Maria Cecilia Santos Cavalcanti Melo

VIRTUS IMPAVIDA
y v

DANO CEREBRAL E CATARATA CONGENITA EM CONCEPTOS
DE RATAS WISTAR SUBMETIDAS A PERITONITE FECAL
AUTOGENA E RESPOSTA TERAPEUTICA A
ANTIMICROBIANOS

RECIFE/PE
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

Maria Cecilia Santos Cavalcanti Melo

DANO CEREBRAL E CATARATA CONGENITA EM CONCEPTOS
DE RATAS WISTAR SUBMETIDAS A PERITONITE FECAL
AUTOGENA E RESPOSTA TERAPEUTICA A
ANTIMICROBIANOS

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Cirurgia do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco, para a obtencdo do grau de Doutor.

Orientador

Prof. Dr. Carlos Teixeira Brandt
Docente Permanente do Programa de Pds-Graduacdo em
Cirurgia, CCS-UFPE

Area de concentracao: Cirurgia clinica e experimental

Linha de Pesquisa: Infecgio em cirurgia



Ficha catalogréfica elaborada pela
Bibliotecéria: Ménica Uchda, CRB4 1010

mM528d

Melo, Maria Cecilia Santos Cavalcanti.

Dano cerebral e catarata congénita em conceptos de ratas wistar
submetidas a peritonite fecal autégena e resposta terapéutica a
antimicrobianos / Maria Cecilia Santos Cavalcanti Melo. — Recife: O autor,
2015.

82 f.:il.; tab.; 30 cm.

Orientador: Carlos Teixeira Brandt.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco, CCS.
Programa de P4s-Graduacado em Cirurgia, 2015.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Peritonite. 2. Quinolonas. 3. Carbapenem. 4. Catarata. 5. Ratos. I.
Brandt, Carlos Teixeira (Orientador). Il. Titulo.

617.91 CDD (23.ed.) UFPE (CCS2016-014)




RECIFE/PE
2015

Maria Cecilia Santos Cavalcanti Melo

DANO CEREBRAL E CATARATA CONGENITA EM CONCEPTOS
DE RATAS WISTAR SUBMETIDAS A PERITONITE FECAL
AUTOGENA E RESPOSTA TERAPEUTICA A
ANTIMICROBIANOS

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Cirurgia do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco, para a obtencdo do grau de Doutor.

Defendida e aprovadaem: 23 / 12 / 2015

BANCA EXAMINADORA

1¢ Examinador Prof. Dr. Salvador Vilar Correia Lima (Presidente)

2¢ Examinador Prof. Dr. Epitacio Leite Rolim Filho

3a Examinador Prof. Dr. Rodrigo Pessoa Cavalcanti Lira

4« Examinador Proft Dr2 Maria Cecilia de Aguiar Remigio

5¢ Examinador Prof. Dr.Diego Nery Benevides Gadelha




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

444

VIRTUS IMPAVIDA
Yy

REITOR
Prof. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE-REITOR
Profa. Florisbela de Arruda Camara e Siqueira Campos

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Prof. Ernani Rodrigues de Carvalho Neto

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DIRETOR
Prof. Nicodemos Teles de Pontes Filho

HOSPITAL DAS CLINICAS
DIRETOR SUPERINTENDENTE
Dr. Frederico Jorge Ribeiro

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
CHEFE
Prof. Silvio da Silva Caldas Neto

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA
NIVEL MESTRADO E DOUTORADO

~ COORDENADOR
Prof. Alvaro Antdnio Bandeira Ferraz

VICE-COORDENADOR
Prof. Josemberg Marins Campos

CORPO DOCENTE
Prof. Alvaro Antdnio Bandeira Ferraz
Prof. Carlos Teixeira Brandt
Prof. Euclides Dias Martins Filho
Prof. Fernando Ribeiro de Moraes Neto
Prof. Flavio Kreimer
Prof. José Lamartine de Andrade Aguiar
Prof. Josemberg Marins Campos
Profa. Lilian Ferreira Muniz
Prof. Lucio Vilar Rabelo Filho
Profa. Magdala de Aradjo Novaes
Prof. Rodrigo Pessoa Cavalcanti Lira
Prof. Salvador Vilar Correia Lima
Prof. Silvio da Silva Caldas Neto



A todos que, assim como Aristoteles, acreditam na premissa:
“Tudo que depende da agdo da natureza é, por natureza, tdo bom quanto pode ser” e,

por conseguinte, dedicam a existéncia ao alerta do contrario.

A Deus: forca que me faz prosseguir entendendo a esséncia do conhecimento.
A minha familia, Flavio, Camila e Isadora, ndcleo do mais leal amor e

de infinita compreensao e confianca naquilo que chamo de auséncias.

Neles, saio pensando todo dia e, por eles, sigo.

Aos meus pais, Eraldo e Claudia Carvalho, por acreditarem que

posso desde sempre, erguendo bandeiras a meu favor.

Aos irmaos e filhos Heitor, Aninha, Bruna e Vitor, pelo carinho

dedicado e admiracéo constante.



AGRADECIMENTOS

Ao mestre, querido e admirado, Professor Doutor Carlos Teixeira Brandt, que,
despretensiosamente, me mostrou os caminhos da liberdade e da busca dos
sonhos, sobremaneira, se estivesse disposta a pagar 0 preco para isso, me

fazendo uma pessoa melhor e feliz.

Ao nicleo de Investigacdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande, nas pessoas de Tharcia Kiara Beserra Oliveira, Diego Nery Benevides
Gadelha e aos alunos da Liga de Cirurgia Experimental, pela importante
colaboracéo neste trabalho.

Aos professores e funcionarios do Programa de PoOs Graduacdo em Cirurgia da

Universidade Federal de Pernambuco.



OLHARES

Nenhum olhar é a toa
na terra que a tudo excede,
de mineral a pessoa,
pois é o olho que mede

terra em que até o boi voa.

O olho de tiro preciso,
a cada palmo do metro,
faz do olhar um juizo,

de cada 0sso um espectro.

Na terra que a tudo excede,
nenhum olhar é a toa;
terra em que rio tem sede,

nao é sé o boi que voa.

Aldisio Filgueiras



RESUMO

Objetivo: Investigar as alteracdes dos encéfalos e olhos de conceptos recém-nascidos
de ratas que se submeteram a peritonite fecal autdgena e avaliar as respostas com a
intervencdo de dois esquemas terapéuticos com moxifloxacino-dexametasona e
meropenem realizados durante a prenhez. Métodos: Foram incluidas, de forma
aleatdria, 30 ratas Wistar para acasalamento. Dessas, 15 ratas tiveram esfregago vaginal
positivo para prenhez. O experimento foi realizado em duas fases:

1._Desenvolvimento do modelo experimental: As ratas foram distribuidas em : A-
Grupo estudo com cinco ratas apds peritonite fecal autdgena com suspensdo de fezes a
10 %, na dose de trés ml/Kg no nono dia de prenhez, B- Grupo estudo com cinco ratas
apos peritonite fecal autdgena com suspensdo de fezes a 10 %, na dose de quatro ml/Kg
no nono dia de prenhez e C- grupo de cinco ratas prenhes sem peritonite fecal autégena
(controle). ApoOs o parto, foi realizada a eutandsia e o inventario das cavidades
abdominal e toracica das ratas dos grupos estudo A e B e os dados de seus conceptos.
2.Intervencdo com esquemas terapéuticos: Grupol: Duas ratas prenhes apos peritonite
fecal autégena com suspenséo de fezes a 10 %, na dose de quatro ml/Kg no nono dia de
prenhez  que receberam moxifloxacino - dexametasona intraperitoneal em 48 e 72
horas e Grupo 2: Duas ratas prenhes ap0s peritonite fecal autdgena com suspensdo de
fezes a 10 %, na dose de quatro ml/Kg no nono dia de prenhez que receberam
meropenem intravenoso em 48 e 72 horas. Apos o parto, foi realizada a eutanasia e o
inventario das cavidades abdominal e toracica destas e a decapitacdo com inspecao do
cranio, da consisténcia dos cérebros e os olhos de todos os conceptos. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande-
Paraiba. P < 0.05 foi usado para rejeicdo da hipdtese de nulidade. Resultados: O
modelo de peritonite fecal autdgena selecionado foi o que utilizou a dose de quatro
ml/Kg da suspensdo de fezes a 10%. Das 15 ratas com esfregaco vaginal positivo dez
estavam prenhas, sendo trés no grupo A, quatro no grupo B e trés no grupo C. Os
cérebros dos conceptos das ratas que receberam quatro ml/kg da suspensdo de fezes a
10% se mostraram, significantemente, menores e com consisténcia menos firme que
aqueles do grupo controle, assim como, comparados com o0s das intervengdes
terapéuticas. Cataratas congénitas foram observadas em nove de 26 (34,6%) conceptos
das ratas que receberam quatro ml/Kg da suspensdo de fezes a 10% e ndo receberam
intervencdo terapéutica, sendo sete bilateral e dois unilateral. Nenhuma catarata
congénita foi observada nos 20 recém-nascidos das ratas que receberam a combinacao
de moxifloxacino - dexametasona intraperitoneal. Catarata congénita foi observada em
trés (13.6%) dos 22 recém-nascidos das ratas que receberam meropenem intravenoso.
Conclusdes: Septicemia gestacional em ratas pode produzir alteracdo cerebral e catarata
congénita nos conceptos. Com a utilizacdo dos esquemas terapéuicos, nas ratas prenhas
submetidas a peritonite fecal autégena com a dose de quatro ml/Kg da suspenséo de
fezes a 10%, houve menor nimero de casos de conceptos com alteracbes enceféalicas e
oculares.

Palavras-chave: Peritonite. Quinolonas. Carbapenem. Catarata. Ratos.



ABSTRACT

Purpose: To investigate the abnormalities of brains and eyes of newborn fetuses of rats
that underwent autologous fecal peritonitis and evaluate the responses with the
intervention of two treatment regimens with moxifloxacin and meropenem -
dexamethasone performed during pregnancy. Methods: Randomly, 30 Wistar rats for
mating. Of these, 15 rats had a positive vaginal smear for pregnancy. The experiment
was conducted in two phases:

1. Development the experimental model: The rats were divided into: Group A- study
with five rats after fecal peritonitis autogenous with faeces of a 10% suspension at a
dose of three ml/kg on the ninth day of pregnancy, group B study with five rats after
fecal peritonitis autogenous with faeces of a 10% suspension at a dose four ml/kg on the
ninth day of pregnancy and C-group of five pregnant rats without autologous fecal
peritonitis (control). After delivery, euthanasia and inventory of abdominal and thoracic
cavities of study groups A and B and the data of their fetuses.

2.Intervention with therapeutic regimens : Group 1 : Two pregnant rats after fecal
peritonitis autogenous suspension of faeces to 10 % at a dose four ml / kg on the ninth
day of pregnancy who received moxifloxacin - intraperitoneal dexamethasone at 48 and
72 hours and Group 2 : Two pregnant rats, autogenous after peritonitis with stool
suspension at 10 % in doses four ml / kg on the ninth day of pregnancy who received
intravenous meropenem in 48 and 72 hours. After delivery, euthanasia and inventory of
abdominal and chest cavities of these and the beheading with skull inspection was
carried, the consistency of the brain and the eyes of all fetuses . The project was
approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medical Sciences of Campina
Grande - Paraiba. P < 0.05 was used to reject the null hypothesis. Results: The fecal
peritonitis autogenous model selected was that using 10% faeces suspension at a dose
four ml/kg. Of the 15 rats with positive vaginal smear ten were pregnant, three in group
A, four in group B and three in group C. The brains of fetuse of rats given four ml/kg of
10% faeces suspension is shown, significantly, smaller and less firm consistency than
those of the control group, as compared with the therapeutic interventions. Congenital
cataract was observed in nine of 26 (34.6%) fetuses of rats given four ml/kg of 10%
faeces suspension received no therapeutic intervention, seven bilateral and two
unilateral. No congenital cataract was observed in 20 newborns of rats given the
combination of intraperitoneal moxifloxacin - dexamethasone. Congenital cataract was
observed in three (13.6%) of 22 infants of rats given intravenous meropenem.
Conclusions: Gestational septicemia in rats can produce brain abnormalities and
congenital cataracts in fetuses. With the use of treatment regimens, in pregnant rats
submitted autologous fecal peritonitis with a dose of four ml/kg of 10% faeces
suspension, there were few cases of fetuses with brain and eye abnormalities.

Keywords: Peritonitis. Quinolones. Carbapenems. Cataract. Rats.
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Dados das ratas dos grupos estudo A (PFA com dose de trés
ml/Kg), B (PFA com dose de quatro ml/Kg) e C (sem PFA)
com relacdo a positividade do esfregaco vaginal e o nimero

de conceptos por rata em cada grupo

Descri¢do do inventario intracavitario quanto a presenca ou
auséncia de abscessos nas cavidades abdominais e toracicas
nas ratas dos grupos estudo A (PFA com dose de trés ml/Kg)

e B (PFA com dose de quatro ml/Kg).

Descricdo das ratas dos grupos 1 e 2 (PFA com dose de
quatro ml/Kg), do esquema de inoculacdo terapéutica, do
tempo de inoculacdo pds-PFA, das vias de administracdo e
presenca ou auséncia de abscessos nas cavidades abdominais

e toracicas.
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Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4
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LISTA DE ILUSTRACOES

Abscesso retroperitoneal residual na parede abdominal lateral
esquerda fechada pelo rim esquerdo. A rata tinha recebido
quatro ml/kg da suspensao filtrada de fezes autdgenas a 10%
A) Abscesso residual em rata pdés PFA quatro ml/kg da
suspensdo filtrada de fezes a 10%; B) Visdo detalhada do
mesmo abscesso aberto mostrando uma massa amarelada sem
odor em rata pés PFA com quatro ml/kg da suspensdo filtrada
de fezes a 10%.

A) Abscesso. A rata tinha recebido quatro mil/kg da suspenséo
filtrada de fezes autdgenas a 10%; Visdo detalhada do mesmo
abscesso. A rata tinha recebido quatro ml/kg da suspenséo
filtrada de fezes autdgenas a 10%.

Abscesso residual ou cicatrizes dentro do pulmao esquerdo. A
rata tinha recebido quatro ml/kg da suspensdo filtrada de
fezes autdgenas a 10%.

A) Recém-nascido do grupo controle. Pele encobrindo o
cranio; B) Apés a remocdo da pele que cobria o cranio, o0s
cristalinos estavam transparentes.

A) Cérebro isolado apos a dissec¢do. Medida do cérebro de
recém-nascido de rata controle. Tamanho normal; B) Cérebro
isolado apds a disseccdo. Disposicdo em superficie sélida da
estrutura cerebral de recém-nascido de rata controle. Sem
anormalidades aparentes.

A) Remocéo da pele do cranio de recém-nascido de rata que
recebeu quatro ml/kg de suspensdo fecal a 10%. B) Visdo
detalhada da opacificacdo do cristalino em recém-nascido da

rata que recebeu quatro ml/kg de suspenséo fecal a 10%.
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Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Visdo detalhada de ambos os olhos com opacificagdo nos
cristalinos em recém-nascido de rata que recebeu quatro mi/kg
de suspenséo fecal a 10 %.

Viséo detalhada do olho esquerdo com opacificacdo na lente
de recém-nascido de rata que recebeu quatro ml/kg de
suspensédo fecal a 10%.

Visdo durante cuidadosa disseccdo. Cérebro com consisténcia
amolecida de recém-nascidos de rata que recebeu quatro ml/kg
da suspensao filtrada de fezes autégenas a 10%.

Cérebro isolado apés a disseccao. Alteracdo na disposicdo em
superficie sélida da estrutura cerebral de recem-nascido de rata
que recebeu quatro ml/kg da suspensdo filtrada de fezes

autogenas a 10%. Cérebro com consisténcia amolecida.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIM: Ativagdo imune materna

CC: Catarata congénita
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IL 1: Interleucina 1

IL 6: Interleucina 6
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RSII: Resposta sistémica inflamatéria inicial
S: Septicemia

SG: Septicemia na gestacdo

SNC: Sistema nervoso central

SRC: Sindrome da rubéola congénita

TNF- alpha: Fator de necrose tumoral alpha
TORCH: Sindrome da Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus, Herpes simples

UTI: Unidade de Terapia Intensiva
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1. INTRODUCAO

1.1 Apresentacao do problema

Microrganismos e a liberagcdo de endotoxinas circulantes, com possibilidade de
septicemia na gestacdo, podem afetar o desenvolvimento embrionério, levando as
consequéncias morfofuncionais para 0s conceptos. O sistema nervoso central, com alta
exigéncia metabdlica e maior complexidade na diferenciacdo e maturacdo celular, € um
dos mais acometidos pela inflamacdo. Entretanto, esse desfecho estd intimamente
associado a idade gestacional na qual o insulto infeccioso se apresenta e, quando se
desenvolve na fase inicial da gestacdo, as anomalias congénitas ou de desenvolvimento
s80 mais observadas’ ™.

O conhecimento estabelecido a cerca da associacdo de doencas
neurodegenerativas e psiquiatricas com alteragdes encefalicas secundéarias a infeccao
bacteriana gestacional e a ativacdo imune materna (AIM)>” levanta a hipotese que
outros 6rgdos com caracteristicas bioquimicas e fisiologicas semelhantes, como o globo
ocular e nervo optico, podem ser igualmente afetados, embora isto ainda ndo tenha
evidéncia cientifica clara®. No estado gravidico inicial, a exacerbacdo da AIM pelo
insulto infeccioso pode resultar em alteracdes morfoldgicas fetais. Estratégias de
diagnostico precoce e adequado manuseio da infeccdo, como a busca de agentes
antimicrobianos e de substancias que possam minimizar o dano da neuroinflamacéo,
tém despertado o interesse de pesquisadores®.

Dentre diversas alterac6es oculares, a catarata congénita (CC) é uma das causas
de cegueira infantil mais comum, responsavel por 5 a 20% dos casos, podendo ser
evidenciada ao nascimento ou se desenvolverem nos primeiros dois anos de vida®*>. A
associacdo de deficiéncia visual ao nascimento, incluindo a CC, com infeccdes virais e
parasitarias na gravidez, como a sindrome TORCH (toxoplasmose, rubéola,
citomegalovirus, herpes simples e outros virus) ou a sindrome da rubéola congénita
(SRC) estdo bem descritas™® 7. Isso é particularmente visivel em paises em
desenvolvimento como o Brasil*®.

A etiologia genética, responsavel por cerca de 30% do desenvolvimento da CC,
é hoje a mais investigada, havendo evidéncias, em modelos experimentais, de mutagdes

em diversos genes'®*. Em consonancia com essa epidemiologia, a doenca também tem



sido chamada de CC dominante autossdmica®. Outras causas, como baixo peso ao
nascimento, infeccdo do trato urindrio materno por patdgenos gram-negativos e abuso
de substancias, como aspirina, tém sido aventadas?®®. Em estudos experimentais, 0
aparecimento de opacidades do cristalino esteve associado a inducdo de diabetes ou
hipercolesterolemia, além da exposicdo excessiva & cafefna durante a gestacdo 2. A
etiologia idiopatica®®, para nimero significativo de casos de CC, traz a lacuna do
conhecimento e, a observacdo de varidveis da cascata inflamatdria, vem permitindo
associagdes ou correlagdes para este desfecho.

A abordagem terapéutica da CC em humanos deve ser logo ao nascimento, no

| 3932 contudo,

intuito de prevengdo do impacto no desenvolvimento do sistema visua
acOes preventivas ao seu aparecimento devem ser imperiosas, assim como para outros
efeitos sobre o globo ocular. Por outro lado, ainda existem paises em desenvolvimento
onde o diagnostico e as indicacOes cirurgicas persistem tardias e com maus resultados
anatdmicos e funcionais®*. Adicionalmente, os casos de CC que Se associam a
persisténcia anormal de vasos intraoculares fetais, ma formagdo n&o incomum,
dificultam o manuseio desta doenca®

Desfecho de mulheres gravidas com infec¢do supurativa abdominal como
apendicite aguda tem sido relatado®. Buscando a translagdo para seres humanos,
modelos experimentais de septicemia gestacional (SG) sdo utilizados no intuito de
avaliacdo das consequéncias fetais em diversos orgdos, principalmente, cérebro, rins e
sistema cardiovascular®”*2. Todavia, utilizando-se as diversas fontes de busca, no foi
encontrado nenhum outro estudo experimental em ratos com inducdo de SG e
associacdo com alteracGes embrioldgicas ou metabdlicas ocular tal como a CC.

A proposta deste estudo é testar a hipOtese de que a septicemia, a partir de
peritonite fecal autdgena (PFA) em fase precoce da prenhez, pode levar a ocorréncia de
anomalias congénitas encefalicas e oculares em conceptos de ratas e avaliar duas
abordagens terapéuticas para o tratamento da SG e seus efeitos na prevencdo destas

alteracdes.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Testar a hipdtese de que a septicemia, a partir de peritonite fecal autégena em
ratas Wistar prenhas, induza alteragBes nas estruturas encefélicas ou oculares de seus
conceptos e avaliar as respostas com a intervencdo de dois esquemas terapéuticos com

moxifloxacino-dexametasona e meropenem.

2.2. Objetivos especificos

 Induzir septicemia em ratas Wistar prenhas através de modelo experimental
de sepses por inoculacdo intraperitoneal com duas diferentes doses de
suspensdo de fezes autogenas a 10%, selecionando-as por avaliacdo das
alteracdes intracavitarias abdominais e toracicas das ratas, assim como, pelas
alteracBes em seus conceptos.

« Avaliar as alteracfes intracavitarias abdominais e toracicas nas ratas Wistar
infectadas num modelo experimental de sepse por inoculacdo intraperitoneal
de suspensdo de fezes autdgenas a 10% pds-intervencdo com dois esquemas
terapéuticos.

« Identificar as alteragdes macroscopicas dos conceptos de ratas Wistar, apos a
fase de inducdo de peritonite pelo modelo selecionado e pos-intervencéo
terapéutica, através da inspecdo morfolégica e mensuracao de peso corporal,
forma e consisténcia dos encéfalos, alem da inspecdo dos globos oculares,

comparando-0s com 0s conceptos do grupo controle.



3 LITERATURA

3.1 Septicemia na gestacao (SG) e neurodesenvolvimento fetal

CondicBes clinicas, com estresse organico, associadas & infeccdo>*"42

podem
ser de dificil interpretacdo e abordagem no estado gravidico, com consequéncias
materno-fetais em diversos niveis. No entanto, quando ocorridas no primeiro trimestre,
sdo de gravidade maior para 0s recém-nascidos, com riscos de alteracGes de bases
embrioldgicas, manifestadas ao nascimento ou durante a vida desses conceptos. Na
circunstancia em que a SG se associa a hipertensdo arterial sistémica (HAS) e
corioamnionite (CO), esses danos podem ainda ter maior relevancia, incluindo o
desfecho de dbito™.

A incidéncia de septicemia vem crescendo 9% ao ano em dados mundiais, sendo
a principal causa de internamento em unidades de terapia intensiva (UTI) e com
mortalidade variando de 25% a 30%, podendo chegar, quando associada a choque
séptico (CS), entre 40% e 50%*®. No Brasil, a frequéncia de morte por septicemia
vem aumentando, tendo sido de 9,77% em 2002 e de 16,46% em 2010*°. Acrescente-se
que 30,5%, 17,4% e 14,7% das admissdes em UTI se devem a quadro de septicemia,
septicemia grave e CS, com mortalidade de 33,9%, 46,9% e 52,2%, respectivamente®’.

A SG é relativamente comum, com dados refletindo uma tendéncia crescente
devido ao maior namero de mulheres gravidas com idade acima de 40 anos, maior taxa
de comorbidades, principalmente obesidade, diabetes tipo Il e HAS, além de novas
tecnologias de medicina fetal e de inseminacéo artificial assistida (IAA) induzirem cada
vez mais a gravidez de alto risco®.

As modificac@es fisiologicas da gestacdo podem mimetizar o estagio de resposta
sistémica inflamatoria inicial (RSI1), um mecanismo indicador de inflamacéo aguda ndo
complicada, com modificagdes em biomarcadores essenciais, dificultando o diagnéstico
da doenca. Os parametros hemodinamicos avaliados em escores validados de
prognostico, ndo podem ser transpostos para o estado gravidico, todavia, estudos vém
sendo desenvolvidos no intuito de minimizar essa dificuldade, com adequacdo dos
niveis entre o fisiolégico e o patolégico*®>’. A funcéo fisioldgica vascular materna é
essencial para a saude cardiovascular, que por sua vez depende do controle adequado de

mecanismos moleculares que sdo eliminados pelas células endoteliais em resposta a



estimulos mecénicos e quimicos induzidos pelo fluxo hemodindmico. A disfuncdo
endotelial € um dos principais fatores de risco de disturbio cardiovascular, onde a falta
de equilibrio entre a sintese de moléculas vasoconstrictoras e vasodilatadoras é
frequente no desenvolvimento de desordens vasculares na circulagdo sistémica e da
placenta com modificagdes importantes para o concepto, sobretudo na fase de
organogénese™.

O sitio de infeccdo mais comum durante a gestagdo é o urogenital, com bactérias
Gram-negativas ou flora polimicrobiana*, com possibilidade de desenvolvimento
infeccdo do trato urinario (ITU) e, posterior, CO clinica ou subclinica. Outras causas de
SG sdo descritas na literatura, como aquelas de origem abdominal, tais como, apendicite
complicada com perfuracdo, Ulcera duodenal perfurada, endometriose apendicular
perfurada, diverticulite perfurada e volvo®*°%,

A injuria infecciosa materna, durante o periodo critico da organogénese, pode
resultar em anormalidades encefalicas fetais, nas quais doencas neuroldgicas ou
comportamentais podem desenvolver-se em fases precoces ou na idade adulta® **%°. A
formacdo, migracdo e propriedades sinapticas neuronais ocorrem, predominantemente,
no periodo pré-natal e sua adequacdo deve-se a integridade da barreira uteroplacentaria
sendo comprometida em situacOes de stress, gerando conceptos com graves alteracdes
neurolégicas®®®?. A SG é de alto risco para o dano encefalico durante a fase inicial da
gestacdo, no entanto, CO ocorrida em fase avancada da gravidez esta associada a baixa
probabilidade de injaria cerebral®.

Por meio de vias bioguimicas e moleculares, com producdo de anticorpos,
ativacdo do sistema imune inato com liberacdo de citocinas (CI) pro-inflamatdrias, tais
como, Interleucina (IL) 1, IL 6, Fator de necrose tumoral alpha (TNF- alpha), aumento
de glicocorticoides maternos, reducdo do fluxo sanguineo placentario com hipdxia e
estresse oxidativo onde, em conjunto, se associam ao fator suscetibilidade genética, o
insulto infeccioso induz a AIM. Esses eventos se traduzem por inflamacdo e podem
resultar em alteracGes neuroanatdmicas fetais, tais como, hipoplasia cerebral, alterac6es
hipocampais, ventriculomegalia, injdria na substancia branca cerebral, bases das teorias
etiopatogénicas para doencas como o retardo mental, a depressdo, a esquizofrenia, o

autismo e a dislexia®*"°.



3.2 Modelos experimentais de SG secundaria a foco abdominal

A inducdo experimental de septicemia, a partir de patégenos de origem

abdominal, ha décadas vem sendo realizada na tentativa de compreensao dos fendmenos

decorrentes desta doenca’ ™.

Utilizando-se diversos modelos experimentais de inducdo de peritonite, tais

577 stent ascendente de colon’”’,

78,79

como, ligadura cecal com perfuracdo puntata (LCP)

inoculagéo de lipopolissacarideos (LPS) intraperitoneais
80,81

, inoculacéo de solucdes de
fezes autdgenas ou ndo , inoculacdo intraperitoneal de capsulas contendo unidades
formadoras de coldnias de bactérias®, podem-se averiguar caracteristicas desta afeccéo,
porém com limitada translacdo para seres humanos. Todavia, a precisa avaliacdo da
translocacdo bacteriana para a corrente sanguinea € de dificil averiguacdo, tanto em
termos de quantidade de bactérias como o tempo transcorrido entre a contaminagédo da
cavidade abdominal e circulagéo sistémica destas.

Embora infrequentes, a septicemia, nos estados gravidicos precoces, pode
produzir alteracdes graves no desenvolvimento dos conceptos. Na busca da
compreensdo dos efeitos de infeccbes maternas sobre os fetos, estudos experimentais
vém sendo realizados induzindo a AIM®®¢, Esses modelos de SG sdo semelhantes aos
de sepses ndo gravidica e utilizam a inoculacdo intraperitoneal de diferentes agentes
imunogénicos, tais como, endotoxinas bacterianas do tipo LPS, estreptococos do grupo
B inativados ou aos agentes virais - acido polinosinico-policitidilico (poly I: C), no
entanto, todos tém por finalidade, induzir resposta inflamatoria materna, com aumento
dos niveis de CI IL 1, IL 6 e TNF-alpha nos tecidos fetais, tentando mimetizar a cadeia
de eventos que podem resultar em alteracdes do desenvolvimento embrionario. As LPS
sdo moléculas lipidicas encontradas nas membranas externas de bactérias Gram-
negativas e o poly I: C, uma molécula sintética de &cido ribonucleico (RNA) viral, que
ativam as células imunes através da eliminacdo de CI inflamatdrias, principalmente

macréfagos® .

Outros modelos, como o desenvolvimento experimental de corioaminionite *°
permitem a compreensdo de processos infecciosos materno-fetais. Nestes, um estado
cronico infeccioso de baixa viruléncia é induzido, com caracteristicas subclinicas de
infeccdo e que muito se assemelham aos estados gravidicos de risco por infeccdo em

seres humanos. Os efeitos destas interacfes levam as alteraces fetais em diversos



compartimentos, desde cardiovascular, renal, cerebral e retiniano, com consequentes
disturbios como retardo do crescimento intrauterino, obesidade, insuficiéncia insulinica,
anormalidades cardiorrespiratérias, autismo, esquizofrenia e retinopatias® %%,

Modelos de SG e observagdes do bindmio proinflamatério e antinflamatorio,

com ou sem intervencdes®®%

, estdo permitindo um maior conhecimento das
consequéncias embrioldgicas fetais, principalmente, nos sistemas de alto consumo
energético como o SNC, resultando em apoptose neuronal e alteracdo na diferenciacdo

celular e morfologia cerebral.

3.3 Consequéncias imunorreativas encefélicas e oculares fetais

Em estados de AlM, diversos estudos vém demonstrando 0s aspectos principais
envolvidos na alteracdo do neurodesenvolvimento, tais como, os sitios de producgéo das
Cl, o inadequado balanco entre a liberagdo de CI anti e pré- inflamatorias, a
transferéncia destas pela barreira placentaria para os tecidos fetais com consequentes

110112 Em seres humanos ndo é facil

alteracdes anatdémicas e funcionais cerebrais
precisar com acuracia a relacdo entre a carga parasitaria e as diversas respostas do
organismo, porém, em modelos experimentais, esta descrita a associacdo entre doses e
tempo de exposicdo de endotoxinas e efeitos nos 6rgdos. A exposicdo aguda e em altas
doses as endotoxinas LPS é mais agressiva que a exposi¢do crénica as mesmas e com
diferentes niveis de repercussdes™**.

Através dos modelos de AIM, dependendo do tempo gestacional ou carga
parasitaria, podem-se demonstrar desordens neuronais variaveis nas substancias branca
e cinzenta cerebrais, apoptose neuronal hipocampal, degeneracédo cerebelar, bem como a
dificuldade de neurogénese nos animais adultos e suas respostas aos medicamentos,
servindo como bases de estudos translacionais das doencas neuroldgicas e
psiquiatricas’*>*?,

Modelos experimentais, através da inoculacdo de poly (I: C) ou virus da
influenza, demonstram alteracdes histopatoldgicas nas células cerebelares de Purkinje
nos conceptos semelhantes as alteracdes encontradas em portadores de autismo e
esquizofrenia. Para 0 mesmo raciocinio, modelos que utilizam LPS, concentracdo de
bactérias ou injecbes de IL-6 pode levar as estas alteracdes. InfeccGes podem expor os
conceptos aos glicocorticoides maternos em situacdes de estresse por inibicdo da

enzima 11-beta-hidroxiesterdide dehidrogenase tipo 2 que pode levar ao aumento de



niveis basais de cortisol na vida adulta e este achado é encontrado em casos de
esquizofreniat?®'28,

As principais citocinas envolvidas em disturbios neuroldgicos resultantes de
processos inflamatdrios durante a gravidez sdo as Cl IL 1, IL 6 e o TNF-alpha, no
entanto, diversas outras estdo envolvidas e requerem maiores investigacdes'?®. Outro
dado consideravel se associa com a quantidade de LPS injetada em modelos
experimentais de SG, onde baixas doses ou infusdes cronicas, simulando uma infecgéo
subclinica, pode comprometer mais ou menos o feto por alterar mecanismos de prote¢édo
deste contra pat6genos circulantes*3**3".

A etiopatogenia do espectro autista em criangas, ao nascimento ou em Seu
desenvolvimento, além de paralisia cerebral e deficiéncias cognitivas, tem fundamento
embasado na ativagdo do sistema imune materno pos-insulto infeccioso, através da
translocacdo transplacentaria de imunoglobulinas, podendo alterar o sistema imune
fetal, induzindo a resisténcia a microrganismos, sequencialmente grave para 0S
conceptos'*# 13,

Em estudos atuais, a resposta imune materna e, consequéncias fetais, dependem
do balanco existente entre sistema mieldide e células T efetoras e regulatorias, de

134 - Associado a isso, em

importancia na evolugdo de uma gravidez patoldgica ou ndo
estudos in vitro a procalcitonina (PCT), marcador importante na evolucéo de infec¢coes
bacterianas, parece interferir na regulacdo de atividade macrofagica, o que se traduz na
tentativa de homeostase imunolégica materno-fetal durante a gravidez'®.

Biomarcadores ndo invasivos estdo sendo estudados para a deteccdo precoce de
danos cerebrais neonatais, tais como, neuroproteinas, proteinas ligadas ao célcio,
marcadores de estresse oxidativo, agentes vasoativos e mediadores inflamatorios, antes
mesmo de alteracdes clinicas ou radiolégicas se manifestarem®*°.

Associado a defeitos do tubo neural e do cérebro, as malformacdes congénitas

oculares podem ser secundarias a imunorreacdes inflamatérias. Ocorridas no primeiro

137-139 140-141

trimestre do periodo gestacional, a infeccdo toxoplasmica e a rubéola podem
provocar CC e retinocoroidites com diversos niveis de impedimento visual no récem-
nascido. Em modelo experimental com virus da influenza B, inoculados no periodo de
organogénese, houve associacdo com microftalmia e anoftalmia'®. Todavia, a
associacdo de infecgOes gestacionais bacterianas disseminadas com anormalidades

oculares, especialmente, a CC ainda ndo foi descrita.



3.4 A cegueira infantil por CC

No conhecimento atual, a maioria das causas de cegueira infantil deve-se a
causas preveniveis, onde a CC, a qual pode desenvolver-se até o primeiro ano de vida,

ou de desenvolvimento, apés o primeiro ano de vida'*®

, tem alta prevaléncia ao redor do
mundo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima cerca de 1.4 milhGes de
criancas cegas, com repercussdes importantes na rotina diaria, além do impacto

econdmico trazido por esta realidade*.

Diversos paises do mundo em
desenvolvimento como China, india e Africa, tém alta frequéncia de CC e a
preocupacao quanto a catarata infantil, ndo diagnosticada e tratada adequadamente, sdo

145-150

desafios a serem enfrentados com a perspectiva de atingir o proposito lancado

pela iniciativa global com o programa VISION 2020: The Right to Sight*>*.

Além do atraso na deteccdo precoce, um fator crucial se deve a dificuldade do
entendimento etiopatogénico. O desenvolvimento da CC pode estar associado aos
fatores genéticos, traumaticos, infecciosos intrauterinos ou perinatais, metabolicos,
defeitos enzimaticos, prematuridade e idiopaticos. A SRC é uma das principais e ja bem
estabelecida como associacio infecciosa materna e CC****%3. Em adicéo, o olho infantil
tem caracteristicas diferenciadas quanto as respostas ao tratamento cirdrgico e
particularidades pos-operatérias associadas ao alto risco de insucessos*®. Pensar de
forma preventiva em cegueira infantil requer estratégias em sadde puablica, com uma
sistematizacdo em todos os niveis do atendimento, enfatizando-se a importancia na
multidisciplinaridade devido as particularidades imunologicas e de maturidade
funcional inerente a essa faixa etaria 1*¢1*°,

A transparéncia do cristalino é dependente das interacdes metabdlicas e
catabdlicas através de gliclise anaerobica, havendo energia suficiente para a
manutencdo do estado redox inativo das proteinas alfa, beta e gama cristalina e dos
canais de conexina existentes no cristalino. Algumas alteracdes como mudancas no
estado de oxidacdo destas proteinas ou mudancas de osmolaridade pode produzir
distorcdo ou perda de estado nativo de proteinas e agregacdo molecular com reducéo de
solubilidade na lente resultando em catarata*>***®. Estados de inducdo AIM, levando a
estresse oxidativo em diversos 6rgdos fetais, estdo envolvidos com o desenvolvimento

de alteracdes oculares, nas quais se destaca a catarata.
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3.5 Tratamento da SG

Sabe-se que o conhecimento a cerca da imunopatologia da septicemia evolui
mais rapido que a sua fisiopatologia e, por conseguinte, a terapéutica direcionada torna-
se mais desafiadora’™’. A SG é considerada um evento raro, no entanto, com alta
morbidade materno-fetal pela situacdo de vulnerabilidade imunoldgica e, muitas vezes,
com desfecho fatal™®.

Na SG, o reconhecimento e a instituicdo terapéutica muitas vezes acontecem
tardiamente devido as modificacOes fisiolégicas, com imprecisdo ao se utilizar diretrizes
ja estabelecidas na literatura. Os niveis das consequéncias materno-fetais vdo depender
da répida e adequada tomada de decisdo, onde a prioridade deve ser o equilibrio
homeostatico materno. A fase de manutencdo da perfusdo tecidual com reposicéo
volémica e drogas vasoativas (ressuscitacdo inicial) segue-se de oxigenacdo adequada,
controle do foco infeccioso e antibioticoterapia precoce™. O controle glicmico e, se
bem indicadas, a infusdo de corticoide e transfusdo sanguinea podem ser necessarios.
Em condicdes de viabilidade, a vigilancia e manutencdo da vitalidade do feto sdo
cruciais.

Nos casos de suspeita de CO, a amniocentese esta indicada para deteccdo do
foco infeccioso. Se este for de origem uterina, esta indicada a interrupcdo da gestacéo,
independente da idade gestacional. Em situacGes de focos ndo obstétricos, devem-se
realizar intervenges menos invasivas possiveis. A associacdo de SG e parto espontaneo

é quatro vezes maior que na gravidez ndo infectada'*®.



4 METODOS

4.1 Local do estudo

Realizado no biotério do Nucleo de Investigacdo Experimental da Faculdade de
Ciéncias Médicas de Campina Grande, no periodo de dezembro de 2013 a julho de
2014.

4.2 Tipo do estudo

Estudo prospectivo, experimental, analitico e de intervencao.

4.3 Selegdo

Foram incluidas de forma ndo probabilistica, no entanto, aleatéria 30 ratas
Wistar (Rattus norvegicus, rodentia mammalia), com idades aproximadas de 90 dias, e
pesos entre 270 e 300 mg, provenientes do biotério do Nucleo de Investigacdo
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande- Paraiba.
Confinadas em gaiolas de polipropileno e mantidas em temperatura e iluminacao
controladas em esquema claro/escuro (07:00 light / 19:00 dark), com oferta de ragéo e
agua ad libitum. Foram excluidos os animais que apresentaram qualquer sinal de
infeccdo ou trauma desde 0 momento da selecdo, acasalamento, acompanhamento da

prenhez até a inducdo do modelo de PFA.

4.4 Procedimentos

4.4.1 Técnicos:

O experimento foi conduzido em duas fases:

Fase I: Desenvolvimento do modelo

experimental
4.4.1.1 Acasalamento
Foram randomizados, para o acasalamento, dez ratos machos Wistar, com idade

de 90 dias e peso corporal entre 300 e 350g, higidos e mantidos sob mesmas condigdes

das ratas selecionadas. Utilizou-se o0 método poligdmico de acasalamento (harém), no
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qual, ao final da tarde, trés fémeas para um macho foram postos em gaiola Unica. Na
manhd seguinte foi realizado o esfregaco vaginal, com auxilio de haste de algodao
umedecido com &gua destilada, introduzido na vagina das fémeas, em movimento
giratdrio e, em seguida, o material coletado foi transferido para laminas histoldgicas e
observados em microscopio 6ptico. Considerou-se diagnéstico de acasalamento positivo
a presenca de espermatozdide ou tampédo vaginal mucoso, o que ocorreu em 15 ratas,
sendo este método recomendado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
para provavel positividade e consideracdo como dia zero da prenhez.

4.4.1.2 Acompanhamento da prenhez pré-indugdo da PFA

Quinze ratas que tiveram resultado de esfregaco vaginal positivo foram
acondicionadas em gaiolas isoladas, com as condi¢cGes ambientais adequadas. Dessas,
cinco ratas foram alocadas como grupo estudo A, cinco como grupo estudo B e cinco

como grupo controle (C).

4.4.1.3 Preparo da solucéo de fezes autogenas a 10 %

As fezes autdgenas recém-defecadas das 15 ratas foram coletadas
individualmente, por método de ordenha, sem alteraces macroscopicas (sangue, muco
ou pus). Dois gramas de fezes foram diluidos em 20 ml de soro fisioldgico a 0,9%. Essa
solucdo a 10% foi homogeneizada e filtrada com gaze no intuito de retirada de grandes

particulas, minutos antes da inducéo da PFA.

4.4.1.4 Inducao do modelo de PFA em ratas Wistar prenhes

No intuito de producdo de peritonite e, consequente SG foi injetado trés ml/Kg e
quatro ml/Kg da suspensdo filtrada de fezes a 10%, nos grupos A e B, respectivamente,
no nono dia pos-esfregaco vaginal positivo, por via intraperitoneal, na fossa iliaca

esquerda, com agulha 30 x 12 milimetros.
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4.4.1.5 Acompanhamento pds-inducdo da PFA

Foi realizado o controle periddico das dez ratas dos grupos estudo A e B, ap6s a
inducdo da PFA, através da analise clinica do peso, temperatura corporal, ericamento

piloso, comportamento ou outros sinais de estresse infeccioso.

4.4.1.6 Inventario das cavidades abdominal e toracica das ratas puérperas e avaliacdo
dos conceptos ao nascimento: Selecdo do modelo de peritonite fecal

As ratas puérperas submetidas a PFA foram eutanasiadas através da inalacdo de
dose letal de anestésico do tipo halotano a 100% e se submeteram a incisdo téraco-
abdominal mediana com inventario das cavidades abdominal e torécica para avaliagcdo
dos achados associados a peritonite induzida.

Os animais recém-nascidos dos trés grupos foram inspecionados e pesados em
balanca de precisdo. Os aspectos morfologicos das estruturas do cranio foram descritos,
com especial atencdo aos olhos. Apds a eutanasia por decapitacdo, 0s pesos dos cranios
foram aferidos e os encéfalos foram cuidadosamente removidos, ambos pesados em
balanca de precisdo e postos em base sélida para observacdo da manutencdo da forma e

percepcao tatil da consisténcia.
Fase Il: Intervencdo com esquemas terapéuticos

4.4.1.7 Intervencao terapéutica

O modelo de PFA utilizando-se quatro ml/Kg da solucdo de fezes autdgenas a
10% foi selecionado apds os achados resultantes da infeccdo induzida nas ratas e em
seus conceptos. Em outras quatro ratas selecionadas, sob mesmas condi¢des das da fase
de desenvolvimento do modelo (fase 1), foram induzidas a PFA pelo modelo
estabelecido e foram alocadas em dois grupos para a fase de intervencéo:

Grupo 1: Inoculacdo de moxifloxacino-dexametasona intraperitoneal:
Duas ratas com PFA com dose de quatro ml/Kg da suspensao filtrada de fezes a 10%,
no nono dia de prenhez, foram tratadas com a combinacdo de moxifloxacino-
dexametasona em doses de 15mg/kg e 2,5mg/kg, respectivamente, por via

intraperitoneal. O esquema foi inoculado em 48 e 72 horas ap0s a inducdo da peritonite.
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Grupo 2: Inoculacdo de meropenem intravenoso: Duas ratas submetidas ao
protocolo de indugéo de PFA acima mencionado, receberam meropenem intravenoso,
em dose de 40mg/kg/dia. O esquema foi inoculado em 48 e 72 horas apés a inducéo da
peritonite.

4.4.1.8 Inventario das cavidades abdominais e torécicas das ratas pos- intervencao
terapéutica e pds-parto
Apb6s 0 nascimento dos conceptos, procedeu-se a eutandsia das ratas com
inalacdo de dose letal de anestésico do tipo halotano a 100%. Foi realizada inciséo
toraco-abdominal mediana e andlise das estruturas intracavitarias abdominais e
toréacicas. Foram realizadas fotodocumentacGes dos achados com maquina de fotografia
digital modelo Canon EOS 1000 D - 10 megapixels e classificados como presenca ou

auséncia de abscessos nessas cavidades.

4.4.1.9 Avaliacéo fenotipica dos conceptos ao nascimento

- Foram realizadas fotodocumentaces dos conceptos logo apos o nascimento,
com maquina de fotografia digital modelo Canon EOS 1000 D - 10 megapixels.

- Foram realizadas as medidas do peso corporal com balanca de preciséo.

- Foram avaliados o0s globos oculares por inspecdo e realizadas
fotodocumentacdes.

- Foi realizada a eutanasia dos conceptos logo apds o nascimento, sob anestesia
com halotano a 100%, onde foram decapitados na linha imaginaria infra-auricular. Os
pesos dos cranios foram feitos em balanca de precisdo. Realizou-se a craniotomia, com
remocao cuidadosa do encéfalo, sendo mensurados os pesos destes, usando balanca de
precisdo. Os encéfalos foram postos em base solida para observacdo da manutencdo da
forma e percepcao tatil da consisténcia, sendo considerados amolecidos quando da nédo

manutencdo da estrutura quando comparados aos encéfalos do grupo controle.

4.4.2 Procedimentos analiticos

As variaveis qualitativas foram expressas por suas frequéncias absolutas e
relativas. As variaveis quantitativas foram expressas por suas médias e desvio-padrdes.
Para os dados que passaram no teste da normalidade, foi utilizado o teste t de Student

para diferencas entre médias. Para os parametros que ndo passaram no teste da
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normalidade, foram utilizadas analises estatisticas através do teste de Mann-Witney para
diferencas entre médias de amostras, teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn para
comparacdes multiplas entre médias. P < 0.05 foi usado para rejeicao da hipotese de

nulidade.

4.4.3 Procedimentos éticos

Foi conduzido de acordo com as leis nacionais para 0 uso de animais em
pesquisas, assegurando-se as normas éticas de Russel e Burch, e aprovado pelo comité
de ética em experimentacdo animal da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande - Paraiba - Brasil, nimero do Projeto: 0036/20112013. CIACEP/CONCEA
ndmero 01.001.2012. Aprovado em: 20 de novembro de 2013 (ANEXO A).



5 RESULTADOS

Os dados dos parametros de todos os animais do experimento estdo tabelados no
APENDICE A.

Resultados da FASE I: Desenvolvimento do modelo

experimental

Das 30 ratas selecionadas, 15 apresentaram resultado positivo ao esfregaco
vaginal, sendo alocadas nos grupos estudo A e B e controle C. Das cinco ratas do grupo
A, trés estavam prenhas, das do grupo B, quatro e do grupo C, trés, havendo 33% de
falsos positivos com o método do esfregaco vaginal. A tabela 1 evidencia a positividade
do esfregaco vaginal e o nUmero de conceptos nascidos em cada grupo, sendo 26 no

grupo A, 26 no grupo B e 39 no grupo C, num total de 91 conceptos nascidos vivos.

Tabela 1: Dados das ratas dos grupos estudo A (PFA com dose de trés ml/Kg), B (PFA
com dose de quatro ml/Kg) e C (sem PFA) com relacdo a positividade do esfregaco
vaginal e o nimero de conceptos por rata em cada grupo.

Ratas Grupo Positividade NUmero de
(esfregaco vaginal) conceptos/rata
01 A + 11
02 A + 00
03 A + 11
04 A + 04
05 A + 00
06 B + 00
07 B + 06
08 B + 09
09 B + 04
10 B + 07
11 C + 15
12 C + 13
13 C + 11
14 C + 00
15 C + 00
Total: 15 15 15 91

Ap6s o parto, eutandsia e toraco-abdominotomia mediana, 0 inventario
intracavitario das ratas dos grupos A e B foram realizados e demonstrou abscessos

abdominais e/ou toracicos.
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A tabela 2 demonstra a presenga ou ndo de acometimento intracavitario
abdominal e/ou torécico das ratas onde se induziu PFA. Foi considerada maior
gravidade a presenca de abscessos em ambas as cavidades.

No grupo A, houve abscessos abdominais exclusivos em duas ratas (40%) e néo
houve o acometimento abdominal ou tordcico em trés (60%). No grupo B houve uma
rata (20%) com abscessos torécicos exclusivos, trés ratas (60%) com abscesso em

ambas as cavidades e uma rata sem este acometimento abdominal ou toracico (20%).

Tabela 2: Descricdo dos inventarios intracavitarios quanto a presenca ou auséncia de
abscessos nas cavidades abdominais e toracicas nas ratas dos grupos estudo A (PFA
com dose de trés ml/Kg) e B (PFA com dose de quatro ml/Kg).

Ratas Grupo Cavidade abdominal Cavidade toracica
(Abscessos) (Abscessos)
01 A presente ausente
02 A ausente ausente
03 A ausente ausente
04 A presente ausente
05 A ausente ausente
06 B ausente presente
07 B presente presente
08 B presente presente
09 B presente presente
10 B ausente ausente

Os abscessos das cavidades abdominais e toracicas foram documentados como

demonstram as figuras 1-4.

Figura 1. Abscesso retroperitoneal residual na parede abdominal lateral esquerda fechada pelo
rim esquerdo. A rata tinha recebido quatro ml/kg da suspensdo filtrada de fezes autogenas a 10%.
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Figura 2. A) Abscessg residual em rata pés PFA quétro ml/kg da suspensdo filtrada de fezes a
10%; B) Visdo detalhada do mesmo abscesso aberto mostrando uma massa amarelada sem odor em rata
po6s PFA com quatro mi/kg da suspenséo filtrada de fezes a 10%.

Figure 3. A) Abscesso. A rata tinha recebido quatro ml/kg da suspensao filtrada de fezes
autogenas a 10%; Visdo detalhada do mesmo abscesso. A rata tinha recebido quatro
ml/kg da suspensao filtrada de fezes autogenas a 10%.

Figura 4: Abscesso residual ou cicatrizes dentro do pulmao esquerdo. A rata  tinha recebido
quatro ml/kg da suspensdo filtrada de fezes autdgenas a 10%.
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Os dados dos conceptos das ratas do grupo C (controle) estdo demonstrados nas
figuras 5A, 5B, 6A e 6B.

Figura 5: A)Recém-nascido do grupo controle. Pele encobrindo o cranio; B) Apds a remocao da pele que
cobria o cranio, os cristalinos estavam transparentes

A média da medida do cérebro dos ratos recém-nascidos do grupo C-controle foi
de 1.2 cm em sua maior extensdo (da cabeca em direcdo a cauda). A disposicdo
estrutural quanto a forma estava preservada e a consisténcia era firme (parenquimatosa).
(Figuras: 6A e 6B).

Figura 6: A) Cérebro isolado ap6s a disseccdo. Medida do cérebro de recém-nascido de rata controle.
Tamanho normal; B) Cérebro isolado ap6s a disseccdo. Disposicao em superficie sélida da estrutura
cerebral de recém-nascido de rata controle. Sem anormalidades aparentes.

Em 26 conceptos das ratas do grupo A, trés (11.5%) dos recém-nascidos nédo
mantinham intacta a forma e estavam com consisténcia amolecida e em quatro (15.3%)
destes puderam ser observadas cataratas congénitas, sendo dois bilaterais e dois
unilaterais. Dos 26 conceptos das ratas do grupo B, cinco (19.2%) dos recém-nascidos
ndo mantinham intacta a forma e estavam com consisténcia gelatinosa e em nove
(34.6%) destes puderam ser observadas cataratas congénitas, sendo sete bilaterais e dois

unilaterais. Figuras 7-11.
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Figura 7: A) Remocéo da pele do cranio de recém-nascido de rata que recebeu quatro ml/kg
de suspensédo fecal a 10%. B) Visdo detalhada da opacificacdo do cristalino em

recém-nascido da rata que recebeu quatro ml/kg de suspenséo fecal a 10%.

Figura 8: Visdo detalhada de ambos os olhos com opacificagdo nos cristalinos em recém-nascido de rata
que recebeu quatro ml/kg de suspensdo fecal a 10 %.

Figura 9: Visdo detalhada do olho esquerdo com opacificacdo na lente de recém-nascido
de rata que recebeu quatro ml/kg de suspensdo fecal a 10%.
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Figura 10: Visdo durante cuidadosa disseccdo. Cérebro com consisténcia amolecida de recém-nascidos
de rata que recebeu quatro ml/kg da suspenséo filtrada de fezes autdgenas a 10%.

Figura 11: Cérebro isolado apo6s a dissecgdo. Alteragdo na disposi¢do em superficie sélida
da estrutura cerebral de recém-nascido de rata que recebeu quatro ml/kg da suspenséo
filtrada de fezes autdgenas a 10%. Cérebro com consisténcia amolecida.

A média dos pesos dos recém-nascidos das ratas que receberam quatro mi/kg da
suspensdo filtrada de fezes autdgenas a 10% foi significantemente menor que daqueles
cujas ratas tinham recebido trés ml/kg da suspensdo filtrada de fezes autdégenas a 10%:

{XB (quatro ml/Kg): 5.56 g +/- 0.5g versus XA (trés ml/Kg): 5.80 g +/- 0.97g —
p =0.0194}.

Entretanto, as médias do peso dos encéfalos ndo mostraram nenhuma diferenca
estatistica: {XB (quatro ml/Kg): 1.189 +/- 0,29g versus XA (trés ml/Kg):1.19 g +/-
0,03g — p = 0.3770}, mas ambas as médias foram significantemente menores que as
médias do grupo controle {XC (controle):1.21g +/- 0.08g — p=0.0004}.

Resultados da FASE I1: Intervences terapéuticas

A selegdo das quatro ratas que constituiram os grupos 1 (Duas ratas com
moxifloxacino-dexametasona) e 2 ( Duas ratas com meropenem) na fase de PFA com

intervencéo terapéutica foi de forma aleatoria.
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Na tabela 3 encontram-se os dados intracavitarios das ratas dos grupos 1 e 2.
Apos a eutandsia e inventario das cavidades abdominais e tordcicas foram observados
abscessos em ambas as cavidades nas ratas do grupo 2 e auséncia de abscessos nas do
grupo 1.

Tabela 3: Descrigdo das ratas dos grupos estudo 1 e 2 (PFA com dose de quatro
ml/Kg), do esquema de inoculacdo terapéutica, do tempo de inoculagdo pds-PFA, das
vias de administracdo e presenca ou auséncia de abscessos nas cavidades abdominais e
torécicas.

Ratas | Grupo Inoculacéo Tempo de Via de Cavidade Cavidade
terapéutica inoculagdo | administragdo | abdominal torécica
p6s PFA (Abscessos) | (Abscessos)
01 1 Moxifloxacino | 48 e 72h IP ausente ausente
-dexametasona
02 1 Moxifloxacino | 48 e 72h IP ausente ausente
-dexametasona
03 2 Meropenem 48 e 72h v presente presente
04 2 Meropenem 48 e 72h v presente presente

As médias dos pesos corpdreos dos recém-nascidos e de seus encéfalos das ratas
que receberam quatro ml/Kg da suspensdo de fezes a 10% e a intervencdo com
moxifloxacino-dexametasona foram significantemente menores do que os similares
nascidos das ratas do grupo controle (X1 = 5,563 + 0,514 g versus XC = 5,618 + 0,326
g-p=0,0416 e X1 = 0,170 £ 0,029 g versus XC = 0,201 + 0,016 g — p = 0,001),
respectivamente.

Os cérebros dos ratos recém-nascidos, nos quais as ratas receberam a
combinacdo de moxifloxacino - dexametosa intraperitoneal em 48 e 72 horas foram
morfologicamente normais e com consisténcia firme e nenhuma CC foi observada em
todos os 20 conceptos desse grupo.

Os cérebros de 22 ratos recém-nascidos, 0s quais as ratas receberam meropenem
intravenoso em 48 e 72 horas, foram considerados normais em morfologia e
consisténcia, entretanto, em trés casos (13,6%), opacificacdo do cristalino pode ser

observada, onde duas eram bilaterais e uma, unilateral.




6 DISCUSSAO

A percepcdo, racional e logica, dos fendmenos que cercam os individuos
estimula a propagacdo da Ciéncia. O pesquisador engaja-se na busca da compreensao
cientifica daquilo que o chama atencéo e, por lacunas nesse conhecimento, desenvolve
experimentos que se transformam epistemologicamente.

O Ndcleo de Investigacdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas de
Campina Grande vem desenvolvendo linhas de pesquisa em infeccdo experimental,
abrangendo duas vertentes — infeccdo e envelhecimento e infeccéo e gravidez, periodos
de maior susceptibilidade e desfechos clinicos desfavoraveis. O presente estudo faz
parte da vertente infeccdo e gravidez, permitindo investigacdes e intervencoes
terapéuticas que possam evitar esses danos. (Anexo 1)

As enfermidades que se manifestam em momentos de vulnerabilidade
imunologica, tanto inata quanto adquirida, tais como, infancia, gravidez,
envelhecimento, depressdo, infeccbes sdo de dificil conducdo e carecem de maior
entendimento devido aos altos indices de internamentos hospitalares e
morbimortalidade, com grave impacto socioecondmico***’. Diversos fatores acrescem
esses dados a causa imunologica de per si, dentre eles, o0 maior arsenal das acdes de
sobrevivéncia neonatal, a maior expectativa de vida, a resisténcia biologica entre
microrganismos e o uso inadequado de antimicrobianos.

A evolucdo da engenharia genética, com mudancas comportamentais entre as
mulheres, como a opcdo da primiparidade tardia com ou sem uso dos métodos de
fertilizacdo assistida, também veio contribuir para um maior niumero de casos de
gestacdes complicadas e de maior risco para processos infecciosos. Modificacdes do
estado hemodinamico gravidico pode implicar em uma maior dificuldade no
reconhecimento e conducdo dos casos de infeccBes localizadas ou generalizadas. A
propedéutica existente, invasiva ou nao, deve ser prontamente instituida na vigéncia de
um estado infeccioso materno®®®*. Distlrbios infecciosos abdominais na gestacdo®*°®
sdo mais dificilmente detectados e, por isso, o quadro clinico insidioso favorece a rapida
disseminacdo de microorganismo. A hipédtese da translocacdo dos agentes infecciosos e
suas enterotoxinas, decorrentes da inoculacdo da suspensdo de fezes autdgenas
intraperitoneal para a corrente sanguinea em ratas prenhas, tem suporte em outros

experimentos recentemente publicados'™, e, embora a realizacdo de hemocultura para
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esta comprovagédo ndo tenha sido objetivo desse estudo, 0s danos cerebrais e oculares
encontrados podem ter relacdo etiofisiopatogénica com esta disseminagao.
Infeccdo grave gestacional é um fator de risco importante para o concepto no

52-70. Uma

desenvolvimento de doencas neuropsiquiatricas, incluindo esquizofrenia
hipotese, com relevante suporte cientifico, sugere que uma SG ocorrida nas fases do
desenvolvimento inicial do cérebro predispde o recém-nascido a anomalias precoces ou
tardias, possibilitando alteracdes funcionais graves, como por exemplo, a emergéncia de
alteragBes psicopatologicas do comportamento na vida adulta. Essa hipdtese de
associacdo desses fendbmenos tem recebido considerdvel apoio de investigacdes
realizadas em varios modelos experimentais bem estabelecidos incluindo ratos e
camundongos'®. Novas possibilidades de intervencdes precoces, inclusive em fases
sem manifestacdes da doenca, vém sendo desenvolvidas para a prevencao e tratamento
da esquizofrenia, baseados nos aspectos etiopatogénicos prenatais'>*" 42 43161,

Numa situacéo clinica real, uma paciente gravida desenvolveu quadro de choque
séptico a partir de um foco abdominal por apendicite perfurada detectada em fase tardia
da doenca, e seu concepto nasceu com alteracdes congénitas encefalicas e oculares*®. A
hipdtese de que uma infeccdo grave materna, num periodo critico do desenvolvimento
fetal, possa alterar a morfofuncionalidade de diversos 0Orgdos, estimulou o
desenvolvimento dessa investigacdo experimental e pode ser testada em ratas Wistar.

Os orgdos com alto nivel de diferenciacdo, em se tratando de desenvolvimento,
tais como, o SNC e olhos, enseja a maior possibilidade de malformac6es congénitas
secundarias a um insulto infeccioso grave materno, a depender do estagio da
organogénese fetal.

A partir da concepcdo, as células imunoldgicas inatas e adquiridas maternas
tendem as modificacBes fisioldgicas balanceadas, no intuito de protecdo ao feto,
garantindo seu adequado desenvolvimento, onde a barreira uteroplacentaria serve de
filtro nesta cadeia. Um desequilibrio neste sistema, decorrente de diversas etiologias
onde a septicemia € uma das mais graves, faz romper esta dindmica, sendo o cerne para
inimeras doencas do desenvolvimento infantil.

Em modelos experimentais de endotoxemia materna, na fase tardia da gestacéo,
ndo houve comprometimento do sistema nervoso central®®. Todavia, com o uso de
endotoxinas de Escherichia coli em ratas com tenra idade gestacional, necrose neuronal
pode ser identificada em seus conceptos ao nascimento. A literatura sobre infecgdo em

mulheres gravidas como fonte de alteragdes cerebrais vem crescendo 12°8:3961-7185>
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91.98,99.111-13,115-29,132-33.136.160-62 'y entanto, ainda ndo fora demonstrado a associacdo de

peritonite e catarata congénita. Na mais vasta busca do conhecimento estabelecido, o
efeito deste mesmo insulto, no periodo critico de organogénese, quanto aos danos nas
estruturas oculares, ainda requer maiores investigagdes. Na elaboracdo do modelo
experimental desta investigacdo, se considerou o periodo de maior complexidade da
formac&o dos conceptos da espécie animal selecionado, ou seja, 0 nono dia de gestacao,
e, portanto, passivel de maior susceptibilidade aos estimulos infecciosos.

Diversos modelos de inducdo de peritonite’*®

ja foram estudados, com relacdo
ao tipo da substancia inoculada, técnica empregada e carga microbioldgica translocada.
A escolha do modelo de inoculacdo intraperitoneal de uma solucdo de fezes autdgenas
neste estudo foi amparada por aspectos de viabilidade e pela inferéncia de maior
possibilidade de aproximacao de uma situacao clinica real.

Outro aspecto relevante ¢ a dose de solugdes contendo enterobactérias
inoculadas dentro da cavidade abdominal e, consequentemente, a presenca e gravidade
da endotoxemia. A dose eficaz, no que concerne a produgdo de um modelo de peritonite
e sepse capaz de provocar as alteracdes em 0rgdos a distancia sem, no entanto, provocar
0 6bito, ainda é um desafio. Em investigacSes experimentais anteriores*®®, inoculando-
se a dose de cinco ml/Kg de suspensdo de fezes intraperitoneal em ratos, a taxa de
sobrevivéncia foi baixa, mesmo da utilizacdo de varias opc¢des terapéuticas. A partir de
estudos piloto, doses crescentes dessas suspensdes foram avaliadas, supondo-se que
doses de dois ml/Kg ndo trazem repercussdes importantes e que de 10 ml/kg sdo

potencialmente letais'®*

. A partir dessas consideracfes, o presente estudo hipotetizou a
criacdo de um modelo no estado gravidico e a avaliagdo de suas consequéncias fetais,
considerando-se as respostas imunoldgicas inerentes. Foi selecionada, inicialmente, a
dose de trés ml/Kg da solucdo de suspensdo fecal a 10% inoculada por via
intraperitoneal. As alteracGes observadas, apds o parto e eutanasia seguida por
inventario das cavidades abdominal e torécica das ratas aliadas aos dados dos cérebros e
olhos de seus conceptos ndo foram relevantes. Concomitantemente, com uma dose de
quatro ml/Kg da mesma solucdo, se pode obter um modelo reprodutivel de infeccbes
residuais graves no abdémen e no térax das ratas, sem aumentar a mortalidade destas, o
que permitiu a elegibilidade da dose do modelo e 0 seguimento desta investigacdo com
as intervencOes terapéuticas e os desfechos nos recém-nascidos de nova amostra . Estas
etapas serviram como fator norteador na sele¢do da dose mencionada, pois a ideia era

produzir insulto infeccioso grave, sem, entretanto, colocar em risco a vida da rata ou dos



41

fetos. Assim sendo, a investigagdo mimetizou septicemia e permitiu intervencdes com
diferentes acOes terapéuticas.

Estudos de inducdo de septicemia em ratos machos de diferentes idades ja foram
realizados no tocante a dose de inoculacdo perniciosa, potencialmente ndo letal,
chegando-se a dose de seis ml/Kg de suspensdo de fezes. Nos ratos jovens (entre seis e
12 meses) essa carga infecciosa produziu residuos graves de infeccdo no térax e no
abdomen desses animais, entretanto ela foi devastadora nos animais idosos (com 18
meses de idade cronolégica)'®, demonstrando que a idade é um fator preditor de
vulnerabilidade, tal como a gravidez. No estudo, a escolha da dose inicial de trés ml/Kg
se baseou nessas investigacdes anteriores e a selecdo da dose de quatro ml/Kg
demonstrou auséncia de mortalidade das ratas prenhas e desfechos compativeis com
septicemia e danos nos conceptos.

A compreensdo dos fendmenos que envolvem o sistema imunolégico materno e
suas consequéncias em recem-nascidos, apos uma infeccéo sistémica em seres humanos,
traz inumeras dificuldades, desde a obscura interface da intimidade materno-fetal aos
aspectos éticos diversos envolvidos™™. Além do mais, a translacdo dos achados
experimentais para seres humanos permanece induzindo as mudancas em conceitos
consagrados na literatura'®®, corroborando para a interrogacdo Sse 0s mecanismos
decorrentes da infeccdo induzida em ratas prenhas e 0s resultantes em seus conceptos
tém similaridade com aqueles em mulheres gravidas.

Estudos de bases moleculares detectam varios marcadores envolvidos na AIM e

consequéncias fetais'%’

, servindo para o intimo entendimento de fatores na cascata
inflamatdria e desordens celulares em varios sistemas, especialmente o neurolégico.
Nesta investigacdo, utilizando-se dados clinicos, tais como, a afericdo dos pesos
encefalicos dos ratos, bem como, a avaliacdo macroscopica destes demonstrou-se
alteracdes em tamanho, forma e consisténcia quando comparadas ao grupo controle.
Com base nestes dados, se podem aventar alteracfes microestruturais, 0 que servira para
verticalizacdo do conhecimento em outras investigacGes posteriores, no que concerne a
histopatologia encefalica e estudos neurofuncionais de conceptos.

Em seres humanos, o periodo critico da organogénese ocorre da quarta a oitava
semana do desenvolvimento embrionario e em roedores, ocorre entre o oitavo e décimo
segundo dia do periodo gestacional de vinte e um dias. Em ambas as espécies, todos 0s
orgdos e tecidos se originam dos folhetos primitivos ectoderma, mesoderma e

endoderma. O sistema nervoso central, bem como, os epitélios sensoriais do olho
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deriva-se do ectoderma; este se subdivide em ectoderma superficial e neuroectoderma,
0s quais ddo origem ao cristalino ocular e ao cérebro e retina, respectivamente. A
origem matriz embrionaria semelhante entre estes tecidos permite a suposi¢do de que,
nestes, podem ocorrer similaridades das respostas aos agravos inflamatérios ou
infecciosos. Assim sendo, levanta-se a hipotese indutiva de que os olhos dos conceptos
deste experimento apresentaram opacidades do cristalino, concomitantes as alteracdes
encefalicas.

Outras infeccOes e associagdo com doencas neuroldgicas e oculares ja estdo bem

estabelecidast®’ 142

, o entanto, a possibilidade de septicemia e CC ainda ndo tinham
sido demonstrada no estado da arte, o que permite, pela relevancia do tema, a
aprofundamentos em relagdo ao estudo de doencas ainda consideradas idiopaticas.

As atuais investigacdes sobre etiologia genética da CC'®?

podem vir a
direcionar praticas preventivas de aconselhamento genético, mas abrangera uma
pequena parcela da populacdo por questdes de acesso limitado a essas tecnologias. Sem

davida, a aplicagdo dos principios do programa VISION 2020™!

, reforcando a
necessidade do diagnostico precoce e possibilidade de eliminacdo de uma das maiores
causas de cegueira infantil como a catarata, tornar-se-& mais facil em paises
desenvolvidos, onde programa de cobertura vacinal contra infeccéo viral da rubeola tem
extrema eficacia, alem de adequada atencdo a saude materno infantil pré-natal. A
atencdo a possibilidade da associacdo de infec¢bes bacterianas sistémicas secundarias
aos agravos decorrentes de baixas condi¢fes sanitarias e inadequadas ac¢@es dirigidas a
salde publica de ordem primaria, com doencas neuroldgicas, psiquiatricas e
oftalmoldgicas, deve ser alvo de medidas profilaticas em todos os niveis.
Independentemente da etiologia, o tratamento da CC é eminentemente cirirgico
associado aos recursos de estimulacdo visual precoce, no entanto, os resultados

funcionais ndo sdo satisfatorios***™°, mesmo com o emprego de avancadas

tecnologias'’"®

, requerendo maior entendimento etiopatogénico, base de acOes
preventivas. Neste experimento, a associacdo de septicemia gestacional e catarata
congénita unilateral e bilateral permite ampliar as possibilidades etiologicas para esta
doenca, oferecendo recursos a medicina fetal de diagndstico e tratamento mais precoces.

A prética clinica preconiza antimicrobiano de amplo espectro, em situacdes de
peritonite secundaria a foco abdominal, e a op¢do por moxifloxacino, como
monoterapia ou em associacdes, é largamente utilizada, sendo comparada com outras

opcBes medicamentosas'®”’. As condutas profilaticas e/ou terapéuticas em situacdes de
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vulnerabilidade, tais como, infancia, gravidez, envelhecimento, imunodepresséo,
obesidade morbida, sdo mais desafiadoras pelas questdes inerentes a essas situagdes.
Ainda néo estdo completamente elucidados os melhores ETA como visto em diversos
trabalhos na literatura 78",

O emprego de quinolonas isoladas™® ou em combinacdo com corticosterdides,
tais como, moxifloxacino e dexametasona, uma associacdo terapéutica amplamente
utilizada no tratamento de doengas infecciosas oculares, por ter adequada penetracédo e
absorcdo pelo tecido conjuntival com eficacia comprovada, trouxe a suposicdo que seu
uso, por via intraperitoneal, também respondesse adequadamente em peritonite
infecciosa. A conjuntiva € uma membrana com alta vascularizagdo assim como o
peritdnio, portanto, com alto poder de absorgéo, o que impulsionou o uso dessas drogas
por similaridade entre as vias de administracdo, tendo a abordagem local como uma
possivel opcdo de controle do foco infeccioso. Comparando os resultados maternos e
fetais entre o0 grupo de animais que recebeu essa associagdo com 0 grupo que recebeu
meropenem intravenoso, os resultados, no que concerne as sequelas infecciosas nas
ratas e no desenvolvimento das alteracfes encefalicas e oculares nos conceptos, foram
estatisticamente melhores no primeiro grupo. A utilizacdo da via sistémica de
inoculacdo dos ETA em septicemia é a preconizada e ja bem estabelecida, no entanto,
dentre os recursos de controle do foco infeccioso, estdo as acbes locais e, nesta
investigacdo, optou-se por utilizar também a via intraperitoneal.

A conducdo de SG permanece um desafio, onde o atraso no reconhecimento da
doenca, a escolha inadequada do antimicrobiano e a dificuldade de escalonamento de
etapas de suporte sdo 0s maiores fatores para o 6bito materno e as sequelas fetais*®
180.181 * A escolha do antimicrobiano deve ser considerada com relacdo aos efeitos
teratogénicos assim como o uso de corticosterdides na gravidez, que é dose-dependente,
considerando os riscos e beneficios desta droga'®®. Nesta investigacdo, foi observado
que o uso da associacao de moxifloxacino- dexametasona intraperitoneal, nas doses de
40 mg/kg e 0.2 mg/kg, respectivamente, com 48 e 72 horas apds a inducdo da peritonite
foi aparentemente mais efetiva na acdo protetora contra lesdes oculares nos conceptos
oriundos da ratas com peritonite grave, quando comparados com o0 uso de meropenem
intravenoso, na dose de 60 mg/kg/dia, em 48 e 72 horas nas mesmas condicdes. Sabe-se
gue o uso de antibioticos via intraperitoneal em peritonites em humanos nao faz parte da
pratica rotineira, no entanto, em mulheres gravidas com infec¢do abdominal grave, o

uso de moxifloxacino- dexametasona intraperitoneal pode prover uma alternativa de
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tratamento, o que foi demonstrado neste modelo experimental. Vale ressaltar que os
tempos de intervencdo terapéutica sdo exageradamente elevados quando comparados a
correspondéncia temporal de seres humanos, o qual seria de aproximadamente de 60 a
90 dias entre o insulto e a intervencgdo. Para efeito de futuros estudos sera importante
que esse tempo seja reduzido para 6 horas ou no maximo 12 horas.

Em seres humanos é discutivel a instituicdo do antimicrobiano em situacdes de
bacteridria assintomatica pelos baixos indices de alteracGes maternas e baixa associagdo
com prematuridade ou baixo peso ao nascimento gravidas ***°. J& na septicemia de
foco abdominal, o inicio do antimicrobiano deve ser realizado na primeira hora apés a
deteccdo do estado séptico, com amplo espectro de a¢cdo, com uma ou mais drogas,
porém assim que detectado o foco infeccioso, deve-se limitar o espectro para fins de
minimizar efeitos adversos teratogénicos, salvo em infeccdo urinaria sintomatica em
que se deve manter terapia polimicrobiana™’>® >’ Na pesquisa vigente, a intencdo de
criar um modelo reprodutivel para melhor compreensdo de um insulto infeccioso grave
em ratas prenhas permitiu trazer a resposta a pergunta condutora no objetivo geral,
porém a dificuldade para translacdo desse conhecimento para seres humanos é a maior
limitacdo. Além do mais, & imprevisivel a resposta de esquemas terapéuticos testados
em animais de experimentacédo e sua adequacao para pacientes na pratica clinica.

A possibilidade de um estudo de base populacional, do tipo caso-controle em
mulheres gravidas que tenham sido expostas a septicemia, pode vir contribuir na
hipdtese desta associacdo com disturbios cerebrais e oculares congénitos ou de
desenvolvimento. Esses achados permitem a suposicéo de que infecgdes abdominais em
mulheres gravidas podem estar associadas as alteracbes nas estruturas cerebrais e
oculares de seus conceptos, servindo de adverténcia para acdes diagnosticas e
terapéuticas precoces. Esses danos podem ser evitados se a escolha do tratamento for

adequada, como enfatizado nessa investigacao.



7 CONCLUSAO

O modelo de peritonite fecal autégena com suspensao de fezes a 10% inoculada
por via intraperitoneal em ratas Wistar prenhas foi eficaz em reproduzir alteractes
enceféalicas e oculares em seus conceptos.

Os conceptos de ratas que se submeteram a peritonite fecal autdgena, com a dose
de quatro ml/kg da solucdo de suspensdo fecal autdgena a 10% mostraram cérebros com
forma e consisténcia alteradas quando comparadas aos do grupo controle, além do
desenvolvimento de catarata congénita.

Com a utilizacdo dos esquemas terapéuticos, nas ratas prenhas submetidas a
peritonite fecal autégena com a dose de quatro ml/Kg da suspensdo de fezes a 10%,

houve menor nimero de casos de conceptos com alteracGes encefalicas e oculares.
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ABSTRACT
PURPOSE:

To investigate the morphological aspects of brain and eyes in hewborn rats whose
mother underwent autogenously fecal peritonitis.

METHODS:

Four pregnant rats that underwent fecal peritonitis, with a 10% fecal suspension in
dose of 4 ml per kilogram received two antimicrobial treatments: 1. intraperitoneal
moxifloxacin and dexamethazone; and 2. Intravenous meropenem. After head
inspection, the brain consistencies and the eyes belonging to all offspring were
analyzed.

RESULTS:

The brains of newborn from rats that received 4 ml/kg of 10% suspension of feces
showed, significantly smaller and less than the firm consistency of those in the
control group. Congenital cataract was observed in 9 (34.6%). No cataract was
observed in the 20 newborn rats from the mothers that received the combination of
moxifloxacin and dexamethasone. Cataract could be observed in three (13.6%)
offspring from mothers that received meropenem.
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CONCLUSIONS:

Peritonitis can produce brain damage and congenital cataract in rats. The
translation to humans is that intra abdominal infection in pregnant women may be
associated with damage in brain and eye structures of their concepts. This can be
averting using the adequate early therapeutically approach.

Key words: Peritonitis; Quinolones; Carbapenems; Cataract; Rats

INTRODUCTION

The most important treatable cause of childhood remains untreated or poorly
treated cataract, which is responsible for 5-20% of all cases, although corneal
scarring can present similar or even higher prevalence in some countries® ~ 2.It can
be diagnosing at birth or shortly thereafter, or even it develops during the first two

years of life? &,

Among the causes of human congenital cataract are intrauterine infections
(toxoplasmosis, rubella, cytomegalovirus, herpes, varicella and syphilis).Worldwide,
it is estimated that more than 100 000 infants are born with congenital rubella
syndrome (CRS) each year, and the burden in developing countries is very high.
Congenital cataract is one of the corn stone of this syndromeZ ' &, However, the
majority of cataracts in newborns are genetically caused? ~ 1. The mutations in
structurally and functionally important genes such as EPHAZ2 in the lens may
contribute to a significant proportion of the congenital cataract burdeni2. There
have been other suggestions of a possible association between pregnancy events
and congenital cataracts, including: very low birth weight; maternal substance
abuse; urinary tract infection; and aspirin ingestioni2,

As regard to experimental model of this disease, it is well recognized that
congenital cataract is present in over 45% of the offspring of diabetic rats®.
Pregnant rats with hypercholesterolemia can also have pups with congenital
cataract?. Additionally, excessive maternal caffeine exposure during pregnancy can
be cataractogenic for neonatal crystalline lenses in these animals®>.

Several mouse models of congenital cataract have genetic basis as exemplified by
the following: (i) the most frequent mutations in congenital cataracts affect genes
coding for y-crystallins (gene symbol: Cryg); (ii) some postnatal, progressive
cataracts have been characterized by mutations in the B-crystallin encoding genes
(Cryb); (iii) mutations in genes coding for membrane proteins like MIP or connexins
lead to congenital cataracts; (iv) mutations in genes coding for transcription factors
such as FoxE3, Maf, Sox1,andSix5 cause cataracts; (v) mouse models suffering
from hereditary age-related cataracts have not yet been characterized genetically®.
It has also been described a mouse mutantAca47 that carries a missense mutation
in the Lim2 gene (c.T151C; p.C51R) that leads to decreased sizes of eye axis and
lens. Since homozygous mutants further develop congenital lens opacities, Aca47
might be used as a model for congenital cataract formation in humansZ.

Gram-negative urinary tract infections can complicate human pregnancies.
However, the effects of maternal endotoxemia from these microorganisms have
rarely been evaluated by animal experiments or by human investigations. The main
affected area from this aggression is the central nervous system2&,
Neuroinflammation can sensitize the brain to injurious insults in the embryonic
development and produces several anomalies in this system, however not
specifically in the eye embryology this injury has been described*2. On the other
hand, autoimmune optic neuritis is a common early manifestation of multiple
sclerosis, yet early therapeutic interventions for this disease often have high ocular
toxicity associated with increased risks for glaucoma, cataract, or retinopathy. This
phenomenon can be studied in rat model®,
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To the best of our knowledge there is no experimental rat model associating
bacterial peritonitis and congenital cataract. Thus, the purpose of this study is to
report the occurrence of this congenital anomaly in newborn rats from mothers that
underwent autogenously fecal peritonitis early in pregnancy; and also to show two
antimicrobial treatments for sepsis and their effects in the prevention of this
condition.

METHODS

This was a prospective and interventional study and all experiments were
conducted in accordance with the national laws for the use of animals in research
and approved by the local Ethical Committee at Medical School from Campina
Grande - Paraiba, Brazil.

The study design was threefold: 1%: To develop a model of autogenously fecal
peritonitis in pregnant rats in a way to produce significant brain damage in the
offspring. With this aim it was injected into the abdominal cavity 3ml/kg and
4ml/kg of autogenously filtered 10% fecal suspensions in two groups of 10 animals
each at the 9""day of proved pregnancy. After pup birth the female adult rats
underwent abdominal and thorax inventory for assessing the findings associate with
the peritonitis. The weights of the offspring and their brain were recorded. The
morphological aspects of the newborn animals were also described, with special
attention to the head structures and the central neural system. Ten animals without
any intervention were used as a control group.

2"9: After concluding that the most damaging model for the central nervous system
was the injection into the peritoneal cavity of 4ml/kg of filtered 10% fecal
suspension at the 9" day of proved pregnancy, two rats with autogenously
peritonitis were treated with the combination of moxifloxacin and dexamethasone
at the single intra-peritoneal doses of 40mg/kg and 0.2mg/kg, respectively. Both
drugs were given at 48 h and 72 h after peritonitis induction.

3": Using the same model two pregnant rats as the above mentioned protocol
received a single doses of meropenen 60 mg/kg/d i.v at 48 h and 72 h after
peritonitis induction.

Since after birth the offspring were separated from their mothers and inspected for

any congenital malformation and weighed in a precise scale. They were euthanized

by halothane and decapitated. After close morphological inspection, the brains were
carefully removed and equally weighed.

The quantitative parameters were expressed by their mean and standard deviation.
As the parameters did not pass the normality test, the following statistical analyses
were used: the Mann-Witney test for unpaired mean differences, the Kruskal-Wallis
test and the post-test of Dunn for multi comparisons among means. p<0.05 was
used for rejecting the null hypothesis.

RESULTS

After delivery the two groups of rats were euthanized and the abdomen and thorax
were widely open for inspection, and pictures were taken for recording the lesions.
The multiple infected lesions, inside both cavities, were more frequent and evident
in their aggressiveness appearance into the pregnant rats that received 4ml/kg of
autogenously filtered 10% fecal suspensions when compared with those that
received 3ml/kg (Figures 1-4)
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FIGURE 1 -Residual retroperitoneal abscess in the left lateral abdominal wall close by the left
kidney could be observed. The pregnant rat had received 4ml/kg of autogenously filtered 10%
fecal suspension.

FIGURE 2 A. Residual abscess opened showing a yellowish mass with no odor. Microbiological
study revealed no bacteria.

FIGURE 2B. Closer view of the same abscess.

FIGURE 3A. Residual abscess close by the uterus could be observed. The pregnant rat had
received 4ml/kg of autogenously filtered 10% fecal suspension.

FIGURE 3B. Closer view of the same abscess.

FIGURE 4 Residual abscesses or scars within the left lung. The pregnant rat had received
4ml/kg of autogenously filtered 10% fecal suspension.

The mean weight of newborn rats from the animals that received 4 ml/kg of 10%
autogenously fecal suspension was significantly smaller than those from animals
that received 3 ml/kg of 10% autogenously fecal suspension:{(4 ml/ Kg) - X,5.56 g
+ 0.5g versus X; (3ml/ Kg): 5.80 g £ 0.97g - p = 0.0194}; however, the mean
weight of the encephalic organs showed no significantly statistical difference: {(4
ml/ Kg) - X, 1.18g + 0,299 versus X;(3ml/ Kg) -1.19g £ 0,03g - p = 0.3770}; but
either means were significantly smaller than the mean weight of the control ones
(Xcontror1.21g £ 0.08g - p=0.0004).

The most striking observations in the newborn rats from mothers that received
4ml/kg (10% fecal suspension) were in encephalic and eye organs. The brains from
these offspring were jelly like organs that could not maintain intact the morphology
(shape) and in 9 (34.6%) from 26 puppies congenital cataracts could be observed;
seven had bilateral and two unilateral (Figures 5-14).

FIGURE 5A. Normal offspring from control group. Thin membrane (blepharophimosis) over the
normal eyes can be observed.

FIGURE 5B. After removal of the blepharofimosis and the skin of the skull, the lenses are
transparent

FIGURE 6 Skin removed from skull of an offspring from a mother that eceived 4ml/kg of fecal
suspension. Newborn with bilateral congenital cataract.

FIGURE 7 Offspring from a mother that received 4ml/kg of fecal suspension with congenital
cataract. Close view of the eyes with lenses opacification.

FIGURE 8 Offspring from a mother that received 4ml/kg of fecal suspension with congenital
cataract. Both eyes with lens opacification.
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FIGURE 9 Offspring from a mother that received 4ml/kg of fecal suspension with congenital
cataract. Both eyes with lens opacification. Closer view.

FIGURE 10 Offspring from a mother that received 4ml/kg of fecal suspension with congenital
cataract. Close view of the left eye with lens opacification.

FIGURE 11 Offspring from a normal control mother. Normal brain.
FIGURE 12 Offspring from a normal control mother. Normal brain.

FIGURE 13 Like brain from an offspring from a rat that received 4 ml/kg of 10% fecal
suspension inside the abdomen. View during careful dissection.

FIGURE 14 Jelly like brain from an offspring from a rat that received 4 ml/kg of 10% fecal
suspension inside the abdomen. Isolated brain, after dissection.

The normal offspring rat encephalic area measured at an average of 1.2 cm for the
largest extension (from head to tail direction). The normal consistency was
parenchyma one (Figures 11 and 12).

The brains from the offspring of rats that received 4/ml/kg of 10% autogenously
fecal suspension were jelly like consistency (brain melting) and could not be
maintained in their normal position or appearance (Figures 13 and14).

The brains from the newborn rats, which mothers had received the combination of
moxifloxacin and dexamethasone at the single intraperitoneally doses of 40 mg/kg
and 0.2 mg/kg, respectively were morphologically normal, the brains were also of
gross normal morphology and consistency, and no single cataract was observed in
all 20 offspring.

The brain morphology of the newborn rats, which mother have received
intravenous meropenem were close to normal as regard to the consistency and
shape; however in three (13.6%) out of 22 of these offspring, opacification of the
normally transparent crystalline lens (cataract) could be observed; two were
bilateral and one unilateral.

DISCUSSION

There is no doubt that the enforcement of the VISION 2020 principles may
eliminate congenital cataract as the main cause of childhood blindness?, however
the lack of resources in the developing countries may impair the fundamental
human right of child, which is to have the right to sight. Taking into account that
rubella is one of viral infection that frequently can produce cataract in newborns in
which the pregnant mothers had this infection early in the organogenesis phase,
and less-than-optimal postoperative visual outcome for surgical treatment of this
condition frequently occurs, one can suggests the need to look at primary
prevention of rubella, especially in developing countries. Thus, rubella prevention is
an urgent task in order to improve maternal and child health avoiding the rubella
syndrome that includes congenital cataract. Thus, avert this disease based on
genetics alteration? ' &, To achieve this important goal is necessary that a high
coverage immunization for this viral infection should be implemented before
childbearing age.
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As regard to offspring from experimental diabetic rats, the treatment with Morus
alba extract can be ameliorated effect of mulberry leaves on retinal
neurotransmitters, retinal neuronal cells and anti-cataract activity, attributed to its
flavonoids content, which shows potential anti-oxidative activity and has potential
hypoglycaemic and anti-hypercholesterolemic effects?.

The literature regarding bacterial infection in pregnant human beings as a source of
brain damage is scarce and no reference was found linking peritonitis and
congenital cataract.

Maternal endotoxemia, in rat late gestation, seems not to induce fetal rat
endotoxemia from maternal endotoxemia, and consequently could not affect the
central nervous system. Although neuronal necrosis can be identified in offspring
from rats at appropriate gestational ages with E. coli endotoxin®, the effect of the
same insult early in the organogenesis phase has not yet been studied. Thus, the
present investigation is original and provides a nhewborn rat model for brain damage
and congenital cataract from severe infected mothers.

It is relevant to stress the difference of the amount of enterobacteria and
consequently the endotexemia injected into the abdominal cavity of pregnant rats
regarding the effect on newborn brain and eye. Using 3ml/kg of 10% filtered fecal
suspension no important features were observed inside the abdomen of rats after
delivery and almost no gross damage was observed in the brain and eyes of the
offspring. Thus, it was chosen to produce severe abdominal infection in pregnant
rats with the dosage of 4ml/kg of 10% filtered fecal suspension for obtaining a
reproducible model for severe brain damage and congenital cataract in the
newborns.

As comparing the two therapeutically interventions it was observed that the use of
moxifloxacin and dexamethasone at the single intra-peritoneal doses of 40mg/kg
and 0.2mg/kg, respectively was more effective in protecting the brain and eye
damage of the offspring from rats with severe peritonitis. Since the approach of
using antibiotics via intra peritoneal cavity is not frequently done for peritonitis, in
general, in pregnant woman with severe abdominal infection the use of
moxifloxacin and dexamethasone could provide a new alternative treatment, since
in rats with severe intra-abdominal infection it proved to be very effective2L.

CONCLUSIONS

The newborns of rats whose mothers underwent autogenously fecal peritonitis, with
a dose of 4 ml/kg showed: brains consistency more liquefied than the control
group; and the development of congenital cataract. These findings allow translation
to humans, in the sense that intra abdominal infection in pregnant women may be
associated with changes in brain and eye structures of their concepts. This can be
averting using the adequate early therapeutically approach.
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APENDICE B — DADOS DOS PARAMETROS DOS ANIMAIS

Fase | - Selecdo do modelo experimental

GRUPO ESTUDO A: RATAS POS-INDUCAO DE PFA NA DOSE DE TRES ML/KG DE

SUSPENSAO DE FEZES A 10% INTRAPERITONEAL

Total de conceptos: 26
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RATA 1
. Nascimento: 24/04/2013
. Peso antes do acasalamento: 227.6 g
. Dia 0: 03/09/2013
. Dia da induc8o da peritonite: 12/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) (°O
12/09 240.2 - - -
13/09 227.3 37,6 SIM NORMAL
14/09 - - SIM NORMAL
16/09 - - SIM NORMAL
17/09 229.4 37,8 SIM NORMAL
18/09 - - SIM NORMAL
19/09 - - SIM NORMAL
20/09 - - NAO NORMAL
21/09 273.1 36,5 NAO NORMAL
23/09 - - SIM NORMAL
24/09 - - NAO NORMAL
25/09 NAO NORMAL
Prole: 11 conceptos
Eutanasia: Abscessos na cavidade abdominal
RATA 2
. Nascimento: 21/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 237.0 g
. Dia 0: 04/09/2013
. Dia da inducdo de peritonite: 13/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
13/09 220.0
14/09 210.0 38,3 SIM NORMAL
16/09 - - SIM NORMAL
17/09 - - SIM ANORMAL
18/09 229.8 37,2 SIM NORMAL
19/09 - SIM NORMAL
20/09 - - NAO NORMAL
21/09 - - NAO NORMAL
23/09 272.4 36,1 SIM NORMAL
24/09 - - NAO NORMAL
25/09 - NAO NORMAL
26/09 - SIM NORMAL
27/09 239.8 35,7 NAO NORMAL
Prole: Nao teve concepto
Eutanasia: Auséncia de abscessos nas cavidades abdominal e toracica
RATA3
. Nascimento: 21/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 244.0 g
. Dia 0: 04/09/2013
. Dia da inducdo da peritonite: 13/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C




13/09 260.0
14/09 260.1 38,4 SIM NORMAL
16/09 - - SIM NORMAL
17/09 - - SIM ANORMAL
18/09 273.7 36,2 SIM NORMAL
19/09 - - SIM NORMAL
20/09 - - NAO NORMAL
21/09 - - NAO NORMAL
23/09 3165 36,2 NAO NORMAL
24/09 - - NAO NORMAL
Prole: 11 conceptos
Eutanasia: Nenhum abcesso
RATA 4
. Nascimento: 21/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 210.0 g
. Dia 0: 04/09/2013
. Dia da induc8o da peritonite: 13/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
13/09 245.9 - -
14/09 218.5 37,9 SIM NORMAL
16/09 - - SIM NORMAL
17/09 - - SIM ANORMAL
18/09 242.1 37,3 SIM NORMAL
19/09 - - SIM NORMAL
20/09 - - NAO NORMAL
21/09
23/09 270.2 36,6 NAO NORMAL
24/09 - - NAO NORMAL
Prole: Quatro conceptos
Eutanasia: Abcesso na cavidade abdominal
RATAS5
. Nascimento: 21/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 207.2 ¢
. Dia 0: 04/09/2013
. Dia da inducdo da peritonite: 13/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
13/09 220.0
14/09 210.0 38,3 SIM NORMAL
16/09 - - SIM NORMAL
17/09 - - SIM ANORMAL
18/09 229.8 37,2 SIM NORMAL
19/09 - - SIM NORMAL
20/09 - - NAO NORMAL
21/09 - - NAO NORMAL
23/09 2724 36,1 SIM NORMAL
24/09 - - NAO NORMAL

Prole: N&o teve concepto

Eutanasia: Nenhum abscesso

DADOS DOS CONCEPTOS DE RATAS DO GRUPO ESTUDO A - PFA COM TRES ML/KG DE

SUSPENSAQO DE FEZES A 10% INTRAPERITONEAL

RATO PESO PESO DA PESO DO CRISTALINOS CONSISTENCIA
(gramas) | CABECA(gramas) ENCEFALO ENCEFALICA
(gramas)
01 5.704 1.331 0.195 N F
02 5.550 1.304 0.180 N F
03 6.236 1.400 0.221 N F
04 6.954 1.304 0.170 N F
05 6.779 1.290 0.220 N F
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06 5.910 1.208 0.174 N F
07 5.926 1.111 0.150 N F
08 6.745 1.274 0.200 N F
09 5.196 1.092 0.148 CCB A
10 5.623 1.334 0.236 CCB A
11 6.308 1.316 0.238 N F
12 6.080 1.267 0.203 N F
13 5.715 1.118 0.158 N F
14 5.675 0.765 0.183 N F
15 5.449 1.237 0.155 N F
16 5.612 1.119 0.175 N F
17 5.958 1.227 0.177 N F
18 5.848 1.265 0.207 N A
19 5.939 0.780 0.192 N F
20 5.932 0.915 0.134 N F
21 5.429 1.208 0.200 N F
22 6.240 1.302 0.157 CCU F
23 7.352 1.384 0.241 N F
24 7.168 1.445 0.239 N F
25 7.564 1.442 0.168 N F
26 7.206 1.387 0.226 CCU F

Legenda: g: gramas; N: Normais; CCB: Catarata congénita bilateral; CCU: catarata congénita unilateral; F: firme; A: amolecido

GRUPO ESTUDO B: RATAS~ POS-INDUQAO DE PFA NA DOSE DE QUATRO ML/KG DE
SUSPENSAO DE FEZES A 10% INTRAPERITONEAL
Total de conceptos: 26

RATA1
. Nascimento: 20/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 204.7 ¢
. Dia 0: 05/09/2013
. Dia da inducdo da peritonite: 14/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
14/09 235.0 - - -
16/09 220.3 38,1 SIM NORMAL
17/09 - - SIM ANORMAL
18/09 - - SIM NORMAL
19/09 - - SIM NORMAL
20/09 230.7 38,2 NAO NORMAL
21/09 - - NAO NORMAL
23/09 - - NAO ANORMAL
24/09 2245 351 SIM NORMAL
25/09 - - SIM NORMAL
26/09 - - SIM ANORMAL
27/09 - - SIM NORMAL
28/09 2251 SIM NORMAL
Prole: N&o teve concepto
Eutanasia: Abscessos pulmonares
RATA 2
. Nascimento: 24/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 200.3 g
. Dia 0: 07/09/2013
. Dia da inducdo da peritonite: 16/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
16/09 245.0 - - -
17/09 2274 36,9 SIM NORMAL
18/09 - - SIM NORMAL
19/09 - - NAO NORMAL
20/09 - - NAO NORMAL
21/09 224.8 36,5 NAO NORMAL
23/09 - - NAO NORMAL
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24/09 - - NAO NORMAL
25/09 243.0 35,8 SIM NORMAL
26/09 - - SIM NORMAL
27/08 - - SIM NORMAL
28/09 - - SIM NORMAL
Prole: Seis conceptos
Eutanasia: Abscessos nas cavidades abdominal e toracica
RATA 3
. Nascimento: 24/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 214.2 g
. Dia 0: 07/09/2013
. Dia da indug8o da peritonite: 16/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
16/09 245.0 - - -
17/09 2274 36,9 SIM NORMAL
18/09 - - SIM NORMAL
19/09 - - SIM NORMAL
20/09 - - NAO NORMAL
21/09 224.8 36,5 NAO NORMAL
23/09 - - NAO NORMAL
24/09 - - NAO NORMAL
25/09 260.3 35,8 SIM NORMAL
26/09 - - SIM NORMAL
27/08 - - SIM NORMAL
28/09 - - SIM NORMAL
Prole: Nove conceptos
Eutanasia: Abscessos nas cavidades abdominal e toracica
RATA 4
. Nascimento: 24/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 206.0 ¢
. Dia 0: 09/09/2013
. Dia da induc8o da peritonite: 18/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
18/09 240.0 - - -
19/09 229.7 37 SIM NORMAL
20/09 - - SIM NORMAL
21/09 224.8 36,5 NAO NORMAL
23/09 251.1 36,7 NAO NORMAL
24/09 - - SIM NORMAL
25/09 - - SIM NORMAL
26/09 - - SIM NORMAL
27/09 273.0 35,9 SIM NORMAL
28/09 - - SIM NORMAL
29/09 303.9 - NAO NORMAL
30/09 - - NAO NORMAL
Prole: Quatro conceptos
Eutanasia: Abscessos nas cavidades abdominal e torécica
RATAS
. Nascimento: 24/03/2013
. Peso antes do acasalamento: 236.0 g
. Dia 0: 09/09/2013
. Dia da inducdo da peritonite: 18/09/2013
Peso Temperatura Pelo erigado Comportamento
(gramas) °C
18/09 258.5 - - -
19/09 238.2 37,1 SIM ANORMAL
20/09 - - SIM NORMAL
21/09 - - SIM ANORMAL
23/09 246.3 37,4 NAO NORMAL
24/09 - - SIM NORMAL
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25/09 - - SIM NORMAL
26/09 - - SIM NORMAL
27/09 255.6 35,7 NAO NORMAL
28/09 - - SIM NORMAL
29/09 2705 - NAO NORMAL
30/09 261.3 35,7 NAO NORMAL

Prole: sete conceptos
Eutanasia: Ndo houve abscessos

DADOS DOS CONCEPTOS DE RATAS DO GRUPO ESTUDO B - PFA COM QUATRO ML/KG DE
SUSPENSAO DE FEZES A 10% INTRAPERITONEAL

RATO PESO PESO DA PESO DO CRISTALINOS CONSISTENCIA
(9) CABECA (g) ENCEFALO ENCEFALICA
(9)

01 5.168 1.038 0.187 N F

02 5.387 1.246 0.146 N F

03 4.776 1.086 0.176 N F

04 5.453 1.203 0.183 N F

05 5.888 1.235 0.169 N F

06 5.615 1.193 0.177 N F

07 5.557 1.189 0.186 N F

08 5.911 1.261 0.210 N F

09 5.857 1.241 0.181 CCB A

10 5.394 1.187 0.191 CCB A

11 5.251 1.148 0.204 CCB A

12 4.984 1.169 0.155 N F

13 5.749 1.259 0.193 N F

14 5.452 1.192 0.201 N F

15 4.980 1.190 0.133 N F

16 6.290 1.355 0.128 CCB A

17 6.938 1.441 0.175 CCB F

18 6.365 1.248 0.205 CCB A

19 6.410 1.360 0.205 CCB F

20 5.008 1.100 0.188 N F

21 5.300 1.123 0.190 N F

22 5.576 1.240 0.205 CCU F

23 5.084 1.070 0.112 N F

24 4.889 1.016 0.178 N F

25 5.059 1.067 0.068 N F

26 5.215 1.092 0.150 CCU F
Legenda: g: gramas; N: Normais; CCB: Catarata congénita bilateral; CCU: catarata congénita unilateral; F: firme; A:
amolecido

GRUPO CONTROLE C: RATAS SEM PFA
Total de conceptos: 39
RATA 1 : Prole: 15 conceptos
RATA 2 : Prole: 13 conceptos
RATA 3 : Prole: 11 conceptos
RATA 4 : Prole: N&o teve concepto
RATA 5 : Prole: N&o teve concepto
DADOS DOS CONCEPTOS DE RATAS DO GRUPO C - CONTROLE
RATO PESO PESO DA PESO DO CRISTALINOS CONSISTENCIA
(@) CABECA (g) ENCEFALO ENCEFALICA
(9

01 5.902 1.122 0.216 N F

02 5.735 1.249 0.207 N F

03 5.995 1.156 0.214 N F

04 5.794 1.169 0.206 N F

05 5.952 1.138 0.209 N F
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06 6.785 1.228 0.221 N F
07 5.732 1.409 0.200 N F
08 6.293 1.201 0.211 N F
09 6.245 1.151 0.192 N F
10 6.084 1.240 0.216 N F
11 5.957 1.189 0.212 N F
12 5.936 1.188 0.201 N F
13 5.768 1.154 0.210 N F
14 5.997 1.052 0.218 N F
15 6.134 1.131 0.224 N F
16 5.501 1.126 0.198 N F
17 5.428 1.177 0.216 N F
18 5.713 1.134 0.218 N F
19 5.463 1.160 0.213 N F
20 5.475 1.060 0.200 N F
21 4.932 1.035 0.200 N F
22 5.390 1.059 0.211 N F
23 6.017 1.178 0.214 N F
24 5.242 1.114 0.198 N F
25 5.630 1.243 0.203 N F
26 5.722 1.204 0.211 N F
27 5.727 1.208 0.220 N F
28 5.724 1.208 0.211 N F
29 5.227 1.072 0.158 N F
30 6.310 1.233 0.222 N F
31 6.427 1.011 0.172 N F
32 6.017 1.132 0.205 N F
33 4.888 1.954 0.180 N F
34 5.808 0.980 0.187 N F
35 5.39%4 1.004 0.186 N F
36 5.694 1.086 0.210 N F
37 5.738 1.090 0.209 N F
38 5.695 0.981 0.191 N F
39 6.054 1.003 0.180 N F

Legenda: g: gramas; N: Normais; CCB: Catarata congénita bilateral; CCU: catarata congénita unilateral; F: firme;

A: amolecido.

FASE 1l INTERVENCAO TERAPEUTICA:

GRUPO II\JTERVENQAO 1: RATAS POS INDUGCAO DE PFA NA DOSE DE QUATRO ML/KG DE
SUSPENSAO DE FEZES A 10% INTRAPERITONEAL E INOCULACAO DE MOXIFLOXACINO-

RATA 1: MOXIFLOXACINO-DEXAMETASONA EM 48 E 72 HORAS

Nascimento: 24/07/2013
Peso antes do acasalamento: 273.0 g
Dia 0: 15/11/2013

DEXAMETASONA EM 48 E 72H

» Diada indugdo da peritonite: 24/11/2013
Prole: 11 conceptos

Eutanasia: Auséncia de abscessos nas cavidades abdominal e toracica

DADOS DOS CONCEPTOS DE RATAS DO GRUPO INTERVENCAO 1- MOXIFLOXACINO-

DEXAMETASONA EM 48 E 72 HORAS

RATO PESO PESO DA PESO DO OLHOS CONSISTENCIA
(@) CABECA (g) ENCEFALO(g) ENCEFALICA
01 5.880 1.124 0.211 N F
02 5.635 1.235 0.200 N F
03 5.990 1.163 0.220 N F
04 5.454 1.170 0.189 N F
05 5.967 1.450 0.210 N F




80

06 6.356 1.231 0.218 N F
07 6.240 1.298 0.204 N F
08 6.230 1.187 0.213 N F
09 6.345 1.138 0.186 N F
10 6.100 1.268 0.222 N F
11 5.962 1.200 0.210 N F

Legenda: g: gramas; N: Normais; CCB: Catarata congénita bilateral; CCU: catarata congénita unilateral; F: firme;
A: amolecido.

RATA 2: MOXIFLOXACINO-DEXAMETASONA EM 48 E 72 HORAS

. Nascimento: 24/07/2013

. Peso antes do acasalamento: 284.0 g

. Dia 0: 20/11/2013

. Dia da induc8o da peritonite: 29/11/2013

Prole: 11 conceptos
Eutanasia: Auséncia de abscessos nas cavidades abdominal e toracica

DADOS DOS CONCEPTOS DE RATAS DO GRUPO INTERVENGAO 1- MOXIFLOXACINO-
DEXAMETASONA EM 48 E 72 HORAS

RATO PESO PESO DA PESO DO OLHOS CONSISTENCIA
(@) CABECA (g) ENCEFALO (g) ENCEFALICA
01 5.675 1.179 0.200 N F
02 5.598 1.234 0.197 N F
03 6.008 1.178 0.216 N F
04 5.367 1.166 0.187 N F
05 5.957 1.439 0.231 N F
06 6.361 1.243 0.248 N F
07 6.232 1.302 0.237 N F
08 6.260 1.189 0.229 N F
09 6.332 1.129 0.178 N F
10 6.176 1.275 0.216 N F
11 5.980 1.197 0.223 N F

Legenda: g: gramas; N: Normais; CCB: Catarata congénita bilateral; CCU: catarata congénita unilateral; F: firme;
A: amolecido.

GRUPO INTERVENGAO 2: RATAS POS INDUGAO DE PFA NA DOSE DE QUATRO ML/KG DE
SUSPENSAO DE FEZES A 10% INTRAPERITONEAL E INOCULACAO DE MEROPENEM EM 48 E 72H

RATA 1: MEROPENEM EM 48 E 72 HORAS
« Nascimento: 24/07/2013
» Peso antes do acasalamento: 273,0 g
« Dia0:15/11/2013
» Diada indugao da peritonite: 24/11/2013
Prole: 10 conceptos
Eutanasia: Abscessos nas cavidades abdominal e toracica

DADOS DOS CONCEPTOS DE RATAS DO GRUPO INTERVENCAO 2- MEROPENEM EM 48 E 72

HORAS
RATO PESO PESO DA PESO DO OLHOS CONSISTENCIA
() CABECA (g) ENCEFALO (g) ENCEFALICA
01 5.954 1.353 0.142 N F
02 6.598 1.449 0.223 N F
03 4.700 1.175 0.223 CCB F
04 6.700 1.491 0.245 N F
05 4.022 1.083 0.223 CCB F
06 6.036 1.384 0.236 N F
07 4.703 1.204 0.223 N F
08 5.993 1.334 0.258 CCcU F
09 6.200 1.446 0.255 N F
10 6.280 1.497 0.246 N F

Legenda: g: gramas; N: Normais; CCB: Catarata congénita bilateral; CCU: catarata congénita unilateral; F: firme;
A: amolecido.



RATA 2: MEROPENEM EM 48 E 72 HORAS

« Nascimento: 24/07/2013

» Peso antes do acasalamento: 284.0 g
« Dia0: 20/11/2013
+ Dia dainducéo da peritonite: 29/11/2013
Prole: 10 conceptos
Eutanasia: Abscessos nas cavidades abdominal e toracica
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DADOS DOS CONCEPTOS DE RATAS DO GRUPO INTERVENGAO 2- MEROPENEM EM 48 E 72

HORAS
RATO PESO PESO DA PESO DO OLHOS CONSISTENCIA
() CABECA (g) ENCEFALO (g) ENCEFALICA
01 6.127 1.368 0.233 N F
02 6.765 1.475 0.223 N F
03 6.495 1.436 0.218 N F
04 6.585 1.482 0.256 N F
05 6.220 1.431 0.238 N F
06 5.956 1.373 0.185 N F
07 6.265 1.402 0.240 N F
08 6.075 1.406 0.233 N F
09 6.287 1.443 0.249 N F
10 5.755 1.272 0.222 N F

Legenda: g: gramas; N: Normais; CCB: Catarata congénita bilateral; CCU: catarata congénita unilateral; F: firme; A: amolecido.
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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CENTRO DE ENSINO SUPERIOR E DESENVOLVIMENTO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DE CAMPINA GRANDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/CESED

PARECER

CEUA:n°11

NUMERO DO PROJETO: 0036/20112013
CIAEP/CONCEA N°: 01.001.2012
APROVADO EM: 20.11.2013

1. P teador R Serak
. F K vel:

49 4

PROF* Maria Cecilia Santos Cavalcanti

Titulo do Projeto:

EFEITO PROTETOR DE ANTIBIOTICOTERAPIA EM RECEM NASCIDOS DE RATAS
WISTAR SOBREVIVENTES DE SEPTICEMIA POR PERITONITE FECAL AUTOGENA
INDUZIDA,

3. Objetivo:
Comparar 0 peso ¢ cacarcteristicas morfolégicas dos encéfalos dos conceptos de ratas
Wistar sobreviventes de peritonite fecal autégenaapés inoculagdo da associagdo de

moxifloxacino-dexametasona intraperitoneal.

4. Consideragdes:
O projeto apresentado esta bem descriminado e coerente com as normas de
utilizagdo de animais. Cumprindo os requisitos da Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, ¢ as
demais normas aplicaveis 4 utilizagdo de animais para o ensino e pesquisa, especialmente as

resolugoes do Consetho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA. O

protocolo de p esta devidamente preenchido. com todos os itens solicitados entregue a

CEUA/CESED, porém o colegiado sugere que seja feito um grupo controle com ammais que
recebessem apenas a medicacdo estudada.

5. Parecer Final:

APROVADO

Av. Senador Argemire de Figueredo 1901
CEP 58411-020 | Campina Grandz - PB | (83) 210




