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células do tecido hematopoiético (SHEN et al, 2005). O presente trabalho
mostrou que os ratos submetidos a diferentes concentragdes de S. occidentalis
na ragio apresentaram diminuicio no numero de leucécitos totais bem como
alteragdes nos parametros referentes a série vermelha, tais como diminui¢ao do
VCM e HCM, caracterizando uma anemia microcitica hipocrémica. Os valores
do hemograma corroboram as alteragdes observadas no mielograma destes
animais, uma vez que foi constatada a redugio significante da relagdo M/E
e, portanto, um possivel efeito toxico da S. occidentalis sobre a medula 6ssea
durante o tratamento crdnico de 9o dias. A redugdo significante da relagao M/E
nos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais ocorreu devido
ao aumento progressivo de eritroblastos jovens e policromaticos na medula
éssea. Indices baixos da relagio M/E podem estar associados a uma anemia
regenerativa em fungdo de hemolise extravascular ou, ainda, a eritropoiese
ineficaz. A partir do mielograma foi observada a redugéo significante de
células blasticas e de todos os tipos celulares, especialmente, da linhagem
granulocitica, com predominio da linhagem linfocitdria. No entanto, uma
vez que os linfocitos estdo, continuadamente, recirculando, o seu aumento ou
diminui¢do néo reflete, necessariamente, alteragdo na linfopoiese.

A andlise diagnostica da medula dssea compreende, classicamente, a citologia.
Mais recentemente, tornou-se rotina o estudo histolégico. Desde o inicio
do projeto, estes dados foram integrados, pois, enquanto a citologia fornece
uma andlise mais detalhada das caracteristicas das células e permite a sua
quantificagdo, a bidpsia, analisar o tecido como um todo e permite o estudo
da estrutura do tecido hematopoiético. A analise anatomopatologica da
medula dssea de animais dos grupos experimentais indicou a existéncia de
um aumento progressivo da celularidade, caracterizando hiperplasia medular.
Estes resultados se correlacionam aos dados do mielograma.

Na anemia regenerativa foi observada diminuigdo da sobrevida das hemdcias
na circulagdo, resultante de hemolise extravascular realizada por macroéfagos,
especialmente, do tecido esplénico. Assim, o tratamento crénico com S.
occidentalis poderia estar associado ao processo hemolitico, haja vista a
observagao de aumento de hemossiderina no bago de animais tratados com esta
planta. O tratamento croénico com S. occidentalis também promoveu a redugio
significante na celularidade do bago bem como alteragdes anatomopatolégicas,
incluindo espessamento de capsula e rarefagio celular.

Na avalia¢do dos estoques de ferro medular efetuada com a Reagio de Perls foi
constada uma redugdo no score de ferro dos animais tratados com diferentes
concentragdes de S. occidentalis na racdo quando comparados aos respectivos
controles. A redugdo observada de granulos de ferro na medula éssea poderia
estar associada a um disturbio de reutiliza¢do deste mineral. Estes dados
confirmam os resultados obtidos na anélise morfométrica do bago destes
animais, haja vista a constatagdo de um aumento de depésito de ferro, na forma
de pigmentos de hemossiderina, em amostras esplénicas dos ratos tratados
com S. occidentalis na ragio por 9o dias. Conclusao: A administragio a
longo prazo de sementes de S. occidentalis pode promover hematotoxicidade.
Palavras-chave: Senna occidentalis; hematotoxicidade; medula dssea;
hiperplasia eritroide, ratos.
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Introducdo: A cocaina é uma das substancias com alto poder de adigio
utilizada, nos dias de hoje pela sociedade que pode causar desejo, busca e uso
compulsivo e abusivo, mesmo diante de consequéncias negativas [1]. O nimero
de usuarios de cocaina na forma de crack vem crescendo e a escolha por essa
forma decorre do baixo custo, facilidade de administragdo e da velocidade
e intensidade com que os efeitos aparecem [2]. O uso dessa substancia esta
associado ao prejuizo das habilidades de aten¢ao, memoria e fungdes executivas,
dificuldades em tomadas de decisdo, abstragao e planejamento, possivelmente
associadas ao alto indice de recaidas e baixa adesdo ao tratamento por parte
desses pacientes [3]. E sabido que o hipocampo é uma das principais estruturas
envolvidas com os processos de memoria e aprendizagem e que os diferentes
tipos celulares dessa regido sao altamente vulneraveis a injurias, dessa forma,
morte celular nessa drea cerebral pode comprometer essas habilidades
cognitivas [4]. Os usudrios de crack estido expostos nao somente a cocaina
volatilizada, mas também a AEME, principal produto de pirélise da cocaina,
assim, Garcia et al. [5], examinando os neur6nios hipocampais mostraram
que tanto a cocaina, quanto o AEME e a associagdo de ambas sdo passiveis de
reduzir a viabilidade celular a partir de 12h. Dessa forma, o presente trabalho
investigou a via de ativagdo das mortes celulares nesse tipo de exposigao.
Material e Métodos: Neuronios hipocampais, obtidos de fetos de ratos
no 18° dia de gestagéo, foram cultivados (1,8 x 106 célula/pogo) por sete dias
a 37°C e 5% de CO2 em meio neurobasal acrescido de sopM glutamina +
25uM glutamato + 1% de penicilina:estreptomicina (10.000U : 10.000ug/mL)
+ 2% de suplemento b2y (Gibco). No sétimo dia de cultivo, as células foram
expostas a 2mM de cocaina (Coc), imM de AEME (A) ou a associagdo de
ambas por 3 e 6h. Dez mM de glutamato (Glu) foram utilizados como controle
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positivo de apoptose e as células controle negativo de morte (Ctrl) foram
expostas somente ao meio neurobasal acrescido de penicilina:estreptomicina
e glutamina. A expressdo das proteinas pro-apoptoticas (caspase-8, -9, -3 e
Bax) e anti-apoptdtica (Bcl-2) foram avaliadas pelo método de Western blot
ap6s a separagdo de 4opg de proteinas totais, por SDS-PAGE. Resultados e
Discussao: Os resultados preliminares indicaram que em 3h de exposigio:
Coc expressou mais pré-caspase-8 do que o Ctrl (p<0,05), A (p<0,05) e C+A
(p<0,01), assim como o fragmento de 41Kda (p<o,001, p<0,05 e p<0,05,
respectivamente) e maior do que o Ctrl no fragmento de 25Kda (p<o,0001).
Nio ativou caspase-9, ndo alterou a razdo Bax/Bcl-2, mas ativou caspase-3,
com maior expressao de pro-caspase e caspase clivada (17kda) do que Ctrl
(p<o0,0001 e p<0,001, respectivamente), A (ambas p<o,0001) e C+A (ambas
p<o0,0001). Sugerindo que a Coc pode ativar a apoptose mediada por caspase-8
nesse periodo de exposi¢do. AEME apresentou maior expressio do fragmento
de 25Kda do que o Ctrl (p<o,01), expressou mais o fragmento clivado de
caspase-9 do que Coc (p<0,05), razdo Bax/Bcl-2 normal e menor expressio
de pré-caspase-3 do que Ctrl (p<0,05) e caspase clivada do que Coc (p<o0,05),
sugerindo que nesse tempo, ainda nao ha morte celular por apoptose por essa
droga. C+A, assim como AEME, expressou mais do que o Ctrl o fragmento
clivado de caspase-8 (p<o,01), mais do que a Coc o fragmento clivado de
caspase-9 (p<0,01), com razao Bax/Bcl-2 normal porém, quanto a caspase-3,
a associagdo expressou mais pré-caspase-3 do que o Ctrl (p<o,o001) e AEME
(p<o0,01), mas menos do que Coc (p<0,0001), € expressou menos o fragmento
clivado de 17Kda do que Coc (p<0,0001), mostrando que nesse tempo de
exposicao a associagdo se comporta semelhante a AEME diferenciando apenas
pela expressao de pro-caspase-3. Em 6h de exposigdao; Coc nao apresentou
sinais de ativagdo das caspases-8 ou -9, mas apresentou maior clivagem de
caspase-3 do que o Ctrl (p<o,01), com aumento da razao Bax/Bcl-2. Como a
ativagdo de Bax antecede ativagao de caspase-9, esperamos observar ativagao
dessa via em tempo maior de 6h de exposicdo. AEME expressou mais pro-
caspase-8 do que Ctrl, sem alteragdes quanto caspase-9 ou caspase-3, mas com
aumento da razdo Bax/Bcl-2. C+A, apesar de expressar mais do que o controle
o fragmento clivado de caspase-8, a associagdo das drogas nao ativou caspase-9
e apresentou menor razio Bax/Bcl-2 do que as drogas isoladamente, com
aumento de pro-caspase-3 e caspase-3 clivada, semelhantemente & Coc em 3h,
ou seja, mediado por caspase-8. Conclusao: Devido ao reduzido nimero
amostral, ainda é cedo para se caracterizar uma via de ativagao da apoptose,
mas foi constatado que a associagdo de drogas comporta-se de modo diferente
em 3h e 6h. Cocaina parece ativar caspase-3, "ponto sem retorno” para a morte
celular, a partir da via extrinseca da apoptose (mediada por caspase-8) em 3h
de exposi¢do e a AEME a partir de 6h. Outras proteinas e vias ainda devem ser
investigadas para melhor caracterizar o processo de indugao de morte celular
decorrente da exposi¢do dessas substanicas. Apoio financeiro: FAPESP,
CNPq
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Introducdo e Objetivos: A pressio seletiva causada pelos antibiéticos
utilizados como promotores de crescimento ou terapéuticos em animais
de produgio é uma preocupagio atual no mundo todo.1,2 Recentemente,
varios trabalhos demonstraram que estirpes de bactérias patogénicas e/
ou multirresistentes sdo selecionadas no contexto da produ¢ido animal.2
Dentre os antibidticos aos quais as bactérias tém apresentando aumento
nos niveis de resisténcias estdo as quinolonas e cefalosporinas de terceira
geracdo. Antibidticos pertencentes a essas classes sdo os mais utilizados na
medicina humana e veterinaria mundialmente. Normalmente os mecanismos
de resisténcia a essas classes sao mediados por plasmideos e envolvem a
produgido de enzimas que hidrolisam os antibidticos, como as beta-lactamases
de espectro estendido (ESBL), ou bombas de efluxo e prote¢do do alvo da
molécula dos antimicrobianos, no caso da resisténcia quinolonas (PMQR).3,4
Elementos genéticos moveis como plasmideos, transposons e integrons tém
um papel crucial na disseminagdo e evolugio de genes que codificam essas
enzimas entre bactérias.5 Levando isso em conta, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a presenca de plasmideos e genes de resisténcia em amostras comensais
e patogénicas (avian pathogenic E. coli - APEC) de Escherichia coli isoladas
de frangos, poedeiras e perus de criagdes comerciais utilizando técnicas
moleculares.

Materiais e Métodos: 458 estirpes nio duplicadas de Escherichia coli
isoladas de perus (APEC=225, comensal=130) frangos de corte e poedeiras
(APEC=33,comensal=70),emamostrascolhidas,noperiodode2009a2014,em
granjas de criagdo, situadas nos Estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais,
Parand, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sio Paulo, Brasil foram semeadas
em meio de cultura contendo 4cido nalidixico (16 mg/L) e ceftiofur (8mg/L).
As que apresentaram crescimento foram submetidas a técnica de PCR para
a pesquisa de genes plasmidiais de resisténcia as quinolonas (qnrA, qnrB,
qnrC, qnrD, qnrS$, 0qxAB, qepA e aac(6)’Ib-cr), ampC plasmidiais (blaCMY,
blaDHA, blaFOX e blaACC) e beta-lactamases de espectro estendido
(blaCTX-M, blaSHV e blaTEM). Os produtos foram sequenciados para
determinagéo das variantes. Amostras positivas para qualquer um dos genes
tiveram seus plasmideos classificados pela técnica de PBRT (PCR-based
on Replicon Typing) incluindo 22 grupos de incompatibilidade plasmidial
(A/C, B/O, E, FII, FIA, FIB, FIC, I, K, HI1, HI2, L/M, N, bR, T, U, X, Y,
W, ColE, ColETP) e o ambiente genético foi determinado com a pesquisa
de sequéncias de inser¢do e transposons (IS26, ISEcp1, Tn3 e ISCR1) e
da técnica de primer walking. A conjugagdo de plasmideos foi realizada
com,a estirpe E. coli C60o (ATCC 23724) como receptora. A extragdo
e purificagdo dos plasmideos foi realizada com o kit comercial (Wizard
Plus SV, Promega, USA). Plasmideos ColE-like foram completamente
sequenciados com técnicas de primers divergentes e primer walking.
As analises, alinhamento e anotagao dos plasmideos foi realizada com
os softwares ClustalX2 va.1 (http://www.clustal.org/clustal2/), BioEdit

v7.0.9 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), BLAST (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e Artemis (Sanger Institute, UK).
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