
                                

 

 

 

                                            

 

 

 

 

                           

Figura 3. Presença de liquido translúcido amarelado (hemopericárdio) e inflamação do saco 
pericárdico (pericardite). Discreta hepatomegalia. Vesícula biliar repleta de conteúdo. 

Figura 5: Baço de tamanho normal (esverdeado devido à 
impregnação por bile; esquerda); esplenomegalia severa e 
congestão esplênica (direita) 

Figura 6. Pneumonia granulocítica com presença de 
fibrina e colônias bacteriana em espaços aéreos. 



 

 

 

           

                             

                 

 

 

Conclusões: Apesar de ser a espécie de ave mais comumente encalhada ao longo do litoral 
brasileiro, ainda há poucos dados sobre o número de pinguins-de-Magalhaẽs que morrem a cada 
ano em nossa costa [3], seu status físico no momento do encalhe e fatores causadores de tal 
fenômeno. Os resultados deste estudo confirmam estudos anteriores que apontam uma maior 
mortalidade de fêmeas juvenis no litoral brasileiro [7]. O trabalho conjunto com centros de 
reabilitação e a realização de exames post mortem é de extrema importância para a conservação do 
pinguim-de-Magalhães, bem como para um melhor entendimento da sua ecologia, dinâmica 
populacional e sobrevivência durante o período em que se encontra na plataforma continental 
brasileira.  
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Figura 7. Esplenite multifocal coalescente necrótica com 
depressão linfóide e hiperplasia linfóide.  Figura 7. Esplenite multifocal coalescente necrótica 

com depressão linfóide e hiperplasia linfóide.  

 

Corpos estranhos encontrados no conteúdo gástrico de de pinguins-de-Magalhães: fragmentos orgânicos (sementes, 
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Introdução: S. occidentalis é uma planta leguminosa nativa da América do Sul, mas também pode 
ser encontrada em outras regiões tropicais e subtropicais do mundo (Tokarnia et al., 2000), como 
por exemplo, na Europa, Austrália, sul e leste dos Estados Unidos, África Oriental e Índia. Todas as 
partes da planta são tóxicas, mas a maioria da toxicidade da planta é devido às suas sementes. 
Apesar de sua toxicidade, a S. occidentalis é amplamente utilizada para fins terapêuticos em seres 
humanos. Embora alguns defendam que a utilização de S. occidentalis é segura para os seres 
humanos (Bin-Hafeez et al., 2001), a perda de fluidos, hipocalemia e diarreia estão bem 
documentadas com o uso desta planta (Spiller et al., 2003). Outros efeitos secundários em seres 
humanos incluem a hepatite e as reações alérgicas associadas com o uso excessivo de sementes de 
S. occidentalis (Beuers et al, 1991; Marks et al., 1991; Helin e Makinen-Kiljunen, 1996; Spiller et 
al, 2003; Seybold et al., 2004; Vanderperren et al, 2005). Dor abdominal, atividade intestinal 
excessiva e assaduras também foram relatadas (Spiller et al., 2003). Além disso, estudos 
toxicológicos revelaram alguns efeitos prejudiciais potentes a partir do uso de sementes de S. 
occidentalis em diferentes espécies animais, tais como miotoxicidade (Haraguchi et al., 1998;. 
Furlan et al., 2014), hepatotoxicidade (Tasaka et al., 2000; Soyuncu et al., 2008) e neurotoxicidade 
(Barbosa-Ferreira et al., 2005). Embora a toxicidade da S. occidentalis tenha sido bem descrita em 
vários tecidos, não há relatos de seu efeito sobre o sistema hematopoiético. O tecido hematopoiético 
apresenta alta capacidade proliferativa e, por conseguinte, pode ser alvo de ação tóxica de várias 
substâncias, incluindo a S. occidentalis.  
 
Objetivo: Investigar, pela primeira vez, os efeitos da administração crônica de sementes S. 
occidentalis em órgãos hematopoiéticos de ratos, incluindo a medula óssea e baço.  
 
Métodos: Cinqüenta ratos Wistar machos foram divididos em cinco grupos de 10 animais: controle 
negativo, os quais receberam apenas ração comercial; 3 grupos experimentais, que foram tratados 
com 0,5% (So0.5), 1% (So1) e 2% (So2) de sementes de S. occidentalis na ração por 90 dias. Além 
destes grupos, foi importante também incluir neste estudo o grupo Pair-fed (PF), os quais receberam 
a mesma quantidade de ração consumida pelos animais tratados com 2% de S. occidentalis, porém, 
isentas de sementes da planta. Para tanto, iniciou-se a administração ao grupo So2 vinte e quatro 
horas antes do grupo PF. Este procedimento permitiu o cálculo do consumo médio de ração pelos 
animais do grupo experimental So2; a quantidade obtida por intermédio deste cálculo foi 
administrada aos animais do grupo PF. Foram utilizadas sementes de S. occidentalis do Instituto 
Biológico de São Paulo. Após a coleta, as sementes foram alojadas em local seco até o momento de 
serem moídas e adicionadas à ração. Devido à possibilidade de inativação dos princípios ativos pelo 
aquecimento e, conseqüentemente, perda da toxicidade das sementes quando da trituração em 
moinhos de facas, foi realizado o procedimento a frio. Assim, as sementes de S. occidentalis foram 
separadas dos cotilédones, congeladas em nitrogênio líquido, trituradas em liquidificador comercial 
e incorporadas à ração. Foram adicionadas diferentes concentrações de sementes (0,5%, 1% e 2%) a 
ração, sendo esta mistura homogeneizada em misturador e, imediatamente, peletizada. Os ratos 



receberam, por via oral, veiculadas na ração, diferentes concentrações de S. occidentalis e foram 
observados por 90 dias para detecção de possíveis alterações físicas e ocorrência de morte. O grupo 
controle recebeu água e ração pela mesma via e período. 
Ao término de 90 dias de administração das sementes de S.occidentalis, todos os animais foram 
profundamente anestesiados com uma solução de cetamina (50mg/kg) e xilazina (5mg/kg) por 
injeção intraperitoneal. Após a anestesia profunda e eutanásia, a medula óssea e baço foram 
coletados para a determinação da celularidade. As células da medula óssea foram obtidas da 
cavidade femoral de cada animal, após a lavagem da mesma com 5 mL de solução gelada de meio 
RPMI. E, os esplenócitos foram obtidos a partir de um fragmento do baço de peso conhecido. A 
viabilidade e contagem global das células nucleadas foram realizadas em hemocitômetro, utilizando 
o corante Tripan Blue diluído 6x em PBS. 
A partir das amostras de suspensão total de células da medula óssea obtidas conforme descrito 
anteriormente, foram preparadas lâminas de citocentrifugado e coradas pelo método May-
Grünwald-Giemsa modificado para avaliação do mielograma. A classificação das células da 
linhagem granulocítica foi baseada na relação núcleo-citoplasma; na afinidade tintorial do 
citoplasma; na presença ou não de granulações primária ou secundária no citoplasma; no padrão de 
cromatina nuclear; na presença ou não de nucléolos; no diâmetro e segmentação ou não do 
nucléolo. Na série granulocítica, consideramos quatro etapas maturativas: (I) blastos, envolvendo o 
hemocitoblasto e o mieloblasto; (II) formas jovens, englobando o promielócito e o mielócito; (III) 
formas em anel, correspondentes ao metamielócito e ao bastonete; (IV) segmentados, envolvendo as 
formas segmentadas a partir de 2 lóbulos nucleares. Os precursores eritróides foram classificados 
em: (I) eritroblastos jovens, envolvendo os proeritroblastos e eritroblastos basófilos; (II) 
eritroblastos policromáticos, englobando todas as etapas em que as células apresentaram cromatina 
condensada e citoplasma policromático; (III) eritroblastos ortocromáticos, incluindo células com 
núcleo de cromatina picnótica e citoplasma eosinofílico. As células da linhagem linfocitária, 
envolvendo prolinfócitos, linfócitos típicos ou atípicos foram agrupadas como linfócitos. Os 
promonócitos, monócitos e macrófagos foram reunidos em um grupo de células denominadas 
monomacrofágicas. E, por fim, foram avaliadas as células da linhagem megacariocítica. Após 
análise do mielograma foi importante estabelecer a razão Mielóide/Eritróide (M/E). Esta razão foi 
obtida por meio do cálculo do total de precursores mielóides em proporção ao total de precursores 
eritróides. Um índice igual a um determina que ambas as populações sejam iguais em números; 
índices acima indicam uma predominância das células mielóides enquanto que valores inferiores 
indicam que as células eritróides são mais numerosas.  
Após a eutanásia dos animais pertencentes aos diferentes tratamentos foram realizados, também, 
hemograma completo; avaliação macroscópica de possíveis lesões e coleta de órgãos para análise 
histológica. Dentre estes órgãos, foram coletados o baço e medula óssea dos animais para avaliação 
de possíveis lesões microscópicas a partir de cortes histológicos corados por Hematoxilina-eosina. 
E, para avaliar os estoques de ferro nestes órgãos foi realizada a Reação de Perls. 
Todos os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa Graph Pad Prism 5. Os 
dados foram, primeiramente, submetidos ao teste de homocedasticidade da amostra e classificados 
em paramétricos e não paramétricos. Em seguida, utilizou-se o teste One-way Anova seguido do 
teste de Dunnett para comparação entre os grupos controle, tratados com diferentes concentrações 
de S. occidentalis na ração e grupo PF. As diferenças entre os grupos foram consideradas 
estatisticamente significantes quando p≤ 0,05. Os procedimentos experimentais foram realizados 
em conformidade com a Comissão de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório de Recursos da 
Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, Brasil (n ° 152 / FMVZ 
/ 2012 - 2692/2012 projeto ). 
 
Resultados e Discussão: A hematotoxicidade pode ser manifestada pela alteração do número de 
células maduras no sangue ou na medula óssea e, pode ser expressa pela destruição excessiva ou 
supressão da produção de células do tecido hematopoiético (SHEN  et al, 2005).  Este estudo 
mostrou que os ratos submetidos a diferentes concentrações de S. occidentalis na ração 



apresentaram diminuição no número de leucócitos totais bem como alterações nos parâmetros 
referentes a serie vermelha, tais como diminuição do VCM e HCM, caracterizando uma anemia 
microcítica hipocrômica. Os dados do hemograma corroboram as alterações observadas no 
mielograma destes animais, uma vez que foi constatada a redução significante da relação M/E e, 
portanto, um possível efeito tóxico da S. occidentalis sobre a medula óssea durante o tratamento 
crônico de 90 dias. A redução significante da relação M/E nos animais pertencentes aos diferentes 
grupos experimentais ocorreu devido ao aumento progressivo de eritroblastos jovens e 
policromáticos na medula óssea destes animais. Índices baixos da relação M/E podem estar 
associados a uma anemia regenerativa em função de hemólise extravascular ou, ainda, à 
eritropoiese ineficaz. A partir do mielograma observou-se, também, redução significante de células 
blásticas e de todos os tipos celulares, especialmente, da linhagem granulocítica, com predomínio 
da linhagem linfocitária. No entanto, uma vez que os linfócitos estão, continuadamente, 
recirculando, o aumento ou a diminuição destas células não reflete, necessariamente, alteração na 
linfopoiese. 
A análise diagnóstica da medula óssea compreende, classicamente, a citologia. Mais recentemente, 
tornou-se rotina o estudo histológico. Desde o início, tentou-se integrar estes dados, pois, enquanto 
a citologia fornece uma análise mais detalhada das características das células e permite quantificá-
las, a biópsia, por analisar o tecido como um todo permite o estudo da estrutura do tecido 
hematopoiético. A análise anatomopatológica da medula óssea de animais dos grupos experimentais 
apontou um aumento progressivo da celularidade, caracterizando hiperplasia medular. Estes 
resultados se correlacionam aos dados do mielograma.  
Na anemia regenerativa ocorre diminuição da sobrevida das hemácias na circulação, resultante de 
hemólise extravascular realizada por macrófagos, especialmente, do tecido esplênico. Assim, o 
tratamento crônico com S. occidentalis poderia estar associado ao um processo hemolítico, haja 
vista a observação de aumento de hemossiderina no baço de animais tratados com esta planta. O 
tratamento crônico com S. occidentalis promoveu, também, redução significante na celularidade do 
baço bem como alterações anatomopatológicas, incluindo espessamento de cápsula e rarefação 
celular.  
Para avaliar os estoques de ferro medular foi realizada a Reação de Perls. Os dados obtidos 
apontaram uma redução no score de ferro dos animais tratados com diferentes concentrações de S. 
occidentalis na ração quando comparados aos respectivos controles. A redução observada de 
grânulos de ferro na medula óssea poderia estar associada a um distúrbio de reutilização deste 
mineral. Estes dados corroboram aos resultados obtidos a partir da análise morfométrica do baço 
destes animais, haja vista que se observou aumento de depósito de ferro, na forma de pigmentos de 
hemossiderina, em amostras esplênicas de ratos tratados com S. occidentalis na ração por 90 dias. 
 
Conclusão: Estes resultados sugerem que a administração a longo prazo de sementes de S. 
occidentalis pode promover hematotoxicidade.  
 
Palavras-chave: Senna occidentalis; hematotoxicidade; medula óssea; hiperplasia eritróide, ratos. 
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Introdução: A cocaína é uma das substâncias com alto poder de adição usada pela sociedade nos 
dias de hoje; ela é capaz de causar desejo, busca e uso compulsivo e abusivo, mesmo diante de 
negativas conseqüências [1]. O número de usuário de cocaína na forma de crack vem crescendo e a 
escolha por essa forma se dá pelo baixo custo, facilidade de administração e a velocidade e 
intensidade com que os efeitos aparecem [2]. O uso dessa substância está associado com o prejuízo 
das habilidades de atenção, memória e funções executivas, dificuldades em tomadas de decisão, 
abstração e planejamento, possivelmente associadas ao alto índice de recaídas e baixa adesão ao 
tratamento por parte desses pacientes [3]. É sabido que o hipocampo é uma das principais estruturas 
envolvidas com os processos de memória e aprendizagem e que os diferente tipos celulares dessa 
região são altamente vulneráveis à injúrias, dessa forma, morte celular nessa área cerebral pode 
comprometer essas habilidades cognitivas [4]. Os usuários de crack estão exposto não somente à 
cocaína volatilizada, mas também à AEME, principal produto de pirólise da cocaína, assim, Garcia 
et al. [5], em um estudo com neurônios hipocampais mostrou que tanto a cocaína, quanto o AEME e 
a associação de ambas são passíveis de reduzir a viabilidade celular a partir de 12h. Dessa forma, o 
objetivo do presente trabalho é investigar qual é a via de ativação das mortes celulares nesse tipo de 
exposição. 
Material e métodos: neurônios hipocampais, obtidos a partir de fetos de ratos no 18º dia de 
gestação, foram cultivados (1,8 x 106 célula/poço) por 7 dias à 37ºC e 5% de CO2 em meio 
neurobasal acrescido de 50µM glutamina + 25µM glutamato + 1% de penicilina:estreptomicina 
(10.000U : 10.000µg/mL) + 2% de suplemento b27 (Gibco). No 7º dias, as células foram expostas à 
2mM de cocaína (Coc), 1mM de AEME (A) ou à associação de ambas por 3 e 6h. 10mM de 
glutamato (Glu) foi utilizado como controle positivo de apoptose e as células controle negativo de 
morte (Ctrl) foram exposta somente ao meio neurobasal acrescido de penicilina:estreptomicina e 
glutamina. A expressão das proteínas pró-apoptoticas (caspase-8, -9, -3 e Bax) e antí-apoptótica 
(Bcl-2) foram avaliadas pelo método de Western blot após separação de 40µg de proteínas totais, 
por SDS-PAGE. 
Resultados e discussão: Nossos resultados preliminares indicam que em 3h de exposição: Coc 
expressou mais pró-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<0,001, p<0,05 e p<0,05, respectivamente) e maior do que o Ctrl no 
fragmento de 25Kda (p<0,0001). Não ativou caspase-9, não alterou a razão Bax/Bcl-2, mas ativou 
caspase-3, com maior expressão de pró-caspase e caspase clivada (17kda) do que Ctrl (p<0,0001 e 
p<0,001, respectivamente), A (ambas p<0,0001) e C+A (ambas p<0,0001). Sugerindo que a Coc 
pode ativar a apoptose mediada por caspase-8 nesse período de exposição. AEME apresentou maior 
expressão do fragmento de 25Kda do que o Ctrl (p<0,01), expressou mais o fragmento clivado de 
caspase-9 do que Coc (p<0,05), razão Bax/Bcl-2 normal e menor expressão de pró-caspase-3 do 
que Ctrl (p<0,05) e caspase clivada do que Coc (p<0,05), sugerindo que nesse tempo, ainda não há 
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<0,01), mais do que a Coc o fragmento clivado de caspase-9 
(p<0,01), com razão Bax/Bcl-2 normal porém, quanto à caspase-3, a associação expressou mais 



pró-caspase-3 do que o  Ctrl (p<0,001) e AEME (p<0,01), mas menos do que Coc (p<0,0001), e 
expressou menos o fragmento clivado de 17Kda do que Coc (p<0,0001), mostrando que nesse 
tempo de exposição a associação se comporta semelhante à AEME diferenciando apenas pela 
expressão de pró-caspase-3. Em 6h de exposição; Coc não apresentou sinais de ativação das 
caspases-8 ou -9, mas apresentou maior clivagem de caspase-3 do que o Ctrl (p<0,01), com 
aumento da razão Bax/Bcl-2. Como a ativação de Bax antecede ativação de caspase-9, esperamos 
observar ativação dessa via em tempo maior de 6h de exposição. AEME expressou mais pró-
caspase-8 do que Ctrl, sem alterações quanto caspase-9 ou caspase-3, mas com aumento da razão 
Bax/Bcl-2. C+A, apesar de expressar mais do que o controle o fragmento clivado de caspase-8, a 
associação das drogas não ativou caspase-9 e apresentou menor razão Bax/Bcl-2 do que as drogas 
isoladamente, com aumento de pró-caspase-3 e caspase-3 clivada, semelhantemente à Coc em 3h, 
ou seja, mediado por caspase-8. 
Conclusão: devido ao reduzido número amostral, ainda é cedo para se caracterizar uma via de 
ativação da apoptose, mas observamos que a associação de drogas comporta-se de modo diferente 
em 3h e 6h. Cocaína parece ativar caspase-3, "ponto sem retorno" para a morte celular, a partir da 
via extrínseca da apoptose (mediada por caspase-8) em 3h de exposição e a AEME a partir de 6h. 
Outras proteínas e vias ainda devem ser investigadas para melhor caracterizar o processo de indução 
de morte celular decorrente da exposição dessas substânicas. 
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Introdução e objetivos 

A pressão seletiva causada pelos antibióticos utilizados como promotores de crescimento ou 
terapêuticos em animais de produção é uma preocupação atual no mundo todo [1,2]. Recentemente, 
vários trabalhos demonstraram que cepas de bactérias patogênicas e/ou multirresistentes são 
selecionadas no contexto da produção animal [2]. Dentre os antibióticos aos quais as bactérias têm 
apresentando aumento nos níveis de resistências estão as quinolonas e cefalosporinas de terceira 
geração. Antibióticos pertencentes a essas classes são os mais utilizados na medicina humana e 
veterinária mundialmente.  Normalmente os mecanismos de resistência a essas classes são 
mediados por plasmídeos e envolvem a produção de enzimas que hidrolisam os antibióticos, como 
as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), ou bombas de efluxo e proteção do alvo da 
molécula dos antimicrobianos, no caso da resistência quinolonas (PMQR) [3,4]. Elementos 
genéticos móveis como plasmídeos, transposons e integrons têm um papel crucial na disseminação 
e evolução de genes que codificam essas enzimas entre bactérias [5]. Levando isso em conta, o 
objetivo desse trabalho foi avaliar a presença de plasmídeos e genes de resistência em amostras 
comensais e patogênicas (avian pathogenic E. coli - APEC) de Escherichia coli isoladas de frangos, 
poedeiras e perus de criações comerciais utilizando técnicas moleculares.  

Materiais e métodos  

458 cepas não duplicadas de Escherichia coli isoladas de perus (APEC=225, comensal=130) 
frangos de corte e poedeiras (APEC=33, comensal=70) foram semeadas em meio de cultura 
contendo ácido nalidixico (16 mg/L) e ceftiofur (8mg/L). As que apresentaram crescimento foram 
submetidas à técnica de PCR para a pesquisa de genes plasmidiais de resistência às quinolonas 
(qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, oqxAB, 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 determinação das variantes. Amostras positivas 
para qualquer um dos genes tiveram seus plasmídeos classificados pela técnica de PBRT (PCR-
based on Replicon Typing) incluindo 22 grupos de incompatibilidade plasmidial (A/C, B/O, F, FII, 
FIA, FIB, FIC, I1, K, HI1, HI2, L/M, N, P, R, T, U, X, Y, W, ColE, ColETP) e o ambiente genético 
foi determinado através da pesquisa de sequências de inserção e transposons (IS26, ISEcp1, Tn3 e 
ISCR1) e da técnica de primer walking. Conjugação de plasmídeos foi realizada utilizando a cepa E. 
coli C600 (ATCC 23724) como receptora. A extração e purificação dos plasmídeos foi realizada 
utilizando kit comercial (Wizard Plus SV, Promega, USA). Plasmídeos ColE-like foram 
completamente sequenciados com técnicas de primers divergentes e primer walking. As análises, 
alinhamento e anotação dos plasmídeos foi realizada utilizando os softwares ClustalX2 v2.1 
(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).  

Resultados e discussão 

Dentre as cepas isoladas dos perus, 42 APEC foram positivas para pelo menos um gene plasmidial 
de resistência às quinolonas (tabela 1) e 16 amostras comensais tiveram resultados positivos. Dentre 
as 33 amostras qnrB positivas (22 APEC, 11 fecal), 32 apresentaram a variante qnrB19, que estava 
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