes do ciclo celular da CTPH e que podem estar associadas
ao comprometimento da hemopoese. As metaloproteinases de matriz
(MMPs) sdo responsaveis pela degradagao da MEC e estdo envolvidas com
a regulagdo da CTPH. Alterag¢des nas MMPs e em seus inibidores TIMP1 e
TIMP2, podem conduzir a modificagées no microambiente hemopoético e,
consequentemente, alteragdes na regulacdo da CTPH. A hipoétese aventada
é que as alteragdes da FN na DP podem decorrer, em parte, de alteragdes
na expressdo génica da FN e ou a acdio de MMP2 e MMPy. Material e
métodos: camundongos Cs7Bl/6], foram separados em dois grupos:
controle (C) e desnutrido (D) recebendo, respectivamente, ragao com 12% e 2
% de proteina por cinco semanas. Apds este periodo os camundongos foram
eutanasiados para a obtencéo das células totais da MO para o estabelecimento,
in vitro, do estroma (28 e 35 dias) aonde, foram avaliadas a atividade enzimética
das MMP2 e MMPg, quantificagdo de TIMP1 e TIMP2 e determinagdo da FN
por RT-PCR. Resultados: anteriormente, in vitro havia sido observada
maior quantidade de FN no 28° dia e menor quantidade de FN 35° dia. Apesar
disto ndo foram encontradas alteragdes na expressio do RNAm da FN entre
grupos e momentos analisados, o que pode ser justificado pelo fato do RNAm
de genes constitutivos terem uma vida média mais longa. No estroma do grupo
D houve menor atividade de MMP2 nos dois momentos analisados, apesar
desta diferenga nao ser significativa, o que justificaria a maior quantidade
de FN no 28° dia do grupo D. No entanto ndo foram observadas diferengas
quantitativas de TIMP2 entre grupos e momentos de analise. Ja a atividade
de MMPg nos dois grupos analisados no 35° dia foi maior em relagio ao 28°,
apesar desta diferenca nio ser significativa. Corroborando com este achado
foi encontrada menor quantidade de TIMP1 no 35° dia, o que pode explicar
a maior quantidade de MMPy, visto que TIMP1 inibe MMPg. A menor
quantidade de FN registrada no 35° dia do grupo D pode estar relacionada
com a maior quantidade de MMPg. Conclusdo: a DP conduz a alteragées
de MMPs 2 e 9 que estdo envolvidas no processo de remodelamento da FN.
Estes resultados podem justificar as alteragoes hematoldgicas causadas pela DP
jé relatadas. Apoio financeiro: FAPESP, CNPQ, CAPES.
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EFEITO DE DIFERENTES TIPOS DE CAMA NA REPRODUCAO
DE CASAIS BALB/C
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Introducdo: As pesquisas atuais buscam diferentes formas de proporcionar
o0 bem-estar aos animais de laboratério. Esses resultados sao muito importantes
para que a homeostase seja alcangada, pois esta condigio reflete diretamente
nos resultados as substincias testadas nas pesquisas [1, 4, 8].

Um dos problemas observados na criacdo e manuten¢io de camundongos
¢ a quantidade de amdnia acumulada nas caixas ou isoladores, onde os
animais sdo mantidos, podendo afetar o bem-estar, e interferir, por exemplo,
na sua reproducio [1, 6]. Sabe-se que o tipo de cama interfere diretamente
na absor¢ao da urina e, consequentemente, na liberagdo da amonia. Desta
forma, pesquisar diferentes tipos de camas, com o intuito de encontrar uma
associagdo entre custos acessiveis e melhora na questdo reprodutiva [2],
seria importante, principalmente em animais de linhagem isogénica, como o
Balb/C, que possuem baixa capacidade de reprodugio [3, 4]. Neste contexto,
esta pesquisa comparou a fisiologia reprodutiva de casais de camundongos da
linhagem Balb/C mantidos em diferentes tipos de cama: G1) maravalha, G2)
sabugo simples, G3) sabugo + filetes de celulose, G4) misto de dois tamanhos
de sabugo de milho (1,8cm e 1,4cm). Os aspectos analisados foram: verificar
se havia utilizagdo do artefato de celulose; avaliar o peso, consumo de dgua e
alimentagao dos animais; comparar o desenvolvimento reprodutivo dos casais,
acompanhando o ntimero de filhotes e o seu peso ao desmame. Material e
métodos: Foram utilizados 32 animais camundongos da linhagem Balb/C,
sendo 16 fémeas e 16 machos com idade aproximada de trés meses de vida
[3, 4, 7 8], conforme aprovados pela CEUA/IPEN. Os casais foram formados
de forma aleatéria (Intemodino Group), e mantidos em estantes ventiladas
(Alesco®) [1, 3, 4], compondo quatro grupos: G1) maravalha, G2)sabugo de
milho tradicional, G3) sabugo de milho + filete de celulose e G4) sabugo de
milho misto (1, 8cm e 1, 4cm). O peso dos filhotes do casal foi avaliado no
intervalo de 21 a 28 dias [3, 4]. A ragdo e dgua foram oferecidos ad libitum e o
consumo foi medido semanalmente [1, 4, 7]. Também foi registrado o nimero
de filhotes [7 8]. Os resultados foram analisados via software GraphPad Prism,
pelo teste de Tukey, considerando significativos valores de p<o0.05. As trocas
das camas foram efetuadas a cada sete dias para o G1 [1,4, 5] e a cada 15 dias
para os G2, G3 e G4 [9, 10]. Resultados: Os resultados obtidos revelam a
auséncia de diferengas significativas, entre os grupos, com relagdo ao consumo
de dgua, alimento e nimero de filhotes (Grafico 1, 2, 3). Entretanto, houve
diferenca entre o peso de filhotes no G4 (sabugo misto) e o G3(sabugo + filete
de celulose). Esses resultados ocorrem devido & maior quantidade de absorgao
da amoénia com a mistura dos tamanhos de sabugo, além do papel da celulose
como fonte de bem-estar. Entretanto, sdo necessdrias maiores pesquisas sobre
essas caracteristicas. E importante citar também que o artefato de celulose, no
G3, foi utilizado pelos animais para a formagdo de ninho, sendo necessario
aprofundar-se a afirmagéo, na questdao do bem-estar.
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Conclusdo: Com base nos resultados obtidos foi constatada a existéncia
de diferenga significante no peso dos filhotes entre 0o G4 (sabugo misto)
e G3(sabugo +filete de celulose). Além disso, os animais do G3 (sabugo+
filete de celulose) utilizaram o artefato de celulose para formagao de ninho,
sendo importante aprofundar-se a pesquisa sobre essa caracteristica,
pois esse artefato parece estar atendendo as questdes de bem-estar.
Agradecimentos: Agradeco ao auxilio financeiro da Bolsa CNEN-PIB/
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ZINCO PREVINE COMPORTAMENTO DOENTIO INDUZIDO
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Introducio:
comportamental e imune, especifica e temporaria, que ocorre em diversas

O comportamento doentio (CD) é uma resposta

espécies em diferentes processos inflamatérios/infecciosos [1-4]. E geralmente
acompanhado por febre, prostragdo, diminui¢do da atividade exploratoria,
do comportamento social, alimentar e sexual, além de prejuizos cognitivos
[1,5]. As alteragdes do CD sdo consideradas como estratégias orquestradas
pelo hospedeiro para melhor lidar contra microorganismos invasores, cura
rapida e redugio da exposi¢ao do doente a predadores e contaminagio de sua
coldnia [2,4]. Porém, o CD é considerado um estado motivacional modulado
pelo contexto ambiental [6]. Por exemplo, se o animal estiver correndo
risco de morte, ou engajado em lutas hierarquicas, o CD normalmente é
momentaneamente interrompido para priorizar os comportamentos de luta
ou fuga [6,7]. O lipopolissacarideo (LPS) mimetiza infec¢des por bactérias
Gram-negativas com a liberagio de citocinas pro-inflamatdrias como o fator
de necrose tumoral (TNF) -a e interleucinas -1 e -6 [8,9], e ativagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) [10], sendo considerado um potente
indutor de CD [11]. O zinco regula os sistemas imune e nervoso, sendo, inclusive,
prescrito para o tratamento de gripe, infecgdes respiratorias e pneumonia [12-
14], embora sem preocupagdes com intercorréncias estressoras. Considerando
que o CD pode ser expresso de maneira diferente em situagdes estressoras,
no presente trabalho o CD foi induzido em ratos com administragdo de
LPS e subsequentemente os animais foram expostos ao desafio estressor por
contencdo. O objetivo do trabalho foi verificar os efeitos do tratamento com
zinco no CD de ratos estressados. Material e Métodos: Foram utilizados
quarenta ratos Wistar machos adul tos (FMVZ-USP, Protocolo n°3130/2013)
separados em quatro grupos (n = 10): (1) SAL+SAL, salina estéril (0,2 ml/100
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g, 1.p.) e uma hora depois outra dose de salina s.c. na nuca. (2) LPS+SAL, LPS
(0127:B8, 100 pg/kg, i.p.) e uma hora depois salina (0,2 ml/100 g, s.c.). (3)
LPS+Zn, LPS (100 pg/kg, i.p.) e uma hora depois sulfato de zinco (ZnSO4, 2
mg/kg, s.c.). (4) SAL+Zn, salina (0,2 ml/100 g, i.p.) e uma hora depois zinco
(2 mg/kg, s.c.). Apés uma hora da segunda injegdo, cada rato foi colocado
em tubo de contengdo para uma sessdao de duas horas. Nos cinco minutos
finais da contengdo, cada rato foi observado para vocalizagdes ultrassdnicas
em frequéncia de 22-kHz (Ultravox, Noldus). Pardmetros avaliados por cinco
minutos: nimero de vocalizagdes, e tempo total, maximo, médio e minimo
de vocalizagdes e de siléncio (em secs). Apds o teste de vocalizagio os ratos
foram inseridos em arena de campo aberto. Pardmetros avaliados por cinco
minutos (Ethovision, Noldus): distdncia percorrida (cm), velocidade média
(cm/s), frequéncia de levantar, auto-limpeza (secs), e tempo (secs) nas zonas
central e periféricas. Apos o teste, o plasma foi obtido e utilizado para avaliar
niveis de TNF-a, corticosterona, e fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), usando-se kits de ELISA. Os dados foram analisados por ANOVA e
pos-teste de Tukey. Os resultados sao expressos em média + EP. Os resultados
foram considerados significantes para p < 0,05. Resultados: Apés o
desafio estressor, o numero de vocaliza¢des de 22-kHz (Figura 1) dos ratos
foi diminuido pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo controle
(SAL+SAL). O tratamento com zinco apds LPS (LPS+Zn) preveniu a reducio
nas vocalizagdes, retornando aos valores do grupo controle. O zinco sem o
LPS (SAL+Zn) aumentou o niimero de vocalizagdes comparado aos valores
dos trés grupos. Os outros parametros de vocalizagdes ultrassénicas foram

estatisticamente os mesmos entre os trés grupos (dados nio apresentados).
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Figura 1 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSO ; 2 mg/kg) no niimero de vocaliza¢des de 22-kHz
em ratos adultos apds desafio estressor por contengdo. SAL+SAL, salina e uma hora depois outra dose
de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSO ; e SAL+Zn,
salina e uma hora depois ZnSO . (n = 10 por grupo). **p<o,01, ***p<0,0001 (ANOVA de uma via e teste
de Tukey). Dados em média + EP

Ap6s o desafio estressor, a distdncia percorrida e a velocidade média
(Figura 2) dos ratos foram diminuidas pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado
ao grupo controle (SAL+SAL). O tratamento com zinco apds LPS (LPS+Zn)
preveniu essa redugio, retornando aos valores do grupo controle. O zinco
sem o LPS (SAL+Zn) aumentou a distancia percorrida e a velocidade média
comparadas aos valores dos trés grupos. A frequéncia de levantar (Figura 2)
dos ratos foi diminuida pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo
controle (SAL+SAL). O tratamento com zinco ap6s LPS (LPS+Zn) preveniu
essa redugdo, retornando aos valores do grupo controle. O zinco sem o LPS
(SAL+Zn) nao alterou o levantar comparando com os grupos SAL+SAL e
LPS+Zn. A auto-limpeza (Figura 2) dos ratos foi diminuida pelo LPS (grupo
LPS+SAL), comparado ao grupo controle (SAL+SAL). O tratamento com



zinco com ou sem LPS (LPS+Zn e SAL+Zn) ndo impediu a redugdo da
limpeza, resultando em resultados similares aqueles do grupo LPS+SAL. O
tempo na zona central (Figura 2) dos ratos foi diminuido pelo zinco (LPS+Zn
e SAL+Zn), comparado ao grupo LPS+SAL, mas ndo sem alteragdes para
LPS+Zn e SAL+Zn versus SAL+SAL. Néo foram verificadas diferengas para
o tempo na zona periférica entre todos os grupos (Figura 2). Apds o desafio
estressor, os niveis de TNF-a (Figura 3) dos ratos foram aumentados pelo
LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo controle (SAL+SAL). Como
esperado, ndo foram detectados niveis de TNF-a nos animais ndo tratados
com LPS (SAL+SAL e SAL+Zn). Interessantemente, o tratamento com zinco
ap6s LPS (LPS+Zn) preveniu a liberagdo de TNF-a no plasma, retornando
aos mesmos valores que o grupo controle. Nao foram verificadas diferencas
para os niveis de corticosterona entre todos os grupos (Figura 3). Portanto, o
eixo hipotalamo-pituitaria- adrenal (HPA) parece néo ter sido afetado pelos
tratamentos.Apds o desafio estressor, os niveis de BDNF maduro (Figura 4)
dos ratos foram aumentados somente pelo zinco (grupo SAL+Zn), comparado
aos dados dos outros trés grupos. Os niveis de BDNF total (Figura 4) dos ratos
foram diminuidos pelo LPS (grupos LPS+SAL e LPS+Zn), comparado aos
dados do grupo controle; o zinco sem o LPS (SAL+Zn) resultou em valores
semelhantes aqueles do grupo controle.
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Figura 2 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSO,; 2 mg/kg) na atividade geral em campo aberto
em ratos adultos apos desafio estressor por contengao. SAL+SAL, salina e uma hora depois outra dose
de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSOA; e SAL+Zn,
salina e uma hora depois ZnSO,. (1 = 10 por grupo). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 (ANOVA de uma

via e teste de Tukey). Dados em média + EP
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Figura 3 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSOQ; 2 mg/kg) nos niveis plasmaticos de TNF-a e
corticosterona de ratos adultos apds desafio estressor por contengao. SAL+SAL, salina e uma hora depois
outra dose de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSO4;
e SAL+Zn, salina e uma hora depois ZnSO,. (n = 10 por grupo). *p<0,05 (ANOVA de uma via e teste de

Tukey). Dados em média + EP
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Figura 4 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSO ; 2 mg/kg) nos niveis plasméticos de BDNF
maduro e total de ratos adultos apds desafio estressor por contengdo. SAL+SAL, salina e uma hora depois
outra dose de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSO ; e
SAL+Zn, salina e uma hora depois ZnSO,. (n = 10 por grupo). *p<0,05, **p<0,01, **p<0,0001 (ANOVA
de uma via e teste de Tukey). Dados em média + EP

Conclusdes: A administragio de LPS induziu o CD em ratos mesmo
apos desafio estressor, verificado pela diminuigdo da atividade geral, da
comunicagdo e do aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a. O CD ¢
considerado uma estratégia comportamental benéfica para melhor lidar
com processos inflamatérios/infecciosos. Porém, em situagdes perigosas e
estressantes o CD deve ser momentaneamente interrompido, para priorizar
comportamentos ligados & sobrevivéncia, como a luta ou fuga. O tratamento
com zinco foi capaz de prevenir o CD nos animais expostos ao LPS apos o
desafio estressor. Portanto, o tratamento com zinco foi benéfico para o animal
doente melhorar sua resposta em situagdes de risco. Agradecimentos:
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Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), da Fundagdo de Amparo
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Introducdo: O mastocitoma, uma das neoplasias malignas de pele mais
comuns dos cées, ¢ normalmente classificado em trés graus histoldgicos [1].
Recentemente, um novo método de classificagao foi proposto, subdividindo estes
tumores em apenas duas classes [2], com intuito de minimizar variagdes entre
observadores, principalmente em relagdo aos tumores de grau II, e de tornar
mais precisa a avaliagdo prognostica para esta neoplasia. Semelhantemente,
diversos outros métodos histomorfoldgicos e imuno-histoquimicos tém sido
propostos no intuito de prever o comportamento desta neoplasia e melhorar
os tratamentos disponiveis [3]. Sabe-se que para o desenvolvimento tumoral
hé necessidade de interagdo entre células e outros elementos teciduais, além
de atividade proliferativa considerdvel e evasiao da morte celular. A apoptose
ocorre naturalmente em quase todos os tipos de células. A principal forma
de ativagdo deste processo se da pela via intrinseca, gerando o estimulo de
morte por meio da formag¢do de um complexo denominado apoptossomo. Este
cliva caspases executoras, entre elas a caspase 3, desencadeando os eventos
como a degradagio e fragmentagdo nucleossomal. Alteragdes na expressio
de caspase 3 podem ser consideradas como importantes para a progressao de
tumores e para a resisténcia aos tratamentos [4]. Devido & sua importéncia na
execucdo do processo de apoptose, a sua quantificagao pode ser um importante
marcador progndstico para mastocitomas cutineos caninos. O objetivo desta
pesquisa foi a caracterizagdo da expressiao imuno-histoquimica da caspase
3 em mastocitomas cutdneos caninos, e a verificagdo das possiveis relagdes
com graduagdo histopatolégica. Materiais e Métodos: Quarenta e
oito amostras de mastocitomas cutdneos caninos provenientes do Hospital
Veterinario da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA-
USP), bem como de Hospitais e Clinicas Veterinarias colaboradoras foram
processados rotineiramente para histopatologia. Cortes histologicos foram
corados com Hematoxilina e Eosina [5] para diagnostico e graduagao quanto
a diferenciagdo celular, segundo os dois métodos de classificagio mais
utilizados [1,2]. Para as reagdes imuno-histoquimicas foi efetuada a incubacao
com o anticorpo primario anti-caspase 3 (policlonal de coelho anti-caspase 3
humana, Abcam, c6d. ab4051), na dilui¢do de 1:1500. As laminas de controle
negativo foram incubadas com IgG em substitui¢do ao anticorpo primario e
processadas simultaneamente para confirmar a especificidade dos anticorpos.
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A imunomarcagdo para caspase 3 foi classificada, por 3 observadores
simultineos, em cinco campos de intensa marcagido (“hot spots”) como:
negativa, para os tumores sem expressdo da proteina; 1+, para lesdes com
até 1% de células neopldsicas marcadas; ou 2+, para expressao em mais de 1%
das células tumorais, conforme realizado por outros [4]. Os resultados foram
comparados aos trés graus histopatoldgicos, por meio de ANOVA/Kruskal-
Wallis, seguido de pds-testes de Dunn, ou pelo teste Mann-Whitney, com nivel
de significincia estabelecido em 5%. Resultados: Foi observada marcagio
citoplasmatica, finamente granular, em células isoladas (Figura 1) ou em
pequenos grupos celulares (Figura 2). A distribuicdo dos casos analisados em
funcéo dos escores de marcagio para caspase 3 e classificagdo histopatoldgica
estao descritos na Tabela 1.
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Figura 1 - Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo canino apresentando célula isolada positiva para

caspase 3. Obj. 100x. Contracolora¢ao com Hematoxilina de Harris

Figura 2 - Fotomicrografia de mastocitoma cutineo canino apresentando grupo de células positivas para

caspase 3. Obj. 40x. Contracoloragio com Hematoxilina de Harris

Tabela 1 - Distribui¢io dos casos analisados em fung¢do dos escores de marcagio para caspase 3 e

classificagao histopatologica utilizada

Patnaik et al. [1]

Escore Graul Grau II Grau III Baixo grau Alto grau
para caspase 3* (n=8) (n=28) (n=12) (n=28) (n=20)
o 4 (50,0%) 10 (35,7%) 8 (66,7%) 12 (42,9%) 10 (50,0%)
I+ 1(12,5%) 11 (39,3%) 4(33:3%) 7 (25,0%) 9 (45,0%)
2+ 3 (37,5%) 7 (25,0%) 0 (0,00%) 9 (32,1%) 1(5:0%)

* 0 = negativo; 1+ = até 1% de células marcadas; 2+ = mais de 1% de células marcadas

Nao foram detectadas diferencas estatisticamente significantes para



imunomarcagdo de caspase 3 entre os graus histopatoldgicos, tanto quando
considerada a classificagdo de Patnaik e colaboradores [1] (p=0,1189), como
quando a de Kiupel e colaboradores [2] (p=0,2328). Apesar disso, foi obervada
uma tendéncia dos tumores de maior grau apresentarem menor nimero de
células positivas para caspase 3. O aumento do nimero de casos analisados,
ou a utilizagdo de outros métodos de quantificagdo das reagdes poderdo
trazer resultados mais consistentes a respeito. Conclusdo: Os resultados
do presente estudo apontam que os mastdcitos neopldsicos cutineos caninos
expressam caspase 3 com frequéncia varidvel, mas sugerem a auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entre os graus histopatoldgicos desta
neoplasia. Agradecimentos: a FAPESP (processo 2013/13252-8) e a0 CNPq
(PIBIC 382/2014).
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Introducdo: Nos ultimos anos a constatagdo de que muitas substancias
produzidas para diferentes fins podem afetar o sistema enddcrino dos animais
¢ uma preocupagao de grande importéncia toxicologica a medida que tais
substincias podem se tornar contaminantes ambientais. Por alterarem a
homeostase de diferentes hormonios, tais substincias passaram a ser chamadas
de “desreguladores enddcrinos” (DE). Um exemplo é a atrazina (ATR),
herbicida, largamente utilizado na agricultura em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil. Assim, o presente trabalho foi delineado para avaliar o
potencial DE da atrazina em caprinos machos. Para isto, os animais foram
divididos em dois grupos; um experimental, que recebeu a atrazina (ATR,
n=s), na dose de 7,5mg/kg/dia, via oral, por um periodo de 60 dias; e um
grupo controle (CO, n=5), que nio recebeu qualquer tratamento experimental.
Quinzenalmente até o 60° dia experimental, foram realizadas as analises:
hematoldgica, bioquimica e reprodutiva. Nao foram observadas diferencas
significantes entre os valores destes diferentes parametros entre os animais dos

diferentes grupos. Contudo qualquer conclusio a respeito do efeito DE da ATR

em ruminantes neste momento seria precipitada, haja vista que o protocolo
proposto para tal avaliagdo compreende um periodo experimental de até 120
dias, sendo os resultados aqui apresentados parciais obtidos até o 60° dia de
experimento. Introducao: Nos tltimos anos foi constatado que muitas
substéncias produzidas para diferentes fins podem afetar o sistema enddcrino
dos animais e passaram a ser de grande importancia toxicolégica a medida
que se tornam contaminantes ambientais. Por alterarem a homeostase de
diferentes hormonios, estas substincias tem sido chamadas de “desreguladores
endécrinos” (DE) [1]. Neste sentido, alguns herbicidas, inseticidas e fungicidas
ja mostraram sua atividade DE, em roedores, anfibios e peixes [2,3,4,5,6].
Hé muito se tem ciéncia dos efeitos das substancias DE sobre animais de
laboratodrio, tais como roedores; porém uma busca na literatura deixa clara
a auséncia de estudos e de protocolos para avaliacdo de DEs em animais de
produgido como os ruminantes. A exposigdo a estes diversos DEs, sejam eles
agentes terapéuticos e/ou produtos quimicos contaminantes ambientais,
pode ter grande impacto econémico na produgdo de ruminantes [7]. Um
exemplo ¢ a atrazina (ATR), um herbicida, largamente utilizado nas culturas
de milho e cana-de-agucar em vdrias partes do mundo, inclusive no Brasil.
Atualmente sabe-se que a ATR é um DE [8]. Seus efeitos em roedores machos
adultos revelaram alteragdes como: redugido do numero e da motilidade
dos espermatozoides [8], retardo da maturagdo sexual, atrofia testicular e
diminui¢do dos niveis de testosterona [9]. Assim, tendo em vista os riscos da
exposi¢do de ruminantes aos DEs o presente trabalho foi delineado para avaliar
o potencial DE da atrazina em caprinos machos. Para isso foi empregado o
protocolo para avaliacdo de possiveis DEs em ruminantes que vem sendo
desenvolvido por este grupo de pesquisa [10]. Materiais e métodos:
Foram utilizados bodes adultos (18 meses), da raga Pardo Alpina. Previamente
os animais foram separados em dois grupos: um experimental, que recebeu a
atrazina (ATR, n=5), na dose de 7,5mg/kg/dia, via oral, por um periodo de 60
dias; e um grupo controle (CO, n=5), que ndo recebeu qualquer tratamento
experimental. Todos os animais tiveram a sua dieta complementada com cana-
de-agucar (Sacharum officinarum L.), ragdo comercial, suplementagdo mineral
e agua, ad libitum. Quinzenalmente, os animais foram pesados e clinicamente
avaliados. Nos dias experimentais o, 30 e 60, foi mensurado o perimetro
escrotal e aferida a consisténcia testicular dos animais; posteriormente foi
realizada a coleta do sémen por eletroejaculagdo para monitoramento dos
seus perfis espermaticos, as amostras de semém foram submetidas a avaliagao
computadorizada da motilidade espermatica e andlise de morfologia.
Também nestas mesmas datas foi coletado o sangue dos animais para
dosagem de enzimas e de componentes sanguineos: proteina total, albumina,
ureia, creatinina, aspartato amino transaminase, gama glutamil transferase,
leucocitos, eritrécitos, hemoglobina, plaquetas. Resultados: Nio foi
evidenciada nenhuma manifestacdo clinica caracteristica da intoxicagao pela
ATR. Também nio foi observada nenhuma alteragdo digna de nota referente
a: frequéncias cardiaca e respiratdria, temperatura corpdrea, coloragao de
mucosas e ganho de peso em ambos os grupos. As dosagens enzimaticas e os
componentes sanguineos mostraram flutuagoes de algumas varidveis, porém
esses valores permaneceram dentro dos limites normais para a espécie caprina.
A avaliagdo androldgica realizada ndo revelou alteragdes estatisticamente
significantes entre os grupos nas varidveis: consisténcia testicular e perimetro
escrotal. Da mesma forma, também nao foram observadas alteragdes na
motilidade e morfologia espermatica. Embora os resultados parciais obtidos
até o presente nio revelem qualquer efeito DE da ATR, espera-se que com
a exposi¢ao dos animais por um periodo maior, bem como com as analises
hormonais e histopatoldgicas a serem realizadas ao término do periodo
experimental venha a ser obtida uma conclusio mais precisa sobre o potencial
DE da ATR em ruminantes, sabendo que este herbicida é um DE classico
para roedores. Conclusdao: Qualquer conclusio a respeito do efeito DE
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da ATR em ruminantes neste momento seria precipitada, haja vista que o
protocolo proposto para tal avaliagio compreende um periodo experimental
de até 120 dias, sendo os resultados aqui apresentados parciais até o 60° dia
de experimento. Além disso, vale salientar que o presente estudo auxiliard
no desenvolvimento do protocolo para avaliagio DE em ruminantes o qual
vem sendo elaborado por este laboratério. Agradecimentos: O presente
estudo teve auxilio financeiro do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq).
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Introducdo: O Mastocitoma, um dos tumores de pele mais comuns
em cdes, representa cerca de 25% de todas as neoplasias cutdneas malignas
nestes animais. A alta frequéncia em ragas originarias dos Bulldogs sugere a
existéncia de uma predisposigao hereditdria [1,2,3,4]. A avaliagdo prognostica
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em casos de mastocitomas cutdneos caninos ¢ realizada de acordo com
a graduagdo proposta por Patnaik et al. [7] e ainda norteia a conduta da
maioria dos médicos veterinarios diante dessa neoplasia. No entanto, tal
critério de classificagdao ¢ considerado subjetivo [8], estimulando pesquisas
com marcadores prognosticos complementares ou mais objetivos [3]. O
microambiente tumoral é formado pela associagdo de componentes quimicos
e bioldgicos, como a vascularizagdo do tecido e a matriz extracelular (MEC).
Sabe-se que a interagdo entre células cancerosas e o microambiente pode
promover o crescimento de um tumor e de protegé-lo do ataque imunolégico
[5]. A MEC é formada por diversas substincias, como coldgeno e elastina,
algumas delas podem se ligar a fatores de crescimento durante a proliferagio
celular tumoral, limitando sua difusdo. A angiogénese, também pode ser
inibida ou estimulada de acordo com a composi¢do da MEC. Enzimas como
as metaloproteinases de matriz facilitam a invasdo e, consequentemente, a
disseminagdo e as metdstases, por alterarem a estrutura do coldgeno intersticial
[6]. O presente trabalho foi delineado para investigar a existéncia de variagoes
dos constituintes da MEC entre os diferentes graus histopatoldgicos de
mastocitomas cutineos caninos, considerando as duas propostas de graduagéo
mais utilizadas [9,7]. Materiais e métodos: Foram utilizados 73 casos
de mastocitomas cutineos caninos, corados pelas técnicas de Tricromio de
Masson e Picrossirius, para identificagio de coldgeno e de Verhoeff, para
elastina [10]. Das laminas coradas pelo Tricréomio de Masson foram obtidas
imagens de cinco campos intratumorais representativos em cada lamina, a
objetiva de 40x. Observadas em microscopio dptico com camera digital de alta
definigdo (Leica DMsoo e ICCDso HD) e software para captura de imagens
(Leica LAS EZ). A drea contendo coldgeno em cada campo foi mensurada com
a selegdo dos tons de azul, utilizando-se o software Image]. A média dos cinco
campos resultou no indice de coldgeno. As laminas coradas pela técnica de
Verhoeff foram analisadas com a mesma metodologia. Para as laminas coradas
pela técnica de Picrossirius, foi utilizado o microscépio com luz polarizada
com camera digital (AxioImager. A2 e Axiocam MR, Zeiss) e software para
captura de imagens (AxioVision, versdo 4.9.1, Zeiss). Foram obtidas trés
imagens intratumorais representativas da lamina, & objetiva de 20x. Os tipos
de colageno (tipo I, em tons de amarelo-laranja-vermelho, ou III, em verde)
estao sendo analisadas com software Image ProPlus (Media Cybernetics). As
médias de porcentagem da drea ocupadas por tipo de coldgeno serdo seus
respectivos indices de colageno. Para comparagao entre indices de colageno e
elastina de cada amostra e os graus histopatoldgicos foram utilizados os testes
de ANOVA/Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, com nivel de significincia de
5%, utilizando o software Graphpad Prism. Resultados e Discussdo: Os
resultados obtidos com as marcagdes com Tricromio de Masson confirmaram
a existéncia diferengas significantes em relagdo a quantidade de coldgeno entre
os graus histopatoldgicos de Patnaik et al. [7] (p=0,0012), principalmente entre
os graus II e III (p<o,05) e os graus I e III (p<o,o1) (Figura 1).
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Figura1 - Distribuigao dos valores de indice de colageno nas amostras de diferentes graus histopatologicos
com base na classificagdo de Patnaik et al. (1984) e suas respectivas médias. ANOVA/Kruskal-Wallis,
P=0,0012, com p<0,05 entre os graus II e ITI, e p<o,o01 entre os graus I e ITT



De modo semelhante, quando sdo comparados aos graus propostos por
Kiupel et al. [9], a andlise estatistica confirma a existéncia de diferencas
extremamente significantes (p<0,0001) quanto a drea ocupada por colageno
entre os graus de malignidade do tumor (Figura 2), com menor quantidade
de coldgeno para os tumores de alto grau em relagdo aos classificados como
de baixo grau.
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Figura 2 - Distribui¢do dos valores de indice de coldgeno nas amostras de diferentes graus
histopatolégicos com base na classificagio de Kiupel et al. (2011) e suas respectivas médias. Teste t,

P<0,0001 entre 0s grupos

O método de Picrossirius permitiu a visualizagdo das fibras coldgenas tipo
I, mais espessas e birrefringentes com tonalidades laranja, amarelo e vermelho,
bem como as fibras do tipo III, mais delicadas e dispersas, com birrefringéncia
verde. Foi observada a presenga de grande quantidade de fibras eldsticas na
pele normal e em artéria eldstica, nos controles utilizados. Entretanto, as
mesmas se apresentaram em minimas propor¢des em mastocitomas cutineos
caninos. As quantificagdes destas marcag¢des histoquimicas encontram-se em
andamento em nosso laboratério. O coldgeno, maior constituinte da MEC na
pele integra, encontra-se diminuido em mastocitomas, sendo sua quantidade
menor quanto maior o grau de malignidade desses tumores. Esta caracteristica
havia sido descrita por Patnaik et al. [7], mas nao foi confirmada por anélises
quantitativas e qualitativas. Novas investiga¢des sdao necessarias para a
elucidagdo dos mecanismos de interagao desses componentes. Pulz, 2014"
verificou que a expressdao de metaloproteinases de matriz e seus inibidores,
particularmente a proteina TIMP-1, tem valor prognéstico nesta neoplasia.
Sendo assim, a preservagdo e/ou a sintese de coldgeno possuem potencial para
se tornarem alvos terapéuticos para mastocitomas. A diferenciagdo entre os
tipos de proteinas presentes na MEC também pode interferir na progressao
tumoral, ji que as metaloproteinases possuem especificidade por substrato.
A elastina esta presente em grande quantidade nos tecidos que requerem
propriedades fisicas de elasticidade como artérias e ligamentos e encontra-se
também em menor quantidade na pele (SANTOS et al,, 2004). Entretanto,
foram encontradas quantidades minimas de tal substdncia em fragmentos
de pele de cies acometida por mastocitomas. Como controle positivo para a
técnica de Verhoeft, foi realizada a coloragao de cortes histolégicos de artérias,
onde ¢ sabida a presenca de fibras eldsticas. A observagio da elastina presente
na pele integra revela a presenga de uma quantidade superior a encontrada
nos mastocitomas. Essa redugdo na proporgao de elastina pode também estar
relacionada com a progressdo tumoral, porém néo foi verificada tal associagio,
pois o processo de quantificagdo da mesma ainda esta em andamento.
Conclusdo: Mastocitomas de maior grau histopatolégico apresentam
menor quantidade de coldgeno intratumoral, e a quantificagdo dessa proteina
pode auxiliar na sua classificagio. Agradecimentos: A FAPESP (processo
2013/13252-8) e Universidade de Sdo Paulo (bolsa de IC RUSP 1903-2013). Aos
técnicos Nilton Pedro dos Santos e Claudio Arroyo, pelo auxilio técnico.
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Introducio:

importancia para a clinica veterindria, tendo em vista a sua grande incidéncia

Os mastocitomas caninos siao neoplasias de grande

na espécie, representando cerca de 20% dos tumores cutineos caninos e até
30% dos casos malignos [1,2]. Para avaliagao do grau de diferenciagéo celular e
consequente malignidade do tumor, tem sido utilizado o grau histopatologico
apresentando grandes diferengas de resultados entre patologistas devido a sua
caracteristica subjetiva [3]. Atualmente tém sido demonstrada a
importancia do emprego de instrumentos de prognodsticas no tratamento
das neoplasias. O Oct-4 esté localizado no POU (Pit, Oct e Unc) é altamente
expresso em células pluripotentes, sendo considerado como marcador de
células-tronco. Esta relacionado ao o grau de diferenciagdo celular em tumores
de prostata em humanos*. Wen, et al 2013 relataram a existéncia de relagdo
com tumores resistentes a quimioterapia e que o Oct-4 estava relacionado com
quimioresisténcia. J4 Saisuga et al, 2009 mostraram que a presenga do Oct-4
estava relacionada com prognodstico pds-cirurgico. A avaliagdo da presenga
de Oct-4 em células de mastocitomas caninos pode estar relacionada ao grau
de malignidade do tumor, ou mesmo ser um fator prognéstico independente,
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o que auxiliaria no tratamento da neoplasia. Portanto, o presente trabalho
foi delineado para caracterizar a expressdo de Oct-4 em células cancerosas
de mastocitomas caninos, empregando a técnica de imuno-histoquimica e
relacionando os resultados obtidos com a graduagao histopatolégica do tumor.
Materiais e Métodos: As amostras dos tumores, fixadas em formol a
10% e emblocadas em parafina, foram cortadas ao micrétomo, desparafinizadas
em estufa e banhos de xilol. A re-hidratagéo foi realizada por banhos em alcool
seriado e banho em dgua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado com a solugdo de perdxido de hidrogénio diluido em alcool metilico
a 3%, seguido de lavagem em PBS + tween. A recuperagio dos antigenos foi
efetuada com solugdo citrato pH 6,0 e aquecida em panela a vapor e em seguida
foi realizada a lavagem em PBS. O bloqueio de antigenos inespecificos foi
efetuado com a solugdo de bloqueio Dako (Protein Block Serum-Free Ready-
to-use). A incubagdo com anticorpo primario (Oct-3/4, na dilui¢do de 1:50) foi
realizada de acordo com orienta¢des do fabricante. As amostras de controle
negativo receberam IgG de camundongo, ao invés do anticorpo primério. Para
incubagéo de anticorpo secundario foi utilizado o kit Dako (Advanced HRP,
DakoCytomation) segundo as orientagdes do fabricante, seguido da aplicagdo
do cromégeno DAB. A contracoloragio foi realizada com Hematoxilina de
Harris. Os tumores foram analisados de modo a ser caracterizado o padrao
de marcagio predominante, se nuclear e/ou citoplasmdtica, ou negativo
para Oct-4. A andlise estatistica foi realizada agrupando-se os casos de duas
maneiras: (1) considerando somente a marcagdo nuclear como positiva, e (2)
considerando ambas as marcagdes, citoplasmatica e nuclear, como positivas.
Para comparar as marcagdes entre os graus de Kiupel et. al, 2011, foi utilizado
o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Resultados: Foram avaliadas
30 amostras de diferentes mastocitomas cutineos caninos provenientes dos
arquivos histopatologicos de hospitais veterindrios colaboradores (FMVZ-USP,
Universidade Anhembi-Morumbi e FZEA-USP). Houve grande diversidade
nos resultados encontrados para marcagao imuno-histoquimica de Oct-4. Dos
30 casos analisados, 13 amostras apresentaram marcagéo citoplasmatica com
alguns nucleos marcados (Figura 1A); quatro tiveram apenas marcagao nuclear,
sem marcagao citoplasmatica evidente (Figura 1B); sete amostras apresentaram
apenas marcagao citoplasmatica, sem marcagio nuclear evidente (Figura 1C);
seis foram negativas e nao tiveram marcagio alguma (Figura 1D). O controle
negativo ndo apresentou nenhum tipo de marcagdo, como pode ser visto na
Figura 1E. Outro resultado interessante foi que algumas células da camada
basal da epiderme, localizagdo sabidamente comum para células-tronco [8],
apresentaram marcagao especificamente nuclear, como pode ser visto na figura
1F. Quando analisados pela classificagdo de Patnaik et al, 1984° o numero de
tumores de grau I disponiveis para analise estatistica foi muito reduzido
(n=2), o que inviabilizou a realizagdo da analise de varidncia. Mesmo assim,
a comparagdo entre os graus II e III de [9] por meio de Teste t ndo revelou
diferengas significantes (p>0,05). Na andlise com base na classificagio de
Kiupel et al 20117, também ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes, tanto quando considerada apenas a marcagdo nuclear como
positiva (p=0,4731), quanto quando foram consideradas positivas as marca¢des
nuclear e citoplasmatica (p=0,6283).
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Figura 1 - Fotomicrografias de mastocitomas cutineos caninos demonstrando: (A) presen¢a de marcagio
citoplasmatica predominante e alguns nucleos marcados, semelhante a grande maioria das amostras
(amostra 97/14); (B) marcagio especifica de um tnico nicleo, sem evidente marcagdo citoplasmatica
ao redor (amostra 75/12); (C) marcagao citoplasmatica evidente, porém sem nenhum ntcleo marcado
(amostra 92/14); (D) auséncia de marcagdo nuclear e citoplasmatica (amostra 94/14); (E) auséncia de
marcagdo no controle negativo (amostra 24/14); e (F) presen¢a de marcagio das células da camada basal
da epiderme (amostra 07/13). Contracoloragao com Hematoxilina de Harris, obj. 40x

Conclusdo: Nio foram constatadas diferengas na imunomarcagio para
Oct-4 entre os graus histopatoldgicos, para ambos os métodos de graduagao.
Porém, a presente andlise deverd ser ampliada no futuro, principalmente para
aumentar o nimero de casos de grau I. Foi obtida marcagdo considerada
especifica e satisfatoria, com laminas de controle negativo satisfatorias.
Futuramente, torna-se necessaria a avaliagio de um maior nimero de casos,
preferencialmente utilizando-se anticorpos especificos para Oct-4 e/ou para
cada uma de suas isoformas, de modo a individualiza-las e eliminar a marcagao
concomitante de Oct-3. Agradecimentos: O presente trabalho recebeu
auxilio financeiro do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq). Agradego a
orientagdo do Prof° Dre Ricardo de Francisco Strefezzi pela oportunidade
e ensinamentos, as mestrandas Lidia Hildebrand Pulz e Camila Neri Barra
pelo apoio e auxilio e a todos que trabalham no laboratério de patologia
experimental da USP-FZEA que contribuiram com esta pesquisa.
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Introducdo e objetivos: A Escherichia coli, uma das principais
habitantes do trato intestinal de seres humanos e das aves, pode ocasionar
quadros entéricos nas duas espécies [1]. Drasticas mudangas ecoldgicas e
comportamentais do ser humano, como aumento exponencial da populagio e
intenso contato com pets exdticos, colaboraram para a emergéncia de zoonoses
e prejuizos na propria saude animal [2]. A bactéria, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, pode ser classificada sorologicamente, filogeneticamente e
molecularmente [3,4,5]. EPEC é um grupo de E. coli diarreiogénica que produz
alteragdes caracteristicas nas células intestinais, como a lesdo A/E (attaching
and effacing), mas ndo produzem toxinas shiga, enterotoxina termoldbil ou
termoestavel, sendo conhecida como uma das principais causadoras de
diarréia infantil. As estirpes de EPEC ainda sdo classificadas em tipicas quando
abrigam o plasmideo para o fator de aderéncia de EPEC (EAF), que codifica
bfp (bundle forming pili), enquanto as estirpes atipicas sdo negativas para o
gene bfp [6]. A Escherichia coli produtora de toxina shiga (STEC) também ¢é
um agente esporadico de diarréia, que secreta verocitotoxinas stx1 e stx2 e é
igualmente apta a causar lesio A/E nas células intestinais [3]. Considerando
o impacto zoonoético e a necessidade de conservagdo das aves silvestres e
exoticas, o presente trabalho foi delineado para investigar a presenga de
grupos filogenéticos de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) e produtoras
de toxina Shiga (STEC) em estirpes isoladas de fezes de psitacideos com o
emprego da metodologia descrita por Clermont e colaboradores [4]. Material
e Métodos: Foram coletadas fezes de 448 psitacideos das espécies
Nymphicus hollandicus (calopsita), Agapornis spp. (agapornis), Melopsittacus
undulatus (periquito australiano), Guaruba guarouba (ararajuba), Amazonas

spp. (papagaio) e Ara ararauna (arara canindé), aparentemente saudaveis ao
exame clinico. A coleta de material foi aprovada pelo Comité de Etica e Uso
Animal da FMVZ-USP (2984230514) e SISBIO: 43541-1. As amostras foram
transportadas refrigeradas até o laboratdrio e processadas para isolamento e
identificacao de Escherichia coli. O cultivo foi realizado em caldo BHI, seguido
de plaqueamento em dgar MacConkey a 37°C. As colonias foram confirmadas
por série bioquimica e estocadas em meio Luria Bertani. Como controles
positivos dos testes foram utilizadas duas amostras de EPEC pertencentes ao
sorogrupo Oss, isoladas de criangas com diarréia, e como controle negativo
uma cepa de E. coli K12. A extra¢do de DNA foi realizada pelo método de
Boom [7]. Quatro pares de primers foram utilizados na pesquisa de fatores
de viruléncia dos patdtipos diarreiogénicos EPEC (eae, bfpA, stx 1 e stx 2),
segundo a Costa et al. (2010) [8]. Os produtos da amplificagio foram separados
na eletroforese em gel de agarose 1,5% e corados com BlueGreen (Invitrogen®).
Foi realizada a classificagdo entre os quatro principais grupos filogenéticos
descritos por Clermont et al. (2000) (A, B1, B2 e D) [4], segundo a arvore de
decisdo dicotdmica (Figura 1).

yjaA ' ' pE4.C2
+ + -
B2 B1 A

Figura 1 - Arvore de decisdo dicotomica para determinagdo do grupo filogenético em amostras de E.

coli, de acordo com os resultados de PCR para os genes chuA, yjaA e o fragmento de DNA TSPE4.C2
(adaptado de Clermont et al., 2000)

Resultados: Das 448 amostras de fezes coletadas, foram isoladas
151 colOnias de Escherichia coli, totalizando um percentual de 33,7% de aves
colonizadas (151/448). A Tabela 1 ilustra os resultados para as diferentes

espécies de psitacideos.
Tabela 1 - Resultados de cultura e PCR obtidos a partir de fezes de psitacideos, Sao Paulo, 2014

Tamanho da Amostras +

Ave/Espécie amostra (n)  para E. coli eae bfp stx2
Calopsitas
(Nymphicus hollandicus) 67 28/67 11/28 11/28 0/28
A -
(Agu[gJZI:fz;sn;;p_) 45 12/45 o/12 o/12 oh2
Periquitos Australianos
(Melopsittacus undulatus) 59 /59 6/m o/n 6/
Papagaios
(Amalz)ongas pp) 173 48/173 8/48 8/48 0/48
Araras 10. 2/10. 2/52 o/52 o/52
(Ara ararauna / Guaruba guarouba) 4 5 4 5 5 5
Total 448 151 27 19 6

Os resultados obtidos indicaram uma elevada frequéncia de ocorréncia
de Escherichia coli positiva para os genes eae e bfp em calopsitas (39,3%).
Trabulsi et al. (2002) [6] referem que, EPEC tipicas sdo raramente isoladas
de animais, sendo este patétipo encontrado majoritariamente em humanos.
A presenga de EPEC tipicas nesses psitacideos sugere a transmissio de
carater antropozoonético como a mais provavel. Knobl et al. (2008) [9]

analisaram diversos fatores de viruléncias em papagaios com sintomatologia
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de colibacilose. Os genes de viruléncia detectados sugerem que amostras de
E. coli isoladas de animais doentes apresentaram alguns fatores de viruléncia
do patdtipo de E. coli patogénica para aves (APEC). Em contraste, no presente
trabalho, das amostras isoladas de Escherichia coli das fezes de papagaios
clinicamente saudéveis, 14,58% foram classificadas como EPEC tipicas (7/48) e
10,42% como EPEC atipicas (5/48). Reservatdrios animais tém papel relevante
na epidemiologia das infec¢des causadas por STEC [10]. As STEC podem
ser encontradas no trato gastrintestinal de uma variedade de animais como
suinos, ovinos, cavalos, aves, caes e gatos; sendo os bovinos considerados
como o principal reservatorio deste patdtipo [11]. Estirpes de Escherichia coli
produtoras de toxina Shiga também j4 foram isoladas de dejetos de aves, como
pombos e gaivotas [12,13]. No presente também foi encontrada alta frequéncia
(54,5% - 6/11) de STEC em periquitos australianos. Todas as STEC analisadas
foram alocadas no grupo B2. Seis das EPEC tipicas pertencem ao grupo
B2, uma ao grupo A e uma ao grupo D. Considerando-se as EPEC atipicas,
uma delas foi classificada no grupo B2 e a outra no grupo filogenético A. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 2.
Tabela 2 - Espécie, patotipo e respectivos grupos filogenéticos obtidos através da analise dos genes chuA,

yjA e do fragmento TspE, Sao Paulo, 2014

L. L. Tamanho da . Grupo
Espécie Patdtipo " ra () chuA yjA TspE filogenético
Nymph{cus EPEC-t 1 + + * B2
hollandicus
Melopsittacus STEC 6 + + * B2
undulatus
6 + + * B2
Amazonas EPEC-t 1 + - * D
Spp-
1 - * - A
Ara ararauna 1 + + * B2
/ Guaruba EPEC-a L ~ “ - A
guarouba

* gene/fragmento ndo pesquisado, devido a classificagio prévia da amostra segundo a arvore de
decisao dicotomica

Filogeneticamente as linhagens patogénicas de E.coli agentes de doengas
extraintestinais tém sido classificadas como pertencentes ao grupo D e, em
sua maioria, ao grupo B2, enquanto as comensais e isolados de diarréia sdo
normalmente encontradas como membros dos grupos A, B1e D [14]. As STEC
costumam ser enquadradas principalmente no grupo B1 e A, mas também
podem ser encontradas, em menor propor¢ao, nos outros dois grupos [15,
16]. Neste contexto, com exce¢do de algumas E. coli aderentes difusas e EPEC
do grupo 1, estirpes causadoras de diarréias nao sdo do grupo B2. Relata-se
que estirpes do grupo B2 podem ser as mais frequentemente isoladas em
fezes de humanos assintomaticos [17]. Portanto, o cariter antropozoondtico
de infecgdo entre psitacideos de cativeiros e humanos torna-se uma hipdtese
evidente. Rodriguez-Siek et al. (2005) [18], identificaram metade dos casos
de colibacilose aviaria pertencentes aos grupos filogenéticos A e B1 e, a outra
metade, inclusas nos grupos B2 e D. Esses autores levantaram a hipétese que a
classificagao de metade das amostras em um grupo considerado nao patogénico
poderia ser explicada pela caracteristica oportunista das infec¢des por E.
coli. Saidenberg (2012) [19] descreveu amostras de psitacideos sintomaticos
positivas para o grupo A e, minoritariamente, para o grupo D, creditando
também o resultado obtido ao carater oportunista da infecgdo, jd que grande
parte destas amostras seria classificada em grupos mais patogénicos do que o
grupo filogenético A. Estas teorias também se aplicam nos resultados obtidos
do presente trabalho, j& que, EPEC tipicas (89,47% - 17/19), EPEC atipicas (50%
- 1/2) e STEC (100% - 6/6) foram alocadas no grupo B2, nio sendo o trivial. O
genoma da Escherichia coli parece ser composto por uma origem “ancestral”
conservada, que contém a informagao genética necessaria as fungdes celulares
primordiais; e outra “derivada’, flexivel, que permite a expressao dos fatores
de viruléncia [20]. Mutagdes pontuais, rearranjos genéticos e transferéncia
horizontal de genes sdo alguns dos mecanismos responsaveis pela grande
diversidade de bactérias [21]. Enquanto as mutagdes pontuais e rearranjos
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genéticos levam a um desenvolvimento evolutivo lento, sem a criagio de novos
determinantes genéticos, a transferéncia horizontal de genes cria genomas
extremamente dindmicos, capazes de, em um unico passo, transformar um
organismo normalmente benigno num agente potencialmente patogénico
[22]. Muitos fatores relacionados ao comportamento destas estirpes humanas
em hospedeiros animais, incluindo as aves, ainda nio foram elucidados.
Conclusdes: Neste projeto, a detecgdo de EPECs e STECs em diferentes
espécies de psitacideos mantidos em cativeiro aponta um risco zoonético
potencial. A maioria das amostras foi classificada como pertencente ao
grupo filogenético B2, que abriga estirpes com maior potencial de viruléncia.
Considerando a Escherichia coli como uma espécie bacteriana extremamente
versatil e de alta plasticidade gendmica ¢ possivel que o encontro destes
patotipos e grupos filogenéticos em aves, esteja relacionado a transferéncia
antropozoondtica dos fatores de viruléncia. Agradecimentos: O presente
estudo teve auxilio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP- Projeto 2013/ 24052-0).
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INICIACAO CIENTIFICA - CIENCIAS BIOLOGICAS

EXPOSI(;i\O A POLUENTE OCUPACIONAL DURANTE A
GESTACAO CAUSA IMUNOSSUPRESSAO DA INFECCAO
PULMONAR NA PROLE

'IBRAHIM, B.S.; 'DREWES, C.C.; 2TAVARES-DE-LIMA, W.; "FARSKY,
S.H.P,; 3LINO-DOS-SANTOS-FRANCO, A.

'Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Andlises
Clinicas e Toxicolégicas, Universidade de Sdo Paulo; 2Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Departamento de Farmacologia, Universidade de Sao Paulo;
3Universidade Nove de Julho, Departamento de Biofotonica Aplicada as
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Introducdo e objetivos: O Formaldeido (FA) é um poluente utilizado
mundialmente desde a satde até a produ¢ido de materiais [1, 2, 3]. O FA
também estd presente em alimentos e é expelido na fumaga do cigarro.
Ainda, profissionais da saide, bem como individuos que utilizam técnicas de
estudos em patologia, histologia e anatomia, estdo expostos as agdes do FA
em decorréncia de suas atividades [4, 5]. A poluigdo ambiental e ocupacional
é objeto de estudo de muitos pesquisadores devido as suas graves implicagdes
em saude publica. Estudos epidemiolégicos mostram que a exposigdo a
poluentes durante a gravidez acarreta em fator de risco para desencadeamento
de doengas inflamatdrias pulmonares, entretanto ainda desconhecem-se os
mecanismos envolvidos [6].

Os mecanismos subjacentes a inflamagdo pulmonar aguda decorrente
da inflamagdo sistémica podem ser investigados experimentalmente pela
administragdo de lipopolissacarideo (LPS) por via sistémica [7]. O LPS pode
ser classificado como um dos principais PAMPs (moléculas indutoras de
inflamagéo), e é parte constituinte da parede de bactérias Gram-negativas.
Seus efeitos sdo mediados por Toll-like receptor 4 (TLR4) [8, 9]. Apds ativagdo
do TLR4, é desencadeada uma cascata de sinaliza¢io, culminando na ativagio
do fator de transcri¢gio NF-«kB (nuclear factor kB), que promove a expressao
de diversos genes inflamatdrios [10]. Considerando que a exposigdo ao FA
durante a gestagao altera a resposta imune na prole [11], o presente trabalho foi
delineado para investigar a repercussio desta exposi¢do no desencadeamento
de infec¢do pulmonar induzida por LPS. Material e métodos: Grupos
de ratas prenhas foram expostas ao FA (0,75 ppm) ou ao seu veiculo (dgua
destilada) 1h/dia, cinco dias/semana, durante todo o periodo de gestagdo (21
dias). Apos 30 dias do nascimento, a prole recebeu via intraperitoneal 5mg/
kg de LPS (Salmonela abortus equi) para indu¢do de infec¢do pulmonar.
Apos 24h da administragdo foram realizadas as andlises: contagem de células
presentes no lavado broncoalveolar (LBA), quantificagdo de leucdcitos
circulantes no sangue periférico e na medula dssea, determinagao da atividade
de mieloperoxidase pulmonar (MPO), determinagéo da reatividade traqueal

ex-vivo a metacolina (MCh) e avaliagdo da translocagio do NF-kB do
citoplasma para o nucleo. A investigagdo do estresse oxidativo gerado durante
a exposi¢do ao FA, sobretudo no ambiente uterino, foi efetuada em grupos de
ratas prenhas tratadas com vitamina C (150mg/Kg, via oral) 30 minutos antes
de cada exposi¢do ao FA. Os grupos controle consistiram de ratas tratadas com
veiculo (d4gua destilada). Os grupos delineados no estudo foram: B (proles ndo
manipuladas originadas de maes nao manipuladas), LPS (proles submetidas
a administragdo de LPS originadas de maes expostas ao veiculo do poluente)
e P+LPS (proles submetidas a administragdo de LPS originadas de maes
expostas ao FA 0,75 ppm). Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) seguida de pds-teste Student Newman-Keuls para
comparagdo de todos pares de colunas. Os resultados foram expressos como
meédia + EPM (erro padrao da média). Valores de P<0,05 foram considerados
significativos. Resultados: O painel A da figura 1 representa a contagem
de células totais recuperadas no LBA. Observa-se que o grupo LPS apresentou
aumento significativo no numero de células recrutadas para o pulméo quando
comparado ao grupo B. Por outro lado, o grupo P+LPS mostrou reduzido
numero de células totais em relagdo ao grupo LPS e néo diferiu do grupo B.
Similarmente ao observado no painel A, a figura 1 (painel B) mostra aumento
significativo na atividade de MPO pulmonar no grupo LPS em relagio ao grupo
B. No entanto, nota-se uma redugéo da atividade de MPO no grupo P+LPS
em relagdo ao grupo LPS, enquanto ha um aumento em relagio ao grupo B.
A figura 2 (painel A) representa as contagens de células totais e diferenciais
presentes no sangue periférico. Nota-se que o grupo LPS mostrou aumento
significativo tanto no numero de células totais como de granuldcitos em
relagdo ao niimero obtido no grupo B e nio apresentou diferengas no niimero
de linfécitos e mondcitos. Por outro lado, o grupo P+LPS mostrou redugio no
numero de células totais e granuldcitos em relagdo ao grupo LPS e nio diferiu
do grupo B. O painel B da figura 2 representa a contagem total de células
presentes na medula dssea. Verificou-se uma diminui¢do do nimero de células
no grupo P+LPS em relagdo aos grupos LPS e B. Ainda, o grupo LPS mostrou
redugdo no nimero de células da medula quando comparado ao grupo B.
A figura 3 representa a contratilidade da traqueia frente 4 administra¢do de
diferentes concentragdes de metacolina. Observa-se que os grupos LPS e
P+LPS apresentaram aumento da contratilidade traqueal frente & metacolina
em comparagio ao grupo B. Por outro lado, a reatividade traqueal no grupo
P+LPS foi reduzida significativamente quando comparada a do grupo LPS.
A figura 4 representa a quantificagio do NF-kB presente na fracao nuclear
de células obtidas a partir de extratos de pulmdes dos grupos estudados.
Nota-se que o grupo LPS apresentou aumento da translocagdo do NF-kB do
citoplasma para o nucleo em relagio ao grupo B. Entretanto, tal translocagio
apresentou-se reduzida no grupo P+LPS em relagdo aos grupos LPS e B. A
figura 5 mostra que o tratamento com vitamina C antes da exposi¢ao das ratas
prenhas ao FA (grupo Vit C+P+LPS) induziu a resposta desencadeada pelo
LPS como mostrado pelo aumento no niimero de células totais em relagéo ao
grupo P+LPS. Nota-se que este aumento também se sobrepds ao obtido pelo
grupo LPS.
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Figura 1 - Avaliagdo da exposigao ao FA durante a gestagao e sua repercussio na inflamagao pulmonar
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Figura 2 - Avaliagdo da exposi¢do ao FA durante a gestagio e sua repercussdo nos compartimentos
sanguineos e de medula dssea na prole ap6s indugao de infec¢ao com LPS
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Figura 5 - Avaliagdo do tratamento com vitamina C nos efeitos da exposi¢io ao FA durante a gestagio

e sua repercussio na indugao de inflamagao pulmonar na prole apés indugio de infecgao com LPS
Conclusao: Os resultados obtidos demonstraram que a exposigdo ao
FA durante a gestagdo alterou a resposta imune da prole mediante a indugdo
de infecgdo por LPS. Tal efeito parece ser mediado pelo estresse oxidativo
no ambiente uterino, uma vez que o tratamento com vitamina C reverteu
a imunossupressio. Ainda, houve diminui¢ao da translocagdo do fator de



transcri¢io NF-xB do citoplasma para o nucleo, fato que pode se relacionar
tanto & menor resposta celular como a hiporreatividade traqueal. Estes dados
mostram que exposi¢do ao FA durante a gestagdo acarreta uma deficiéncia
nos mecanismos de defesa da prole, devido a alteragdes estabelecidas no
mecanismo de programagio fetal. Agradecimentos: O presente estudo
recebeu financiamento da Fundac¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo: Beatriz Silva Ibrahim ¢é bolsista de iniciagdo cientifica (2013/19708-3)
e Adriana Lino dos Santos Franco recebeu auxilio Jovens Pesquisadores em
Centros Emergentes (2011/51711-9).
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MESTRADO - MEDICINA VETERINARIA

A TERAPIA FOTODINAMICA E OS EFEITOS PROMOVIDOS
EM ORGAOS IMUNOLOGICOS E IMPLANTE SECUNDARIO
DO TUMOR DE EHRLICH APOS TRATAMENTO DO TUMOR
PRIMARIO EM FOCO DISTANTE
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Introducdo: A terapia fotodinamica (Photodynamic Therapy - PDT) é um
método empregado para tratar neoplasias baseado na interagdo entre luz,

oxigénio molecular e um agente fotossensibilizador. Apos a administragdo

do fotossensibilizante, o tumor ¢ iluminado com luz visivel de comprimento
de onda especifico (Laser), ativando o agente, e produzindo espécies reativas
de oxigénio, altamente citotéxicas, que provocam morte celular por necrose
e apoptose, e destrui¢do do tecido tumoral [1]. A caracteristica singular da
PDT é a participagéo ativa do sistema imunoldgico no combate as células
tumorais. Os efeitos fototdxicos na membrana celular liberam uma série

de mediadores inflamatdrios levando a ativagido do sistema imune inato. A
inflamagéo local e a invasdo por neutréfilos, macrofagos e células natural
killer junto a destruigao das células neopldsicas determinam a condigao
necessaria para a apresentagao de antigenos tumorais as células dendriticas
e demais células apresentadoras de antigenos. A apresentagao antigénica
promove ativagdo do sistema imune adaptativo e ha a sensibilizagao dos
linfécitos T efetores (CD8+), determinando uma resposta especifica para

a neoplasia tratada, envolvida na erradicagdo de focos disseminados e/ou
metastaticos. Além disso, ha a sensibilizagdo de linfécitos B (de memoria)
aos antigenos tumorais, promovendo um controle em longo prazo do
tumor. A produgio de anticorpos antitumorais pelos plasmdcitos pode

ser sugerida, porém ainda ndo foi demonstrada em modelo experimental
[2,3,4,5]. O presente trabalho foi delineado para avaliar o comportamento

de um foco tumoral secundario apds o tratamento com a PDT, ou a excisdo
cirtrgica, em um tumor primadrio e as possiveis alteragdes em 6rgao linfoides,
utilizando-se para tanto o tumor de Ehrlich na sua forma sélida. Material
e Métodos: Inicialmente trinta camundongos foram inoculados com
solugdo contendo 2,5 x 10° células tumorais no tecido subcuténeo da regiao
do dorso (Tumor primdrio). Apds dez dias os animais foram divididos em
trés grupos de tratamento: grupo PDT [Azul de Metileno 1% intratumoral

e irradiagdo com laser vermelho (66onm) totalizando 54 joules de energia],
grupo CIRURGIA (excisdo cirtrgica do tumor) e grupo CONTROLE (sem
tratamento do tumor). Os animais receberam entiao uma nova inoculagao de
células tumorais no coxim plantar do membro posterior esquerdo (Tumor
secundario). Os animais foram avaliados durante 17 dias, comparando-se

os grupos. Os pardmetros avaliados foram o crescimento tumoral, peso
relativo e analise histopatolégica dos 6rgaos linféides (Bago e Linfonodo
popliteo), contagem de leucdcitos sanguineos e morfometria do tumor
secundario (determinacédo da fracdo volumétrica dos componentes da massa
tumoral: células tumorais, infiltrado inflamatdrio e necrose). A andlise dos
resultados obtidos foi efetuada com os programas estatisticos Minitab 16° e
GraphPad Prisms.00°. Para os dados paramétricos foi utilizada a ANOVA
seguida do teste de Turkey. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. A curva de crescimento
do tumor de Ehrlich secundario foi analisada por ANOVA de duas vias.
Foram consideradas estatisticamente significantes as andlises com nivel

de significAncia p < 0,05. Os dados foram expressos como média + desvio
padrio. Resultados: O Gréfico 1ilustra a curva de crescimento do tumor
secunddrio no coxim plantar esquerdo nos grupos tratados com PDT,
cirurgia ou sem tratamento (controle). Nao houve diferenga significativa

entre os grupos experimentais.
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Grafico 1 - Curva de crescimento do didmetro (mm) do coxim plantar esquerdo de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle), pelo tempo

(dias) nos diferentes grupos

A figura 1 ilustra os dados referentes a fragdao volumétrica (FV) dos
componentes da massa tumoral. Os dados sdo expressos em porcentagem. Os
componentes considerados foram células tumorais, infiltrado inflamatdrio,
necrose e outras estruturas presentes (vasos, musculos, etc.). A FV de células
tumorais é maior no grupo cirurgia e a FV de infiltrado inflamatério menor
neste grupo. A FV de necrose ndo apresentou diferenga entre os grupos.
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Figura 1 - Fragao volumétrica de cada componente da massa tumoral do coxim plantar esquerdo de

camundongos portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle)

A figura 2 ilustra os dados referentes a porcentagem da drea em necrose
na massa tumoral. O grupo cirurgia apresentou uma porcentagem de drea em
necrose menor que os grupos PDT e controle.
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Figura 2 - Area em necrose (%) da massa tumoral no coxim plantar esquerdo de camundongos
portadores do tumor de Ehrlich e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle)

A figura 3 ilustra os dados referentes ao peso relativo do bago. O peso
relativo do bago no grupo cirurgia foi menor quando comparado aos grupos
PDT e controle.

86 mvé:z

crmvsp.gov.br

Peso relativo bago

(=] (=]
P 5

g/100g de peso vivo
=
i

o
(=]
b

Figura 3 - Peso relativo do bago (g/100g de PV) de camundongos portadores do tumor de Ehrlich e
tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle)

A figura 4 ilustra o padrdo histoldgico encontrado no bago dos
camundongos. Os animais do grupo cirurgia ndo apresentaram alteragdes
morfoldgicas importantes nas estruturas do 6rgao (Figura 23 A). Nos animais
que receberam o tratamento com a PDT (Figura 23 B) e nos animais que nao
receberam tratamento algum (Figura 23 C), foi observado que a arquitetura
do drgao estava preservada, entretanto os foliculos linfoides, os respectivos
centros germinativos e a sua zona marginal apresentavam-se aparentemente
mais proeminentes, com areas de coalescéncia dos foliculos. Observou-se
a manutengio da arquitetura das regides de polpa vermelha. Os achados
sugerem uma discreta hiperplasia linfoide do bago nestes animais.

Figura 4 - Fotomicrografia de corte histolégico do bago de camundongos portadores do tumor de Ehrlich

e tratados com PDT, cirurgia ou sem tratamento (controle) (H&E objetiva 4x)

O peso relativo do linfonodo popliteo esquerdo e sua analise histologica
ndo apresentaram diferengas entre os grupos experimentais, assim como a
contagem total de leucdcitos circulantes. Conclusdo: A terapia fotodinamica
foi capaz de produzir efeitos sobre o crescimento de um tumor de Ehrlich
solido secundario, inoculado em camundongos, previamente tratados em
tumor primdrio a distdncia. Houve indugio de necrose e inflamagédo aguda,
assim como diferengas no padrao de resposta imunoldgica quando comparado
aos animais tratados cirurgicamente.
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Faculdade de Medicina Veterinaria e zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo

Introducado: A Ceratoconjuntivite Seca (KCS - Keratoconjunctivitis Sicca) é
uma condigao multifatorial que geralmente resulta de alteragdes quantitativas
do componente aquoso do filme lacrimal, podendo ainda, decorrer de
deficiéncia dos componentes lipidicos e mucoso, normalmente atribuida a uma
desordem imunomediada. O diagnéstico da KCS é baseado nos sinais clinicos
tais como: secre¢io mucopurulenta, hiperemia conjuntival, blefaroespasmo,
fotofobia, incomodo, dor, vascularizagdo, pigmentagdo e opacidade corneana.
Para tanto, dois testes oftalmoldgicos simples podem ser realizados: o
teste de Schirmer e o Butt. O tratamento convencional preconizado hoje
sao aplicagdes didrias de pomada ou, entdo de colirio oftalmicos a base de
Ciclosporina 0,2% ou Tacrolimus 0,03%. Esses tratamentos sdo custosos,
nao curativos e exigem muito a colaboragdo do proprietario. Nos tltimos
anos a terapia celular com células-tronco trouxe uma nova esperanga para
o cenario da medicina veterindria quanto ao tratamento de doencas que
ainda ndo possuem um tratamento efetivo. A obtengdo de células-tronco de
anexos embrionarios, nos quais os tecidos sio comumente descartados no
momento do nascimento ou em campanhas de castragao, esta se tornando
muito interessante. J4 foi descrito que as células-tronco obtidas da membrana
amnidtica humana possuem propriedades regenerativas e imunomoduladoras
observadas em células-tronco mesenquimais obtidas de outras fontes. O
isolamento e a caracterizagdo de células-tronco de membrana amnidtica
de caes em diferentes periodos gestacionais ja foram obtidos com sucesso.
Além da caracterizagao, estas células foram testadas quanto sua capacidade
tumorigénica, quando da sua injegao de aproximadamente um milhao destas
células-tronco pela via subcutinea na regido cervical de camundongos
imunossuprimidos e nio foi constatada a formagao tumoral, apds 60 dias
da injegdo. O presente trabalho foi delineado para avaliar a eficiéncia do
emprego de células-tronco da membrana amniética para o tratamento da KCS
em cdes. Foram empregados os pardmetros clinicos rotineiros em oftalmologia
para os sinais clinicos bem como, os testes oftdlmicos, de Schirmer e Butt.
Além disso, o potencial imunomodulador das células foi investigado com a
avaliagdo citolégica de um raspado antes e ap6s o tratamento com as células,
tendo em vista o controle da evolugio do processo inflamatério. Material e
métodos: Dois animais de espécie canina, sexo feminino da raga Golden
Retriever provenientes do canil da Faculdade de Medicina Veterindria com
idade média de sete anos e em grau crénico de KCS foram selecionados. Apds
a selecao, esses animais foram submetidos ao tratamento com células-tronco
de membrana amniética apds aprovagio pelo comité de ética CEUA/Vet n°
3122/2013. As células-tronco de membrana amniética foram injetadas em
ambas as glandulas lacrimais da terceira palpebra, duas vezes com intervalo
de 30 dias cada. Na primeira inje¢do foram utilizadas 0,5x10° células em cada
glandula e na segunda 1x10°. Ap6s o tratamento, os animais foram avaliados
semanalmente por exame oftalmoldgico e testes oftdlmicos. Resultados:

Antes da injegéo celular, os dois animais incluidos no estudo foram submetidos

a um exame oftalmoldgico que novamente confirmou o padrao cronico da
KCS (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados da avaliagao oftalmoldgica dos animais incluidos no tratamento com células-tronco

de membrana amniética antes da injegdo nas caninas1e 2

Testes/ Avaliagio Oftalmologica Cao1 Cao2
S N lent +++ AO ++++ AO
ccregao mucopurulenta Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
Teste de Ameaga . .
: Reduzido AO Negativo AO
Teste de movimento / y
Teste de Schirmer 02/03 oofoo
Teste de Butt Incerto Incerto
N Degeneragao +++ AO Degeneragao ++++ AO
Aspecto das glandulas
PIO 11/13 13/11
Aspecto corneano Opacidade ++OD +++OE Opacidade ++++ AO
P Pigmentagio +++ AO Pigmentagdo ++++ AO

AO=ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Presso intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Mudangas significativas ndo foram observadas nos pardmetros
oftalmoldgicos apds sete dias de tratamento. Entretanto, o aspecto das glandulas
lacrimais destes animais se apresentaram mais préximos da normalidade apds

sete dias do tratamento (tabela 2).
Tabela 2 - Resultados da avaliagao oftalmologica apos sete dias de tratamento com as células-tronco de

membrana amni6tica nas caninas 1 e 2

Testes/exames Cio1 Cao2
Secregao mucopurulenta o+ AO it AQ
ot e AP Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
26 Reduzido AO Negativo AO
Teste de movimento 03/0 0/00
Teste de Schirmer 3/05
Teste de Butt Incerto Incerto
A Degeneragao: ++ AO Degeneragao: +++ AO
Aspecto das glandulas
PIO 12/13 13/13
Aspecto corneano Opacidade: ++OD +++OE Opacidade: ++++ AO
P Pigmentagao: +++ AO Pigmentagdo: ++++ AO

AO=ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressdo intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Conforme mostra a tabela 3, apds 14 dias de tratamento com as células-
tronco, os dois animais apresentaram um aumento no teste de Schirmer, sendo
este bem mais significativo no animal 1. Além disso, a secre¢do mucopurulenta

mostrou-se reduzida nos olhos do animal 2.
Tabela 3 - Resultados da avaliagio oftalmoldgica 14 dias apés tratamento com células-tronco de

membrana amni6tica nos animais 1 e 2

Testes/exames Cao1 Cio 2
Secregio mucopurulenta T ,AO . ++ AQ
Teste de Ameaga Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
Teste de movimento Reduzido AO Negativo AO
Teste de Schirmer 09/09 oo/o1
Teste de Butt Incerto Incerto
Aspecto das glandulas Degeneragio ++ AO Degeneragdo +++ AO
Plg grnd 13/14 12/09
Aspecto corneano Opacidade ++OD +++OE Opacidade ++++ AO
i Pigmentagao +++ AO Pigmentagio ++++ AO

AO=ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressdo intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Apés 21 dias da implantagdo, a quantidade da secre¢do continuava a
mesma, porém houve uma redugdo em torno de 50% no teste lacrimal de
Schirmer. Nenhuma mudanga no aspecto das glandulas lacrimais da terceira

palpebra essa fase foi distinta do observado aos apds sete dias de tratamento.
Tabela 4 - Resultados da avaliagao oftalmoldgica aos 21 dias de tratamento dos animais 1 e 2

Testes/exames Cio1 Cao2
Secregao mucopurulenta i+ AO ++ AO
Teste fie Ameai Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO
A Reduzido AO Negativo AO
Teste de movimento 04/0 0/00
Teste de Schirmer 4705
Teste de Butt Incerto Incerto
N Degeneragio ++ AO Degeneragao +++ AO
Aspecto das glandulas
PIO 13/14 12/09
Opacidade ++OD +++ OE Opacidade ++++ AO
Aspecto corneano . N . -
Pigmentagao +++ AO Pigmentagao +++ AO

AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressio intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

O exame oftalmoldgico 30 dias apds implantagdo demonstrou que o Teste
de Schirmer apresentou valores iguais ao do inicio do estudo e as glandulas
lacrimais da terceira palpebra voltaram também ao seu aspecto inicial, ou seja,

o que eram antes da implantagdo. No entanto, notou-se nos dois animais a
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pigmentagdo corneana encontrava-se menos homogeénea (Tabela 5).
Tabela 5 - Resultados da avaliagdo oftalmoldgica 30 dias apds implantagio das células-tronco nos animais 1 e 2

Testes/exames Cio1 Cioz

Secregdo mucopurulenta ++AO ++AO

Testegde Ameai Positivo OD Reduzido OE Reduzido AO

Teste de movirflento Reduzido AO Negativo AO

Teste de Schirmer 04/05 00/00

Teste de Butt Incerto Incerto

Aspecto das glandulas Degeneragéo ++ AO Degeneragdo ++++ AO

PIOP ¢ 13/14 12/09

Aspecto corneano Opacidade ++OD +++OE Opacidade ++++ AO
P Pigmentagdo +++ AO Pigmentagdo +++ AO

AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressio intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Nesta mesma ocasido, 30 dias apos injegao foi realizada nova aplicagdao com
cerca de 1.000.000 de células-tronco em cada glandula lacrimal da terceira
palpebra. Apds sete dias dessa nova injegao houve uma redugio no teste de
Schirmer do cio1, a menos afetada foi observada. O teste de Schirmer também
se apresentou reduzido, porém notou-se que a secre¢io mucopurulenta
também foi reduzida significativamente ndo voltando ao estagio inicial,

principalmente no cdoz, a mais afetada.
Tabela 6. Resultados da avaliagao oftalmoldgica aos sete dias apds a segunda implantagao das células-

tronco nos animaisi e 2

Testes/exames Cao1 Ciao2
Secregao mucopurulenta ++ A0 + AO
Teste iie Ameai Positivo OD reduzido OE Reduzido AO

26 Reduzido AO Negativo AO
Teste de movimento 02/0 20/00
Teste de Schirmer 3
Teste de Butt Incerto Incerto

N Degeneragao ++ AO Degeneragio ++++ AO
Aspecto das glandulas
PIO 13/14 12/09
Aspecto corneano Opacidade ++ OD +++OE Opacidade ++++ AO
P Pigmentagao +++ AO Pigmentagao +++ AO

AO= ambos olhos; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=Pressio intraocular. Score da intensidade

variando de + a ++++

Conclusdo: Apés a injegio das células-tronco de membrana amnidtica
houvemelhora no teste de Schirmer apds quinze dias da inoculagéo, porém ao
longo do periodo de tratamento nao foi observada melhora clinica significante.
Entretanto, o aspecto da glandula foi diferenciado, e a secre¢do mucopurulenta
apresentou redugio na sua quantidade desde a primeira semana de tratamento.
Diante destes resultados pode-se concluir que o estdgio cronico o qual
os animais se encontravam pode ser um fator limitante tornando a KCS
irreversivel nesses casos. Dessa forma precisa ser avaliado, o tratamento de
animais que estejam em estdgios menos avangados da doenga.

SUSCEPTIBILIDADE DE HAMSTERS FRENTE A INFECCAO
PELO HERPESVIRUS EQUINO TIPO 1 CAUSANDO
ENCEFALITE E DOENCA RESPIRATORIA

AREVALO, A.F"; MORI, E."?; MORI, C.M.C."; CUNHA, E.M.S.3; LARA,
M.C.C.S.H.3; VILLALOBOS, E.M.C.3; MIYASHIRO, S. I."; ZANATTO, D.
A.", TONIETTI, P.O."; GAMON, T.H."; MAIORKA, P.C."

1. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo
Paulo, Sdo Paulo, SP, Brasil

2. Instituto Pasteur, Sdo Paulo, SP, Brasil

3. Instituto Biolégico, Sdo Paulo, SP, Brasil

Introducdo e objetivos: O herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) é um
patdgeno de suma importincia, responsavel por perdas significativas nos
plantéis, fato que, sob o ponto de vista econdmico, o torna uma ameaga
potencial a criagio mundial de cavalos uma vez que a sua distribuigdo é
cosmopolita. Esse virus tem sido identificado como a causa de abortamentos,
mortalidade neonatal, doenga respiratoria e manifestagdes neuroldgicas
em cavalos [1,2]. Modelos experimentais de infec¢dao pelo EHV-1 utilizando

roedores, como camundongos e hamsters, sdo uteis para o estudo da resposta
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do hospedeiro ao virus, pois muitos dos aspectos da etiopatogenia da doenga
nessas espécies se assemelham aos observados no hospedeiro natural [3]. O
camundongo é um excelente modelo para estudo da etiopatogenia da encefalite
causada por estirpes neuropatogénicas do herpesvirus eqiiino tipo 1 (EHV-1)
[4]. No entanto, pesquisas recentes evidenciaram que a infecio estabelecida
pela via intranasal em hamsters resultou em sintomas mais agudos e severos
do que nos camundongos, sugerindo uma maior susceptibilidade da espécie
ao agente [5,6]. Com base nesses dados, o presente trabalho foi delineado para
avaliar as alteragdes respiratorias e neurologicas decorrentes da infecgao pelo
EHV-1em hamsters, comparando a susceptibilidade desse modelo com estudos
realizados em camundongos e equinos. Materiais e métodos: Hamsters
Sirios machos, com trés semanas de idade, foram infectados pela via intranasal
com estirpes do EHV-1, obtidas de fetos abortados e potros infectados pelo
virus (A4/72, A9/92, A3/97 e ISO/72). Os hamsters foram pesados e examinados
diariamente observando-se o aparecimento de manifestagdes neuroldgicas e/ou
respiratérias da doenga. De acordo com o aparecimento dos sintomas, grupos
de cinco hamsters foram submetidos a eutandsia por overdose de isoflurano
e deles foram coletados os materiais: SNC, pulmdes, timo, figado e bago que
foram encaminhados tanto para a realiza¢do de isolamento viral em cultura de
células E-dermal como para exame histopatolégico. Em uma segunda etapa
que também utilizou cinco hamsters por grupo, inoculados com as mesmas
estirpes virais, apds eutandsia por aplicagdo intraperitoneal de overdose de
cetamina e xilazina, foi realizada para a obtenc¢do do lavado bronco-alveolar
(LBA). Foi determinada a contagem total e diferencial de globulos brancos a
partir do LBA dos hamsters. Resultados e discussdo: De forma similar
aos experimentos realizados com camundongos, os hamsters desafiados com
as estirpes A4/72 e Ag/92 apresentaram manifestagdes clinicas severas no 3°
dia pds-inoculagio (dpi) tais como a perda de peso representada no gréfico 1,
apatia, dispnéia, desidratacio, decubito e morte. Também foram observados
sinais neurolégicos como hiperexcitabilidade, paralisia espastica, perda de
propriocep¢do, andar em circulos e convulsdes. Ao contrario do modelo
murino, em que ndo foi desenvolvida a doenga, os hamsters inoculados com
as estirpes A3/97 e ISO/72 apresentaram sintomas clinicos e neurolégicos no
4° dpi, onde as alteragoes respiratorias foram as mais evidentes, com destaque
para a epistaxe. O isolamento do virus do SNC foi positivo em todos os
animais; no entanto, os pulmoes foram positivos apenas nos grupos infectados
pelas estirpes Ag/92 e A4/72. Nos demais 6rgaos houve variagio de resultado
entre os grupos como visualizado na tabela 1. O LBA mostrou que a contagem
total de leucdcitos apresentou maior numero de células brancas nos hamsters
infectados por A4/72 quando comparado com A9/92, A3/97 e ISO/72 e grupo
controle. Entretanto, o aumento de leucécitos total encontrado nos grupos de
hamsters inoculados néo foi significativo (p>0,05) quando comparado ao valor
de leucdcitos total do grupo controle. Macréfagos ativados com citoplasma
bastante vacuolizado, alguns deles contendo granulos intracitoplasmaticos e
uma grande quantidade de eritrdcitos foi observada em esfregagos da maioria
dos animais inoculados ao contrério dos esfregacos do grupo controle, que
em sua maior parte apresentou apenas células macrofagicas de citoplasma
vacuolizado e raros eritrocitos. Os valores apresentados na tabela 2 revelam
que a contagem total e diferencial de leucdcitos variou tanto entre as estirpes
como também entre os individuos de um mesmo grupo. De modo semelhante
ao descrito em cavalos em experimentos de inoculagdo com EHV-1 [7], na
contagem diferencial no LBA notou-se nos hamsters infectados apresentaram
um aumento no nimero de neutréfilos acompanhado de um decréscimo de
macrdfagos, enquanto no grupo controle a célula predominante foi o macréfago
variando de 9o a 100% da contagem total dos leucdcitos como observado na
tabela 2. Os grupos de hamsters infectados por A3/97 e A4/72 apresentaram
um aumento significativo (p<o,o1) de neutrdfilos, porém, apenas o grupo

infectado por A3/97 apresentou uma diminui¢do significativa de macroéfagos



(p<o0,01) enquanto o grupo infectado por A4/72 apresentou uma diminui¢do
significativa (p<0,05), quando ambos foram comparados ao grupo controle.
Os hamsters infectados por ISO/72 apresentaram um aumento significativo
de neutréfilos e uma diminuigao significativa de macroéfagos. Entretanto, os
hamsters inoculados por Ag/92 apresentam um aumento nio significativo
(p>0,05) de neutréfilos e uma diminuigdo ndo significativa de macrofagos. A
diferen¢a encontrada nos nimeros de linfécitos e mondcitos entre os grupos

inoculados e o grupo controle nao foi significativa.
Grifico 1 - Comparagao de peso entre os grupos de hamsters inoculados estirpes do herpesvirus equino

do tipo I e o grupo controle desde a inoculagéo até eutanasia

Variacao de Peso
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Tabela 1 - Isolamento das estirpes do EHV-1 em Sistema Nervoso Central (SNC), pulmées, figado, timo
e bago coletados ap6s eutandsia ou morte stbita dos hamster infectados
ISOLAMENTO VIRAL DO EHV-1

Estirpes SNC Pulmdes Figado Bago Timo Dia da Coleta
A3/97 s/s o5 4/5 2/5 ols 4°dpi
Iso/72 4/4 o/4 o/4 4/4 o/4 4° dpi
A9g/92 s/s s/s 5/5 5/5 15 3° dpi
Agl72 sls 5ls 2/ 3/5 3/5 3° dpi

Tabela 2 - Média e desvio padrao da contagem de leucdcitos total e diferencial no lavado broncoalveolar
de hamsters do grupo controle e dos grupos experimentais inoculados por via intranasal com o EHV-1.

Entre parénteses encontram-se os valores minimos e maximos observados em cada grupo

Contagem Diferencial (%) Contagem Total

Estirpes virais

Macrofago Neutrofilo Linfécito Células/mL
98+ 4 ox1 2% 4 128 + 42
Controle
(90-100) (0-1) (0-10) (92-193)
61+ 24 23+ 20 10+12 170 + 90
A3/97
(21-92) (2-59) (0-34) (93-330)
95+ 4 2+2 1+2 119 + 47
Ag/92
(87-100) (0-5) (0-6) (53-200)
63+ 24 2 +18 + 193 £ 28
1S0/72 3 3 5%9 93
(35-94) (6-47) (0-18) (175-225)
7120 27 23 2+3 215 + 227
A4l72
(37-99) (0-69) (0-7) (53-690)
Conclusdo: Os sintomas e os sinais clinicos observados durante o

experimento indicaram que o hamster é a espécie mais susceptivel frente a
infecgdo causada pelo EHV-1, quando comparada ao modelo murino. Além
disso, notou-se que a resposta dos macroéfagos alveolares do hamster frente
a infec¢do pelo EHV-1 foi similar a do equino, o que torna a espécie um
atrativo modelo experimental para posteriores estudos com o agente viral.
Agradecimentos: O presente estudo teve auxilio financeiro da Fundagio
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) e da Coordenagio de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes).
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DETECCIT\O DE ESTIRPES VIRULENTAS DE ARCOBACTER
BUTZLERI EM CARNES DE FRANGOS E SUINOS
PROVENIENTES DE ACOUGUES NO MUNICiPIO DE SAO
PAULO (PROJETO EM ANDAMENTO)

OLIVEIRA, M.G.X.", MORENO, A.M.", SPINDOLA ,M.G.", GOMES,
V.T.M.", FILSNER, P.H.L.", FERREIRA, T.S.P.", KNOBL, T."

" FMVZ-USP - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-USP (Av.
Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87 Cidade Universitaria CEP 05508
270).

Introducdo: Arcobacter spp. sio bactérias Gram negativas pertencentes a
familia Campylobacteraceae que possuem caracteristicas distintas em sua
forma de multiplicagdo, uma vez que apresentam temperatura de crescimento
6tima a 30°C de 24h as 48h em microaerofilia ou aerobiose [1]. Até o presente
momento, foram descritas dezessete espécies de Arcobacter isoladas de
diferentes origens, contudo apenas as espécies A. butzleri, A. cryaerophilus e
A. skirrowii sdo consideradas zoonoses, representando um grupo de agentes
patogénicos causadores de toxi-infec¢des alimentares em seres humanos [2].
A presenca deste patogeno em produtos de origem animal representa um
risco a saude dos consumidores, sendo uma preocupagdo para o setor de
produgido. Apesar dos mecanismos de patogenicidade do Arcobacter spp. e de
seus fatores de viruléncia serem pouco conhecidos, alguns autores consideram
como importantes a produgdo de alfa hemolisinas [3], a produgio de toxinas
e a capacidade de invasdo em culturas celulares HEP-2 [4, 5, 6]. Atualmente o
Brasil é o maior exportador mundial de carne de frango [7] e quarto produtor e
exportador de carne suina [8]. Para manter a taxa de crescimento e valorizagio,
os setores de produgao devem estar atentos ao aumento das exigéncias dos
consumidores externos, em varios quesitos, dentre os quais se destacam a
qualidade sanitaria dos plantéis e a seguranca dos alimentos de origem animal
[9, 10]. O presente foi delineado para investigar a presenga de bactérias do
género Arcobacter em recortes de carnes de aves e suinos comercializadas
no Municipio de Sdo Paulo; bem como de identificar a espécie A. butzleri e
determinar a presenca de fatores de viruléncia nas estirpes isoladas, com o
emprego da reagdo em cadeia pela polimerase. Material e métodos:
Foram coletados 300 cortes de peito, asa, coxa e sobrecoxa de carne de frango
e 300 de costela, lombo, bisteca e pernil de carne de suinos procedentes de
mercados municipais e agougues de Sdo Paulo. As amostras foram transportadas
até o laboratério sob-refrigeragio e processados no mesmo dia da coleta. Para
controle de qualidade dos meios e da reagio em cadeia pela polimerase foram
utilizadas estirpes de referéncia A. butzleri ATCC 49616, A. cryaerophilus ATCC

mvész 89

crmvsp.gov.br



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 presenca 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
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Introducdo: A droga de rua comercializada como crack, ¢ constituida
principalmente por cocaina (alcaloide tropdnico com notavel agdo
neuroestimulante) na sua forma de base livre, e atualmente vem se destacando



como um problema social e de satde publica, uma vez que a dependéncia
quimica por esta forma de cocaina se d4 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 sdo os relatos cientificos
que investigaram o efeito da fumaca do crack em roedores, devido a dificuldade
de ser realizada a exposi¢do & droga pela via pulmonar. Assim, o presente foi
delineado para avaliar as possiveis alteracoes 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, exploratdrios,
de ansiedade e cognitivos nos ratos. Métodos: Antes da realizagio dos
estudos bioldgicos, foi necessaria a determinagdo 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 andlises
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 avaliagdes 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 diminui¢do do tempo de permanéncia na zona
periférica e maior permanéncia na zona central apenas nas avaliagdes no
meio e no final das exposi¢oes, comparadas aos dados dos grupos controle
e pair-fed, o que revela uma aparente diminui¢iao da ansiedade. Também
apenas nas avaliagdes no meio e ao final das exposigoes 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
fumaca do crack, duas vezes ao dia

1° AO 5° DIA DE EXPOSICAO
Disténcia . Tempo de TempoA de‘
. Velocidade Tempo de auto- . permanéncia
Grupo (n=10) Percorrida P . permanéncia na
média (cm/s) limpeza (s) nazona
(cm) zona central (s) PP
periférica (s)
Controle 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

PV Tempo de
Distancia . Tempo de JO
. Velocidade Tempo de auto- - permanéncia
Grupo (n=10)  Percorrida P . permanéncia na
média (cm/s) limpeza (s) nazona
(cm) zona central (s) s
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 47 2943
Putrfed +787 +2,6 +8,5 16,2 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

ca Tempo de
Distancia . Tempo de JapN
. Velocidade Tempo de auto- . permanéncia
Grupo (n=10)  Percorrida Py . permanéncia na
média (cm/s) limpeza (s) nazona
(cm) zona central (s) el
periférica (s)
Controle 909 3,6 10,0 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 +8,4 *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 exposicio 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¢do 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 variagées na ingesta
alimentar nos animais experimentais nido foram responsaveis pelas alteragoes
comportamentais, mas sim a droga, uma vez que os grupos controle e pair-
fed nédo apresentaram quaisquer diferencgas 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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Figura 2 - Composigdo corporal de ratos alimentados com ragoes controle (CON e PF) e hiperlipidicas

CON

adequada ou restrita em Mg (HF e HF[Mg-]) apds 52 dias de experimento. Em (A) massa magra (g),
em (B) Densidade mineral ¢ssea (DMO) (g/cm?), el

pelo DXA, ilustrando aumento de gordura corporal na regidao abdominal dos animais dos grupos que

'm (C) gordura corporal (g). Em (D) imagem gerada

receberam ragao hiperlipidica. Valores considerados significativamente diferentes quando p<o,05. A
comparagao entre os grupos foi feita usando o teste estatistico nao-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido
de post-hoc de Dunns

Observou-se maior nimero (por campo de goop?) e menor area de
adipdcitos no tecido adiposo dos animais do grupo controle em relagdo aos
dos grupos hiperlipidicos. Estes resultados foram confirmados pelo maior
didmetro de Feret (grupos HF), medida definida como a distancia entre
duas linhas tangenciais paralelas e usada para avaliar proje¢oes de um objeto
tridimensional sobre um plano bidimensional, estimando o volume da célula.
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Figura 3 - Pardmetros histomorfométricos e aspecto histolégico do tecido adiposo branco retroperitoneal
de ratos que receberam ragoes controle (CON) e hiperlipidicas adequada (HF) ou restrita em Mg (HF).
Em (A) observa-se a comparagao do nimero de adipécitos por campo microscépico de 9oo p’; em (B) o
didmetro de Feret e em (C) a drea do adipécito. Estas medidas foram obtidas por ferramenta do software
Image J, a contagem de células foi feita manualmente. O teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis,
seguido do post-hoc de Dunns. De D-F: Fotomicrografia do tecido adiposo retroperitoneal. Observar
tamanho e numero de adipécitos no campo de 20x. D. Grupo CON; B. Grupo HF; C. Grupo HF. HE,
barra= 100 pm

O exame histopatoldgico do tecido adiposo revelou focos de esteatite
com predominio de macroéfagos e de células adiposas com citoplasma

multivacuolizado nos grupos HE independente da restri¢do de Mg.

Figura 4 - Fotomicrografia do tecido adiposo retroperitoneal dos animais do grupo HE. (A) Foco
de esteatite discreta com predominio de macréfagos; (B) Em destaque, adipécito com citoplasma

multivacuolizado. HE, barra= 25 pum
Conclusao:

experimentais testadas foi suficiente para promover expansido do tecido

O consumo de dieta hiperlipidica nas condigdes

adiposo, secunddria a hipertrofia do adipdcito, independentemente da
restrigdo dietética de Mg. Entretanto, esta alteragdo nao foi acompanhada por
processo inflamatério evidente. Nas condices experimentais deste estudo a
restri¢do de Mg ndo agravou as alteragdes observadas. Agradecimentos:
Fundagido de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP, Processo
No. 2012/16284-5) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPgq, Processo No. 481539/2012-3).
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O ENVOLVIMENTO DO C-TERMINUS DA PROTEINA
S100A9 NA ANGIOGENESE, FORMACAO DE TUBOS E
PROGRESSAO TUMORAL

MORAES, N.F'; MELO, R.L.2; SAMPAIO, S.C."; GIORGI, R’
"Laboratério de Fisiopatologia, Instituto Butantan, Brasil

2Laboratério de Protedmica Funcional, Instituto Butantan, Brasil

Introducdo: Foi demonstrado que tanto a proteina S100Ag inteira, quanto
o peptideo sintético idéntico a por¢ao C-terminal dessa proteina murina
(pS100A9m) induzem efeito antinociceptivo em modelos de dor inflamatéria
[1]. Ainda, 0 pS100Ag9m inibe as fungdes de células peritoneais aderentes de
camundongo [2; 3], células estas cruciais na interagio entre as células tumorais
e as células estromais no microambiente tumoral. O crescimento do tumor néo
¢é dependente apenas das células tumorais, mas as interagdes entre essas células,
matriz extracelular e células do estroma, resultando em metéstase [4]. Foi
demonstrado que o complexo S100A8/A9 tem sido constantemente associado
a malignidade [5]. Ainda, ensaios realizados in vitro demonstraram que o
complexo S100A8/Ag em altas concentragdes 20—-250pg/ml (aproximadamente
1-10uM) exibe propriedades inibitérias sobre o crescimento de diferentes
tipos de células tumorais de camundongos e humanas, além de promover a
citotoxicidade e apoptose destas células [6]. Apesar dessas evidencias, até o
momento ainda néo foi investigado o efeito do pS100A9m sobre a progressio
tumoral e angiogénese. Portanto, o objetivo do presente estudo foi a avaliagao
do efeito in vitro do peptideo da S100Agm em eventos envolvidos na
angiogénese e crescimento tumoral. Material e métodos:

Proliferagio: 5x107 células endoteliais timicas (tEnd.1) foram incubadas por
1h com meio RPMI ou com pS100A9m (0,585; 1,17; 2,35; 4,7 ou 9,4uM/po¢o).
Depois, as células foram incubadas por 24h com RPMI, coradas com azul de
Tripan e contadas em cdmara de Neubauer. As células de tumor de Walker
256 (LLC) foram tratadas com o pS100Agm nas concentragdes de 1,17; 2,35 ou
4,7uM/pogo nas mesmas condigdes. Migragdo (wound healing): 1x10° células
tEnd.1 foram plaqueadas em laminulas sensibilizadas com coldgeno tipo I
e ap0s sua confluéncia foi realizada a interrupgdo da monocamada celular.
As células foram incubadas com RPMI ou com o pS100Agm nas mesmas
concentragdes mencionadas acima por 1th. Em seguida, incubadas apenas
com RPMI 1% por 24h. Células migradas para o espago vazio foram contadas
em microscopia de luz. Adesdo: Placas sensibilizadas com fibronectina-3pg/
pogo, colageno tipo I-1oug/pogo ou laminina-1opg/pogo foram incubadas
por 1h com BSA 1%. Células tEnd.1 (1x10°), pré-tratadas ou nio por th com
pS100A9m (0,585; 1,175 2,35 ou 4,7uM/pogo), foram aderidas por 1h as placas.
Depois, foram incubadas com MTT por 3h e com SDS por 18h e a adesdo
avaliada por ELISA. Formagdo de tubos: Placas polimerizadas com Matrigel
foram incubadas por até 6h com 2,5x10* células tEnd.1, pré-tratadas ou nao
por 1h com o pS100A9m (2,35 ou 4,7uM/pogo). Em outro experimento, o
pS100A9m permaneceu no ensaio por todo o periodo da formagéo dos tubos.
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As formagdes tubulares foram fotografadas em microscopia de luz e contadas.
Resultados: Ensaio de proliferacio: As concentragdes de 0,585;1,17; 2,35 ou
4,7uM/pogo do pS100Agm foram capazes de inibir a proliferagdo de tEnd.1,
quando comparadas ao grupo controle. Suas porcentagens de inibi¢ao foram
51%, 36%, 56% € 43%, respectivamente. Ja a concentragdo de 9,4puM/pogo do
peptideo ndo alterou a proliferagdo das células endoteliais - Figura 1. Em
relagdo a proliferagao de células LLC, o pS100Agm inibiu esse pardmetro nas
concentragdes de 1,17; 2,35 ou 4,7M/pogo, sendo as porcentagens de inibigio
27,5%, 34% € 33%, respectivamente - Figura 2.
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Figura 1 - Efeito do pS100A9m nas concentragdes de 0,585; 1,175 2,35; 4,7 ou 9,4uM/pogo sobre a

proliferagao de sx10* células endoteliais timicas (tEnd.1). *p<0,05 em relagao ao grupo controle
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Figura 2 - Efeito do pS100A9m nas concentragdes de 1,17; 2,35 ou 4,7uM/pogo sobre a proliferagio de
5x104 células de tumor de Walker 256 (LLC). ***p<o0,001 em relagido ao grupo controle

Ensaio de wound healing: Com relagdo a migragio das células endoteliais,
conforme demonstrado na Figura 3A, foi observada uma agdo inibitéria do
pS100Agm nas concentracdes de 0,585uM/pogo (25%); 1,17uM/pogo (23%);
2,35uM/pogo (37%); 4,7uM/pogo (21%) ou 9,4uM/pogo (28%), quando
comparado com o controle. A concentragio de 2,35uM/pogo induziu efeito
inibitorio estatisticamente diferente das outras concentragdes do pS100Agm
avaliadas. As Figuras 3B, 3C e 3D sdo fotomicrografias representativas das
culturas celulares utilizadas para avaliar a migracdo de células tEnd.1 pelo
método do wound healing. A Figura 3B corresponde ao tempo o, periodo
em que a monocamada foi interrompida. A Figura 3C corresponde ao grupo
controle, células incubadas apenas com meio de cultura, em que foi observada
a migragdo das células endoteliais timicas para o campo vazio 24 horas apos
a interrup¢ao da monocamada. A Figura 3D representa o grupo tratado com
o pS100Agm (2,35uM/pogo) por 1 hora ap6s a interrupgao da monocamada.
Ap6s 24 horas deste procedimento, foi observada uma inibi¢do da migragao
das células endoteliais para o campo vazio, em comparagio com grupo controle
(representado na figura 3C).
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Figura 3 - Efeito do pS100A9m sobre a migragio de células endoteliais tEnd.1 pelo modelo do wound
healing. Figura 3A - O pS100A9m nas concentragoes de 0,585; 1,17; 2,35; 4,7 ou 9,4uM/pogo foi incubado
com 1x106 células endoteliais timicas (tEnd.1) e a avaliagdo das células migradas foi realizada 24h apés
a interrupgao da monocamada celular. ***p<o,001 em relagdo ao grupo controle. #p<o,05em relagao as
demais concentragdes do pS100A9m. Figura 3B - fotomicrografia correspondente a0 momento em que
a monocamada foi interrompida. Figura 3C - fotomicrografia obtida de células endoteliais incubadas
apenas com meio de cultura e migradas para o campo vazio 24h apés a interrupgao da monocamada.
Figura 3D - fotomicrografia obtida 24h ap6s a interrupgao da monocamada referente ao grupo tratado
com 0 pS100Ag9m (2,35uM/pogo)

Ensaio de adesdo: Todas as concentracdes do peptideo utilizadas (0,585; 1,17;
2,35; 4,7UM/pogo) diminuiram a adesividade das células tEnd.1 a fibronectina e
ao coldgeno tipo I. Além disso, baseado nos resultados obtidos até o momento,
para a adesdo das tEnd.1 a laminina foi avaliada apenas a concentragao de
2,35uM/pogo do pS100A9m, o qual induziu uma inibi¢do de 22% deste
parametro em comparagado com o grupo controle (dados nao mostrados).
Ensaio de formagao de tubos: O pré-tratamento das células endoteliais timicas
com o pS100Agm, nas duas concentragdes utilizadas, inibiu a formacdo de
tubos observada em Matrigel quando comparado com o grupo controle,
células tEnd.1 tratadas apenas com meio de cultura - Figura 4A. Este resultado
também foi observado quando o peptideo foi incubado concomitante as células
tEnd.1 durante a formagdo de tubos em Matrigel - Figura 4B. As Figuras 4C e
4D sido fotomicrografias representativas dos vasos formados em estrutura 3D.
A Figura 4C representa o grupo controle, tratado apenas com meio de cultura,
em que é observado um grande nimero de formagdes tubulares. Figura 4D
representa o grupo em que as tEnd.1 foram pré-tratadas com o pS100Agm
(2,35uM/pogo), demonstrando uma redugdo das estruturas tubulares.
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Figura 4 - Efeito do pS100A9m sobre a formagao de tubos pelas células endoteliais t.End.1. Figura 4A
- 2,5x104 células endoteliais timicas foram pré-tratadas com pS100A9m nas concentragdes de 2,35 ou
4,7uM/pogo por 1h. Em seguida, as tEnd.1 foram adicionadas ao Matrigel para o formagao de tubos
por um periodo de no méximo 6hs. Figura 4B - representam os dados obtidos quando o pSi00Agm,
nas mesmas concentragdes, foi incubado concomitante as tEnd.1 durante todo o periodo de formagio
de tubos. ***p<o0,001 em relagdo ao grupo controle. Figura 4C - fotomicrografia representativa das
formagdes tubulares do grupo controle. Figura 4D - fotomicrografia obtida de vasos formados em
estrutura 3D de células endoteliais timicas pré-tratadas com 2,35uM/pogo do pSi0oAgm. Indicam
formagdes de tubos

Conclusao: Os resultados aqui apresentados, referentes aos estudos com
as células endoteliais timicas (tEnd.1), demonstraram que o pSi100Ag9m inibe os
eventos in vitro envolvidos na angiogénese, tais como proliferaio, migragao e
adesdo & componentes de matriz extracelular, bem como a formagio de novos
vasos em modelo 3D de Matrigel. Esses resultados sugerem que além de inibir as
fungdes de células inflamatérias, o peptideo do C-terminal da S100A9 murina
tem a capacidade de modular a neovascularizagio, a qual é fundamental para
o crescimento do tumor e metastase. Ainda, o estudo preliminar sobre o efeito
do pS100Ag9m nas células tumorais da linhagem LLC Walker 256 mostrou uma
inibi¢do da proliferagio celular, sugerindo que o peptideo também ¢é capaz
de interferir com a progressao tumoral. Em conjunto, os dados obtidos até o
momento evidenciam, pela primeira vez, que o pS100Agm é um importante
instrumento para a compreensio e controle da fisiopatologia do processo
tumoral. Agradecimentos: Ao apoio financeiro da FAPESP (Processos:
2012/51241-5 e 2013/01295-4) e CNPq (Processo: 830619/1999-2).
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PAPEL DA INSULINA NA VIGENCIA DO REMODELAMENTO
DA ASMA EM CAMUNDONGOS DIABETICOS E SADIOS
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Introducdo: A asma, doenga inflamatdria cronica das vias aéreas, envolve
a participagdo de varias células, citocinas e mediadores inflamatdrios em
que a fase inicial é completamente diferente da fase tardia. Esta associada
com linfécito Th2 e secregao de IgE [1,2,3]. Diabetes mellitus (DM) tipo 1 é
considerada uma doenca autoimune que resulta na destrui¢ao das células beta
pancreaticas [4,5]. A asma e o diabetes sdo doengas comuns. Dados sugerem
que a resposta imune é prejudicada em individuos diabéticos [6]. No entanto,
existe uma correlagao negativa entre asma e DM. A coexisténcia das duas
patologias em um mesmo individuo é incomum, fato nao esperado levando-se
em conta a alta incidéncia das doengas isoladas na populagdo geral [6,7].
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Aspectos diversos desta associagdo jé foram descritos: o desencadeamento de
DM, em pacientes previamente asmaticos, determina uma melhora do quadro
asmatico; o tratamento de paciente diabético com insulina agrava a asma; na
maioria dos casos em que ocorre a associagao, a gravidade das duas doengas é
leve. Em suma, asma e diabetes parecem apresentar certo tipo de antagonismo
[8,9]. Estudos, utilizando modelo de inflamag¢do pulmonar na fase inicial,
revelaram que a insulina modula a produgio/liberagio de citocinas como
TNF-a e IL-1B, além de expressdo de P e E-selectina, e também a migragio
de neutrdfilos no pulmao durante a fase inicial da reagao inflamatéria alérgica
[10]. Portanto o presente trabalho foi delineado para avaliar o papel da insulina
na vigéncia da fase tardia da inflamagéo alérgica pulmonar em camundongos
diabéticos e sadios. Material e métodos: Foram utilizados camundongos
machos BALB/C (CEUA/FCF/340), (8-12 semanas). Para indu¢do de DM os
animais receberam inje¢do endovenosa de aloxana (50mg/kg), ja os animais
controle receberam a injegdo de solugdo salina pela mesma via. Para inducéo
de asma, os animais foram sensibilizados, dez dias apés a injegao de aloxana
ou salina com uma inje¢do intraperitoneal de ovalbumina (OVA) e hidréxido
de alimen (OVA 20ug + 2mg de Al(OH)S) volume final de 0,2 mL em PBS)
e receberam uma dose refor¢o ap6s 12 dias. A partir do 28° dia, os animais
receberam desafios consecutivos durante sete dias. Inicialmente foi realizada
uma cinética para avaliar em diferentes intervalos de tempo (1h, 2h, 3h, 6h, 8h e
12h) a redugéo da glicemia ap6s o tratamento com a insulina NPH. A partir da
cinética, o tratamento com insulina seguiu dois protocolos diferentes: 1) insulina
(2 U, s.c.) oito horas antes do experimento ou 2) insulina 12 horas (2 UL s.c.,
as 19h) e uma hora (1 Ul s.c.,, as 7h) antes de cada desafio. Apds 24h do tltimo
desafio, ou seja, no 36° dia, foram realizadas: a) contagem total e diferencial
de células no lavado broncoalveolar (LBA); b) contagem total e diferencial de
células do sangue periférico, c) andlise morfoldgica do parénquima pulmonar
(H/E), d) anilise da deposi¢ao em vias aéreas de colageno, por Tricomico
de Masson e, e) analise da deposi¢do de muco no interior dos bronquiolos
por periddico de Schiff (PAS). Resultados: No presente trabalho, os
experimentos realizados com camundongos machos da linhagem BALB/C, foi
observado que a administragio endovenosa de aloxana (6omg/kg), apds dez
dias e 36 dias, exibiu caracteristicas do estado insulinopénico: perda de peso
corporal e concentragdes plasmaticas elevadas de glicose (>300 mg/dL). No
mesmo periodo, o grupo controle apresentou normoglicemia (100-170 mg/dL),
bem como ganho de peso corporal (Figurai). Na contagem total e diferencial
de LBA. O grupo OVA+OVA exibiu um aumento de nimeros de leucécitos
comparado ao grupo OVA+SAL. Os grupos OVA+OVA e OVA+OVA+INS1
apresentaram cerca de 25% de eosinéfilos. O grupo ALO+SAL apresentou uma
diminuigdo de leucdcitos quando comparado com o grupo OVA+SAL. O grupo
ALO+OVA+INS1 apresentou um aumento de nimero de leucdcitos quando
comparado ao grupo ALO+OVA. O grupo ALO+OVA+INS14 apresentou
cerca de 7% de eosinéfilos presentes no LBA (Figura 2A). Jé no leucograma,
aparentemente o niimero total de células foi similar em todos os grupos, mas o
grupo OVA+OVA apresentou aproximadamente 34% de eosindfilos e o grupo
ALO+OVA+INS1 apresentou cerca de 10% de eosindfilos sugerindo a migragao
desses eosinofilos para o tecido (Figura 2B). Na morfologia, com coloragdo
de H/E os grupos OVA+SAL, ALO+SAL, ALO+OVA e ALO+OVA+INS1 ndo
exibiram inflamagdo ou anormalidades estruturais no pulmao. Ja o grupo
ALO+OVA+INS1, com uma unica dose de insulina NPH, apresentou presenga
de leucécitos polimorfonucleares dentro dos vasos, corroborando com os
resultados do leucograma, mostrando que as células tendem a migram para o
tecido. Os grupos ALO+OVA+INS14, exibiram leucdcitos polimorfonucleares
no tecido, corroborando com os resultados de LBA (Figura 3). Na deposicao
de coldgeno, foi constatado que uma tinica dose de insulina néo foi capaz de
restaurar os niveis de deposi¢ao de coldgeno. Ja 14 doses consecutivas, foram

capazes de restaurar essa deposi¢do de colageno ao redor das vias aéreas
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(FiguragA). Na produg¢do de muco também foi observado que uma unica
dose de insulina néo foi capaz de restaurar a produgao de muco, mas 14 doses
consecutivas foram capazes de restaurar essa deposi¢iao de muco dentro das
vias aéreas (Figura 4B).

Tabela 1 - Cinética da insulina em animais diabéticos e asmaticos

Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia
Animais Antesda  1h depoisda 2hdepoisda 3h depois da 6h depois da 8h depois da

insulina insulina insulina insulina insulina insulina
Diabético 500£19 285+38 372420 342195 50144 568+15
Asmatico 149+11 68+8 6742 62+2 134+13 153+15

Os animais receberam tratamento com aloxana ou OVA, como descrito
acima. Os animais diabéticos receberam 2UI de insulina NPH, e os animais
asméticos receberam 1UI de insulina NPH. Amostras de sangue foram obtidas
por um corte na extremidade da cauda do animal, e a glicose determinada com
um glicosimetro (Accu-Check Active - Roche Diagnosis®)
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Figura 1 - Determinagao de variagao de peso em 10 e 36 dias e peso final dos animais. A variagao de peso
dos animais, pertencentes ao grupo controle e animais diabéticos foi avaliado antes, 10 (Figura A) e 36
(Figura B) dias ap0s a injegao endovenosa de aloxana ou salina (6omg/kg). Foi avaliado também o peso
final dos animais pertencentes a cada grupo (Figura C) Os valores representam a média de peso + E.PM.

(5 animais por grupo). # p<o.05 estatisticamente diferente dos grupos controle

Figura 2 - Contagem celular do LAB (Figura A) e contagem celular do sangue periférico (Figura B).

Numero do grupo de animais em cada torre do gréfico. Os valores representam a média + E.P.M

Figura 3 - Parénquima pulmonar de camundongos. Fotomicrografia do parénquima pulmonar
constituido por bronquios (B) e vasos (V). Notar OVA+SAL, ALO+SAL, ALO+OVA, apresentaram
tecido preservado. OVA+OVA, OVA+OVA+INS1, OVA+OVA+INS14, e ALO+OVA+INS14
apresentaram infiltrado inflamatério com presenga de polimorfonucleares (seta). ALO+OVA+INS1,

apresentou presenga de infiltrado inflamatério com predominancia de polimorfonucleares dentro dos



vasos. Ji o grupo ALO+OVA+INS14 apresentou a presenga de polimorfonucleares ao redor das vias
aéreas (seta). Aumento de 10x (H/E)

A) B)

Figura 4 - Parénquima pulmonar de camundongos, deposigio de coldgeno (direita), produgio de muco
(esquerda). Constituido de bronquios (B) e vasos (V). Notar coldgeno ao redor das vias aéreas (seta) e
notar a presen¢a de muco dentro das vias aéreas. Aumento de 10x. Tricomico de Masson (Figura A).
PAS (Figura B)

Conclusdo: Os dados apresentados sugerem que a insulina modula a
migragio de eosindfilos no sangue periférico para o tecido pulmonar, bem
como a deposi¢do de colageno e produgido de muco durante a fase tardia da
reagdo inflamatéria alérgica. Agradecimentos: O presente estudo teve
auxilio financeiro da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP- Projeto Jovem Pesquisador (2010/02272-0) e FAPESP (2012/06617-7)
e do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq), CAPES e Prdo-Reitoria da USP.
References

GALLL S.J,, TSAI, M., PILIPONSKY, A.M. The development of allergic inflammation. Nature.
454, 2008.

SCHOFIELD, M., & CALHOUN K.H. Immunology of asthma. Otolaryngol Clin N Am. 44:591-
601, 2011.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMONIA E TISIOLOGIA. Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia. 2012.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES. Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes.
Sdo Paulo, SP. 2012-2013.

van BELLE, T. L; COPPIETERS, K. T;; von HERRATH, M. G. Type 1 diabetes: etiology,
immunology, and therapeutic strategies. Physiology Review. V: 91, n. 1, p. 79-118, 2011.
DOUEK, L. E; LEECH, N. J.; GILLMOR, H. A; BINGLEY, P. J.; GALE, E. A. M. Children with
type-1 diabetes and their unaffected siblings have fewer symptoms of asthma. The Lancet. 353:
1850, 1999.

HELANDER, E. Asthma and diabetes. Acta Med. Scand.. 162: 165-174, 1958.

SINGH S, PRAKASH, Y.S, LINNEBERG, A. AGRAWAL, A. Insulin and the lung connecting
asthma and metabolic syndrome. Hindawi. 2013.

VIANNA, E. S. O. & GARCIA-LEME, J. Allergen-induced airway inflammation in rats. Role of
insulin. Am. J. Respir. Crit. Care Med.. 151: 809-814, 1995.

MARTINS, J.O; CAMPOS C.A.L; CRUZ, J.W.M.C; MANZOLLIL S; ALVES, V.A.F; VIANNA,
E.O; JANCAR, S; SANNOMIYA, P. Insulin modulates cytokine release and selectin expression

in the early phase of allergic airway inflammation in diabetic rats. BMC Pulmonary Medicine,
10:39, 2010.

A INFLUENCIA DA DESNUTRICAO PROTEICA SOBRE A
PRODUCAO DE GM-CSF E M-CSF POR MACROFAGOS
PERITONEIAIS

OLIVEIRA, DC."; HASTREITER, AA."; BORELLI, P."; FOCK RA."

' Departamento de Anélises Clinicas e Toxicolégicas, Faculdade de
Ciéncias farmacéuticas Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: A hematopoese é o processo de formagio e
desenvolvimento de células sanguineas. Esse processo estd sob o controle de
diversas citocinas e fatores de crescimento. Dentre esses fatores destaca-se o
fator estimulador de colonia de macréfagos (M-CSF) e o fator estimulador
de colonias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) que sdo importantes
para o desenvolvimento e formagdo de mondcitos e macroéfagos [1,2]. Os
fatores M-CSF e GM-CSF fazem a mediacdo da sobevivéncia, diferencia¢do,
e modulagio funcional de vérias populagdes de células sanguineas. Apesar
de diferentes populagdes mieldides responderem a esses fatores, a linhagem
celular de macréfagos é o alvo comum dos dois fatores [3,4]. M-CSF é
detectavel na circulagdo em estado basal, no entanto a produ¢do de GM-CSF
normalmente precisa de estimulo como, por exemplo, estimulos inflamatérios
para ser facilmente mensuréavel in vivo [4,5]. Num estado de desnutri¢do
protéica a resposta imune e a hematopoese estio comprometidas. O
comprometimento da produgio de células sanguineas com redugdo de células
progenitoras hematopoéticas, hipoplasia e alteragdes estruturais medulares em
animais desnutridos, o que em parte contribui para a leucopenia periférica e
neutropenia, comprometendo tanto a resposta imune inata quanto a resposta
imune adaptativa, comumente encontrada nos estados de desnutrigao protéica
foi demonstrado [6,7]. Sabendo que a desnutrigdo proteica pode prejudicar a
resposta imune e a hematopoese, e considerando a importancia do M-CSF
e GM-CSF nos dois processos, o presente trabalho foi delineado para
pesquisar a influéncia da desnutri¢do proteica na produgio de M-CSF e GM-
CSE. Materiais e métodos: Foram utilizados camundongos BALB/c
machos com dois meses de idade. Os animais foram mantidos nas mesmas
condi¢des ambientais (ciclo 12 horas claro/escuro, Temperatura de 22-25°C e
55% de umidade) e separados aleatoriamente entre grupo controle e grupo
desnutrido. Os animais do grupo desnutrido receberam ragio hipoproteica
(n=12), com uma dieta contendo 2% de proteina, enquanto os camundongos
controle (n=12) foram alimentados com uma dieta contendo 12% de proteina
por cerca de quatro semanas. As ragdes continham 100 g/kg de sacarose, 80g/
kg de 6leo de milho, 10g/kg de fibra, 2,5g/kg de bitartarato de colina, 1,5g/kg de
L- metionina, 40 g/kg de mistura de minerais e 10 g/kg de mistura vitamina.
A ragdo controle continha 120g/kg de caseina e 636g/kg de amido de milho
e a ragdo hipoproteica continha 20 g/kg de caseina e 736g/kg de amido de
milho. Com excegao do teor de proteinas, as duas dietas eram idénticas e
isocaldricas. Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética da faculdade de
Ciéncias Farmaceuticas da Universidade de Sdo Paulo. Foram avaliados o
consumo de ragio, a variagao de peso corporeo, a quantificagao de albumina e
proteinas plasmaticas e 0 hemograma. As células da cavidade peritoneal foram
coletadas, quantificadas e posteriormente foram utilizadas para a avaliagdo da
expressio de RNAm de M-CSF e GM-CSF por PCR. Células cultivadas in
vitro na concentragdo de 1x10¢ células/mL e estimuladas ou ndo com TNF-a
(1ong/mL) por 2 horas foram utilizadas para quantificagio da produgio de
M-CSF e GM-CSF no sobrenadante por ELISA. Resultados: Os animais
desnutridos apresentaram anemia, leucopenia, redugio de células da cavidade
peritoneal. A produgao de M-CSF néo apresentou diferenga entre os grupos,
no entanto células dos animais desnutridos apresentaram capacidade reduzida
de produgao de GM-CSF (TABELA1). Os resultados ndo mostraram diferenga
na expressdo de RNAm do M-CSF, no entanto a expressio de GM-CSF
estava reduzida nos animais do grupo desnutrido quando comparado com os
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respectivos controles (Figura 1A e 1B). A produgao de M-CSF dos animais do
grupo controle e desnutridos ndo apresentaram diferencas na produgdo dessa
citocina em células estimuladas ou ndo com TNF-a (Figura 2A). Os resultados
mostraram que os animais do grupo desnutrido quando estimulados ou nao
com TNF-q, produzem menor quantidade de GM-CSF quando comparado
com animais do grupo controle (Figura 2B).

Tabela 1 - Variagao do peso corporeo, do consumo de ragao e proteina, da concentragao de proteina e

albumina plasmatica e do hemograma dos animais controle e dos animais desnutridos

Varidveis Controle Desnutrido
(n=12) (n=12)
Variagdo do peso corpéreo (%) +20.49+1.65 -18.59+1.15%%*
Consumo de ragio (g/dia/animal) 5.16£0.20 4.98+0.14
Consumo de proteina (g/dia/animal) 0.6210.02 0.09+0.01***
Proteina plasmética (g/dL) 6.53£0.30 5.24+0.23%*
Albumina (g/dL) 2.82+0.14 1.88+0.16***
Eritrécitos (x104/mm?) 9.30+0.31 7.46+0.31%%
Hematdcrito (%) 41.610.95 35.8+1.12%%
Hemoglobina (g/dL) 13.240.52 11.0+0.42**
Leucdcitos periféricos (/mm?) 2833+273.1 1283 + 107.9***
Neutréfilos (/mm?) 563.8+67.2 160.6% 16.74%*
Eosinéfilos (/mm?) 13.42+7.26 2.33+1.64
Linfocitos (/mm?) 2153+216.8 1089+99.5%**
Mondcitos (/mm?) 106.2+17.78 31.9%5.09**

**(p £ 0.01) and ***(p £ 0.0001) indica diferenga significativa entre os grupos controle e o grupo desnutrido

Tabela 2 - Numero total e dos diferentes tipos celulares no exudato peritoneal dos animais controle e

animais desnutridos

I Controle Desnutrido
Varidveis (x10%/mL)
(n=12) (n=12)
Células peritoneais totais 2.42%0.14 1.86+0.16*
Células mononucleares totais 2.31+0.13 1.77+0.15%
Granuldcitos peritoneiais 0.08+0.02 0.06%+0.01
Mastdcitos peritoneiais 0.026+0.006  0.026+0.01
*(p £ 0.05) indica diferenga significativa entre os grupos controle e o grupo desnutrido
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Figura 1 - Expressio de RNAm de M-CSF e GM-CSF em células peritoniais. Os resultados sao expressos
pela media + desvio padrao, animais do grupo controle (C) (n = 4) e grupo desnutridos (M) (n = 4). *(p

£ 0.05) indica diferen¢a significativa entre os grupos controle e o grupo desnutrido
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Figura 2 - Os resultados sdo expressos pela média + desvio padrio dos niveis de M-CSF e GM-CSF no
sobrenadante da cultura de células peritoneais sem estimulo ou com estimulo de TNF-a (10 ng/mL) por

2 horas, animais do grupo controle(C) (n = 8) e desnutridos(M) (n=9). Letras diferentes sobreescritas
indicam diferenga significativa entre os grupos

Conclusdo: No presente trabalho, foi demonstrada a existéncia
de uma redugdo na producdo de GM-CSF e na expressaio do RNAm de
GM-CSF em animais desnutridos. Este padrdao de produgio de citocinas
pode ser um dos aspectos que explicam a imunodeficiéncia e alteragoes da
hematopoese comumente encontradas em situagdo de desnutri¢ao protéica.
Agradecimentos: Esta pesquisa foi financiada pela Fundagio de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo, FAPESP.
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