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RESUMO

Fundamento: Sepse ¢ responsavel por 25% das admissdes em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI) e, nos casos de choque, a mortalidade pode ultrapassar 50%. Com o avangar da idade
materna, a incidéncia de sepse neste grupo especifico de pacientes, apresenta taxas crescentes.
Nos EUA, a mortalidade materna passou de 12 por 100.000 nascidos vivos para 14 por 100.000
nascidos vivos, de 1990 a 2015. A peritonite € uma das principais causas de sepse materna. O
estudo da associagdo da infeccdo peritoneal materna com alteragdes organicas no recém-
nascido, crianca e adolescéncia, tem despertado interesse crescente nos ultimos anos. O
tratamento precoce da infeccdo materna pode reduzir morbimortalidade materno-fetal.
Experimentalmente, mostrou-se que a peritonite fecal autogena em ratas Wistar determina
alteragdes oculares e encefalicas nos conceptos as quais podem persistir na vida adulta. Porém,
a infecgdo peritoneal materna como determinante de alteragdes cardiacas na prole adulta ¢
desconhecida. Objetivos: Investigar a existéncia de alteracdes histomorfométricas cardiacas
em ratos Wistar cujas maes foram submetidas a peritonite fecal autdogena no periodo maximo
da organogénese, e investigar o impedimento ou o comportamento destas alteracdes com a
administracao intravenosa da associagao de moxifloxacina e dexametasona. Métodologia:
Apbs aprovacgio do Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Médicas de Campina Grande (FCM-CG), foi realizado estudo prospectivo, analitico,
histomorfométrico, em 29 coracdes de ratos Wistar de quatro meses de idade os quais foram
divididos em: Grupo Controle Negativo (GCN), com nove animais, filhos de rata sem peritonite
induzida durante a gestagdo; Grupo Controle Positivo (GCP), com 10 animais, filhos de rata
com peritonite fecal induzida na gestagdo que nao recebeu tratamento algum e Grupo
Intervencao (GI), com 10 animais cuja mae recebeu tratamento com moxifloxacina 40mg/Kg e
dexametasona 0,2mg/Kg, 24h apos a indugdo da peritonite fecal no periodo gestacional. Nos
grupos GCP e GI, a peritonite materna foi induzida com administragao de 4ml/Kg de suspensao
fecal autogena a 10% filtrada, na cavidade abdominal, no quadrante iliaco esquerdo, no 9° dia
de gravidez. A eutanasia dos animais foi realizada aos 04 meses. Apds ser acessada a cavidade
toracica, os coragdes foram cuidadosamente isolados, retirados e embebidos em formol a 10%.
As pegas anatomicas foram emblocadas de forma padronizada. Cortes transversais de 2 a 3mm
foram realizados da ponta do ventriculo esquerdo (VE) em direcao aos vasos da base. Apods a
coloracdo de hematoxilina e eosina laminulas do ter¢co médio do coracao foram escolhidas
aleatoriamente e avaliadas a microscopia Optica que tinha um sistema de captura de imagem
acoplado com capacidade de magnificar a imagem em 400x. Foram realizadas fotomicrografias
de areas randomicamente escolhidas da parede livre do VE. As imagens fotograficas foram
avaliadas quanto aos parametros histomorfométricos (contagem nuclear, area ocupada e
tamanho dos ntcleos) a partir do software ImagelJ 1.51n. Resultados: Foi observado contagem
nuclear significantemente maior no GI em comparacao ao GCP (p=0,0016) ¢ no GCN em
comparagao ao GCP (p=0,0380). Nao houve diferenca significante na contagem nuclear entre
0 GCN e o GI. A area ocupada pelos nucleos foi maior no GCN quando comparada ao GCP
(p=0,0448), e no GI quando comparado ao GCP (p=0,0006). Conclusdes: A peritonite fecal
autogena induzida em ratas Wistar prenhas determinou alteragdes miocardicas na prole adulta.
Estas alteracdes foram evitadas com a administracdo intravenosa de moxifloxacina e
dexametasona 24h apds o insulto infeccioso materno.

Palavras-Chave: Peritonite. Ratos. Miocardio. Prenhez.



ABSTRACT

Background: Sepsis accounts for 25% of admissions to Intensive Care Units (ICUs) and, in
cases of shock, mortality may exceed 50%. With the advancement of maternal age, the
incidence of sepsis in this specific group of patients presents increasing rates. In the United
States, maternal mortality has increased from 12 per 100,000 live births to 14 per 100,000 live
births from 1990 to 2015. Peritonitis is a major cause of maternal sepsis. The study of the
association of maternal peritoneal infection with organic alterations in the newborn, child and
adolescence has been of growing interest in recent years. Early treatment of maternal infection
may reduce both maternal and fetal morbidity and mortality. Experimentally, it has been shown
that autogenic fecal peritonitis in Wistar rats determines ocular and encephalic changes in
offspring that may persist in adult life. However, maternal peritoneal infection as a determinant
of cardiac changes in adult animals is unknown. Objectives: To investigate the existence of
cardiac histomorphometric changes in Wistar rats whose mothers underwent autogenic fecal
peritonitis in the maximum period of organogenesis and, if possible, to prevent such changes
with the intravenous administration of the combination of moxifloxacin and dexamethasone.
Methods: After approval by the Animal Ethics Committee (CEUA) of the Faculty of Medical
Sciences of Campina Grande (FCM-CG), a prospective, analytical, histomorphometric study
was performed on 29 hearts of four-month-old Wistar rats, divided into: Negative Control
Group (NCG) enrolling nine animals, rat offspring without peritonitis induced during
pregnancy; Positive Control Group (PCG) with 10 female offsprings with fecal induced
peritonitis in gestation that received no treatment and Intervention Group (IG) with 10 animals
whose mother received moxifloxacin and dexamethasone treatment 24 hours after induction of
fecal peritonitis in the gestational period. In the PCG and IG groups, maternal peritonitis was
induced by administration of 4 ml/kg of 10% autogenic fecal suspension filtered into the
abdominal cavity in the left iliac quadrant on the 9th day of pregnancy. Euthanasia of the
animals was performed at 04 months. After accessing the chest cavity, the hearts were carefully
isolated, withdrawn and soaked in 10% formalin. The anatomical pieces were placed in a
standardized way. Transverse cuts of 2 to 3 mm were performed from the tip of the left ventricle
(LV) towards the vessels of the base. After staining of hematoxylin and eosin coverslips of the
middle third of the heart were randomly selected and evaluated under optical microscopy that
had an image capture system with the capacity to magnify the image by 400x.
Photomicrographs of randomly chosen areas of the LV free wall were performed. The
photographic images were evaluated for the histomorphometric parameters (nuclear count,
occupied area and size of the nuclei) according to the Image] 1.5In software Results:
Significantly higher nuclear counts were observed in IG compared to PCG (p = 0.0016) and in
NCGcompared to PCG (p = 0.0380). There was no significant difference in nuclear counts
between NCG and IG.The area occupied by the nuclei was higher in the NCG when compared
to the PCG (p=0.0448), and in the IG when compared to the PCG (p = 0.0006). Conclusions:
Induced autogenic fecal peritonitis in pregnant Wistar rats determined myocardial changes in
adult offspring. These changes were avoided with the intravenous administration of
moxifloxacin and dexamethasone 24 hours after the maternal infectious insult.

Keywords: Peritonitis. Rats. Myocardium. Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

e ——

A doenga cardiaca congénita € a principal anomalia detectada ao nascimento e
esta associada a elevada morbimortalidade na infancia e na adolescéncia (KHALIL et al.,
2014). A elucidagdo de mecanismos subjacentes ao desenvolvimento cardiaco ¢é
fundamental para a identificagdo de anormalidades durante a organogénese, com o
objetivo de adocao de estratégias de intervencdo precoce (CHEN; VANBUREN, 2014).

A associagao de anomalias congénitas oculares e encefalicas em conceptos com
endotoxemia bacteriana materna, ja foi demonstrada experimentalmente (BRANDT et
al., 2014). A indugdo de peritonite em ratas no nono (9°) dia de prenhez, com suspensao
fecal autdgena filtrada a 10%, na dosagem de 4ml/kg, associou-se ao surgimento de
encefalomalécia e catarata. Por outro lado, a intervengdo com moxifloxacina 40ml/kg e
dexametasona 0,2mg/kg intraperitoneal (IP), 48 a 72h apo6s a inducao da infecgdo
materna, mostrou-se eficaz na prevencdo do aparecimento dessas complicagdes. Esta
pesquisa, contudo, ndo avaliou as repercussoes histoldgicas cardiovasculares do insulto
infeccioso materno nos conceptos das ratas infectadas, nem utilizou a via intravenosa (IV)
para a terapia antimicrobiana a qual € a mais comum na pratica clinica, em casos de
peritonite em gravidas (NERY; GADELHA; BRANDT, 2014).

Em outro estudo experimental, evidenciou-se alteragdes histologicas encefalicas
em conceptos de duas ratas gravidas com peritonite induzida pela inoculagao IP de
4ml/Kg de solucdo fecal a 10%. As ratas prenhas receberam tratamento com
moxifloxacina e¢ dexametasona IV e, adicionalmente, dois microlitros do extrato de
Schinus terebinthfolius raddi (aroeira) foi injetado na cavidade abdominal 24h apos a
inducdo da peritonite. Nos conceptos destas ratas, identificou-se aspecto gelatinoso
cerebral (leucoencefalomalacia periventricular) e reducao significante da densidade das
células neuronais, que traduziu a via final comum da neurotoxicidade induzida pela
peritonite e a translocagdo bacteriana da cavidade peritoneal para a corrente sanguinea.
Todavia, at¢é o momento, ndo ha evidéncias de acometimento das estruturas
cardiovasculares em conceptos de ratas com peritonite fecal(GADELHA; NERY;
GADELHA, 2015).

Alteragdes histologicas cardiacas em ratos Wistar t€ém sido demonstradas e

associadas a injuria induzida pela Isoprenalina (ISP). A ISP ¢ uma catecolamina sintética
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que atua como agonista beta-adrenérgico e que em altas doses pode promover necrose
miocardica semelhante ao infarto (BROURI et al., 2002).

A NAC ¢ um aminoacido que contém enxofre em sua composicdo € possui
propriedades anti-angiogénicas, anticancerigenas e anti-oxidantes (MILLEA, 2009). A
NAC, além de aumentar os niveis de glutation, que ¢ o maior fator protetor de radicais
livres para as células, inibe o aumento do ferro de baixo peso molecular no miocardio,
reduz a liberagcdo de mediadores inflamatdrios no musculo cardiaco, promove dilatagao
coronariana e apresenta efeitos anti-plaquetarios (WU et al., 2014). Pesquisa recente foi
avaliou o efeito protetor da N-Acetilcisteina (NAC) na injuria miocardica induzida pela
ISP sob o ponto de vista histolégico, imunohistoquimico e morfométrico (ZAKI et al.,
2017). Neste estudo, 90 ratos adultos Wistar que foram divididos em quatro grupos:
controle, tratados com ISP, grupo pré-tratados com NAC e o grupo pré e pos-tratados
com NAC. Do ponto de vista histologico, os midcitos no grupo tratado com ISP
mostraram-se fragmentados, rotos e com caridlise. Os vasos sanguineos estavam
dilatados, congestos e com extravasamento de sangue. Observou-se edema intersticial e
infiltrado inflamatoério celular. No grupo tratado com NAC foi percebido melhora
importante dos achados histologicos, com degeneracdo apenas focal das fibras
musculares cardiacas. Os capilares sanguineos estavam normais. Havia minimo
extravasamento de sangue e infiltrado celular. No grupo de ratos pré e pds-tratados com
NAC as fibras musculares cardiacas estavam regularmente arranjadas. O percentual de
area de fibras de colageno no grupo tratado com ISP foi significantemente maior quando
comparado ao grupo controle. Porém, neste estudo histologico, ndo se investigou
repercussao ocasionada por estimulo infeccioso materno no tecido cardiaco da cria e, em
se comprovando essa associacdo, também ndo se avaliou seo uso IV de antibidtico em
associacao com corticoide, 24h apds o insulto infeccioso materno, teria a capacidade de
impedir alteragdes cardiacas na prole.

Experimentalmente, ¢ possivel induzir peritonite em ratos com a injecdo de
lipopolissarideos (LPS) na cavidade abdominal. Avaliando-se o coragao de ratos que
tiveram endotoxemia induzida pela injecao IP de solugdo salina contendo LPS, foi
demonstrado que os fibroblastos exercem papel tdo importante quanto os cardiomiocitos
na cardiotoxicidade induzida pela sepse (ZHANG et al., 2014). A fibrose cardiaca ¢ uma
das consequéncias patologicas do remodelamento tecidual e do acimulo de coldgeno na

matriz intersticial. A detec¢do histoldgica de fibrose cardiaca em murinos tem sido



18

realizada, com o emprego da coloragao com o tricromio de Masson(FLEVARIS et al.,
2017).

Avaliagao histomorfométrica de cardiomiocitos e do colageno no tecido cardiaco
de ratos Wistar foi realizada ao seinvestigar o efeito da ooforectomia nestes animais
(SILVA et al., 2016). Nessa pesquisa, 20 ratas foram utilizadas e separadas em dois
grupos: GI - ooforectomizadas e GII - sham-ooforectomizadas. Seis meses apoOs a
ooferectomia, os animais foram eutanaziados, seus coragdes retirados, submetidos a
processamento histologico e corados com hematoxilina e eosina. Anadlises
histomorfométricas (area celular e area e volume nuclear) foram realizadas pelo
microscopio de luz e software Imagel versao 1.44. Observou-se diminui¢ao significante
das areas celular e nuclear dos cardiomidcitos do GI quando comparado ao GII, bem
como a area ocupada pelo coldgeno, no musculo cardiaco, foi maior em GI quando
comparado a GII. Portanto, as alteragdes observadas nos cardiomidcitos do GI foram
sugestivas de maior atividade apoptdtica nesse grupo, devido a diminui¢do nos niveis
séricos do estrogeno provocado pela ooforectomia, € o aumento da area ocupada pelo
colageno, no grupo ooforectomizado, foi associado ao efeito cardioprotetor do estrogeno.

Nesta pesquisa foi investigada a histomorfometria cardiaca em ratos Wistar com
quatro meses de idade, cujas maes foram submetidas a peritonite com suspensao fecal
autdgena filtrada a 10%, na fase precoce da gravidez (nono dia), no periodo maximo da
organogénese cardiaca fetal e, foi avaliada a possibilidade de impedir as alteracdes
cardiacas com a administra¢dao IV da associa¢ao de moxifloxacina e dexametasona, 24h
ap6s a indugdo da infec¢do abdominal materna.Em cenario de infec¢do experimental
envolvendo o bindmio materno-fetal, esta pesquisa, pioneiramente, avaliou se a via [V
do tratamento materno, que ¢ a mais utilizada na pratica clinica didria para tratar
peritonite, foi eficaz em prevenir alteracdes cardiacas fetais, traduzidas histologicamente

na fase adulta.
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2 REVISAO DA LITERATURA

e ——

2.1 Sepse

Hé muito tempo a sepse vem sendo estudada. Segundo Hipocrates, durante essa
condi¢do, a '"carne apodrecia, fluidos gasosos eram produzidos e as feridas
inflamavam"(MAJNO G., 1991). Apesar dos avancos das pesquisas clinicas e
experimentais nas ultimas décadas, a sepse ainda representa importante problema clinico,
com expressiva morbimortalidade, e um grande desafio, principalmente, nas Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) (CURLEY; SLUTSKY, 2014). Aproximadamente 25% das
admissdes em UTI sdo decorrentes da sepse que, nos casos de choque, pode determinar
mortalidade acima de 50% (ANGUS DC et al, 2001).

A sepse ¢ uma sindrome de anormalidades fisioldgicas, patoldgicas e bioquimicas
induzidas por infec¢do, que representa importante problema de satde publica, e que
representou mais de US$ 20 bilhdes (5,2%) do total de custos hospitalares dos EUA em
2011 (TORIO; ANDREWS, 2013).

Embora esteja aumentando, devido ao envelhecimento populacional e suas
comorbidades associadas, a verdadeira incidéncia da sepse ¢ desconhecida. Estimativas
conservadoras indicam que a sepse ¢ uma das principais causas de mortalidade e doencgas
criticas e, os pacientes que sobrevivem a sepse, muitas vezes tém problemas fisicos,
psicolégicos e deficiéncias cognitivas com implicagdes sociais € de saude significativas
(FLEISCHMANN et al., 2016).

Essa condicao clinica ¢ pautada por reagdes inflamatérias locais e sist€émicas
complexas que dificultam o seu manejo. A sepse € caracterizada por imunomodulagao,
eventos pro-inflamatorios com ativacdo de neutrofilos e liberagdo de substancias
quimiotéxicas, ¢ anti-inflamatérios com o objetivo de amenizar dano tecidual e promover
um equilibrio (BRUN-BUISSON C et al, 2004)(AZIZ M, JACOB A, YANG WL,
MATSUDA A, 2012) .

A sindrome da resposta inflamatoria sist€émica (SRIS) € classicamente descrita na
sepse e pode ser detectada quando estao presentes dois dentre os seguintes critérios: (1)
temperatura corporal maior que 38°C ou menor que 36°C, (2) frequéncia cardiaca acima
de 90 batimentos por minuto, (3) frequéncia respiratdria acima de 20 incursdes por minuto

ou pressao parcial de gas carbonico (CO2) menor que 32 mmHg ou necessidade de
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ventilagdo mecanica e (4) contagem de leucdcitos acima de 12.000/ml ou abaixo de
4.000/ml ou mais de 10% de formas imaturas (LEVY MM et al, 2003).

Inicialmente, os patdégenos ativam as células do sistema imune, através de
receptores de quatro classes principais: tipo toll, tipo lecitina C, semelhantes ao gene 1
induzivel pelo acido retindico e semelhantes ao dominio de oligomerizacao de pontes
nucleotidicas (MEDZHITOV, 2001). Esses receptores reconhecem as estruturas
presentes nos diversos microrganismos, levam a um aumento da transcricao de genes
inflamatérios e ativam a imunidade inata. Polimorfismos nesses receptores podem ter
implicacdo decisiva na evolugdo para sepse grave e choque séptico (TAKEUCHI;
AKIRA, 2010).

Sepse abdominal representa uma resposta inflamatoéria sistémica do hospedeiro a
infec¢des intra-abdominais. Trata-se de um processo dindmico que pode evoluir para
condigdes de severidade varidvel. A resposta inflamatéria em pacientes com sepse
depende do patogeno e do hospedeiro (caracteristicas genéticas e doengas coexistentes),
com respostas diferentes a nivel local, regional e sistémico. Se nao tratada, a sepse pode
levar ao comprometimento funcional de um ou mais 6rgdos ou sistemas vitais. A
gravidade da doenca e o risco de mortalidade inerente aumentam de acordo com estagios
mais avangados da doenca: sepse, sepse grave, choque séptico e faléncia de varios 6rgaos
e diferengas no espectro da etiologia e dos fatores intrinsecos do paciente, incluindo idade
e comorbidades, tornam obscuro o curso desta condi¢do clinicaem seus diferentes
estagios. Alguns pacientes com infecgdes intra-abdominais e sepse em curso podem nao
ter niveis elevados de lactato na apresentagcdo ou durante a evolugao clinica. A medida do
lactato ¢ aconselhdvel como um componente importante da avaliacdo inicial dos pacientes
com sepse. Niveis elevados de lactato (mesmo que > 4mmol/l) ndo fazem mais parte dos
critérios de disfungdo de 6rgios para definir sepse. A luz do conhecimento atual, niveis
elevados de lactato devem ser utilizados apenas como um dos critérios para definir
choque séptico (SARTELLI et al., 2017).

De acordo com o Terceiro Consenso Internacional da Definicdo de Sepse e
Choque Séptico a sepse ¢ definida como uma disfun¢do organica potencialmente fatal
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo. A disfungao organica
pode ser representada por um aumento no escore SOFA - Sequential Organ Failure
Assessment - de 2 pontos ou mais. O choque séptico deve ser definido como um subtipo
de sepse e deve ser clinicamente identificado pela necessidade de vasopressores para

manter uma pressao arterial média de 65 mmHg ou superior, e um nivel sérico de lactato
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superior a 2 mmol/L (>18 mg/dL), na auséncia de hipovolemia. A nova defini¢ao de sepse
também sugere que pacientes com pelo menos 2 dessas trés variaveis clinicas: escore de
coma de Glasgow de 13 ou menos, pressao arterial sistolica de 100 mm Hg ou menos e
taxa respiratoria 22 / min ou superior podem ser propensos a um desfecho mais
desfavoravel. A combinacao de hipotensao significativa - pressao arterial média menor
que 65 mmHg - e um nivel sérico de lactato superior a 2 mmol/L (>18 mg/dL) na auséncia
de hipovolemia, estd associada a taxas de mortalidade hospitalar superiores a 40%. No
departamento de emergéncia ou em ambiente extra-hospitalar, pacientes adultos com
suspeita de infecgdo podem ser facil e rapidamente identificados como sendo mais
propensos a apresentar os desfechos desfavoraveis da sepse se tiverem pelo menos 2 dos
seguintes critérios clinicos que juntos constituem um novo indice clinico de cabeceira
denominado "quickSOFA" (qSOFA): taxa respiratoria de 22 / min ou mais, modificagao
ou pressao arterial sistolica de 100 mm Hg ou menos (SINGER et al., 2016).

O reconhecimento precoce do paciente com sepse abdominal € essencial para um
tratamento eficaz. Administragdo rapida de fluidos IV para ressuscitagao € critica neste
grupo de doentes. A ressuscitagdo inicial deve ser titulada pela resposta clinica e nao
apenas guiada por um protocolo pré-determinado. Os agentes vasopressores podem servir
para aumentar e auxiliar a ressuscitagdo volémica, particularmente quando esta,
isoladamente, ndo estd sendo eficaz - recomendag¢dao grau 1 nivel de evidéncia A -
(VINCENT; DE BACKER, 2013).

Os dados do estudo WISS mostraram que a mortalidade foi significativamente
afetada pela sepse - a mortalidade pelo grau da sepse foi: sem sepse 1,2%, apenas com
sepse 4,4%, sepse grave 27,8% e choque séptico 67,8%. Identificar, de forma precoce,
pacientes sépticos e corrigir a disfungdo microvascular subjacente pode melhorar os
resultados e proporcionar evolucdo mais favoravel. Se nao corrigida, a disfungdo
microvascular pode levar a hipoxia tecidual global, dano direto aos tecidos e, em ultima

analise, insuficiéncia organica multipla (SARTELLI et al., 2017) .

2.2 Modelos experimentais de inducio de sepse abdominal

Os modelos experimentais mais utilizados para simular as alteragdes
fisiopatoldgicas da sepse envolvem a injecao direta na cavidade abdominal de bactérias
ou componentes microbianos como LPS ou a liberagdo direta de fezes na cavidade

peritoneal (FREISE, 2001). As espécies animais utilizadas para esse fim incluem ratos,
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camundongos, coelhos, cachorros, porcos, ovelhas e primatas ndo humanos (FINK;
HEARD, 1990). Niveis sanguineos de LPS, endotoxinacorrespondente a camada externa
das bactérias gram-negativas, sdo detectaveis em até 75% dos pacientes com sepse
emUTI (LIPCSEY et al., 2016).

A sepse de foco abdominal também pode ser induzida através da perfuragao
intestinal (PARKER; WATKINS, 2001). A introdu¢ao de suspensdo fecal dentro da
cavidade peritoneal, como modelo de indugdo de peritonite e sepse, iniciou-se na década
de 70 (BARTLETT et al., 1978). Esse modelo permite a graduacao da gravidade da
infeccdo, através da inoculagao de diferentes quantidades de fezes. Porém, a inoculagao
subita do material fecal na cavidade abdominal e a auséncia de material necrotico,
distanciam a fisiopatologia das peritonites experimental e clinica (NERY; GADELHA;
BRANDT, 2014).

Em ratos Wistar, buscou-se avaliar a dose ideal de suspensdo fecal autdogena
filtrada, a ser infundida no peritonio, que promoveria o maior insulto infeccioso sem
ocasionar a morte animal. A dose de 4 ml/Kg de solugdo fecal foi determinada como
ideal. Neste estudo, a peritonite materna induziu dano cerebral na prole. O uso de
moxifloxacina (40 mg/Kg) e dexametasona (0,2 mg/kg), mostrou-se eficaz, ao ser
administrada IP 48 a 72h apos a inducao da infecgdo, emreduzir dano neuroldgico nos
conceptos (BRANDT et al., 2014).

O modelo de peritonite fecal em animais de experimentagao mimetiza a peritonite,
adquirida tanto na comunidade como em ambiente hospitalar, pois utiliza a flora intestinal
endogena que, habitualmente, contamina a cavidade peritoneal quando ocorre a
perfuracdo de viscera por doenca no tubo gastrintestinal. Esse modelo ¢ adequado para
estudos da evolugdo natural da doenca e possibilita investigacdes sobre fatores que
possam influenciar a historia natural (CARNEIRO et al., 2002).

Ainda assim, nenhum modelo experimental de sepse pode prover uma evidéncia
definitiva da eficdcia de um determinado agente terapéutico. A doenca humana ¢é
heterogénea e as condi¢des experimentais controladas se distanciam desse cenario

(WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY, 1980).

2.3 Sepse na gravidez

A infeccdao continua sendo importante causa de morbimortalidade materna. O

acometimento do liquido amniodtico pode ocorrer em qualquer fase da gestacdo, porém, €
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mais frequente proximo ao parto ou no puerpério. Os germes aerobios € anaerdbios, gram-
positivos e gram-negativos, constituem a flora mais comumente encontrada nestes casos
(BORN et al., 20006).

Sepse € um dos principais fatores determinantes de internagdo de gestantes em
UTI e de morte materna. Estudos desenvolvidos nos tltimos anos t€ém permitido maior
compreensdo dos fatores subjacentes ao processo séptico em gestantes. Neste grupo de
pacientes, verifica-se rapida progressao da SRIS ou sepse, para a sepse grave ou choque
séptico (BARTON; SIBAI, 2012).

O diagndstico de dor abdominal e pélvica aguda, em gestantes, representa um
desafio. Muitas condi¢des clinicas podem se manifestar com esses sintomas. O
diagnostico torna-se mais dificil em virtude de limitagdes anatdmicas impostas pelo tutero
gravidico e pelo receio do uso de técnicas diagndsticas que utilizam a radiagdo ionizante.
Por volta da décima segunda semana de gravidez, o ttero torna-se um 6rgao abdominal e
comprime as estruturas viscerais circunvizinhas. A flacidez da parede abdominal anterior
pode mascarar ou retardar o surgimento de sinais clinicos peritoneais. Ao mesmo tempo,
o utero gravidico predispode a estase urinaria aumentando o risco de urolitiase e infec¢ao
(BROWN et al., 2009).

A apendicite ¢ a principal causa de dor abdominal e pélvica aguda, e a mais
comum emergéncia cirurgica nao-obstétrica em gravidas (THOMPSON; KUDLA;
CHRISHOLM, 2014). A incidéncia estimada ¢ de um caso em cada 1.000 gestantes
(ABBASI; PATENAUDE; ABENHAIM, 2014). O diagnéstico de apendicite nestas
pacientes ¢ desafiador. Diagndstico pré-operatorio incorreto ocorre em 25 a 50% dos
pacientes. Nauseas, perda de apetite, vomitos e dor abdominal leve em abdome inferior
sao frequentes tanto na gravidez normal quanto na apendicite aguda. A busca do
diagnostico preciso e do tratamento precoce da apendicite aguda e suas complicagdes
devem ser encorajadas. O atraso ou erro de diagndstico pode resultar em apendicite
perfurada e peritonite, que se associa a altas taxas de parto precoce, aborto espontaneo e
perda fetal (ARAS. et al., 2016) .

Hé pouco mais de 100 anos, Balber ressaltou que a mortalidade da apendicite na
gestante era a mortalidade do retardo do seu diagnostico. Isto se confirma nos dias atuais
por estudos que associam o atraso no diagndstico da apendicite ao surgimento de
complicacOes graves. Neste interim, a perda fetal varia de 1,5 a 4%, nos casos de
apendicite ndo complicada, e de 21 a 35%, nos casos de perfuragdao do apéndice (KAPAN

etal., 2013).
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A sepse materna corresponde a uma pequena fragao de casos de sepse total. Trata-
se de complicagdo pouco frequente da gravidez, parto e puerpério. A morbidade e
mortalidade maternas relacionadas a septicemia permanecem problema significativo e
persistente. A sepse foi a causa mais frequente de morte materna no século XIX,
responsavel por 50% dos casos. Sepse puerperal ¢ definida na Classificag@o Internacional
de Doencgas (ICD-10) como um "aumento de temperatura acima de 38.0C, mantido ao
longo de 24h ou recorrente, do primeiro ao décimo dia apds o parto ou o aborto".
Alternativamente, a Organizacado Mundial de Satde (OMS) define sepse puerperal como
"infeccao do trato genital que ocorre em qualquer momento entre o inicio da ruptura das
membranas ou do parto e 0 42 ° dia pos-parto, no qual a febre e um ou mais dos seguintes
aspeectos estdo presentes: dor pélvica, secrecao vaginalanormal e/ou com odor e atraso
na taxa de redugio do tamanho do utero (FERNANDEZ-PEREZ et al., 2005).

O diagnéstico correto da sepse materna e a implementacao precoce de diretrizes
de conduta baseadas em evidéncias podem reduzir o risco geral de mortalidade e

morbidade materno-fetal (VAN DILLEN et al., 2010).

2.4 Antibioticoterapia na sepse abdominal

Apesar dos avangos no conhecimento da fisiopatologia das infec¢des graves,
testes diagndsticos, tratamentos com antibidticos, avancos das técnicas cirurgicas
ecuidados perioperatérios, expressiva percentagem de pacientes sao acometidos por
infec¢des abdominais graves e necessitam de cuidados intensivos. Dentro deste contexto,
a taxa de mortalidade chega aos 23%, principalmente nos pacientes mais idosos,
portadores de comorbidades multiplas e naquele cujo diagnostico € realizado em fases
mais avangadas do processo infeccioso. A década de 90 foi caracterizada pelo
desenvolvimento e consolidagdo do uso de novos antibioticos. Nesta década houve
melhora do prognéstico dos pacientes com infecgdes intra-abdominais graves. A
associacao de betalactamicos com inibidores de betalactamase permitiram tratamento
eficaz das infecgdes mistas em pacientes criticamente enfermos. Porém, o uso
indiscriminado destes antibioticos favoreceu o surgimento de resisténcia bacteriana
(GUIRAO et al., 2010).

Infegdes intra-abdominais (IIA) complicadas adquiridas na comunidade sao
frequentesna pratica clinica. A taxa de mortalidade varia de 30 a 50%. A condugdo destes

casos envolve grande custo hospitalar. O diagndstico rapido das IIA, associadoao uso
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precoce de medidas anti-sepse e estratégias anti-infecciosas, podem proporcionar
desfechos mais favoraveis eprevenir mortes ou eventos infecciosos subsequentes
(CHEADLE et al., 2010).

As ITA classificam-se em nao complicadas ou complicadas. As primeiras
caracterizam-se pelo acometimento infeccioso em 6rgao inico, sem ruptura anatdmica do
mesmo. Nestes casos, a conduta mais apropriada ¢é a resseccdo cirurgica, sem
prolongamento da antibioticoterapia que deve ser usada apenas como profilaxia pré-
operatoria. As IIA complicadas estendem-se além do acometimento da viscera oca e
atingem o espago peritoneal. Estas infec¢des sdo associadas a formagao de abscessos ou
peritonite e necessitam de procedimento cirirgico ou percutaneo para o seu controle
(SOLOMKIN et al., 2003).

As infecgdes ocasionadas por aerobios gram-positivos ou gram-negativos
produzem peritonite secundaria. Os anaerdbios sdo os principais responsaveis pelos
abscessos. Grande variedade de bactérias aerdbicas e anaerdbicas estd envolvida na
fisiopatologia das IIA. O patogeno prevalente depende da origem da infec¢do. Bactérias
aerobicas gram-positivas, gram-negativas e organismos facultativos sao comumente
isolados do estdmago, duodeno, arvore biliar e intestino delgado proximal. Organismos
aerobicos e facultativos gram-negativos, € anaerobios, sao frequentemente isolados do
intestino delgado distal. Infec¢des coldnicas sdo determinadas, por sua vez, por
organismos anaerobios obrigatorios ou facultativos como estreptococos e enterococos e
frequentemente inclui Escherichia coli. Independente da localizagdo, a IIA ¢ de natureza
polimicrobiana e os aerdbios constituem a flora dominante (STEINBACH et al., 2015).

As fluoroquinolonas correspondem a uma classe popular de antibidticos. Sao
muito utilizadas na pratica didria para tratar uma grande variedade de infeccdes. Novas
drogas desta classe tém sido desenvolvidas, com amplo espectro de acdo e com maior
cobertura contra organismos gram-positivos ¢ anaerobios.

A moxifloxacina ¢ uma fluoroquinolona que possui excelente penetragdo no
peritonio e nos tecidos do trato gastrintestinal e pancredtico. Apresenta atividade e
poténcia antimicrobiana equivalente a associagao da levofloxacina com o metronidazol,
nas IIA complicadas. A moxifloxacina pode ser administrada em dose tnica diaria para
todas as suas indicagdes. Este medicamento representa excelente opgao terapéutica para
pacientes alérgicos a penicilina ou betalactamicos. Em portadores de disfunc¢ao renal, ndo

¢ necessario ajuste de dose. A taxa de eventos adversos, associada ao seu uso, assemelha-
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se a de outros antimicrobianos utilizados na pratica clinica didria, no tratamento de ITA
complicadas (CHEADLE et al., 2010).

As fluoroquinolonas inibem diretamente a sintese do DNA bacteriano. Este
antibiotico inibe duas enzimas bacterianas, a DNA-girase e a topoisomerase IV, que t€ém
papéis essenciais e distintos na replicacdo do DNA. Esta acdo resulta no dano ao DNA ¢
determina a morte da bactéria. Portanto, as fluoroquinolonas sdo agentes bactericidas
(DRLICA; ZHAO, 1997).

Durante a gravidez e lactagdo, as fluoroquinolonas sao geralmente evitadas.
Experimentalmente, em animais, observou-se toxicidade ao desenvolvimento
cartilaginoso. Todavia, ndo foi documentado em paciente gestantes efeito adverso em
cartilagens, nemaumento da incidéncia de malformagdes. Metanalisemostrou que a
exposicao as quinolonas, durante o primeiro trimestre da gravidez, ndo estd associada ao
aumento do risco de malformagao, parto pré-termo ou baixo peso ao nascimento (BAR-

OZ et al., 2009).

2.5 Corticoterapia na sepse

Os corticoides (CC) sao compostos sintéticos de cortisol, que exercem efeitos
semelhantes aos seus correspondentes enddgenos. Além da atividade glicocorticoide,
muitos CC sintéticos possuem componentes mineralocorticéides que servem como
precursores para a sintese de catecolaminas. Alguns CC que foram investigados no
cenario da sepse incluem hidrocortisona, metil-prednisolona e prednisona. Os regimes de
dose e tempo de uso variam conforme os estudos. A deficiéncia de cortisol na sepse €
multifatorial, geralmente reversivel e resulta em uma quantidade inadequada de cortisol
a nivel tecidual. A resisténcia dos tecidos aos CC pode envolver alteragdo no nimero ou
funcao dos receptores de glicocorticoides, metabolismo do cortisol ou acesso aos tecidos.
O resultado da remocgao desta "verificagdao" na resposta imune do hospedeiro ¢ a atividade
descontrolada da cascata inflamatoria e a disfungdo organica. A deficiéncia relativa de
mineralocorticoides pode contribuir ainda mais para a hipoperfusao sist€émica e ocasiona
diminui¢do do fornecimento de sangue oxigenado para a periferia. A suplementagao
exdgena com agentes que possuem atividade glicocorticoide e mineralocorticoide &,
portanto, uma opg¢ao terapéutica promissora em pacientes com sepse (ROCHWERG et

al., 2017).
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A dexametasona ¢ um dos glicocorticoéides mais usados e seguros. Ainda assim,
efeitos colaterais sérios sdo observados com o usodeste medicamento, devido a sua
hidrofobicidade e baixa biodisponibilidade. Este CC ¢ usado em muitas aplicagdes
biomédicas: na cultura celular, para promover a diferenciacdo das células mesenquimais;
na oftalmologia, para o tratamento de doencas inflamatorias agudas e cronicas, retinopatia
proliferativa e neovascularizagdo sub-retiniana; na alergologia, devido a sua capacidade
de inibir funcdes de linfocitos, fibroblastos, macréfagos e outras células imunes, e na
hematologia pediatrica, no tratamento da leucemia linfocitica aguda, por induzir apoptose
dos linfocitos B e T(URBANSKA; KAREWICZ; NOWAKOWSKA, 2014).

Multiplos CC ja foram usados como tratamento adjuvante do choque séptico.
Revisdo sistematica ndo observou evidéncia clara de superioridade, na reducao de
mortalidade ou taxa de superinfeccao, entre a hidrocortisona, metilpredinisolona ou
dexametasona, em pacientes sépticos. Houve forte evidéncia de superioridade, na
reversao de choque, com a hidrocortisona em bolus ou infusdao (GIBBISON et al., 2017).

Estudo experimental investigou o efeito da dexametasonano periodo de laténcia
para nascimento, emmodelo murino de trabalho de parto pré-termo. Ratas gravidas foram
distribuidas aleatoriamente em grupos: o grupo controle recebeu agua para injegao
(n=20), o grupo de trabalho de parto pré-termo recebeu injecdo com LPS (n=22),
enquanto o grupo de glicocorticoide foi tratado com dexametasona uma hora antes (n=17)
ou apods (n=7) a injecdo de LPS. Parto prematuro foi induzido pelo LPS, mas o pré-
tratamento outratamento com CC prolongou a gestagdo e exerceu impacto favoravel na
sobrevivéncia dos fetos. O soro dos ratos estimulados por LPS induziu apoptose de
esplenocitos em ratas saudaveis, prenhas ou nao. Isto foi revertido ap6s a incubagao
destas cé¢lulas com soro de ratos pré-tratados com dexametasona. O prolongamento da
gestagdo e a sobrevivéncia neonata, | em modelo murino estéril de parto prematuro foram
atribuidos ao uso da dexametasona. Estes resultados estdo associados a alteracdes nas

respostas imunes e apoptotica destes animais.
2.6 Histologia cardiaca
O miocéardio, o musculo cardiaco quase inexaurivel, composto principalmente por

um conjunto de células musculares especializadas denominadas midcitos cardiacos

(Figura 1), ¢ fundamental para a fun¢ao cardiaca. Os miocitos estao dispostos em uma
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orientagao circular e espiral ao redor do ventriculo esquerdo, a camara que bombeia o

sangue para a circulagdo sistémica.

Figura 1 - Histologia Cardiaca

Feixes de células musculares cardiacas separadas por fina trave de tecido conjuntivo fibroso, com
sarcoplasma (SP) acidofilico e ntcleo (N) central vesicular. Degeneragdo focal de fibras cardiacas
(asterisco). Minimo infiltrado celular (CI) na forma de macréfagos (Mc), neutrofilos (Ne) e linfocitos (L).
(Hx. & E. 400x).(ZAKI et al., 2017)

Os midcitos cardiacos possuem cinco componentes principais: (1) membrana
celular (sarcolema) e tabulos T, para a condu¢dao dos impulsos nervosos; (2) reticulo
sarcoplasmatico, um reservatorio de célcio necessario para a contragao; (3) elementos
contrateis; (4) mitocondrias e (5) nucleo. As células do musculo cardiaco contém muito
mais mitocondrias entre as miofibrilas do que as células do musculo esquelético
(aproximadamente 23% do volume celular versus 2%), o que reflete a dependéncia quase
completa do musculo cardiaco do metabolismo aerdbico. Cada miocito contém
geralmente um nucleo em forma de fuso (SCHOEN, 2005).

A unidade intracelular contratil do musculo cardiaco ¢ chamada desarcomeroe
correspondea um arranjo ordenado de filamentos espessos, compostos principalmente de
miosina, e¢ de filamentos finos, que contém actina. Os sarcomeros também sao
constituidospelas proteinas reguladoras troponina e tropomiosina. As células do musculo
cardiaco sao compostas de miofilamentos paralelos (arranjos de sarcomeros em série),
que sao responsaveis pelo aspecto estriado dessas células. O comprimento dos
sarcomeros depende do estado de contracdo do coragdo. Os mais curtos apresentam uma
consideravel sobreposicdo de actina e miosina com consequente reducdo da forca
contratil. Os mais longos possuemcontratilidade mais acentuada conforme justificado

pelo mecanismo de Frank-Starling (NEVES et al., 2016).
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Do namero total de células cardiacas, os midcitos respondem por cerca de 25%.
Porém, devido ao seu tamanho ser maior que as demais células presentes neste 6rgao,
eles sdo responsaveis por mais de 90% do volume do miocardio. Os midcitos atriais sao
menores € mais simples que os ventriculares. Alguns possuem granulos elétron-densos
no seu citoplasma, denominados grdnulos atriais especificos, que armazenam o0s
peptideos natriuréticos atriais (PNA ou peptideo natriurético tipo A). O PNA ¢ um
polipeptideo secretado no sangue a partir da distensdao atrial. O PNA pode produzir
vasodilatacdo, natriurese, diurese e inibi¢do do Sistema Renina- Angiotensina-
Aldosterona (SRAA) e do Sistema Nervoso Simpatico (SNS). Outros peptideos
natriuréticos sdo produzidos pelos ventriculos. O peptideo natriurétrico tipo B,
inicialmente denominado peptideo natriurétrico cerebral, ¢ secretado em reposta a
elevacdo na pressao e volume ventriculares. O peptideo natriurétrico tipo C € produzido
pelo endotélio vascular em reposta a uma tensdo de cisalhamento elevada (RUBATTU;
TRIPOSKIADIS, 2017).

Além dos miocitos o miocardio € constituido de células endoteliais, na maioria
das vezes associada a rica rede capilar miocardica, e fibroblastos. No miocardio normal,
as células inflamatérias sdo raras € o coldgeno € escasso. Os discos intercalares sao
estruturas exclusivas do musculo cardiaco e sdo responsaveis pela integracao funcional
dos midcitos. Dentro destes discos, as juncdes intercelulares permitem interagao
mecanica e elétrica - i6nica - entre as c€lulas. Um dos componentes dos discos
intercalares sdo as jungoes comunicantes. Estas possibilitam uma interagao elétrica, por
meio da passagem relativamente ilimitada de ions, entre células vizinhas e facilitam a
contragdo sincronica dos midcitos. As jungoes comunicantes consistem em agrupamento
de canais formados por membrana plasmatica que interligam de modo direto os
compartimentos citoplasmaticos de células vizinhas. Anormalidades na distribui¢ao
espacial dessas jungoes e de suas respectivas proteinas podem contribuir para disfungao
eletromecanica e arritmias.

No coragdo também existem midcitos especializados, excitatorios e condutores,
que estao envolvidos na regulacao da frequéncia e do ritmo cardiaco. Sa3o componentes
do sistema de condugdo cardiaco: (1) o né-sinoatrial (SA) que se localiza na parede
postero-superior do atrio direito, junto a desembocadura da veia cava superior; (2) o né
atrioventricular (AV), localizado no atrio direito ao longo do septo interatrial; (3) feixe
de His, que segue do atrio direito ao apice do septo interventricular; e sua subdivisao em

(4) ramos direito e esquerdo e, por fim, (5) as c€lulas de Purkinje.
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A matriz extracelular (MEC) no miocardio consiste primariamente de fibras de
colageno tipo I e tipo III. Eletroforese miocardica em ratos adultos e primatas indicam
que aproximadamente 80% do colageno neste 6rgao € representado pelo colageno tipo I.
Pequenas quantidades de coldgeno tipo IV e V estdo presentes nas membranas basais dos
miocitos e no espago pericelular (EGHBALI; WEBER, 1990).

As doengas fibrdticas possuem uma incidéncia global atual alarmante, e as opgdes
terapéuticas sdo bastante limitadas. Até recentemente, as alteracdes cardiacas subjacentes
as cardiopatias eram vistas como resultado de alteracdes que envolviam apenas os
cardiomiocitos. Evidéncias mais atuais apontam que o intersticio cardiaco e a sua matriz
colagenosa tém papel importante nesse processo (MCVICKER; BENNETT, 2017).

Em relacdo ao coragdo, o excesso de tecido cicatricial pode causar enrijecimento
tecidual, atrofia de cardiomidcitos, arritmias e hipoxia. As células efetoras da fibrose sao
os miofibroblastos - fibroblastos ativados - que correspondem a células com alto potencial
contratil. Estas células tém aparéncia de actina de fibras musculares lisas tipo o. Os
mecanismos subjacentes a diferenciagdo e persisténcia dos fibroblastos ainda estdo sob
investigacdo e envolvem uma complexa rede de sinalizagdo (figura 2) e interagdes
celulares (figura 3), envolvendo o fator transformador do crescimento B (TGF-p),
endotelina-1 (ET-1), angiotensina-2 (AT-II), fator de crescimento derivado das plaquetas

(PDGF) e o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CCN2) (LEASK, 2015).
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Figura 2 - Moléculas sinalizadoras determinantes da fibrose cardiaca

Uma série de interagdes diretas e indiretas entre fatores de crescimento e proteinas
matricelulares sdo determinantes da fibrose. Os fatores de crescimento e proteinas
matricelulares e seus receptores de superficie celular sdo mostrados, juntamente com os
maiores efetores pro-fibroticos e seus produtos finais. Angll indica angiotensina II; ALKS,
quinase associada a ativina 5; AT, receptor da angiotensina 1; ET-1, endotelinal; MMP,
metaloproteinase da matriz; PDGF, fator de crescimento derivado das plaquetas; SMA, actina
do musculo liso; TGF-p, fator transformador do crescimento-f; e trkA, receptor da tirosina
quinase A.(LEASK, 2015)
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Figura 3 - Interagdes celulares na fibrose cardiaca

As células envolvidas nas interagdes descritas na figura 2 estdo mostradas. Proteinas pro-fibroticas
podem ter origens diversas, porém a célula efetora final da fibrose é o miofibroblasto. Ang-II indica
angiotensiana II; ECM, matriz extracelular, ET, endotelina; IL, interleucina; PDGFD, fator de
crescimento derivado das plaquetas D; e TGF-p, fator transformador do crescimento-.(LEASK, 2015)
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3 OBJETIVOS

e —

3.1 Objetivo geral

Investigar alteracdes histomorfométricas cardiacas em ratos Wistar cujas maes
foram submetidas a peritonite fecal autégena durante a gravidez, no periodo maximo da
organogénese fetal e, investigar o impedimento ou o comportamento destas alteracdes
com a administracdo intravenosa da associa¢do de moxifloxacina e dexametasona 24

horas ap0s insulto infeccioso materno.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a contagem, tamanho e area ocupada pelos ntcleos em cada grupo do
estudo (GCN, GCP e GI)
e Investigar a ocorréncia de diferengas na contagem, tamanho e area ocupada pelos

nucleos entre os grupos do estudo (GCN, GCP e GI)
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4 MATERIAIS E METODOS

e —

4.1 Desenho do estudo

Estudo prospectivo, longitudinal, analitico e de intervengao.

4.2 Local do estudo

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisas Experimentais da
Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande, Paraiba. O emblocamento dos
coragdes na parafina e a confeccao das laminas histoldgicas foi realizada no laboratério

de anatomia patoldgica da Universidade Federal da Paraiba, em Jodo Pessoa.

4.3 Populacio do estudo

4.3.1 Critérios de elegibilidade

o (Critérios de inclusdo

Foram incluidos 03 ratas adultas Wistar (Rattus Novergicus Albinus Rodentia
Mammalia) e 29 ratos jovensWistarde 04 meses de idade (conceptos das ratas adultas).
Para a escolha dos animais do estudo nao foi necessaria a randomizacdo ja que as
caracteristicas dos mesmos sdo semelhantes, fazerem parte da mesma linhagem e terem
sido criados nas mesmas condi¢des ambientais e alimentares.

Os ratos jovens foram divididos em 03 grupos:

s Grupo Controle Negativo - GCN - filhos de ratas normais

s Grupo Controle Positivo - GCP - filhos de ratas que tiveram peritonite fecal

autogena induzida e que ndo receberam tratamento

¢ Grupo Intervencgdio - GI - filhos de ratas com peritonite fecal autégena induzida
que foram tratadas com a administracdo intravenosa da associagdo de

antimicrobiano e corticoide - moxifloxacina e dexametasona
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Ratos Wistar sdo caracterizados pelas orelhas alongadas, cabeca grande e
comprimento da cauda sempre menor que o comprimento corporal. A gestacdo dura de
20 a 22 dias e o desmame ocorre com 17 a 19 dias de vida. Sdo considerados animais
doéceis, de facil manipulagdo e com boa capacidade de aprendizado.

Estes animais constituem uma linhagem albina da espécie Rattus norvegicus,
desenvolvida no Instituto Wistar, na Filadélfia, apresentam comumente alopécia, por
vezes temporaria, ¢ baixa incidéncia de tumores (TUFIK, 2004). Esta linhagem ¢ uma
das mais utilizadas mundialmente em pesquisas de laboratério (ANDREOLLO et al.,

2012).

Critérios de exclusdo

Foram excluidos os animais que:

* No momento da indugdo da peritonite, apresentaram sinal de qualquer fluido
organico no aspirado da cavidade peritoneal,

. ) . e .

«» Apresentaram nas fezes qualquer sinal de processo inflamatorio, incluindo pus ou
sangue e,

**  Que desenvolverem desnutri¢ao.

4.4 Definicao das variaveis e coleta de dados

4.4.1 Defini¢do dos termos

¢ RATAS GRAVIDAS OU PRENHAS

Para o diagnostico da prenhez nas ratas, foi realizado o esfregaco vaginal,
utilizando-se uma cureta que, apds ser flambada, foi colocada em solugao salina 0,9% e
introduzida no intréito vaginal. Em seguida, foi retirada uma pequena quantidade de
secrecdo que foi colocada numa lamina de vidro. As laminas foram levadas ao
microscopio optico, e a presenca de espermatozoides, bem como a verificacdo do estro
foram considerados os fatores para o diagndstico positivo da prenhez, sendo este dia

considerado como o dia zero da gestacao (SILVA; ROCHA, 1995).

e PERITONITE
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Entende-se por peritonite a inflamacao de um segmento ou de toda a superficie
parietal ou visceral da membrana peritoneal. Apos a inoculagdo da solugdo fecal autogena
filtrada na cavidade abdominal, as ratas foram diariamente acompanhadas, com
monitorizagdo dos sinais de septicemia evolutiva: diminui¢ao da atividade fisica, redugao
da ingestdo de agua e ragdo , piloerecdo, taquipnéia e formacao de halo de coloragao

escurecida em torno dos olhos.

4.4.2 Operacionalizagdo e categoriza¢do dos dados

a) Nucleo celular

Variavel quantitativa discreta. Estrutura presente nas células eucariontes que
contém o material genético. E delimitado pelo envoltério nuclear - responsavel por
separar as reagdes quimicas que ocorrem no citoplasma, das reagdes que ocorrem no
nucleo. O envoltorio nuclear comunica-se com o citoplasma através dos poros nucleares.
O nucleo celular contém ainda algumas proteinas que tém a fun¢do de regular a
expressaogenica e € a estrutura responsavel pela sintese proteica.

A identificacdo desta varidvel nas laminas histologicas foi realizada partir da
analise microscopica celular e reconhecimento de estruturas vesicularesque se localizam
no centro do citoplasma.A identificacio do nucleo da célula cardiaca, a partir da
fotografia da lamina histolédgica, foi realizada de forma automatica, com o software Image

J.

b) Tamanho nuclear

Variavel quantitativa discreta medida em pixels. Corresponde a dimensaodos
nucleos celulares presentes nos cortes histologicos da parede livre do ventriculo esquerdo.
Esta medida foi obtida de forma automatica, a partir da fotografia da 1amina histolégica,

pelo software Image J.

¢) Area ocupada pelos niicleos
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Variavel quantitativa discreta medida em pixels e detectada automaticamente pelo
software Image J. Corresponde ao percentual da area total da fotografia da lamina
histoldgica da parede livre do ventriculo esquerdo ocupada pelosnucleos celulares.

4.4.3 Procedimentos téecnicos

e Desenho do estudo

Utilizamos trés ratas Wistar adultas prenhas jovens (12 meses de idade), com peso
médio de 300 gramas, sem qualquer doenga ou agravo, provenientes da colonia de criagao
do biotério da Faculdade de Ciéncias Médica de Campina Grande (FCM-CG) Em duas
destas ratas foi induzida peritonite fecal com administragao de 4ml/Kg de suspensao fecal
autdgena a 10% filtrada, na cavidade abdominal, no quadrante iliaco esquerdo,no 9° dia
de gravidez (Fotografia 1). A suspensao fecal foi obtida da seguinte maneira:

v" Dois gramas de fezes foram coletados de cada rata individualmente,
v" A amostra de fezes foi dissolvida em 20 ml de solu¢do salina a 0,9%,
v' A mistura foi homogeneizada e filtrada com uma gaze para remogio das grandes

particulas.

Fotografia 1 - Inducao de peritonite fecal

Injecdo de 4 ml/Kg de suspensdo fecal autogena a 10% filtrada no quadrante iliaco esquerdo de rata
Wistar no 9° dia de gravidez



37

Das duas ratas prenhas, que tiverem peritonite induzida, uma foi tratada com a
combinacdo de moxifloxacina e dexametasona em doses intravenosas de 40mg/kg e
0,2mg/kg, respectivamente. O tratamento foi realizado 24h apds a inducao da infecg¢ao
materna. A rata foi imobilizada e a cauda exposta. A veia caudal lateral foi puncionada
com escalpe. Aspirou-se o €émbolo da seringa e observou-se retorno sanguineo. A
medicacao foi administrada de forma lenta. Nao foi observada infiltragdo da cauda
durante a inje¢ao.

As ratas Wistar prenhas, infectadas (02) e nao infectada (01), foram alojadas em
gaiolas de polipropileno com dimensao de 430x430x200 mm (CxLxA) e mantidas em
ambiente ventilado e com temperatura controlada (24+1°C).As 24 horas foram divididas
em dois ciclos:luz de 12h/escuriddao de 12h. Todos os animais tiveramlivre acessoa
alimentacdo (ragdo balanceada propria para ratos Wistar) e dgua ad libitum.

Diariamente, as ratas foram:

v" Monitoradas ¢ observadas pela mesmamédica veterinaria, responsavel pelo
laboratorio de cirurgia experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas de
Campina Grande,

v Submetidas a aferi¢do do peso corporal, frequéncia respiratoria e temperatura com
o objetivo de detectar precocemente sinais deinfecgao,

v Analisadas quanto a quantidade e colorag¢do dos pélos,também como objetivo de
detectar sinais de infeccao

v’ Avaliadas quanto ao nascimento dos filhotes.

ApoOs o nascimento (que ocorreu aproximadamente 21 dias apds a prenhez) e o
periodo de trés semanas da amamentacao, 10 filhotes de cada uma das 03 ratas Wistar
foram separados das suas maes. Entre os filhotes, também foi realizada a separagao por
SeXO.

De cada rata nasceram cinco filhotes de cada sexo. Apos o periodo da
amamentagao e consequente separagao das maes, 01 concepto feminino, nascido da rata
que teve peritonite induzida e ndo tratada, veio a Obito. Todos os outros filhotes
sobreviveram e apresentaram bom desenvolvimento.

Aos 04 meses de idade, estes animais jovens (n=29), 20 machos e 09 fémeas,
foram eutanasiados com a administragdo intravenosa de cloridrato de ketamina, 50mg/kg,
e xilazina, na dosagem de 10mg/kg.

A cavidade toracica foi acessada por meio de incisdo na linha média com bisturi

de lamina fria n° 15. As demais camadas da parede toracica e o osso esterno foram
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seccionados com tesoura cirargica. O coracao e os vasos da base foram cuidadosamente
retirados em bloco (Fotografia 2), embebidos em formaldeido a 10% e enviados para

emblocamento em parafina e confec¢do das laminas histoldgicas.

(V /
F(;tografia 2 - Técnica de resseccao do coragao

Toracotomia mediana por 1dmina de bisturi fria nimero 15. Isolamento e retirada em bloco do coragdo e
vasos da base com posterior colocagao em formaldeido a 10% e envio para emblocamento em parafina e
confeccao das laminas histologicas

Dez filhotes de ratas normais, que ndo tiveram peritonite induzida, foram
utilizados como controle negativo - GCN. Os nove filhotes de ratas submetidas a
peritonite e que nao receberam intervengdao alguma foram utilizados como controle
positivo - GCP. Os dez filhotes de ratas que tiveram peritonite induzida mas que
receberam 24h apds, o tratamento associado de antibiotico e corticoide (moxifloxacina

4mg/Kg e dexametasona 0,2mg/Kg) constituiram o grupo de intervencao - GI.
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Figura 4 - Grupos de ratos envolvidos no estudo

e Processo Histologico - Hematoxilina e Eosina (Hx&E)

Os espécimes teciduais (coragdes removidos), previamente fixados em formalina
a 10% tamponada, foram submetidos a seccionamento transversal, com cortes de
aproximadamente 3-5 mm de espessura, da ponta do coragdo para a base, para serem
submetidos a processos quimicos que favoreceram ao corte histologico.

Apos a lavagem dos espécimes teciduais em dgua corrente por uma hora, para
retirada de possiveis precipitagdes da formalina, o material foi submetido a processo
quimico que possibilitou o enrijecimento adequado e padronizado das amostras para os
cortes histologicos.

O processo quimico seguiu uma sequéncia alcodlica para desidratacdo, com
intuito de tornar as solugdes misciveis € a nao retragao tecidual. Apos a desidratagdo, os

espécimes teciduais foram imersos em solucao de xileno, que realiza a retirada do alcool,
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imiscivel em parafina fundida, além de serem submetidos a diafanizagdo do tecido, que
consiste na infiltracao do tecido por um solvente de parafina que seja a0 mesmo tempo
desalcolizante. Em sequéncia, todo material tecidual foi imerso em banhos sucessivos de
parafina fundida a 60-63°C, com o objetivo de retirar todo xileno dos espécimes teciduais
e endurecer o tecido para os cortes histoldgicos.

Concluiu-se o processamento quimico tecidual e posteriormente, todo material foi
encaminhado para a inclusdo e formagao de blocos histologicos através de moldes pré-
aquecidos. Com o material imerso no molde com a parafina fundida, esse foi resfriado e
retirado do molde, formando o chamado bloco de parafina histologico.

Os blocos de parafina foram resfriados a baixa temperatura, visando um reforco
na solidificagdo da parafina e melhor desbaste do bloco durante o processo de microtomia.
Os blocos provenientes de todo processamento histologico foram dispostos em freezer
com temperatura -3°C, segundo ordem das amostras, sobre formas de gelos, e mantidos
por pelo menos meia hora até disponibilidade de temperatura para inicio do servigo.

As laminas histologicas foscas foram identificadas com lapiseira, conforme a
identificacao do bloco de parafina, para facilitar o manuseio e prevenir possiveis erros de
trocas de materiais. A partir do bloco de parafina desbastado e resfriado, fitas de cortes
histoldgicos seriados foram realizados, com o objetivo da montagem de uma lamina para
analise.

Utilizou-se, para tanto, um microtomo de bancada, banho-maria, cuba tipo
manteigueira sem tampa, agua destilada, alcool absoluto, pincel, gaze, laminas
histoldgicas foscas, rotulos e suporte de madeira para laminas.

Cada bloco de parafina foi fixado ao suporte proprio do micrétomo sendo obtidas
fitas de cortes histologicos representativas do material emblocado de forma padronizada.
A espessura do corte obtido foi de 3-4 micrometros. Os cortes ja dispostos a lamina foram
mantidos no suporte de madeira disponivel sobre a bancada por cerca de 20 a 30 minutos.
Retirou-se o excesso de parafina das laminas “recém-pescadas”, por meio de calor, numa
estufa de esteriliza¢do e secagem calibrada a temperatura entre 60-65°C e mantidas nesse
ambiente por cerca de 30 minutos.

Em seguida, foi realizado o preparo prévio (submissao de substancias quimicas)
do corte histologico para coloragdo em Hx&FE, conforme o seguinte procedimento:
realizou-se banhos sucessivos de Xilol I, Xilol II e Xilol III (desparafinizagdo); alcool
absoluto I, alcool absoluto II, 4lcool 95%, alcool 80%, alcool 70% (hidratagdo); agua

destilada; Hematoxilina de Harris (coloragdo); agua destilada; 4cido cloridrico 1%
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(diferenciacdo); dgua destilada; Eosina Y (coloragdo); alcool 70%, alcool 80%, alcool
95%, alcool absoluto I, alcool absoluto II (desidratagdo); Xilol I, Xilol II (diafanizacgao);
e Xilol IIT (montagem). Todo esse processo foi realizado em equipamento automatico
para coloragdo de laminas histologicas, modelo ST5010 Leica.

ApoOs concluir a coloragdo, seguiu-se a montagem da ldmina, que consistiu em
sobrepor a camada de tecido j& corada em Hx&E, disposta a lamina com uma pelicula de
vidro, chamada laminula, de modo a evitar desgaste ou remocao brusca do corte
histoldgico, com o auxilio do meio de montagem tipo Balsamo do Canada. Enxugou-se a
face oposta ao corte com toalha de papel. As laminas ja montadas foram dispostas sobre
bandeja de madeira para posterior analise apds breve periodo de secagem a temperatura
ambiente.

A hematoxilina ¢ um corante basico que tem afinidade por estruturas acidas
(acidofilo) e possui cor azul ou purpura. A eosina ¢ um corante acido que tem afinidade
por estruturas basicas (baséfilo) e possui cor rosa.

As laminas do coragaoforam observadas ao microscopio, com magnificacdo de
400x. Trés cortes representativos de cada se¢do do ventriculo esquerdo - parede livre - de

cada rato, dos respectivos grupos, foram selecionadas para analise.

e Histomorfometria

A contagem de células ¢ um procedimento importante que ¢ realizado
rotineiramente. Geralmente ¢ feita com um hemocitometro e as células necessitam ser
contadas manualmente em oito areas de 1x1 mm nas duas cadmaras de contagem. O
hemocitometro foi inventado por Loui-Charles Malassez e consiste de uma espessa
lamina de vidro para microscopia com indentagdes retangulares que criam as camaras.
Estas, por sua vez, sdo subdividas em grades a partir de indentagdes -linhas -
perpendiculares, criadas a laser. As areas delimitadas pelas linhas e a profundidade das
camaras sao conhecidas. Ao se observar uma area definida da grade ¢ possivel a contagem
do numero de células ou particulas num volume especifico do liquido e, assim, calcular
a concentracao destas células(ZEIDLER-ERDELY et al., 2016).

Esta de forma de contagem ¢ pouco pratica e demanda bastante tempo. Neste
contexto o surgimento de softwares de contagem automatica de células permitiu a

realizagao desta funcao com praticidade, rapidez e economia de tempo. Esta abordagem
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¢ aproximadamente 10 vezes mais rapida e possui resultados mais consistentes e
confiaveis que a contagem manual(GRISHAGIN, 2015).

As analises histomorfométricas foram realizadas com um miccroscopio Leica DM
2000 (lente de ampliacao x40) ligado a uma camara digital (Leica DFC 425, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e acoplados a um computador equipado com um
programa analisador de imagem. Nesta pesquisa, as medidas histomorfométricas foram
realizadas, empregando-se o software de analise digital de imagens Image J 1.51, Java
1.8.0 101 (64-bit). Este programa éamplamente utilizado em pesquisas cientificas
envolvendo quantificacdo e analise de imagens(GIRISH; VIJAVALAKSHMI, 2004),
com plataforma de programagaobaseada na linguagem Java.De forma sistematica todas
as fotomicrografias foram processadas segundo o mesmo algoritmo. Inicialmente, a
fotomicrografia foi convertida em 8-bits. Em seguida, na aba "processos", imagem foi
tornada binaria. Os dados de cada imagem (numero, tamanho e area nuclear) foram
obtidos através do plugin "Nucleus Counter", de forma automdtica. O comando
"Threshold" foi utilizado para separar o fundo da imagem das particulas de interesse.
Determinou-se um ponto de corte para todas as particulas com uma area inferior a 100
pixels ou superior a 5000 pixels. Nao impusemos restricoes a forma. O ponto de corte

eliminou ruidos e eventuais células coalescidas.

4.5 Analise dos dados

Os resultados foram analisadoscom o auxilio do software GraphPad Prism (Prism
7 for Mac OS X, Version 7.0c, March 1, 2017 - GraphPad Software, Inc., USA). Em cada
um dos gruposavaliamos o percentual de area por campo ocupada pelos nticleos celulares,
o numero e o tamanho dos nticleos em cada fotomicrografia da parede livre do ventriculo
esquerdo.

Os parametros quantitativos foram expressospor suas médias e desvio-padrao
bem como graficos box-plot. Cada parametro foi testado quanto a distribui¢ao gaussiana
utilizando-se o teste de Kolmorogov-Smirnov.

Para a comparagdo das multiplas médias entre os grupos que passaram no teste
da normalidade utilizamos o one-way ANOVA e o pos-teste de comparagdes multiplas

de Tukey, para identificar quais grupos diferiram entre si.
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Para as comparagdes de médias ndo paramétricas, utilizamos o teste de Kruskal-
Wallis. O pos-teste de Dunn foi utilizado para identificar quais grupos diferiram entre si.

Valores de p < 0.05 foram utilizados para rejeitar a hipdtese de nulidade.

4.6 Limitacoes metodologicas

Com o intuito de minimizar as falhas, o acompanhamento e coleta de dados dos
animais foi realizado pela mesma médica veterindria responsavel pela Unidade de
Investigacao Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande e o
acesso as cavidades toracica dos animais, apos a eutanasia, bem como asavaliagcdes dos
resultados, realizados pelo pesquisador. Entretanto, apesar de termos avaliado as
alteragdes histologicas com base na histomorfometria, ¢ possivel que os usos de outras
ferramentas diagnoésticas possam ter a capacidade de detectar alteracdes ainda que sutis
nos tecidos cardiacos da prole de ratas submetidas ao insulto infeccioso.

Ressaltamos ainda que, apesar da confeccdo das laminas ter sido realizada
utilizando-se sempre a mesma técnica, com o mesmo padrdo de emblocamento dos
coragdes, no mesmo laboratorio de patologia da Universidade Federal da Paraiba, em
Jodo Pessoa, e pela mesma profissional, a eventual falta da uniformidade dos cortes
histolégicospode associar-se a discrepancias nos dados histomorfométricos adquiridos
pelo software Imagel. Porém, como o mesmo padrao de corte foi utilizado para todas as
laminas, em coragdes com o mesmo padrao de emblocamento na parafina, observamos
que a uniformidade na confeccao das laminas histoldgicas ena anélise de suas fotografias

minimiza este fator de confusdo, na analise dos dados.

4.7 Aspectos éticos

Os ratos receberam cuidados em concordancia com os “Principios de cuidados
com animais de laboratorio”, respeitando-se os “Principios €ticos na experimentagao
animal do Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal” (COBEA). O projeto de
investigagdo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/CESED)

conforme anexo.
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5 RESULTADOS

e —

Os resultados da pesquisa encontram-se na forma de artigo disposto no Apéndice.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

e —

Em ratas adultas prenhas, submetidas a peritonite com 4ml/kg desolugao fecal
autdgena a 10% filtrada, foi observado, a partir da andlise histomorfométrica com o
software ImagelJ, reducgdo significante da densidade nuclear no tecido cardiaco na prole
adulta. Esta alteragdo foi evitada com administragdo precoce e intravenosa de
moxifloxacina 40mg/Kg e dexametasona 0,2mg/Kg.

A contagem nuclear e area ocupada pelos nucleos foi significantemente maior no
GCN quando comparado ao GCP e no GI comparado ao GCP. Nao houve diferenca
significante entre grupos GCN e GI. O tamanho nuclear foi significantemente maior no
GI quando comparado ao GCP.

Os resultados encontrados poderao fornecer melhor entendimento da repercussao
cardiaca fetal, ocasionada pela translocagdo bacteriana da cavidade peritoneal materna
para a circulacdo sanguinea fetal e, determinar a importancia da intervencao precoce
materna, com antibiotico e corticdide, como forma de prevencao das alteragdes cardiacas
fetais. Adicionalmente, a investigagdo poderd fornecer informagdes quanto a possivel
génese de transtornos do miocéardio em adultos jovens, nascidos de maes que sofreram

infeccdes na fase precoce da gravidez.
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RESUMO

Fundamento: Peritonite fecal autdgena em ratas Wistar determina alteragdes oculares e
encefélicas na prole as quais podem persistir na vida adulta. Porém, a infec¢éo peritoneal materna
como determinante dealteragdes cardiacas na prole adulta é incerta.

Objetivos: Investigar a existéncia de alteragdes histomorfométricas cardiacas em ratosWistar
cujas maes foram submetidas a peritonite fecal autdgena no periodo maximo da organogénese,
e, se € possivel, impedir tais alteracdes com a administracdo intravenosa da associa¢do de
moxifloxacina e dexametasona

Métodos: Foi realizado estudo prospectivo, analitico, histomorfométrico em 29 coragdes de ratos
Wistar de quatro meses de idade os quais forma divididos em: Grupo Controle Negativo (GCN),
com nove animais, filhos de rata sem peritonite induzida durante a gestagdo; Grupo Controle
Positivo (GCP) , com 10 animais filhos de rata com peritonite fecal induzida na gestagéo que néao
recebeu tratamento algum e Grupo Intervengao (Gl), com 10 animais cuja mée recebeu tratamento
com moxifloxacina e dexametasona 24h apés a indugéo da peritonite fecal no periodo gestacional.
Nos grupos CGP e GlI, a peritonite materna foi induzida com administracdo de 4ml/Kg de
suspensao fecal autégena a 10% filtrada, na cavidade abdominal, no quadrante iliaco esquerdo,no
9° dia de gravidez.

Resultados: Foi observado contagem nuclear significantemente maior no Gl em comparagao ao
GCP (p=0.0016) € no GCN em comparagao ao CGP (p=0.0380). Nao houve diferenca significante
na contagem nuclear entre 0 GCN e 0 GI.

Conclusoées: A peritonite fecal autégena induzida em ratas Wistar prenhas determinou alteragdes
miocardicas na prole adulta. Estas altera¢des puderam evitadas com a administragao intravenosa

de moxifloxacina e dexametasona 24h apos o insulto infeccioso materno.

Palavras-Chave: Peritonite; ratos; miocardio; gravidez
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ABSTRACT

Background: Autogenic fecal peritonitis in Wistar rats determines ocular and encephalic changes
in offspring that may persist in adult life. However, maternal peritoneal infection as a determinant
of cardiac changes in adult animals is uncertain.

Objectives: To investigate the existence of cardiac histomorphometric changes in Wistar rats
whose mothers underwent autogenic fecal peritonitis in the maximum period of organogenesis and,
if possible, to prevent such changes with the intravenous administration of the combination of
moxifloxacin and dexamethasone

Methods: A prospective, analytical, histomorphometric study was performed on 29 hearts of four-
month-old Wistar rats, divided into: Negative Control Group (NCG) enrolling nine animals, rat
offspring without peritonitis induced during pregnancy; Positive Control Group (PCG) with 10
female offspring with fecal induced peritonitis in gestation that received no treatment and
Intervention Group (IG) with 10 animals whose mother received moxifloxacin and dexamethasone
treatment 24 hours after induction of fecal peritonitis in the gestational period. In the PCG and 1G
groups, maternal peritonitis was induced by administration of 4 mi/kg of 10% autogenic fecal
suspension filtered into the abdominal cavity in the left iliac quadrant on the 9th day of pregnancy.
Results: Significantly higher nuclear counts were observed in IG compared to PCG (p = 0.0016)
and in NCG compared to PCG (p = 0.0380). There was no significant difference in nuclear counts
between NCG and IG.

Conclusions: Induced autogenic fecal peritonitis in pregnant Wistar rats determined myocardial
changes in adult offspring. These changes could be avoided with the intravenous administration of

moxifloxacin and dexamethasone 24 hours after the maternal infectious insult.

Keywords: Peritonitis; rats; myocardium; pregnancy
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INTRODUGAO

A doenga cardiaca congénita é a principal anomalia detectada ao nascimento e esta
associada a elevada morbimortalidade na infancia e na adolescéncia (1). A elucidagdo de
mecanismos subjacentes ao desenvolvimento cardiaco € fundamental para a identificacéo de
anormalidades durante a organogénese, com 0 objetivo de adogéo de estratégias de intervengéo
precoce (2).

A associagcdo de anomalias congénitas oculares e encefélicas, em conceptos com
endotoxemia bacteriana materna, j& foi demonstrada experimentalmente (3). A inducdo de
peritonite em ratas no nono (9°) dia de prenhez, com suspenséo fecal autégena filtrada a 10%, na
dosagem de 4ml/kg, associou-se ao surgimento de encefalomalécia e catarata. Por outro lado, a
intervencdo com moxifloxacina 40mg/kg e dexametasona 0,2mg/kg intraperitoneal (IP), 48 a 72h
apds a inducdo da infeccdo materna, mostrou-se eficaz na prevengéo do aparecimento dessas
complicagdes (4). Esta pesquisa, contudo, ndo avaliou as repercussdes histologicas
cardiovasculares do insulto infeccioso materno nos conceptos das ratas infectadas, nem utilizou a
via intravenosa (IV) para a terapia antimicrobiana a qual é a mais utilizada na prética clinica, em

casos de peritonite em gravidas

A presente pesquisa se propde a investigar a histomorfometria cardiaca em conceptos de
ratas Wistar com quatro meses de idade, cujas maes foram submetidas a peritonite com
suspensao fecal autdgena filtrada a 10%, na fase precoce da gravidez (nono dia), no periodo
maximo da organogénese cardiaca fetal e, investigar o impedimento ou o comportamento das
alteragdes cardiacas com a administracdo intravenosa da associagdo de moxifloxacina e

dexametasona 24h ap6s a indugéo da infeccdo abdominal materna.

METODOS
Desenho Experimental

Estudo prospectivo, longitudinal, analitico e de intervengéo, desenvolvido no Laboratério
de Pesquisas Experimentais da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande (FCM-CG),

Paraiba.

Animais
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Foram incluidas 03 ratas adultas, jovens, de aproximadamente 03 meses de idade
prenhas, e peso de 300 gramas, adultas, da raga Wistar (Rattus Novergicus Albinus Rodentia
Mammalia), sem qualquer doenga ou agravo, provenientes da col6nia de criagdo do biotério da
FCM-CG e 29 ratos jovens de 04 meses de idade (conceptos das ratas adultas), da mesma
espécie.

Os ratos jovens foram divididos em 03 grupos: Grupo Controle Negativo - GCN - filhos
de ratas sem peritonite induzida; Grupo Controle Positivo - GCP - filhos de ratas que tiveram
peritonite fecal autdgena induzida e que néo receberam tratamento e o Grupo Intervengéo - Gl -
filhos de ratas com peritonite fecal autdgena induzida e, que foram tratadas com a administragéo
intravenosa da associagao de moxifloxacina (40mg/Kg) e dexametasona (0,2mg/Kg) 24h apés a
induc&o do insulto infeccioso materno.

Foram excluidos os animais que no momento da indugéo da peritonite, apresentaram sinal
de qualquer fluido orgénico no aspirado da cavidade peritoneal, evidéncias de processo

inflamatdrio nas fezes, incluindo pus ou sangue, ou que desenvolveram desnutri¢ao.

Cuidado com os animais

Os ratos receberam cuidados em concordancia com os “Principios de cuidados com
animais de laboratorio”, respeitando-se os “Principios éticos na experimenta¢do animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).” O projeto de investigagao foi aprovado pelo
Comitt de Etca em Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ensino Superior e
Desenvolvimento/Faculdade de Medicina de Campina Grande (CESED/FCM-CG).

As ratas prenhas, infectadas (02) e ndo infectada (01), foram alojadas em gaiolas de
polipropileno com dimensao de 430x430x200 mm (CxLxA) e mantidas em ambiente ventilado e
com temperatura controlada (24+1°C). As 24 horas foram divididas em dois ciclos: luz de
12h/escuridao de 12h. Todos os animais tiveram livre acesso a alimentagao (ra¢do balanceada
propria para ratos Wistar) e agua ad libitum.

Diariamente, as ratas foram monitoradas e observadas pela mesma médica
veterindria e submetidas a afericdo do peso corporal, frequéncia respiratéria e temperatura.
Também foram avaliadas quanto a quantidade e coloragé@o dos pélos com o objetivo de detectar
precocemente sinais de infecgdo e observadas quanto ao nascimento dos filhotes, que ocorreu
aproximadamente 21 dias ap6s a prenhez. De cada rata nasceram 10 filhotes (cinco machos e

cinco fémeas). Hum concepto feminino, nascido do grupo GCP, veio a 6bito. Todos os demais
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sobreviveram e apresentaram bom desenvolvimento. Ap6és o periodo de trés semanas da
amamentagao ,os filhotes de cada uma das trés ratas foram separados, das suas maes e, entre

Si, por sexo.

Indugéo da Peritonite nas Ratas Prenhas

Foram utilizadas trés ratas Wistar adultas prenhas sem qualquer doenga ou agravo,
provenientes da colbnia de criagdo do biotério da Faculdade de Ciéncias Médica de Campina
Grande (FCM-CG). Em duas destas ratas foi induzida peritonite fecal com administragao de 4ml/Kg
de suspenséo fecal autdgena a 10% filtrada, na cavidade abdominal, no quadrante iliaco inferior
esquerdo, no 9° dia de gravidez (Fotografia 1). A suspenséo fecal foi obtida a partir de dois
gramas de fezes coletadas de cada rata. Esta amostra foi dissolvida em 20 ml de solugéo salina

a 0,9%, homogeneizada e filtrada com uma gaze para remog&o das grandes particulas.

Fotografia 1 - Indugao de peritonite fecal
Injecao de 4 ml/Kg de suspensé&o fecal autdgena a 10% filtrada no quadrante iliaco esquerdo de rata Wistar no 9° dia
de gravidez
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Remocgéo dos coragoes

Aos 04 meses de idade, os animais jovens (n=29), 15 machos e 14 fémeas, foram
eutanasiados com a administragao intravenosa de cloridrato de ketamina, 50mg/kg, e xilazina,
10mg/kg. A cavidade toracica foi acessada por meio de incisdo na linha média com l[dmina de
bisturi fria n° 15. As demais camadas da parede toracica e 0 0sso esterno foram seccionados com
tesoura cirdrgica. O coragdo e os vasos da base foram cuidadosamente retirados em bloco
(Fotografia 2), embebidos em formaldeido a 10% e enviados para emblocamento em parafina e

confecgéo das laminas histologicas.

Fotografia 2 - Técnica de ressecgao do coragdo

Toracotomia mediana por l1dmina de bisturi fria nimero 15. Isolamento e retirada em bloco do coragao e vasos da
base com posterior colocagdo em formaldeido a 10% e envio para emblocamento em parafina e confecgéo das
|&minas histolégicas

Processo Histoldgico
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Os espécimes teciduais removidos e, previamente fixados em formalina a 10%
tamponada, foram submetidos a seccionamento transversal, com cortes de aproximadamente 3-5
mm de espessura, da ponta do coragdo para a base.

Apo6s a lavagem em agua corrente por uma hora, para retirada de possiveis precipitagdes
da formalina, o material foi submetido a processo quimico que possibilitou o enrijecimento
adequado e padronizado das amostras para os cortes histolégicos.

O processo quimico seguiu uma sequéncia alcodlica para desidratagdo, com intuito de
tornar as solugbes misciveis e evitar retragdo tecidual. Apds a desidratacdo, os espécimes
teciduais foram imersos em solugdo de xileno, que realiza a retirada do alcool, imiscivel em
parafina fundida, além de serem submetidos a diafanizagao do tecido. Em sequéncia, todo material
tecidual foi imerso em banhos sucessivos de parafina fundida a 60-63°C, com o objetivo de retirar
todo xileno e endurecer o tecido para os cortes histologicos. Concluiu-se o processamento quimico
tecidual e todo material foi encaminhado para a inclus&o e formagao de blocos histoldgicos através
de moldes pré-aquecidos.

Com o material imerso no molde com a parafina fundida, esse foi resfriado e retirado do
molde, formando os chamado blocos de parafina histolégico que foram resfriados a baixa
temperatura, visando um reforgo na solidificagdo da parafina e melhor desbaste do bloco durante
0 processo de microtomia. Os blocos foram dispostos em freezer com temperatura -3°C, segundo
ordem das amostras, sobre formas de gelos, e mantidos por pelo menos meia hora até
disponibilidade de temperatura para inicio do servico.

As laminas histolégicas foscas foram identificadas e, a partir do bloco de parafina
desbastado e resfriado, fitas de cortes histoldgicos seriados foram realizados, com o objetivo da
montagem de uma lamina para analise. A espessura dos cortes obtidos foi de 3-4 micrometros.
Os cortes ja dispostos a lamina foram mantidos no suporte de madeira disponivel sobre a bancada
por cerca de 20 a 30 minutos. Retirou-se 0 excesso de parafina das laminas “recém-pescadas”,
por meio de calor, numa estufa de esterilizagdo e secagem calibrada a temperatura entre 60-65°C
cerca de 30 minutos.

Posteriormente, foi realizado o preparo (submiss@o de substéncias quimicas) do corte
histolégico para coloragdo em Hematoxilina e Eosina. Todo esse processo foi realizado em
equipamento automatico para coloragéo de laminas histologicas, modelo ST5010 Leica. Apds
concluir a coloragéo, seguiu-se a montagem da lamina para posterior anélise apds breve periodo

de secagem a temperatura ambiente. As laminas do coragao foram observadas ao microscépio,
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com magnificagao de 400x. Cortes representativos de cada se¢éo do ventriculo esquerdo - parede

livre - de cada rato, dos respectivos grupos, foram selecionadas randomicamente para analise.

Histomorfometria.

As anélises histomorfométricas foram realizadas com o auxilio de um microscépio Leica
DM 2000 (lente de ampliagdo x40) ligado a uma cémara digital (Leica DFC 425, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e acoplados a um computador equipado com um programa
analisador de imagem. Nesta pesquisa, as medidas histomorfometricas foram realizadas,
empregando-se o software de analise digital de imagens Image J 1.51, Java 1.8.0 _ 101 (64-bit).
Este programa € amplamente utilizado em pesquisas cientificas envolvendo quantificagdo e
andlise de imagens (5-10), com plataforma de programagéo baseada na linguagem Java. De
forma sistematica, todas as fotomicrografias foram processadas segundo o mesmo algoritmo.
Inicialmente, a fotomicrografia foi convertida em 8-bits. Em seguida, na aba "processos", imagem
foi tornada binéria. Os dados de cada imagem (numero, tamanho e area nuclear) foram obtidos
através do plugin "Nucleus Counter". O comando "Threshold" foi utilizado para separar o fundo da
imagem das particulas de interesse. Determinou-se um ponto de corte para todas as particulas
com uma area inferior a 100 pixels ou superior a 5000 pixels. Nao impusemos restricdes a forma.

O ponto de corte eliminou ruidos e eventuais células coalescidas.

Analise dos Dados

Os resultados foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism (Prism 7 for
Mac OS X, Version 7.0c, March 1, 2017 - GraphPad Software, Inc., USA). Os parametros
quantitativos foram expressos por suas médias e desvio-padrao e representados em gréficos box-
plot. Cada parémetro foi testado quanto a distribuicdo gaussiana utilizando-se o teste de
Kolmorogov-Smirnov. Para a analise comparativa das mdultiplas médias entre os grupos que
passaram no teste da normalidade foi utilizado o one-way ANOVA e o p6s-teste de comparagbes
multiplas de Tukey. As comparagdes de médias ndo paramétricas foram realizadas com o teste
de Kruskal-Wallis. O pés-teste de Dunn foi utilizado para identificar quais grupos diferiram entre

si. Valores de p < 0.05 foram utilizados para rejeitar a hipétese de nulidade

RESULTADOS DA HISTOMORFOMETRIA
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Contagem nuclear

A contagem nuclear diferiu entre os grupos (Kruskal-Wallis - p= 0,0015) e foi
significantemente maior no GCN quando comparado ao GCP (p=0,0380). No grupo GI, também
foi evidenciado contagem nuclear maior quando comparado GCP (p=0,0016). Nao houve

diferenga significante entre grupos GCN e GI. Tabelas 1A e 1B e grafico 1.

Tabela 1A. Contagem nuclear - Estatistica Descritiva

Sem Peritonite Petinonite nao tratada Grupo Intervengao
(GCN) (GCP) (Gl)

Minimo 584 526 429

Percentil 25% 769,5 594 702,3
Mediana 833 727 1103
Percentil 75% 1018 746 1525
Maximo 1264 1110 2136
Médio 894,2 700,1 1150
Desvio Padrao 211 137,7 503,9
Erro Padrao da Média 58,51 31,59 112,7

Teste de Kruskal-Wallis (p=0,0015)

Tabela 1B. Contagem nuclear - Andlise Estatistica

Teste de Comparagdes Mdltiplas de Dunn Significante? Valor Ajustado de P
Sem Peritonite (GCN) vs. Peritonite néo tratada (GCP) sim 0,0380
Sem Peritonite (GCN) vs. Grupo Intervengao (Gl) nao >0,9999
Peritonite n&o tratada (GCP) vs. Grupo Intervencéo (GI) sim 0,0016
Contagem Nuclear
2500m

2000

1500m

1000

Contagem Nuclear

500

O

Grupos

Grafico 1. Contagem nuclear por campo avaliado nos grupos em investigagao
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Area ocupada pelos nticleos

O percentual da &rea da fotomicrografia ocupada pelos nucleos diferiu entre os grupos
(Kruskal-Wallis - p=0,0007) e foi significantemente maior no GCN quando comparado ao GCP
(p=0,0448) e no grupo Gl quando comparado ao GCP (p=0,0006). Nao houve diferenca
significante entre grupos GCN e Gl .Tabelas 2A e 2B e grafico 2 .

Tabela 2A. Porcentagem da area da fotomicrografia ocupada pelos nicleos - Estatistica Descritiva

Sem Peritonite Petinonite nao tratada Grupo Intervengéo

(GCN) (GCP) (Gl)
Minimo 2,426 2,558 2,001
Percentil 25% 4,161 3,090 3,776
Mediana 4,469 3,578 5,852
Percentil 75% 5,737 3,893 9,794
Maximo 8,617 6,107 12,717
Médio 4,872 3,620 6,920
Desvio Padrao 1,606 0,7666 3,426
Erro Padrao da Média 4,454 0,1759 0,7661

Teste de Kruskal-Wallis(p = 0,0007)

Tabela 2B. Porcentagem da area da fotomicrografia ocupada pelos nucleos - Anélise Estatistica

Teste de Comparagdes Mdltiplas de Dunn Significante? Valor Ajustado de P
Sem Peritonite (GCN) vs. Peritonite néo tratada (GCP) sim 0,0448
Sem Peritonite (GCN) vs. Grupo Intervengao (Gl) nao >0,9999
Peritonite n&o tratada (GCP) vs. Grupo Intervencéo (GI) sim 0,0006
15m

10m

Pocentagem da area ocupada

Grupos

Grafico 2. Area da foromicrografia ocupada pelos niicleos nos grupos em investigagéo

Tamanho nuclear

A contagem dos nucleos celulares diferiu entre os grupos (ANNOVA - p= 0,0207). Esta

variavel foi significantemente maior no GI quando comparado ao GCP (p=0,0170). Nao houve
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diferenga significante entre grupos GCN e G, nem entre os grupos GCN e GCP .Tabelas 3A e 3B

e grafico 3.

Tabela 3A. Tamanho Nuclear (em pixels) - Estatistica Descritiva

Sem Peritonite

Petinonite nao tratada

Grupo Intervengéo

(GCN) (GCP) (Gl)
Minimo 380584 472049 485281
Percentil 25% 497572 509866 541215
Mediana 577524 540007 626429
Percentil 75% 623857 595697 678605
Maximo 719346 616406 769391
Médio 570701 546566 617717
Desvio Padrao 100882 45246 85052
Erro Padrao da Média 27980 10380 19018
ANNOVA (p=0.0207)
Tabela 3B. Tamanho Nucelar - Analise Estatistica
Teste de Comparagées Multiplas de Tukey Significante? Valor Ajustado de P
Sem Peritonite (GCN) vs. Peritonite ndo tratada (GCP) néo 0.6665
Sem Peritonite (GCN) vs. Grupo Intervengao (Gl) nao 0.2167
Peritonite n&o tratada (GCP) vs. Grupo Intervencéo (GI) sim 0,0170
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Grafico 3 . Tamanho nuclear em pixels nos grupos em investigagéo

DISCUSSAO

Alteracdes histolégicas cardiacas em ratos Wistar tém sido demonstradas em modelos

que simulam o infarto (26). Entretanto, evidéncias vinculando infec¢do peritoneal materna,

experimentalmente induzida, a repercussdes cardiovasculares fetais séo escassas.

No presente estudo, foi utilizado o software ImageJ para realizar a analise

histomorfométrica e investigar as alteragbes cardiacas fetais ocasionadas pela endotoxemia
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bacteriana materna em ratas Wistar prenhas. A contagem nuclear e o percentual de area ocupada
nucleos foi significantemente maior no GCN em comparagdo ao GCP e no GCP que no G,
apontando para uma redugao na densidade nuclear e maior atividade apoptética, determinada
pela peritonite materna. Diante destes dados, a auséncia de diferenca significante na contagem
nuclear entre os grupos Gl e GCN indicaram a eficacia da terapéutica (moxifloxacina e
dexametasona), dose (40mg/Kg e 0,2 mg/Kg, respectivamente) e da via de acesso (intravenosa)
utilizada no GlI, para debelar o processo infeccioso materno. N&o foi encontrada diferenga
significante no tamanho nuclear do GCN quando comparado ao GCP ou ao Gl. Contudo, o
tamanho nuclear no GCP foi menor que no Gl. E possivel que a maior dispersdo do GCN
(amplitude de 190.117) em comparagdo com o GCP (amplitude de 144.357), diante de uma
amostra pequena, justifique a auséncia de diferenga estatistica significante entre os grupos
evidenciada ao teste de comparagao multipla de Tukey (p=0,6665).

Em estudos experimentais com murinos a idade dos animais é crucial e tdo importante
quanto o peso, para se avaliar uma intervengéo terapéutica. As trés ratas prenhas da nossa
pesquisa apresentavam idades semelhantes, aproximadamente 12 semanas de idade. Neste
periodo a resposta a infecgdo ndo esta comprometida pelo envelhecimento. Em humanos,
observa-se avango da idade materna. Neste grupo, as taxas de parto por cesariana, morte fetal e
morbimortalidade neonatal séo elevadas. A incidéncia e taxa de mortalidade, devido a sepse
materna, tém aumentado na Ultima década. Nos EUA a taxa de mortalidade materna aumentou
de 12 por 100.000 nascidos vivos, em 1990, para 14 por 100.000 nascidos vivos, em 2015 (28,29).
A imunosenescéncia, declinio do sistema imunolégico com o aumento da idade, € um dos fatores
que justificam 0 aumento da mortalidade materna nos ultimos anos. A relevancia destes dados fez
com que, em 2000, a Organizagéo das Nagdes Unidas (ONU), determinasse que a reducéo da
mortalidade materna em 75% em 15 anos, seria um dos principais objetivos para o milénio. Esta
meta néo foi alcangado pela maioria dos paises industrializados (30). Embora os resultados desta
pesquisa tenham sido obtidos em filhotes adultos de ratas jovens com peritonite, € possivel que,
as alteragdes cardiacas encontradas sejam mais pronunciadas em animais de maior idade.

Diante da sepse materna, os recém-nascidos apresentam altas taxas de eventos
adversos. A infecgéo do liquido amnidtico pode ocorrer em qualquer fase da gestagao, porém, é
mais frequente préximo ao parto ou no puerpério. Os germes aerébios € anaerébios, gram-
positivos e negativos, constituem a flora mais comumente encontrada - a flora mista (18). Na
sepse neonatal tardia observa-se alteragbes da frequéncia cardiaca, variabilidade reduzida da
frequéncia cardiaca e desaceleragdes, muitas vezes até 12 a 24h antes do diagnéstico clinico de

sepse. A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca normalmente ¢ atribuida a uma disfungéo
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das células do né sinusal ocasionada pela liberagao de citocinas e alteragdes nos processos de
transducao celular, ou a alteragdes no sistema nervoso central e autbnomo, com consequente
comprometimento do circuito de controle de feedback para a variagao da frequéncia cardiaca (31).
Contudo, a redugéo da contagem e area nuclear ocupada no GCP em comparagdo ao GCN, traz
a tona a hipotese que, da mesma forma como se evidenciou em cardiomidcitos da parede livre do
ventriculo esquerdo na prole adulta de ratas que tiveram peritonite induzida no periodo da
organogénese, possa haver alteragdes histomorfométricas no sistema de condugéo cardiaco em
qualquer outro local do coragdo. Nesta situagdo, o no sinusal, passaria a exercer um papel ativo
na génese das arritmias. As alteracdes da variabilidade da frequencia cardiaca seriam causadas
diretamente pelo acometimento do né sinusal pela infecgdo materna. Brandt e cols. demonstraram
a associagao de infec¢do peritoneal em ratas prenhas com o surgimento de alteragdes encefalicas
(encefalomalécia) e oculares (catarata) (3). A semelhanga do grau de diferenciacdo das células
neuronais encefalicas com as células do sistema de condugao cardiaco reforga a suspeita de que
os achados histomorfométricos cardiacos da parede livre do ventriculo esquerdo, evidenciados
nesta pesquisa, possam ser estendidos ao tecido de condugao cardiaco.

Os resultados encontrados favorecem um melhor entendimento da repercusséo cardiaca
fetal, ocasionada pela translocagao bacteriana da cavidade abdominal materna para a circulagéo
sanguinea fetal. Em um cenario de infec¢do experimental, envolvendo o bindmio materno-fetal,
esta pesquisa, de forma inédita, mostrou que o tratamento precoce da infec¢éo peritoneal materna
com antibidtico associado a corticoide, pela via intravenosa, que é a mais utilizada na pratica

clinica diria, é eficaz em prevenir alteragdes cardiacas fetais.

CONCLUSOES

Em ratas adultas prenhas, submetidas a peritonite com 4ml/Kg de solugéo fecal autdgena
a 10% filtrada, foi observado, a partir da analise histomorfométrica com o software ImageJ,
reducdo significante na contagem numeérica nuclear e no percentual da area ocupada pelos
nucleos no tecido cardiaco na prole adulta. Estas alteragdes foram evitadas com administragéo
precoce e intravenosa de moxifloxacina 40mg/Kg e dexametasona 0,2mg/Kg. N&o foi observada
diferenga significante no tamanho nuclear ao compararmos os grupos GCP com GCN, porém,

observamos que o tamanho nuclear no Gl foi maior que no GCP.
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ANEXOS

e —

ANEXO I - NORMAS DE SUBMISSAO DO ARTIGO CONFORME OS
ARQUIVOS BRASILEIROS DE CARDIOLOGIA

ARQUIVOS BRASILEIROS DE CARDIOLOGIA

1. Os Arquivos Brasileiros de Cardiologia (Arq Bras Cardiol) sao uma publicagdo mensal
da Sociedade Brasileira de Cardiologia, indexada no Cumulated Index Medicus da
National Library of Medicine e nos bancos de dados do MEDLINE, EMBASE, LILACS,
Scopus e da SciELO com citacdo no PubMed (United States National Library of
Medicine) em inglés e portugués.

2. Ao submeter o manuscrito, os autores assumem a responsabilidade de o trabalho nao
ter sido previamente publicado e nem estar sendo analisado por outra revista. Todas as
contribui¢des cientificas sdo revisadas pelo Editor-Chefe, pelo Supervisor Editorial,
Editores Associados e pelos Membros do Conselho Editorial. S6 sdo encaminhados aos
revisores os artigos que estejam rigorosamente de acordo com as normas especificadas.
Os trabalhos também sdo submetidos a revisdo estatistica, sempre que necessario. A
aceitagdo sera na originalidade, significincia e contribuicdo cientifica para o
conhecimento da 4rea.

3.Secoes
3.1. Editorial: todos os editoriais dos Arquivos sao feitos através de convite. Nao serdo
aceitos editoriais enviados espontaneamente.

3.2. Carta ao Editor: correspondéncias de contetido cientifico relacionadas a artigos
publicados na revista nos dois meses anteriores serdo avaliadas para publicagdo. Os
autores do artigo original citado serdo convidados a responder.

3.3. Artigo Original: os Arquivos aceitam todos os tipos de pesquisa original na area
cardiovascular, incluindo pesquisas em seres humanos e pesquisa experimental.

3.4. Revisdes: os editores formulam convites para a maioria das revisdes. No entanto,
trabalhos de alto nivel, realizados por autores ou grupos com histérico de publica¢des na
area serdo bem-vindos. Nao serdo aceitos, nessa se¢ao, trabalhos cujo autor principal nao
tenha vasto curriculo académico ou de publicacdes, verificado através do sistema Lattes
(CNPQ), Pubmed ou SciELO. Eventualmente, revisdes submetidas espontaneamente
poderdao ser reclassificadas como “Atualizagdo Clinica” e publicadas nas paginas
eletronicas, na internet (ver adiante).
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3.5. Comunicagdo Breve: experiéncias originais, cuja relevancia para o conhecimento do
tema justifique a apresentacao de dados iniciais de pequenas séries, ou dados parciais de
ensaios clinicos, serdo aceitos para avaliagao.

3.6. Correlagdo Anatomo-Clinica: apresentacdo de um caso clinico e discussao de
aspectos de interesse relacionados aos conteudos clinico, laboratorial e anatomo-
patologico.

3.7. Correlagao Clinico-Radiografica: apresentacao de um caso de cardiopatia congénita,
salientando a importancia dos elementos radiograficos e/ou clinicos para a consequente
correlagdo com os outros exames, que comprovam o diagnostico. Ultima-se dai a conduta
adotada.

3.8. Atualizacdo Clinica: essa secdo busca focar temas de interesse clinico, porém com
potencial de impacto mais restrito. Trabalhos de alto nivel, realizados por autores ou
grupos com historico de publicagdes na area serdo aceitos para revisao.

3.9. Relato de Caso: casos que incluam descri¢des originais de observagdes clinicas, ou
que representem originalidade de um diagnostico ou tratamento, ou que ilustrem
situagdes pouco frequentes na pratica clinica € que merecam uma maior compreensao ¢
atencao por parte dos cardiologistas serdo aceitos para avaliagao.

3.10. Imagem Cardiovascular: imagens clinicas ou de pesquisa basica, ou de exames
complementares que ilustrem aspectos interessantes de métodos de imagem, que
esclaregam mecanismos de doencas cardiovasculares, que ressaltem pontos relevantes da
fisiopatologia, diagnostico ou tratamento serdo consideradas para publicacao.

3.11. Ponto de Vista: apresenta uma posi¢ao ou opinido dos autores a respeito de um tema
cientifico especifico. Esta posicao ou opinido deve estar adequadamente fundamentada
na literatura ou em sua experiéncia pessoal, aspectos que irdo ser a base do parecer a ser
emitido.

4. Processo de submissdo: os manuscritos deverdao ser enviados via internet e sistema,
disponivel no enderego: http://www.arquivosonline.com.br/2013/submissao

5. Todos os artigos devem vir acompanhados por uma carta de submissdo ao editor,
indicando a se¢ao em que o artigo deva ser incluido (vide lista acima), declaragdo do autor
de que todos os coautores estdo de acordo com o conteudo expresso no trabalho,
explicitando ou ndo conflitos de interesse®* e a inexisténcia de problemas éticos
relacionados.

6. Todos os manuscritos sao avaliados para publicacdo no menor prazo possivel, porém,
trabalhos que meregam avaliagdo especial para publicagdo acelerada (“fast-track’) devem
ser indicados na carta de submissdo ao editor.

7. Os textos e as tabelas devem ser editados em word e as figuras e ilustragcdes devem ser
anexados em arquivos separados, na area apropriada do sistema. Figuras devem ter
extensdo JPEG e resolugcao minima de 300 DPI. As Normas para Formatagao de Tabelas,
Figuras e Graficos encontram-se em:
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http://www.arquivosonline.com.br/publicacao/informacoes_autores.asp /
http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/manual de formatacao abc.pdf

8. Conflito de interesses: quando existe alguma relagdo entre os autores e qualquer
entidade publica ou privada que pode derivar algum conflito de interesse, essa
possibilidade deve ser comunicada e sera informada no final do artigo. Enviar a
Declaragao de Potencial Conflito de Interesses para revista@cardiol.br, colocando no
assunto numero do artigo. Acesse:
http://www.arquivosonline.com.br/pdf/conflito _de interesse abc 2013.pdf

9. Formulério de contribui¢ao do autor: o autor correspondente devera completar, assinar
e enviar por e-mail (revista@cardiol.br — colocar no assunto numero do artigo) os
formularios, explicitando as contribuigdes de todos os participantes, que serao informadas
no final do artigo.

Acesse:http://www.arquivosonline.com.br/pdf/formulario_contribuicao abc 2013.pdf

10. Direitos Autorais: os autores dos artigos aprovados deverdo encaminhar para os
Arquivos, previamente a publicacdo, a declaracdo de transferéncia de direitos autorais
assinada por todos os coautores (preencher o formulario da pagina
http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/Transferencia de Direitos Autorais.pdf
e enviar para revista@cardiol.br, colocando no assunto numero do artigo).

11. Etica

11.1. Os autores devem informar, no texto e/ou na ficha do artigo, se a pesquisa foi
aprovada pela Comissdao de Etica em Pesquisa de sua instituicdo em consoante a
Declaragao de Helsinki.

11.2. Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, os autores devem indicar se os
procedimentos seguidos seguiram os padroes éticos do comité responsavel por
experimentacdo humana (institucional e nacional) e da Declaragao de Helsinki de 1975,
revisada em 2008. Se houver duvida quanto a realizacdo da pesquisa em conformidade
com a Declaragdo de Helsinki, os autores devem explicar as razdes para sua abordagem
e demonstrar que o corpo de revisdo institucional explicitamente aprovou os aspectos
duvidosos do estudo. Ao relatar experimentos com animais, os autores devem indicar se
as diretrizes institucionais e nacionais para o cuidado e uso de animais de laboratério
foram seguidas.

11.3. Nos trabalhos experimentais envolvendo seres humanos, os autores devem indicar
se os procedimentos seguidos seguiram os padrdes €ticos do comité responsavel por
experimentacdo humana (institucional e nacional) e da Declaragao de Helsinki de 1975,
revisada em 2008. Se houver duvida quanto a realizacdo da pesquisa em conformidade
com a Declaragdo de Helsinki, os autores devem explicar as razdes para sua abordagem
e demonstrar que o corpo de revisdo institucional explicitamente aprovou os aspectos
duvidosos do estudo. Estudos realizados em humanos devem estar de acordo com os
padrdes éticos e com o devido consentimento livre e esclarecido dos participantes
conforme Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
(Brasil), que trata do Codigo de Etica para Pesquisa em Seres Humanos e, para autores
fora do Brasil, devem estar de acordo com Comittee on Publication Ethics (COPE).
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12. Ensaios clinicos

12.1. O International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) e a Organizagao
Mundial da Satde (OMS) acredita que ¢ importante promover uma base de dados de
estudos clinicos abrangente e disponivel publicamente. O ICMJE define um estudo
clinico como qualquer projeto de pesquisa que prospectivamente designa seres humanos
para intervencao ou comparagao simultanea ou grupos de controle para estudar a relacao
de causa e efeito entre uma intervencao médica e um desfecho relacionado a satde. As
intervengdes médicas incluem medicamentos, procedimentos cirargicos, dispositivos,
tratamentos comportamentais, mudangas no processo de atendimento, e outros.

12.2. O numero de registo do estudo deve ser publicado ao final do resumo. Serdo aceitos
qualquer registro que satisfaga o ICMIJE, ex. http://clinicaltrials.gov/. A lista completa de
todos os registros de ensaios clinicos pode ser encontrada no seguinte enderego:
http://www.who.int/ictrp/network/primary/en/index.html.

12.3. Os ensaios clinicos devem seguir em sua apresentacdo as regras do CONSORT
STATEMENT. Acesse http://www.consort-statement.org/consort- statement/

13. Citagdes bibliograficas: os Arquivos adotam as Normas de Vancouver — Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journal (www.icmje.org).

14. Idioma: os artigos devem ser redigidos em lingua portuguesa (com a ortografia
vigente) e/ou inglés.

14.1. Para os trabalhos que nao possuirem versdo em inglés ou que essa seja julgada
inadequada pelo Conselho Editorial, a revista providenciara a tradugcdo sem Onus para
o(s) autor(es).

14.2. Caso ja exista a versdao em inglés, tal versao deve ser enviada para agilizar a
publicacao.

14.3. As versdes inglés e portugués serdo disponibilizadas na integra no enderego
eletronico da SBC (http://www.arquivosonline.com.br) e da SciELO (www.scielo.br),
permanecendo a disposi¢dao da comunidade internacional.

15. Avaliacao pelos Pares (peer review): todos os trabalhos enviados aos ABC serdo
submetidos a avaliagdo inicial dos editores, que decidirdo, ou ndo, pelo envio a revisao
por pares (peer review), todos eles pesquisadores com publicagdo regular em revistas
indexadas e cardiologistas com alta qualificacio (Corpo de Revisores dos ABC
http://www.arquivosonline.com.br/conselhoderevisores/).

15.1. Os autores podem indicar até cinco membros do Conselho de Revisores para analise
do manuscrito submetido, assim como podem indicar até cinco revisores para nao
participar do processo.

15.2. Os revisores tecerdo comentarios gerais sobre o manuscrito ¢ decidirdo se esse
trabalho deve ser publicado, corrigido segundo as recomendagdes, ou rejeitado.
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15.3. Os editores, de posse dos comentarios dos revisores, tomarao a decisao final. Em
caso de discrepancias entre os revisores, poderd ser solicitada uma nova opinido para
melhor julgamento.

15.4. As sugestdes de modificacao dos revisores serao encaminhadas ao autor principal.
O manuscrito adaptado as novas exigéncias sera reencaminhado aos revisores para
verificagao.

15.5. Em casos excepcionais, quando o assunto do manuscrito assim o exigir, o Editor
podera solicitar a colaboragdo de um profissional que ndo conste do Corpo de Revisores.

15.6. Os autores t€m o prazo de trinta dias para proceder as modificagdes solicitadas pelos
revisores e submeter novamente o artigo. A inobservancia desse prazo implicara na
retirada do artigo do processo de revisao.

15.7. Sendo aceitos para revisao, os pareceres dos revisores deverdo ser produzidos no
prazo de 30 dias.

15.8. As decisdes serao comunicadas por mensagem do Sistema de Envio de Artigos e e-
mail.

15.9. As decisodes dos editores ndo serao discutidas pessoalmente, nem por telefone. As
réplicas deverdo ser submetidas por escrito a revista.

15.10. Limites de texto: a contagem eletronica de palavras deve incluir a pagina inicial,
resumo, texto, referéncias e legenda de figuras/tabelas.

Artigo Editorial Artigo de Relato de Comunicagdo Pontc
Original Revisao Caso Breve Vista
Atualizacao
Clinica
N2 max. de 10 2 4 6 8 8
autores
Titulo 150 120 150 120 120 120
(caracteres
incluindo
espacgos)
Titulo 50 50 50 50 50 50
reduzido
(caracteres
incluindo
espacos)
Resumo (n? | 250 -- 250 -- 250 -
max. de
palavras)

15.11. Orientagdes Estatisticas
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15.11.1. O uso adequado dos métodos estatisticos bem como sua correta descri¢ao ¢ de
suma importancia para a publicagdo nos Arquivos Brasileiros de Cardiologia. Desta
forma, a seguir, sdo apresentadas orientagdes gerais aos autores sobre as informacoes que
devem ser fornecidas no artigo referente a analise estatistica (para maiores detalhes,
sugerimos a leitura das orientagdes estatisticas do European Heart Journal).

Sobre a amostra:

1) Detalhamento tanto da populagdo de interesse quanto dos procedimentos utilizados
para defini¢do da amostra do estudo.

2) Dentro do topico Métodos, criagdo de um subtopico direcionado exclusivamente a
descricao da analise estatistica efetuada no estudo, contendo:

e Forma de apresentacao das variaveis continuas e/ou categoricas: para variaveis
continuas com distribui¢do normal, apresentagao da média e desvio- padrao e,
para as com distribui¢cao ndo normal, apresentar através de mediana e intervalos
interquartis. Ja para as varidveis categoricas, as mesmas devem ser apresentadas
através de nimeros absolutos e percentagens, com os respectivos intervalos de
confianga;

e Descricdo dos métodos estatisticos utilizados. Na utilizagdo de métodos
estatisticos mais complexos, deve ser fornecida uma literatura de referéncia para
0S Mesmos;

e Como regra, os testes estatisticos devem sempre ser bilaterais ao invés de
unilaterais;

e Nivel de significancia estatistica adotado; e

e Especificacdo do software empregado nas analises estatisticas e sua respectiva

versao.

3) Em relacdo a apresentacao dos resultados obtidos apds as analises estatisticas:

e Os principais resultados devem sempre ser descritos com seus respectivos
intervalos de confianca;

e Nao repetir no texto do artigo dados ja existentes em tabelas e figuras;

e Ao invés de apresentar tabelas muito extensas, utilizar graficos como alternativa
de modo a facilitar a leitura e entendimento do conteudo;

e Nas tabelas, mesmo que o p-valor ndo seja significativo, apresentar o respectivo

valor em vez de "NS" (por exemplo, p = 0,29 em vez de NS).

16. Os artigos deverdo seguir a seguinte ordem:
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16.1. Pagina de titulo

16.2. Texto

16.3. Agradecimentos

16.4. Legendas de figuras

16.5. Tabelas (com legendas para as siglas)

16.6. Referéncias

16.7. Primeira Pagina:

16.7.1. Deve conter o titulo completo do trabalho de maneira concisa e descritiva, em

portugués e inglés, assim como um titulo resumido (com até 50 caracteres, incluindo
espagos) para ser utilizado no cabegalho das demais paginas do artigo;

16.7.2. Devem ser incluidos de trés a cinco descritores (palavras-chave), assim como a
respectiva traducao para as keywords (descriptors). Os descritores devem ser consultados
nos sites: http://decs.bvs.br/, que contém termos em portugués, espanhol e inglés ou
www.nlm.nih.gov/mesh, para termos somente em ingl€s;

16.8. Segunda Péagina:

16.8.1. Resumo (até 250 palavras): o resumo deve ser estruturado em cinco se¢des quando
se tratar Artigo Original, evitando abreviacdes e observando o numero maximo de
palavras. No caso de Artigo de Revisao e Comunicagdo Breve, o resumo nao ¢
estruturado, respeitando o limite maximo de palavras.

Nao cite referéncias no resumo:
e Fundamento (racional para o estudo);
e Objetivos;
e Me¢étodos (breve descricdo da metodologia empregada);
e Resultados (apenas os principais e mais significativos);
e Conclusoes (frase(s) sucinta(s) com a interpretagao dos dados).

Obs.: Os Relatos de Caso ndo devem apresentar resumo.

16.9. Texto para Artigo Original: deve ser dividido em introdug@o, métodos, resultados, discussao
e conclusoes.

16.9.1. Introdugao:
16.9.1.1. Nao ultrapasse 350 palavras.

16.9.1.2. Faga uma descrig@o dos fundamentos ¢ do racional do estudo, justificando com base na
literatura.
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16.9.2. Métodos: descreva detalhadamente como foram selecionados os sujeitos da pesquisa
observacional ou experimental (pacientes ou animais de experimentacdo, incluindo o grupo
controle, quando houver), incluindo idade e sexo.

16.9.2.1. A definigdo de racas deve ser utilizada quando for possivel e deve ser feita com clareza
e quando for relevante para o tema explorado.

16.9.2.2. Identifique os equipamentos e reagentes utilizados (incluindo nome do fabricante,
modelo e pais de fabricagdo, quando apropriado) e dé detalhes dos procedimentos e técnicas
utilizadas de modo a permitir que outros investigadores possam reproduzir os seus dados.
16.9.2.3. Justifique os métodos empregados e avalie possiveis limitacdes.

16.9.2.4. Descreva todas as drogas e farmacos utilizados, doses ¢ vias de administragao.

16.9.2.5. Descreva o protocolo utilizado (intervencdes, desfechos, métodos de alocagao,
mascaramento ¢ analise estatistica).

16.9.2.6. Em caso de estudos em seres humanos, indique se o trabalho foi aprovado por um
Comité de Etica em Pesquisa ¢ se os pacientes assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido.

16.9.3. Resultados: exibidos com clareza, subdivididos em itens, quando possivel, ¢ apoiados em
nuimero moderado de graficos, tabelas, quadros e figuras. Evitar a redundancia ao apresentar os
dados, como no corpo do texto e em tabelas.

16.9.4. Discussao: relaciona-se diretamente ao tema proposto quando analisado a luz da literatura,
salientando aspectos novos ¢ importantes do estudo, suas implica¢des e limitagdes. O ltimo
periodo deve expressar conclusdes ou, se pertinentes, recomendacdes e implicagdes clinicas.
16.9.5. Conclusdes

16.9.5.1. Ao final da sessdo “Conclusdes”, indique as fontes de financiamento do estudo.

17. Agradecimentos: devem vir apés o texto. Nesta se¢do, € possivel agradecer a todas as fontes
de apoio ao projeto de pesquisa, assim como contribui¢des individuais.

17.1. Cada pessoa citada na secdo de agradecimentos deve enviar uma carta autorizando a
inclusdo do seu nome, uma vez que pode implicar em endosso dos dados e conclusdes.

17.2. Nao € necessario consentimento por escrito de membros da equipe de trabalho, ou
colaboradores externos, desde que o papel de cada um esteja descrito nos agradecimentos.

18. Referéncias: os Arquivos seguem as Normas de Vancouver.

18.1. As referéncias devem ser citadas numericamente, por ordem de aparecimento no texto e
apresentadas em sobrescrito.

18.2. Se forem citadas mais de duas referéncias em sequéncia, apenas a primeira e a Gltima devem
ser digitadas, separadas por um trago (Exemplo: 5-8).

18.3. Em caso de citagdo alternada, todas as referéncias devem ser digitadas, separadas por virgula
(Exemplo: 12, 19, 23). As abrevia¢des devem ser definidas na primeira apari¢ao no texto.
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18.4. As referéncias devem ser alinhadadas a esquerda.

18.5. Comunicagdes pessoais ¢ dados ndao publicados ndo devem ser incluidos na lista de
referéncias, mas apenas mencionados no texto ¢ em nota de rodapé na pagina em que ¢
mencionado.

18.6. Citar todos os autores da obra se houver seis autores ou menos, ou apenas 0s seis primeiros
seguidos de et al, se houver mais de seis autores.

18.7. As abreviagoes da revista devem estar em conformidade com o Index Medicus/Medline —
na publicacdo List of Journals Indexed in Index Medicus ou por meio do site
http://locatorplus.gov/.

18.8. So serdo aceitas citagdes de revistas indexadas. Os livros citados deverdo possuir registro
ISBN (International Standard Book Number).

18.9. Resumos apresentados em congressos (abstracts) s6 serdo aceitos até dois anos apos a
apresentagdo ¢ devem conter na referéncia o termo “resumo de congresso” ou “abstract”.

19. Politica de valorizagdo: os editores estimulam a citagdo de artigos publicados nos Arquivos.

20. Tabelas: numeradas por ordem de aparecimento e adotadas quando necessario a compreensao
do trabalho. As tabelas ndo deverdo conter dados previamente informados no texto. Indique os
marcadores de rodapé na seguinte ordem: *, T, 1§, §, /.9, #, **, T, etc. O Manual de Formatagao
de Tabelas, Figuras e Graficos para Envio de Artigos a Revista ABC estd no endereco:
http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/manual de formatacao abc.pdf

21. Figuras: as figuras submetidas devem apresentar boa resolug¢do para serem avaliadas pelos
revisores. As legendas das figuras devem ser formatadas em espago duplo e estar numeradas e
ordenadas antes das Referéncias. As abrevia¢des usadas nas ilustragdes devem ser explicitadas
nas legendas. O Manual de Formatagao de Tabelas, Figuras e Graficos para Envio de Artigos a
Revista ABC esta no enderego:
http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/manual de formatacao abc.pdf

22. Imagens e videos: os artigos aprovados que contenham exames (exemplo: ecocardiograma e
filmes de cinecoronariografia) devem ser enviados através do sistema de submissdo de artigos
como imagens em movimento no formato MP4 com codec h:264, com peso de até 20 megas, para
serem disponibilizados no site http://www.arquivosonline.com.br e nas revistas eletronicas para
versdo tablet.

23. Os autores nao sdo submetidos a taxa de submissdo de artigos e de avaliagao.
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ANEXO II - PARECER DO CEUA (COMITE DE ETICA EM USO DE
ANIMALIS)

Comité de Etica em Uso de Animais

PARECER
NUMERO DO PROJETO/ PROTOCOLO : 5804122015

CIAEP/CONCEA N°: 01.001.2012
DATA DO PARECER: 04/12/2015
1. Pesquisador Responsavel: Gustavo Ithamar Souto Maior
Titulo do Projeto:. ANOMALIAS CONGENITAS NO SISTEMA CARDIOVASCULAR
DOS CONCEPTOS DE RATAS WISTAR SUBMETIDAS A PERITONITE FECAL
AUTOGENA — ANALISE HISTOMORFOMETRICA.

2. Consideragdes: Este projeto envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou énsino) — encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794 de 08 de
outubro de 2008, do decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA, e foi APROVADO
pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CESED, em reunido de
040/ E 20 201500

Vigéncia do Projeto | 01 de janeiro de 2016 a 01 de margo de 2017

Espécie / linhagem | Ratos Wistar (Rattus Novergicus, Rodentia Mammalia)

N° de animais 44

Peso / idade Adultas e jovens de 4 meses
Sexo Feminino e masculino

Origem Biotério FCM Campina Grande

3. Parecer Final: APROVADO

Cgordenadora do CEUA-CESED

Av. Senador Argemiro de Figueiredo, 1901 - Htararé

CEP 58411-020 | Campina Grande - PB | (83) 2101.8800
www.cesed.br | facisa@cesed.br | fem@cesed.br | esac@cesed.br
CNPJ.: 02.108.023/0001-40




