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RESUMO

Objetivo: Avaliar o uso de meropenem intravenoso e extrato aquoso de aroeira a 10%
intraperitoneal em ratos idosos apds inducdo de peritonite fecal autogena. Métodos: Quarenta
ratos Wistar de 18 meses receberam inducdo de peritonite fecal autdégena e foram
estratificados em trés grupos: Controle sem tratamento; Estudo | tratado com meropenem
(40mg/kg) e Estudo II, tratado com meropenem na mesma dose e extrato aquoso
intraperitoneal a 10% de aroeira. Os animais foram monitorados em seu peso por 15 dias até a
eutanasia. Fragmentos peritoneais foram coletados para histopatologia e culturas, sangue
arterial da aorta foi coletado para hemoculturas e procedeu-se inventario da cavidade
abdominal. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisas com Animais.
Resultados. Ndo houve perda de peso significativa no grupo Estudo Il (p=0,6277), enquanto
0 grupo Estudo | apresentou peso parcialmente recuperado (p=0,0187). O grupo Estudo Il
teve 90% de hemoculturas negativas, enquanto o grupo Estudo | teve em 50% dos animais
(p=0,1479). A sobrevida no grupo Estudo Il foi maior do que no grupo Estudo | (p=0,0462).
O escore de morbidade para achados macroscopicos em cavidade abdominal e toracica foi
menor no grupo Estudo Il em compara¢do com o grupo Estudo I (p=0,0001). No grupo
Estudo Il 20% dos animais apresentaram alteragdes histopatolégicas, nenhuma cultura
peritoneal positiva, mas uma hemocultura foi positiva (10%). No grupo Estudo I, 50% dos
animais apresentaram alteracdes histopatologicas, 40% culturas peritoneais positivas e 50%
hemoculturas positivas. Todos os resultados histopatolégicos e culturas de peritdnio, quando
avaliados no escore, mostraram melhor resultado para o grupo Estudo Il (p=0,175).
Conclusbes: O uso de meropenem intravenoso associado ao uso intraperitoneal de extrato
aquoso de aroeira a 10% apds inducéo de peritonite fecal autégena em ratos idosos apresentou
melhor resultado no conjunto de alteracdes histopatoldgicas, culturas peritoneais negativas e
hemoculturas; menor perda de peso e morbidade, com maior sobrevida quando comparado

com o0 uso de meropenem isolado.

Palavras-chave: Peritonite; idoso; carbapenémicos; ratos; histologia; anacardiaceae.



ABSTRACT

Objective: To evaluate intravenous meropenem and 10% intraperitoneal aqueous extract of
Anacardiaceae tree in elderly rats after induction of autogenous fecal peritonitis. Methods:
Forty 18-month-old Wistar rats received induction of autogenous fecal peritonitis and were
stratified into three groups: Control without treatment; Study | treated with meropenem
(40mg/kg) and Study I, treated with meropenem at the same dose and 10% intraperitoneal
aqueous extract of Anacardiaceae. The animals' weight was monitored for 15 days until
euthanasia. Peritoneal fragments were collected for histopathology and culture, arterial blood
from the aorta was collected for blood cultures and the abdominal cavity was inventoried. The
study was approved by the Animal Research Ethics Committee. Results: There was no
significant weight loss in the Study Il group (p=0.6277), while the Study | group showed
partial weight recovery (p=0.0187). The Study Il group had 90% negative blood cultures,
while the Study | group had 50% (p=0.1479). Survival in the Study Il group was higher than
in the Study | group (p=0.0462). The morbidity score for macroscopic findings in the
abdominal and thoracic cavity was lower in the Study Il group compared to the Study | group
(p=0.0001). In Study II, 20% of the animals had histopathological alterations, no positive
peritoneal cultures, but one blood culture was positive (10%). In Study I, 50% of the animals
showed histopathological changes, 40% positive peritoneal cultures and 50% positive blood
cultures. All the peritoneal histopathological and cultures results when evaluated in the score,
showed better results for the Study Il group (p=0.175). Conclusions: The use of intravenous
meropenem associated with the intraperitoneal use of 10% aqueous extract of Anacardiaceae
after induction of autogenous fecal peritonitis in elderly rats showed better results in terms of
histopathological alterations, negative peritoneal and blood cultures, less weight loss,

morbidity and longer survival when compared to the use only of meropenem.

Keywords: Peritonitis; aged; carbapenems; rats; histology, anacardiaceae.
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1 INTRODUCAO

Duas infeccOes graves, em particular, pneumonia e infecgdo de foco abdominal séo
responsaveis por grande parte da morbidade e mortalidade em pacientes idosos. Por exemplo,
a mortalidade ap0s tratamento cirurgico de apendicite aguda quando em idosos é cinco a 10
vezes maior, principalmente relacionada a perfuracdo apendicular. Esses dados sugerem
existir associagdo entre o processo de envelhecimento e aumento da gravidade da infeccéo por
micro-organismos da propria microbiota intestinal, particularmente em cirurgias de
emergéncia no abdome (HANCERLIOGULLARI, 2022; TANTARATTANAPONG;
ARWAE, 2018; TEOULE et al., 2020).

O envelhecimento estd associado a alteragfes estruturais e funcionais do sistema
imune chamada de “senescéncia imune”. Essas alteracdes resultam em maior susceptibilidade
e gravidade das doencas infecciosas em idosos. Portanto, estratégias para melhorar as funcdes
imunes e novas alternativas para trata-los devem ser investigadas, porém poucos estudos
utilizam animais idosos em suas metodologias (CUNHA; PERAZZIO, 2024; FRANCESCHI
etal., 2018; SAFERDING; BLUML, 2020).

O tratamento de pacientes com sepse de foco abdominal é feito por meio de
antibidticos, expansdo volémica com cristaloides, drogas de acdes cardiovasculares e,
principalmente, acbes sobre o foco infeccioso através da intervencdo sobre o processo
inflamatorio local intraperitoneal, podendo ser um dos fatores definidores do desfecho de
letalidade nesta doenca (LI et al., 2022; MAZUSKI et al., 2017; NACIRI et al., 2022).

O uso indiscriminado e inadequado de antimicrobianos de amplo espectro, tem
tornado ainda mais desafiador o tratamento de infec¢bes intra-abdominais complicadas,
principalmente devido o surgimento generalizado de organismos multirresistentes.
Meropenem, um antibiético do grupo dos carbapenémicos, tende a proporcionar eficaz
cobertura em pacientes com sepse secundaria a peritonite, sendo uma das drogas de primeira
escolha para inicio de tratamento empirico em doentes com infec¢do grave e agente etiologico
desconhecido. (DARBY et al., 2024; EISENREICH et al., 2022; GEORGES et al., 2022;
KIM et al., 2021).

Em modelo experimental que induziu peritonite autégena fecal em ratos idosos através
da inoculacdo de solucdo fecal intraperitoneal, a fim de mimetizar uma perfuragédo
gastrointestinal. Figueiredo et al. (2017) demonstraram associacdo do uso precoce do
meropenem intravenoso, com uma menor perda de peso e menor morbimortalidade, ao avaliar

macroscopicamente a formacao de abcessos em cavidade abdominal e tordcica. Porém néo se
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avaliou as alteracBes histopatoldgicas ou a microbiologia peritoneal no curso da peritonite
desses animais. Por outro lado, estudos demonstraram as alteracdes morfoldgicas, ocorridas
durante o curso de peritonite em ratos em idade adulta, com necrose ocasionalmente vista no
rim, intestino, miocardio, baco e linfonodos, sendo o 6rgdao mais notadamente afetado o
figado (BROCCO et al., 2012; SENER, 2017).

A busca pela diminuicdo das complicagdes no tratamento local da peritonite é
realizado através de distintas estratégias cirdrgicas, tais como, limpeza mecanica
intraperitoneal com gaze, lavagem com solucdo salina a 0,9%, a temperatura ambiente,
lavagem com solucgéo salina a 0,9%, a 37,8 C°, lavagem com povidona-iodo a 0,5%, lavagem
com clorexidina a 0,05%, introducdo intraperitoneal de acicar ou mezalazina, lavagem com
anestésicos locais (ropivacaina a 0,2%), todavia, sabe-se que a manipulacdo da cavidade
peritoneal pode favorecer a disseminacéo de patdgenos que, por translocacdo, acessam as vias
linfatica e sanguinea e se instalam em diversos 6rgdos a distancia do foco infeccioso primario.
Em contraponto, abcessos ou infecgdes viscerais ndo operadas podem evoluir para desfecho
desfavoravel com obito por septicemia. Portanto, novas alternativas de tratamento local da
peritonite com agentes de acdo anti-inflamatoria e/ou antisséptica devem ser pesquisadas,
como adjuvantes aos tratamentos intravenosos com antibiéticos de amplo espectro (BROCCO
et al., 2012; EDMISTON; LEAPER, 2016; FERGUSON et al., 2024; MASHBARI et al.,
2018; SENER, 2017).

O uso de plantas medicinais, com efeitos primarios ou coadjuvantes as terapias
tradicionais, vem sendo testado em diversos locais do mundo. A aroeira ou Schinus
terebinthifolius Raddi tem demonstrando atividade anti-inflamatéria ndo esterdide, pela
inibicdo competitiva especifica da fosfolipase A, por dois de seus componentes: o schinol e o
acido masticadiendico. Em adicdo, outros componentes como os biflavondides, que sdo
dimeros precursores dos taninos, apresentam acdo anti-inflamatéria e a terebintona, o acido
hidroximasticadiendico, o &cido terebintifdlico e o &cido ursolico, apresentam atividade
antimicrobiana (BIAVATTI et al., 2007; CASCAES et al., 2021; DO CARMO RODRIGUES
MAIA et al., 2021; ESTEVAO et al., 2017; FERREIRA et al., 2023)

A aroeira ja demonstrou, in vitro, atividade contra Klebsiella pneumoniae, Alcaligenes
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Leuconostoc cremoris, Enterobacter aerogenes, Proteus
vulgaris, Clostridium sporogenes, Acinetobacter calcoacetica, Escherichia coli, Beneckea
natriegens, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus e varias espécies de fungos (Aspergillus).. Essa atividade pode estar relacionada com

0s constituintes quimicos da planta e seus respectivos mecanismos de acao relacionados a



18

interacdo particular com cada micro-organismo, levando ou ndo a inibicdo de sua
proliferacdo, podendo ser explicada pela producdo de compostos ativos produzidos durante o
metabolismo secundério (COSTA DA SILVA et al., 2023; ESTEVAO et al., 2017; SCHEIBE
etal., 2016).

Scheibe et al. (2016), ao submeter ratos a cirurgia de cecostomia com posterior
cecorrafia, avaliaram o uso do extrato hidroalcodlico de aroeira e 0 extrato aquoso de babacu,
administrado diariamente por gavagem, determinando melhora no processo de cicatrizacdo do
ceco suturado em relacdo aos dos animais controle que ingeriram apenas solucdo salina.
Porém, a via de administracdo oral por gavagem do extrato alcodlico de aroeira, nesse estudo,
ndo permitiu avaliar a acdo local intraperitoneal do extrato fitoterapico.

Ao induzir peritonite autdgena em ratos jovens, Melo et al. (2014) utilizaram, além de
antibidtico intravenoso, inoculacdo de extrato, na forma alcodlica, de aroeira na cavidade
abdominal. Os resultados revelam que metade dos animais foram a Obito pelo insulto
infecioso inicial. Avaliando-se as cavidades abdominais dos quatro ratos sobreviventes, apds
45 dias de peritonite fecal autdgena grave, observou-se que estavam quase livres de qualquer
sinal de infeccdo apds irrigacdo com o extrato alcodlico da casca interna do Schinus
terebinthifolius Raddi. Os achados sugerem de forma descritiva, apesar da limitacdo da
amostra, ser promissor 0 uso adjuvante de extratos derivados da aroeira na peritonite
secundéria, sendo necessario estudos mais robustos.

Apesar do manejo de pacientes idosos com peritonite ser ainda um desafio frequente,
sd0 escassos 0s estudos que utilizaram em suas metodologias, animais idosos com infeccédo
intra-abdominal, bem como, pesquisas sobre a eficicia e seguranca do uso de compostos
derivados de plantas medicinais com resposta bactericida e/ou anti-inflamatérias, como por
exemplo, extrato aquoso das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi a 10% inoculado em
cavidade peritoneal, como adjuvante no tratamento da peritonite em ratos idosos.

Portanto o presente estudo propde-se a nvestigar a acao da inoculacéo intraperitoneal
do extrato aquoso da Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) a 10% como agente antisseptico
natural, associado a administracdo de meropenem intravenoso em peritonite fecal autdégena
induzida em ratos idosos, avaliando os desfechos de morbidade, mortalidade, histologia e

culturas peritoneais.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ENVELHECIMENTO E INFECCAO

Estima-se que no ano 2050 os individuos com mais de 60 anos de idade representaréo
22% da populacdo mundial. Essa tendéncia € atribuida aos avancos nas ciéncias médicas e
nutrigdo, que resultaram em um aumento, em mais de 40 anos, na expectativa de vida dos
seres humanos no ultimo século. Portanto, um sistema imunolégico que foi concebido para
funcionar durante cerca de 40 anos tem agora que continuar atuando por um periodo adicional
de quatro décadas (HANNA; BALKO, 2023; HEJRATI et al., 2020; SRZIC, 2022).

O envelhecimento da populacdo estd associado ao aumento da frequéncia de doencas
relacionadas com a idade, incluindo maior susceptibilidade a infeccbes (CUNHA;
PERAZZIO, 2024; ERMAKOV; FOMINA; KARTASHOVA, 2023; PERA et al., 2015).

Essa anormalidade no sistema imune provocadas pelo envelhecimento é denominada
de imunossenescéncia, sendo o principal responsavel pela ma evolucdo clinica nessa faixa
etaria, representada por uma maior incidéncia de infeccGes, neoplasias e doencgas autoimunes
(LIAN et al., 2020; LIU et al., 2023; TEISSIER; BOULANGER; COX, 2022).

A imunocinescéncia é um conceito emergente que se refere ao envelhecimento do
sistema imunoldgico, caracterizado por uma série de alteracfes funcionais e estruturais que
podem predispor os individuos a uma maior suscetibilidade a infec¢des, doencas autoimunes e
canceres. Com o avanco da idade, observa-se uma reducdo na capacidade de resposta imune,
que afeta tanto a imunidade inata quanto a adaptativa. Estudos tém demonstrado que essa
condicdo é marcada por um aumento na inflamacdo de baixo grau, conhecida como
inflamacdo cronica de baixo grau, que pode contribuir para a fisiopatologia de varias doencas
associadas ao envelhecimento (FRANCESCHI et al., 2018).

A imunocinescéncia envolve uma série de alteracdes nas células T e B, incluindo uma
diminuicdo na diversidade dos receptores de antigenos e um aumento na producdo de
citocinas inflamatorias (KHAN et al., 2023; ZHONG et al., 2023).

Além disso, a imunocinescéncia esta fortemente associada a uma reducdo na funcao
das células dendriticas e macrofagos, que sdo essenciais para a iniciacdo e modulacdo da
resposta imune. A literatura recente sugere que a compreensao desses mecanismos pode levar
ao desenvolvimento de novas estratégias para mitigar o impacto da imunocinescéncia, através
de intervencbes imunoldgicas e terapias direcionadas (HIEBER; GRABBE; BROS, 2023).
Por exemplo, intervencdes que visam restaurar a funcdo das células T ou reduzir a inflamacéo

crbnica, tém mostrado potencial para melhorar a resposta imunolégica em idosos, destacando
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a importancia de pesquisas continuas nesta area para promover uma satde melhor na terceira
idade (FEEHAN; TRIPODI; APOSTOLOPOULQOS, 2021; SANTORO; BIENTINESI,;
MONTI, 2021).

Com o envelhecimento, a resposta sistemica tem uma limitacdo compensatoria
deficitaria ou ausente frente a inflamacdo ap6s um insulto infeccioso, e a resposta febril e
recrutamento de células sanguineas brancas podem ser deficitarios. Portanto os adultos mais
velhos podem nem sempre manifestam a sindrome tipica resposta inflamatoria sistémica,
atrasando o diagnostico e inicio do tratamento antimicrobiano (SAYED et al., 2021).

Dejager et al. (2011), ao induzirem sepse intra-abdominal por ligadura e perfuracéo do
ceco, em ratos Wistar jovens e adultos, a fim de investigar os mecanismos de coagulacdo
dependente da idade; observaram taxa de mortalidade de 92% para os animais adultos e
apenas de 28% entre os animais jovens. Hendricks et al. (2019) compararam animais em
idades distintas expostos a peritonite e observaram que 0s animais em idade adulta
apresentaram maior morbidade a custa de alteracfes nas citocinas pro-inflamatorias (IL-1,
IL-6) e anti-inflamatorias (IL-5, IL-11) quando comparados com animais jovens (DEJAGER
etal., 2011; HENDRICKS et al., 2019).

Gadelha et al. (2013), induziram peritonite autégena em ratos Wistar por inoculagédo
de solucdo fecal intraperitoneal, além de efetuarem ligadura bilateral de carétida (LBC). A
morbidade e mortalidade de animais jovens foram significativamente menores do que em
animais adultos com e sem LBC. N&o houve diferenca na morbidade e mortalidade entre 0s
ratos maduros com e sem LBC. A resposta imune foi mais eficiente em animais jovens do
que em ambos os grupos de animais adultos, comprovando que a idade é um fator preditor
independente de prognostico frente ao desafio de sepse abdominal.

Um numero crescente de estudos também tem sugerido que hd& um declinio na
capacidade fagocitaria e reducdo na producdo de anion superdxido em macrofagos e
neutréfilos nos idosos. Outra alteracdo fagocitaria nos idosos inclui a diminuicdo de
receptores nos macrofagos, além da alteracdo na ativacdo dos neutréfilos dependentes da
formil-metionil-leucil-fenilalanina, associada a mobilizacdo do calcio intracelular
(GOSWAMI et al., 2021; HENEIN et al., 2022; ITO et al., 2021).

O envelhecimento esta associado com o aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias por macrofagos e fibroblastos. Niveis elevados desses mediadores, acredita-se
ser responsavel pela maioria das doencgas associadas a idade. Estudos revelam uma maior
susceptibilidade associada a idade para septicemia através da dosagem de um importante

mediador das inflamagOes sistémicas, a interleucina-6, que se mostrou alterado no tecido
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adiposo dos idosos, importante fonte de producéo desta citosina (CHEN et al., 2023; SAYED
etal., 2021; TYRRELL et al., 2020).

As células Natural killer (NK), sdo células citotoxicas que desempenham um papel
critico na resposta imune inata, destruindo tanto células tumorais ou infectadas, sem que estas
expressem algum antigeno ativador da resposta imune especifica. Dado o papel essencial que
a NK desempenha na imunidade, ndo é razodvel supor que as manifestacGes clinicas
atribuidas ao imunossenescéncia também poderia ser o resultado de alteracGes dependentes da
idade, em numero e funcao das células NK. H& consenso de que um aumento progressivo do
percentual de células NK com um feno6tipo maduro ocorre em doadores idosos associados
com uma diminuicdo da sua capacidade citotoxica (ABEL et al., 2018; GIANCHECCHI,
DELFINO; FIERABRACCI, 2018; KUCUKSEZER et al., 2021; WU et al., 2020).

Devido a deficiéncia na funcdo NK em individuos idosos, essas células NK deficientes
promoveriam uma citotoxicidade com reducdo da producdo de citocinas e quimiocinas
ativadas por NK, refletindo nas respostas dos individuos idosos as vacinas e
antibioticoterapias (WITKOWSKI et al., 2020).

2.2 SEPTICEMIA

Apesar dos avangos importantes no suporte de terapia intensiva, a Sindromes de
resposta inflamatdria sistémica (SIRS), com destaque a sepse, sdo uma das principais causas
de mortalidade em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em todo o mundo. A sepse apresenta
uma alta prevaléncia mundial, com estudos apontando que, em paises desenvolvidos, a
incidéncia de sepse grave é de aproximadamente 50 a 70 casos por 100.000 habitantes
anualmente, estando fortemente associada a condi¢des de salde subjacentes, como doengas
crénicas, cancer e imunossupressao (NOFAL et al., 2024; RHEE et al., 2017).

A sepse é determinante na gravidade do quadro clinico em mais de 25% dos pacientes
em UTI, chegando a cerca de 70% de taxa de mortalidade, na sua fase aguda. Aqueles
pacientes que tem éxito frente ao choque séptico, por vezes, ficam com sequelas que afetam a
qualidade de vida (HENEIN et al., 2022; MARKWART et al., 2020).

O avanco da idade tem sido apontado como um dos principais determinantes da
evolucdo do quadro séptico. A incidéncia e a gravidade da septicemia aumentam de forma
significativa com a idade. Pacientes na oitava década de vida, quando hospitalizados para
tratamento em unidades de terapia intensiva tem média de permanéncia de internagéo cerca de
20 vezes maior quando comparado com pacientes jovens (PSARRAKIS; GIAMARELLOS-
BOURBOULIS, 2023; RAMONI et al., 2024; ZHONG et al., 2023).
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A sepse determina uma resposta inflamatdria sistémica desencadeada por uma
infecgdo, que pode levar a faléncia de multiplos 6rgdos e a morte. A complexidade de sua
patogénese, envolvendo a interacdo entre patdgenos, sistema imunoldgico e mediadores
inflamatdrios, torna o diagnostico precoce e o tratamento adequado essenciais para a melhoria
do prognéstico dos pacientes. Choque distributivo, alteracdo do fluxo microvascular, declinio
na atividade miocéardica, e uma lesdo no endotélio dos vasos de forma difusa., sdo algumas
das alteracdes fisiopatoldgicas que servem de pilar central de sustentacdo do quadro séptico.
A resposta do organismo frente a sepse resulta em um processo inflamatorio intravascular,
desencadeando danos teciduais, faléncia de 6rgdos e morte (VALLICELLI et al., 2022;
WAELE, 2024).

O diagndstico precoce da sepse continua a ser um dos maiores desafios na préatica
clinica. A deteccdo precoce é fundamental para a implementacao de terapias eficazes, ja que
cada hora de atraso no tratamento esta associada a uma maior mortalidade. Tradicionalmente,
o diagnostico é baseado em sinais clinicos, como febre, taquicardia e hipotensdo, em
combinacdo com marcadores inflamatérios como a proteina C-reativa (PCR) e a
procalcitonina (PCT). No entanto, esses biomarcadores podem ndo ser suficientemente
especificos, 0 que limita sua eficacia em estagios iniciais da doenga. Avangcos em testes
moleculares e técnicas como a PCR em tempo real tém mostrado potencial para melhorar a
deteccdo rapida de patdgenos causadores de sepse, 0 que poderia ajudar a personalizar o
tratamento antimicrobiano e reduzir o uso inadequado de antibidticos (CHIU; LEGRAND,
2021; LABIB, 2020; NOFAL et al., 2024).

O tratamento da sepse geralmente envolve a administragdo empirica de antibi6ticos de
amplo espectro, com base na provavel origem do patgeno, até que o agente causador seja
identificado. O inicio precoce da terapia antimicrobiana € crucial, uma vez que a cada hora de
atraso no tratamento, a mortalidade pode aumentar em até 8%. A escolha do antimicrobiano
deve considerar fatores como o tipo de infecgcdo, o historico do paciente e a resisténcia
antimicrobiana local, sendo fundamental ajustar a terapia a medida que a microbiologia do
patdgeno é conhecida. A identificagdo precoce de resisténcia antimicrobiana, especialmente a
resisténcia a carbapenémicos e outros antibioticos de amplo espectro, tem se mostrado um
fator chave na gestdo de pacientes com sepse grave (HE et al., 2022; PULIA; REDWOOD,
2020; SRZIC, 2022)

Além da terapia antimicrobiana, 0 manejo hemodinamico é uma parte essencial do
tratamento de pacientes com sepse. A administracéo de fluidos intravenosos, vasopressores e,

em alguns casos, corticosteroides, visa restaurar a perfusdo dos 6rgéos vitais e estabilizar o
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paciente. O protocolo de resgate hemodinamico da sepse, enfatiza a importancia de uma
abordagem sistematica para garantir a ressuscitacdo adequada. Terapias adjuvantes, como 0
uso de inibidores da citocina, também estdo sendo investigadas, com o objetivo de controlar a
resposta inflamatoria excessiva associada a sepse, embora os resultados sejam ainda
inconclusivos (OSHIMA et al., 2016; SRZIC, 2022; ZANDERS et al., 2022).

Embora os avangos no diagnostico e no tratamento da sepse tenham melhorado a
sobrevida em algumas populacbes, muitos desafios permanecem. A crescente resisténcia
antimicrobiana e a falta de terapias direcionadas eficazes sdo obstaculos importantes no
tratamento da sepse. A medicina personalizada, com base em perfis genéticos dos pacientes e
dos patdgenos, pode representar um caminho promissor para otimizar o tratamento. Além
disso, a implementacdo de politicas de controle de infeccbes e programas de educacao
médica, aliados ao uso de tecnologias inovadoras, como inteligéncia artificial para diagndstico
precoce, pode desempenhar um papel fundamental na melhoria do manejo da sepse e na
reducdo das taxas de mortalidade associadas a essa condi¢cdo (CESARIO et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2024).

2.3 PERITONIO E INFECCAO

O peritbnio é um Orgdo seroso extenso que combina caracteristicas epiteliais e
mesenquimatosas, desempenhando multiplas fun¢des essenciais. Como uma membrana
semipermedvel, ele facilita o fluxo de solutos e fluidos entre a cavidade peritoneal e a
circulacdo sistémica, ajudando a manter o equilibrio homeostatico. Além de servir como uma
barreira fisica e imunoldgica, o peritdbnio desempenha um papel crucial na absorcdo e
secrecdo de fluidos, promovendo a movimentacdo e a troca de nutrientes e residuos. Sua
funcéo de lubrificacdo reduz o atrito entre os 6rgdos abdominais durante 0 movimento, e seu
revestimento mesotelial contribui para a resposta inflamatéria e a defesa contra infeccdes. A
interacdo entre a camada epitelial do mesotélio e o tecido mesenquimatoso subjacente é
fundamental para o suporte estrutural e a regulacdo da resposta imune na cavidade peritoneal
(KASTELEIN et al., 2019; VAN BAAL et al., 2017).

O desenvolvimento e a rotagdo do tubo intestinal primitivo resultam na disposi¢ao
normal da cavidade peritoneal no adulto, criando planos avasculares que permitem a
mobilizacdo segura das porcgdes retroperitoneais do intestino. Essa disposicdo do peritdnio
também forma espacos onde fluidos infectados ou pus podem se acumular, pois o peritonio €
frequentemente manipulado durante cirurgia abdominal (ISAZA-RESTREPO et al., 2018;
PANNU; OLIPHANT, 2015).
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O peritbnio é um ambiente restrito e estavel sob condi¢cdes normais, porém vulnerével
a danos causados por infecgdes, lesdes cirdrgicas e outros eventos, sejam neoplasicos ou néo.
Quando sofre algum tipo de agressdo, o peritdnio responde recrutando, proliferando e
ativando varias células hematopoiéticas e estromais. Em situacdes fisiologicas, o processo de
reparo é eficiente: os fatores inflamatdrios sdo eliminados, a inflamag&o diminui rapidamente
e a estrutura normal do tecido é restabelecida. No entanto, se os fatores inflamatorios
persistirem, pode ocorrer fibrose ou cicatrizacdo, comprometendo a funcdo do tecido e
levando eventualmente a faléncia dos 6rgaos (CAPOBIANCO et al., 2017; GABALLAH et
al., 2024; VAN BAAL et al., 2017).

A peritonite secundaria é frequentemente causada por uma infeccdo polimicrobiana,
com a flora bacteriana predominantemente composta por enterobactérias aerobias e
anaerdbios, especialmente Bacteroides fragilis. Esses grupos bacterianos colaboram de
maneira sinérgica. Além dos mecanismos de defesa inespecificos, como a absor¢do direta de
bactérias e o aprisionamento destas na fibrina, a resposta imunoldgica na cavidade peritoneal
¢ ativada pela endotoxina presente na parede celular das bactérias invasoras. Esse processo
resulta na producdo de citocinas pelos macrofagos, na ativacdo do sistema complemento e,
consequentemente, na migracdo de granuldcitos do espaco intravascular para a cavidade
peritoneal (GOSWAMI et al., 2021; OJO; IRABOR, 2022; PATRICK, 2022).

Como descrito por Vega-Pérez et al. (2021), as células imunes peritoneais residem
dispersas no fluido peritoneal sob condi¢bes de homeostase. Em um modelo de sepse
abdominal induzido por infeccdo intraperitoneal com Escherichia coli em camundongos, foi
possivel observar que a imunofluorescéncia e a microscopia da parede peritoneal e do omento
demonstraram que os macréfagos peritoneais eliminaram rapidamente as bactérias e aderiram
ao mesotélio. Esses macrdéfagos formaram agregados celulares multicamadas recrutando
sequencialmente, células B1, neutréfilos e células derivadas de mondcitos.

Abscessos peritoneais sdo formados a partir de cole¢éo fluida infectada, encapsuladas
por exsudato fibrinoso, omento e/ou 6rgaos viscerais adjacentes. A incidéncia de formagéo de
abscessos apds cirurgias abdominais € menor que 1-2%. O risco aumenta para 10-30% nos
casos de perfuracdo de algas, contaminacdo fecal significante, isquemia, atraso no diagnostico
e terapia, alem da existéncia de imunossupressdo. A formacdo de abscessos é a principal
causa de infecgcdes persistentes e desenvolvimento de peritonite (FIGUEIREDO FILHO,
2017; MYUNG et al., 2021).

Geralmente a bacteriologia das peritonites por abscessos abdominais € polimicrobiana.

Parece que engquanto que a geragdo de endotoxina anaerdbios facultativos, tais como E. coli, é
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responsavel para a fase de peritonite aguda, os anaerdbios obrigatorios, tais como Bacteroides
fragilis, sdo responsaveis pela formacdo de abcessos tardios. Estas bactérias agem em
sinergia: ambos sdo necessarios para produzir um abcesso e 0 anaerdbio obrigatério pode
aumentar a letalidade de um inoculo de outra forma néo letal do microrganismo facultativa. A
grande maioria dos abscessos viscerais (por exemplo, hepéaticas e esplénicas) séo
polimicrobianas - aerébio, anaerébio, Gram negativo e positivo (HU et al., 2022; SNYDER,
2024).

2.4 ANTIBIOTICO TERAPIA NA SEPTICEMIA DE FOCO ABDOMINAL

O prognostico de infecgdes, como a sepse de foco abdominal, depende de maltiplos
fatores. Embora a idade seja um elemento importante, a eficacia do tratamento estd mais
fortemente associada ao inicio precoce e a adequacdo da terapia antimicrobiana, além da
resposta as medidas clinicas de suporte. A identificacdo rapida da infeccdo e o tratamento
imediato sdo cruciais para melhorar os desfechos clinicos. No entanto, o sucesso terapéutico
com o uso de antibidticos estd diretamente ligado a escolha apropriada do agente
antimicrobiano, considerando o0s patogenos provaveis e o0s padrfes de resisténcia
antimicrobiana no ambiente clinico (COCCOLINI et al., 2024; HUSTON et al., 2024).

Estudos mostram que a administracdo de antimicrobianos dentro da primeira hora ap6s
o diagndstico de sepse pode reduzir significativamente a mortalidade. Além disso, a sele¢édo
de antibidticos baseada em dados locais de resisténcia microbiana tem se mostrado mais
eficaz no tratamento de infeccBes graves (RHEE et al., 2020; UMBERGER; CALLEN;
BROWN, 2015).

Oshima et al. (2016) realizaram um estudo retrospectivo para investigar a validade e a
eficacia da terapia empirica precoce com antibidticos no tratamento de pacientes com sepse
grave e choque séptico na unidade de terapia intensiva. A taxa de mortalidade para pacientes
com terapéutica empirica inadequado foi de 36,8%, engquanto a taxa de mortalidade para
pacientes com tratamento empirico adequado foi de 17,5%. Portanto a utilizacdo terapia
empirica adequada de antibidticos é aceitavel e esta relacionada com uma melhor sobrevida
de pacientes com sepse grave.

A realizacdo de hemoculturas antes do inicio da terapia antimicrobiana é uma prética
recomendada nas diretrizes internacionais para 0 manejo da sepse, desempenhando um papel
crucial na reducéo do tempo de permanéncia em UTI e no uso indiscriminado de antibioticos.
Essa abordagem permite a identificacdo precisa dos patdgenos envolvidos, o que é essencial

para a escolha adequada do tratamento antimicrobiano, evitando tanto a exposi¢do
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desnecesséria a antibidticos de amplo espectro quanto a sele¢do de resisténcia microbiana
(GATTI et al., 2023; PULIA; REDWOOD, 2020; YILDIZ et al., 2023).

No contexto de peritonite infecciosa, a hemocultura se mostra uma ferramenta
diagnostica valiosa. A literatura cientifica frequentemente emprega a hemocultura como
pardmetro de gravidade e diagndstico de peritonite, reforcando sua importancia no manejo
dessas infecgOes. Essa pratica esta alinhada com a necessidade de diagnosticos réapidos e
precisos, que sdo fundamentais para a implementacdo de terapias direcionadas e eficazes,
melhorando assim os desfechos clinicos dos pacientes (LOTTE et al., 2022; PORNER et al.,
2021).

Outro aspecto importante é o valor progndstico das hemoculturas. A presenca de
bactérias no sangue, como indicado pelas hemoculturas positivas, esta associada a uma maior
gravidade da peritonite e a um risco aumentado de complicacGes. A obtencdo de hemoculturas
pode fornecer indicagdes sobre a gravidade da infeccdo e a necessidade de intervengfes mais
agressivas. Estudos relatam que hemoculturas positivas estdo frequentemente correlacionadas
com um aumento na morbidade e mortalidade, sublinhando a importancia de uma gestao
precoce e agressiva (LING et al., 2021; TENNANKORE et al., 2019).

Na peritonite a escolha do antibiético adequado depende de vérios fatores, como a
origem da infeccdo, a resisténcia microbiana local, e o estado clinico do paciente. Os
antibidticos de amplo espectro sdo geralmente a primeira linha de tratamento, visando cobrir
uma ampla gama de patégenos engquanto os resultados de culturas especificas sdo aguardados
(LING et al., 2021; MANCINI; PIRAINO, 2019).

Analisando, retrospectivamente, cento e dez pacientes em uma UTI que estavam em
tratamento para sepse grave e chogue séptico. Oshima et al. (2016) observaram que o0s
carbapenemicos foram selecionados como agentes antimicrobiano com maior frequéncia
(57,3%), seguido por cefalosporinas (22,7%), e penicilinas (21,8%). A Antibioticoterapia
empirica selecionada era apropriada para 85 (77,3%) pacientes.

As cefalosporinas de terceira geracdo, como a ceftriaxona e o cefotaxima, sdo
frequentemente utilizadas no manejo inicial da peritonite, especialmente na peritonite
bacteriana espontanea (PBE) associada a cirrose hepatica. Esses antibidticos sdo eficazes
contra muitos dos organismos Gram-negativos e alguns Gram-positivos, sendo uma escolha
comum devido a sua capacidade de penetracdo no liquido peritoneal e ao seu perfil de
seguranga. Estudos indicam que a ceftriaxona, por exemplo, é eficaz na reducdo da
mortalidade em pacientes com PBE, tornando-se uma opg¢éo padrdo em muitos protocolos de
tratamento (OJO; IRABOR, 2022; YIM et al., 2023).
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Em casos mais graves ou em situacbes em que a resisténcia bacteriana é uma
preocupacdo significativa, os carbapenémicos, como 0 meropenem e 0 imipenem, S&o
frequentemente escolhidos. Estes antibioticos possuem um espectro extremamente amplo,
cobrindo a maioria dos patdégenos Gram-negativos, incluindo aqueles produtores de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL), além de vérias bactérias Gram-positivas e
anaerobias. Sua utilizacdo é particularmente importante em casos de peritonite secundaria
complicada, onde a infeccdo pode ser polimicrobiana e resistente a outros antibioticos
(FLOREA et al., 2023; FRANCO et al., 2022; KIM et al., 2021).

Desenvolvendo uma linha de pesquisa em infec¢do experimental e envelhecimento em
nosso laboratorio, avaliou-se o resultado do tratamento com Meropenem para peritonite
induzida em ratos Wistar com idades jovem, adulta e senil. Os resultados deste estudo,
mostraram que nos grupos de animais jovens e adultos a mortalidade e morbidade foram
semelhantes apos intervencdo com dose Unica de meropenem no sétimo dia apés a inducdo da
peritonite(MASCENA et al., 2014). Na mesma linha de pesquisa o tratamento com
meropenem intravenoso se mostrou com menor mortalidade e menor morbidade quando
iniciado de forma mais precoce apds inducdo de peritonite em ratos idosos (FIGUEIREDO
FILHO, 2017).

O metronidazol é outro antibiético amplamente utilizado no tratamento da peritonite,
especialmente quando se suspeita de infeccdo por anaerébios, que sdo comuns em infeccdes
intra-abdominais, como a peritonite secundaria. Este farmaco € frequentemente combinado
com outros antibidticos, como as cefalosporinas ou os carbapenémicos, para proporcionar
uma cobertura mais ampla. Sua eficécia contra bactérias anaerdbias e alguns protozoarios faz
do metronidazol um componente essencial do tratamento combinado para peritonites
associadas a perfuracdes intestinais ou apendicites complicadas (DREZNIK et al., 2024;
GROTELUSCHEN et al., 2020; 0JO; IRABOR, 2022).

Os aminoglicosideos, como a gentamicina e a amicacina, sa0 menos usados
isoladamente, mas podem ser adicionados ao regime terapéutico em casos de peritonite onde
h& suspeita de infeccdo por Pseudomonas aeruginosa ou outros bacilos Gram-negativos
resistentes. Esses antibioticos sdo geralmente utilizados em combinagdo com outros agentes,
devido ao seu potencial de toxicidade renal e ototoxidade, sendo indicados particularmente
em infeccOes graves onde o risco de vida é significativo e a resisténcia bacteriana é uma
preocupacdo. Quando do envolvimento de bactérias anaerdbias, os aminoglicosidios
geralmente sdo associados ao uso de metronidazol ou clindamicina para melhor espectro de
acao frente o insulto infecioso. (DONG et al., 2024; HTAY et al., 2018; LU et al., 2018).
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Portanto, a escolha do antibidtico para o tratamento da peritonite deve ser feita com
base em uma avaliacdo clinica cuidadosa e em dados epidemioldgicos locais sobre resisténcia
bacteriana. A combinacdo de agentes antimicrobianos pode ser necessaria para cobrir
adequadamente os diferentes patdgenos envolvidos, especialmente em casos de peritonite
secundéria. O uso criterioso e baseado em evidéncias de antibioticos é essencial para melhorar
os desfechos clinicos e reduzir a mortalidade associada a esta condi¢éo potencialmente fatal
(GEORGES et al., 2022; MAZUSKI et al., 2017).

2.5 PLANTAS MEDICINAIS EM INFECCAO

A histdria do uso de substancias antimicrobianas na pratica médica é muito mais
antiga que a descoberta de espécies microbianas, pois ha citacbes que Hipdcrates (470-399
a.C.) ja recomendava a lavagem dos ferimentos com vinho, a fim de impedir a propagacéo do
processo infeccioso. Na época de Hipdcrates, as plantas medicinais desempenhavam um papel
fundamental na prética da medicina, e muitos relatos sobre o uso dessas plantas foram
documentados. Hipdcrates, frequentemente chamado de "pai da medicina", escreveu
extensivamente sobre praticas e tratamentos que envolviam plantas. Em "Corpus
Hippocraticum™, colecdo de textos atribuidos a Hipdcrates e seus seguidores, relata varias
referéncias ao uso de plantas medicinais. Hipdcrates enfatizava a importancia das observacdes
clinicas e da experimentacdo, documentando o uso de ervas para tratar uma variedade de
condicBes. Embora o foco principal fosse na dieta e no estilo de vida, ele também mencionava
plantas especificas, como a camomila para problemas digestivos e menta para dores de
cabeca. Hipocrates e seus contemporaneos preparavam plantas medicinais em infusdes e
decoccdes. Isso envolvia ferver as partes da planta para extrair seus principios ativos, uma
pratica que permitia a administracdo de medicamentos em formas mais concentradas e
eficazes. Além das preparac@es liquidas, HipOcrates usava cataplasmas e pomadas feitas com
ervas para tratar feridas e inflamacdes. Essas aplicacdes externas eram um método comum
para tratar condi¢bes locais e promover a cicatrizacdo (BROCKE; BARR, 2020;
LONGRIGG, 2013; STOJANOVIC, 2020).

Outros relatos datados de 2.500 a 3.000 anos atras, descrevem gue alguns povos, como
os chineses e os indianos, ja utilizavam mofos e papa de soja para tratamentos de lesdes
infectadas e dos processos inflamatorios (CRAIK, 2014; SEN; SAMANTA, 2014).

O uso de plantas medicinais e de seus compostos fitoterapicos, com efeitos primarios
ou coadjuvantes as terapias tradicionais, vem sendo testado em diversos locais do mundo. O

indice de etnobotanicidade, que corresponde a percentagem das espécies Uteis em relacdo a
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flora total de uma éarea, deve ser levado em consideracdo na escolha de uma determinada
espécie, além de seu efeito comprovadamente cientifico para determinado uso terapéutico. As
Fitoalexinas sdo substancias encontradas na natureza com papel antimicrobiano e diversos
metabdlitos secundarios destas desempenham esta acdo (AKBIK et al., 2014; ESTEVAO et
al., 2017; MORGAN; NIGAM, 2013).

A aroeira-vermelha é uma planta comum no semiéarido brasileiro. O termo aroeira vem
da abreviatura que significa arara mais o sufixo — eira, arvore da arara, por ser a planta onde
os indigenas observaram que as araras pousavam e viviam. Da familia Anacardiaceae, género
Schinus, espécie Terebinthifolius é conhecida por suas propriedades medicinais cicatrizantes,
anti-inflamatoérias e antibioticas. A aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius), também
conhecida como aroeira ou aroeira-do-brasil, € uma arvore nativa do Brasil pertencente a
familia Anacardiaceae. De porte médio a grande, pode atingir de 6 a 15 metros de altura e
apresenta uma copa densa e arredondada que proporciona uma boa sombra (BIAVATTI et al.,
2007; DA SILVA NASCIMENTO et al., 2023; DE FATIMA AGRA; DE FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007).

Figura 1 - Foto de Schynus Therebentifolius (Aroeira vermelha)
S -~ ‘{' = ,’.'>_A‘

Fonte: RODRIGUES, S. M. M.; FROTA, L. S. Bioprospeccéo e etnobotanica de plantas nativas e cultivadas
no Nordeste do Brasil. Belo Horizonte: Editora Poisson, 2024.

Suas folhas compostas sdo verdes, brilhantes e de textura levemente coriacea, com
foliolos estreitos e lanceolados dispostos alternadamente. A arvore produz pequenas flores
esbranquicadas ou rosadas em inflorescéncias terminais, que sdo polinizadas por insetos. O
fruto, uma pequena drupa vermelha quando madura, tem casca coridcea e sementes duras,
sendo usado como especiaria semelhante a pimenta-do-reino. (Figura 1) (COSTA DA SILVA
etal., 2023; FERIANI et al., 2021; TODIRASCU-CIORNEA et al., 2019).

A resina (ou balsamo) extraida da arvore tém sido utilizados como medicamento
pelos povos indigenas em todas as regides tropicais. Entretanto sdo as cascas, as folhas e 0s
frutos que apresentam propriedades medicinais, sendo a escolha do material a ser utilizado, e
as formas corretas de seu preparo e administracdo, de fundamental importancia para sua
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utilizacdo, seja para uso interno (oral) ou para uso externo (pomadas para pele, ou para as
mucosas das cavidades naturais) (DE FREITAS ARAUJO REIS et al., 2023; EL-NASHAR et
al., 2022; PREVEDELLO; COMACHIO, 2021).

Os radicais livres sdo substancias que possuem elétrons nao pareados, que podem
provocar danos a qualquer molécula do organismo. Séo responsaveis pelo envelhecimento, e
por doencas degenerativas como céancer, doencas cardiacas, doengas oculares como catarata,
disfungdes cerebrais e comprometimento do sistema imune. Os antioxidantes sdo substancias
que controlam a producdo de radicais livres nos seres vivos, 0s quais podem ser de origem
enddgenas ou exdgenas (provenientes da alimentacdo, ou de outra fonte). Como exemplos,
podemos citar os tocoferois, vitamina C, polifendis, selénio e carotenoides. O extrato de
pimenta rosa mostrou-se potencialmente mutagénico em bactérias e apresentou propriedades
antioxidantes, devido a presenca de flavonoides. (PREVEDELLO; COMACHIO, 2021;
RODRIGUES et al., 2024)

O perfil fitoquimico dos extratos provenientes de frutos, caule, casca do caule e folhas
de Schinus terebinthifolius revela uma diversidade de metabolitos secundérios, destacando-se
por um elevado conteddo de compostos fendlicos, saponinas, taninos hidrolisaveis,
antocianinas e antocianidinas, esteroides livres, flavonas, xantonas, flavonois, chalconas,
auronas e triterpenos pentaciclicos livres, compostos esses que promovem potente atividade
antioxidante (Figuras 2 e 3) (RODRIGUES et al., 2024).

Figura 2 - Teor de compostos fendlicos no extrato etandlico das folhas e cascas de Schinus terebinthifolius

Compostos RSP0 i
(mg/g extrato) Cascas reterjcao
&/8 (min)
Acido gilico 15,85+0.09 18,63+0,38 3,57
Rutina 1,03+0.01 0,59+0,01 6,08
Isoquercitrin 2,35+0.01 0,95+0,01 7,54
Canferol-3-0-rutinosideo 8,35+0.14 1,12+0,02 9,29
Quercetina 0,73+0.01 0,49+0,01 22,37
Apigenina 0,10+0.01 0,09+0,01 24,65

Todos os valores sdo expressos como média + DP, n=3

Fonte: RODRIGUES, S. M. M.; FROTA, L. S. Bioprospecc¢ao e etnobotanica de plantas nativas e cultivadas
no Nordeste do Brasil. Belo Horizonte: Editora Poisson, 2024.
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Figura 3 - Avaliacdo da atividade antioxidante pela inibicdo dos radicais livres DPPH e ABTS, o conteldo de
fendis totais (TF), taninos totais (TT) e flavonoides totais (FLT) em Schinus terebinthifolius

FT (mg EAG/g of extrato £ DP) 82,193,030 55,02+3,132 -
TT (g EAT/100 g amostra) 56,27+0,24b 38,900,372 -
FLT (mg E()/g por g extrato + DP) 3,82+0,012 10,90+0,22b -
DPPH Clso £ DP (ug/mL) 592 + 0,062 6,05+ 0,050 | 50+0,18¢
ABTS Clso + DP (pg/mL) 2,870,130 2,160,012 | 1,79£0,02

0s valores estdo expressos em média = DP, n=3. Médias seguidas de letras diferentes
possuem diferencas significativas dos extratos na mesma linha.

Fonte: RODRIGUES, S. M. M.; FROTA, L. S. Bioprospecc¢ao e etnobotanica de plantas nativas e cultivadas
no Nordeste do Brasil. Belo Horizonte: Editora Poisson, 2024.

2.6 MODELOS EXPERIMENTAIS DE PERITONITE

A producdo de infeccdo em animais de experimentacdo € uma forma de mimetizar
uma doenga infecciosa, possibilitando estudos que produzam evidéncias que possam ser
usadas em seres humanos, permitindo intervencdo e conhecimentos que tenham como
objetivo 0 melhor manuseio dessa grave doenca na pratica médica humana. Os ratos Wistar
tém servido como modelo experimental para investigar fatores ambientais e genéticos
relacionados a doencas humanas por mais de 150 anos. Eles sdo amplamente reconhecidos
como o principal modelo animal em pesquisas de toxicologia e farmacologia, devido a suas
caracteristicas que os tornam particularmente adequados para a analise de doengas complexas
(SHIMOYAMA et al., 2016, 2017; ZIAJA, 2012).

No modelo animal o desenvolvimento de peritonite e abscessos também ¢é (til para o
estudo da septicemia resultante em termos de microbiologia, resposta imunoldgica e formas
terapéuticas (ANDREEV et al., 2023; MONTENEGRO et al., 2020).

O modelo de peritonite fecal autdgena em animais de experimentacdo esta entre
aqueles que mimetizam a peritonite tanto adquirida na comunidade como pode representar
aquela adquirida em ambiente hospitalar, pois utiliza a flora intestinal enddgena que
habitualmente contamina a cavidade peritoneal quando ocorre a perfuragdo de viscera por
doenga no tubo gastrintestinal, se tornando adequado para estudos da evolugdo natural da
doenca, assim como possibilita investigacfes sobre fatores que possam influir na sua histéria
natural (BRANDT et al., 2014; KAMEGAI et al., 2023; MASCENA et al., 2018; MELO et
al., 2014).
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A inducédo de peritonite em modelos experimentais pode ser feita de véarias formas,
incluindo a introducgdo de lipopolissarideos (LPS) na cavidade peritoneal, suspensao fecal ou
de diversos microrganismos, incluindo E. coli e B. fragilis. O material inoculado na cavidade
abdominal pode advir do préprio ceco ou de segmentos do intestino grosso (ANDREEYV et al.,
2023; GIACOMETTI et al., 2006).

Starr et al. (2014), ao induzirem sepse intra-abdominal por ligadura e perfuragéo cecal
utilizando ratos jovens e de faixa etaria avancada, a fim de investigar os mecanismos de
coagulacdo dependente da idade; observaram taxas de mortalidade de 92% para 0s animais
idosos e apenas de 28% dos animais jovens.

Gadelha et al. (2013), em modelo experimental induziram peritonite autogena em ratos
Wistar, jovens e adultos, por inoculacdo de solucédo fecal intraperitoneal. Em um dos grupos
de animais maduros promoveu a ligadura bilateral de carétidas, com o objetivo de produzir
dano encefalico que mimetizasse o ocorrido em seres humanos envelhecidos.

Foi demonstrado aumento significante no nimero de alteragdes macroscopicas
(aderéncias e abscessos) nos ratos maduros com e sem ligadura bilateral de carétida (LBC)
guando comparados aos animais jovens, demonstrando que a resposta imune a peritonite fecal
dos animais higidos jovens foi significantemente mais eficiente que a dos ratos maduros tanto
com e sem LBC. A andlise microbiolégica demonstrou clareamento nas culturas dos animais
jovens e perfil semelhante de resultados entre os animais maduros com e sem LBC. A
mortalidade por septicemia a partir da peritonite fecal foi maior nos ratos maduros; todavia,
similar entre os animais com e sem LBC, demostrando que a idade é fator preditor
independente de prognostico frente a sepse abdominal (GADELHA et al., 2013).

Mascena et al. (2014), ao investigar a morbimortalidade de ratos com peritonite fecal
autdgena tratados com meropenem intravenoso em diferentes grupos etarios, induziram
peritonite fecal autdgena em ratos Wistar com seis, 12 e 18 meses de idade. Avaliaram o
curso clinico da infecgcdo nos trés grupos ao longo de um periodo de observagdo de 45 dias;
descrevendo os achados da necropsia (presenca de abcessos ou colecfes) através de inventario
da cavidade abdominal e torécica. Os resultados desse estudo mostraram que nos grupos de
animais jovens e adultos a mortalidade e morbidade foram semelhantes apés intervengdo com
dose Unica de meropenem, enquanto que o grupo de animais idosos (18 meses) nao foi
possivel testar a resposta ao uso do meropenem endovenoso, pois a maioria dos ratos morreu

antes mesmo da intervencdo antimicrobiana.
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3 DEFINICAO DOS OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acdo da inoculacdo intraperitoneal do extrato aquoso da Schinus

terebinthifolius Raddi (aroeira) a 10% como agente antisséptico natural, associado a

administragdo de meropenem intravenoso em peritonite fecal autdgena induzida em ratos

idosos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Artigo 1

Comparar a perda de peso entre os grupos de animais submetidos a inoculagéo
intraperitoneal do extrato alcodlico da Schinus terebinthifolius Raddi a 10% associado
a administracdo intravenosa de meropenem apds seis horas da inducdo da peritonite
fecal autdgena;

Comparar a morbidade através dos achados macroscépicos de necropsia no inventario
da cavidade abdominal e toracica nos grupos de animais submetidos a inoculagdo
intraperitoneal do extrato aquoso da Schinus terebinthifolius Raddi a 10% como
agente antisséptico natural, associado a administracdo intravenosa de meropenem apos
seis horas da inducdo de peritonite fecal autégena;

Comparar as curvas de sobrevida nos grupos de animais submetidos a inoculagdo
intraperitoneal do extrato alco6lico da Schinus terebinthifolius Raddi a 10% associado
a administracdo intravenosa de meropenem apds seis horas da inducdo da peritonite

fecal autdgena.

Artigo 2

Identificar as cepas patogénicas no sangue arterial e nos fragmentos de peritonio nos
grupos de animais submetidos a inoculacdo intraperitoneal do extrato aquoso da
Schinus terebinthifolius Raddi a 10% associado & administracdo intravenosa de
meropenem apds seis horas da inducdo de peritonite fecal autdgena.

Identificar as alteracdes histopatologicas nos fragmentos de peritdnio nos grupos de
animais submetidos a inoculacdo intraperitoneal do extrato aquoso da Schinus
terebinthifolius Raddi a 10% associado a administracdo intravenosa de meropenem

apos seis horas da inducéo de peritonite fecal autogena.
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Comparar, através de escore, as alteragdes histopatoldgicas e culturas dos fragmentos
de peritdnio, bem como, hemoculturas nos grupos de animais submetidos a inoculagéo
intraperitoneal do extrato aquoso da Schinus terebinthifolius Raddi a 10% como
agente antisséptico natural, associado & administracdo intravenosa de meropenem apos

seis horas da inducao de peritonite fecal autogena.



35

4, MATERIAIS E METODOS
4.1 POPULACAO DE ESTUDO

Ratos machos adultos Wistar (RattusNovergicus, RodentiaMammalia) com 18 meses
de idade.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos 40 ratos machos adultos Wistar (RattusNovergicus,
RodentiaMammalia) com 18 meses de idade, sem qualquer doenca ou agravo proveniente da
col6nia de criacdo do biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande (FCM-

CG). O presente estudo é do tipo experimental, observacional e de intervencao.
4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os animais que no momento da inducdo da peritonite por meio da
injecdo de solucdo fecal apresentarem sinais de qualquer fluido organico no aspirado da
cavidade peritoneal.

Também foram excluidos os animais que desenvolverem desnutricdo ou o0s que

apresentarem nas fezes qualquer sinal de processo inflamatério, incluindo pus ou sangue.
4.4 PROCEDIMENTOS TECNICOS

4.4.1 Condigdes de acondicionamento dos animais

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com dimensdao de
430x430x200 mm (CxLxA) submetidos as seguintes condicdes (Figura 4):

Ficaram expostos a um ambiente com temperatura controlada de 23°C,

As 24 horas foram divididas em um ciclo de luz de 12 horas, sequido de um de
escuriddo também de 12 horas.

O acesso a alimentacdo foi livre nas 24 horas, sendo alimentados com ragdo
balanceada e prépria para a espécie de ratos Wistar. Também tiveram o livre acesso agua

(dgua ad libitum).
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Figura 4 - Condi¢Oes de acondicionamento dos animais

-

4.4.2 Preparo do extrato da Schinus terebinthifolius Raddi a 10% (aroeira):

As folhas da parte aérea da aroeira foram retiradas da planta e foram secas em estufa
com circulacgdo de ar a 40°C por 48h e trituradas em liquidificador.

Para o extrato alcodlico, 20 g de p6 de folhas foram misturadas com 250 ml de etanol
a 80%. O frasco foi agitado manualmente, durante 12 dias, a fim de homogeneizar a solucéo.
A solucdo foi filtrada em filtros de papel e esterilizada por filtragdo em membranas Millipore
(0,22 um).

Em seguida a solucdo alcoodlica filtrada foi processada para extrato seco no
Laboratorio, levada ao rotaevaporador ha temperatura de 40° e faixa de velocidade de 8 RPM

até remocdo de todo solvente volatil (alcool) (Figura 5).
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Figura 5 - Rotaevaporador Hei-VAP Industrial - vidraria Shorty R.

|

Fonte: O autor (2024).

Apo6s a remocdo de todo o alcool, o extrato foi encaminhado para secagem por
nebulizagdo em um aparelho conhecido como “Spray Dryer” onde todo o liquido serad

transformado em extrato seco (po) (Figura 6).

Figura 6 - Spray-Dryer NBSP-1500.

)

Fonte: O autor (2024).

Posteriormente o extrato seco foi diluido em solugdo salina na concentracéo a 10% e

injetada na dosagem de 4ml/kg de peso de rato na cavidade peritoneal.
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4.4.3 Grupo Piloto

Inicialmente, para avaliar possiveis efeitos adversos do extrato de Schinus
terebinthifolius Raddi, um grupo piloto de 10 ratos Wistar recebeu inoculagéo intraperitoneal
de extrato aquoso a 10% de Schinus terebinthifolius Raddi. Ap6s 15 dias, os animais foram
eutanasiados e uma amostra de sangue arterial foi coletada da aorta abdominal para cultura,

bem como fragmentos de peritdnio para avaliacdo histopatoldgica e cultura (Figura 7).

Figura 7 - (A, B e C) Padréo histopatolégico normal em fragmentos peritoneais apds inoculagio intraperitoneal
de extrato aquoso de Schinus terebinthifolius Raddi.
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Fonte: O autor (2024).

4.4.4 Inducdo da peritonite

No primeiro dia do seguimento (DO) foi induzido peritonite por inoculacdo
intraperitoneal de uma suspensao fecal autdgena a 10%, preparada da seguinte forma:

Dois gramas de fezes foram coletados de cada rato individualmente. A amostra de
fezes foi dissolvida em 20 ml de solugéo salina a 0,9% (figura 8).

Figura 8 - Dissolucéo das fezes.

Fonte: O autor (2024).
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A mistura foi homogeneizada e filtrada com uma gaze para remocdo das grandes
particulas (Figura 9).

Figura 9 - Filtragem da solucéo fecal

CENTRO UNWERS\TARIC

! s > - o

7 Fonte: O autor (2024).

A solugdo produzida foi injetada na cavidade intraperitoneal de trinta ratos Wistar de
18 meses de idade, no quadrante iliaco esquerdo, usando uma agulha de 30 mm x 1,2 mm. A
dosagem desta solucdo fecal administrada intraperitoneal foi de 4ml/kg (Figura 10).

Figura 10 - Inoculagdo intraperitoneal de solucéo fecal
s SESTR SRSS

Fonte: O autor (2024).
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4.4.5 Intervengdo com meropenem

Os animais foram divididos em trés grupos de 10 ratos machos: grupo Controle, grupo
Estudo | e grupo Estudo Il. Todos os animais receberam previamente a inoculacdo
intraperitoneal de uma suspensao fecal autdgena a 10%.

O grupo Controle ndo recebeu nenhuma intervencdo terapéutica. O grupo Estudo I
recebeu a dose de 40mg/kg de meropenem endovenoso apés seis horas da inducdo da
peritonite. O grupo Estudo Il recebeu a dose inicial de 40mg/kg de meropenem endovenoso
apos seis horas da inducdo da peritonite. Adicionalmente, foi feita a inoculagdo intraperitoneal
do extrato aquoso da Schinus terebinthifolius Raddi a 10%.

4.4.6 Monitoramento

Diariamente os animais foram observados pela mesma médica veterinaria responsavel
pelo laboratério de cirurgia experimental da Faculdade de Ciéncias Medicas de Campina
Grande:

Os animais se submeteram a afericdo didria do peso corporal, com o objetivo de

detectar sinais de infec¢éo.

4.4.7 Coleta dos dados

4.4.7.1 A eutanasia

Os animais que sobreviveram até o 15° dia apds a inducdo da peritonite foram
eutanasiados com a administracdo endovenosa de cloridrato de Ketamina na dosagem de
50mg/kg e Xilazina na dosagem de 10mg/kg.

Os animais que morreram antes do seguimento previsto também foram submetidos aos

mesmos procedimentos de analise a seguir.

4.4.7.2 Acesso a cavidade abdominal e toracica

Na sequéncia, foi realizada incisdo xifo-pubiana na pele da linha média abdominal,
com bisturi de lamina fria N° 15. As demais camadas da parede abdominal foram seccionadas

com tesoura cirargica (Figura 11).
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Figura 11 - Acesso as cavidades abdominal e toracica

Fonte: O autor (2024).

Ao acessar a cavidade abdominal e torécica procede-se inventario e inspecdo
intraperitoneal procurando identificar abscessos, aderéncias e outros sinais macroscopicos de

infeccdo, como pus livre na cavidade (Figura 12). Foi realizada a documentacéo fotografica
de todos os achados.

Figura 12 - (A) Multiplos abcessos abdominais; (B) Peritonite com pus livre; (C) Abcesso abdominal bloqueado;
(D) Mediastinite e peritonite; (E) Abcesso Unico organizado hepético

"I
s s

Fonte: O autor (2024).
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4.4.7.3 Coleta de sangue e fragmentos de visceras para culturas laboratoriais através de testes
bioguimicos especifocos de identificacdo das bactérias.

Foi realizada puncdo da aorta abdominal com agulha 30 x 15mm e aspirado 2
mililitros(ml) de sangue. Do aspirado, 1.0ml foi desprezado e 1ml injetado na solucdo de

hemocultura (Hemocult | Pediatrico, Laborclin) (Figura 13).

Figura 13 - Puncéo da aorta abdominal para coleta de sangue para cultura

Fonte: O autor (2024).

Os frascos de hemocultura com aspirado da solugédo obtida da aorta abdominal foram
encaminhados para o laboratério de patologia clinica onde foram incubados a 35 + 2°C, apds
24h semeados em Agar sangue e realizado a bacterioscopia por método de Gram. Com o
exame bacterioscépico sendo positivo foi emitido o resultado parcial e seguiu-se a
identificacdo bioquimica, caso negativo a amostra retornou para estufa a 35 £ 2°C em COg;
apos 48h foi novamente semeado em Agar sangue e realizado o Gram. Caso resultado tenha
sido conclusivo foi emitido o resultado parcial e seguiu-se com a identificacdo bioquimica, se
inconclusivo a amostra retornou a estufa a 35 + 2°C em COg; por 7 dias e entdo semeada uma
gota em Agar Chocolate, caso positivo foi encaminhado para identificagao.

Na sequéncia, foi realizada coleta de fragmento de periténio, acondicionado em placa
de Petri estéril a fim de facilitar a pesagem dos mesmos (Figura 14).
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olucdo de formalina neutra a 10%

Figura 14 - Fragmento de periténio fixado em s
v & T %

Fonte: O autof (2024).

Para cultura, os fragmentos de peritdnio foram inseridos em caldo de infusdo cérebro-
coracdo (BHI), incubados por seis horas em estufa a 37°Celsius e semeados em agar sangue e
agar manitol sal (Figura 15).

As bactérias Gran positivas crescidas foram identificadas por meio dos testes de
catalase, coagulase, optoquina e bacitracina. As bactérias Gran negativas foram identificadas

por meio de testes bioguimicos especificos.

Figura 15 - Fragmentos de peritonio inseridos em caldo de infusdo cérebro-coragdo (BHI) para culturas

Fonte: O autor (2024).
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4.4.7.4 Coleta de fragmentos de visceras para exames histopatolégicos

Parte dos fragmentos de peritdnio foram acondicionadas em solucdo a 10% de formol
e envio para analise histopatologica. As amostras sofreram processamento histologico, as
laminas foram coradas pela hematoxilina e eosina, tricromico de Masson e picrosirius red e
analisadas em trés campos por avaliagdo duplo-cega.

A avaliacdo histoldgica incluiu os seguintes parametros: infiltrado inflamatério agudo
(polimorfonucleares), infiltrado inflamatério crénico (monomorfo nucleares), angiogénese e

necrose (Figura 16).

Figura 16 - (A) Estudo Il - Tecido muscular e tecido conjuntivo sem altera¢6es inflamatdrias; (B) Estudo | -
Infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico perivascular dissecando as fibras musculares; (C) Estudo Il - Tecido de
granulacdo com angiogénese, proliferacéo

IEN - WS B A !
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Fonte: O autor (2024).

4.5 DEFINICAO DAS VARIAVEIS

4.5.1 Definicéo de termos

Abcesso em cavidade abdominal: Abcesso em cavidade abdominal foi definido
como sendo uma area circunscrita de pus ou restos necroticos no parénquima das visceras
abdominais (figado e rim), podendo produzir um nivel de ar-liquido no interior da cavidade.

Abcesso em cavidade toracica: Abcesso pulmonar foi definido como sendo uma area
circunscrita de pus ou restos necroticos no parénquima pulmonar ou coracdo, podendo

produzir um nivel de ar-liquido no interior da cavidade.
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Culturas de Sangue e Fragmento de peritonio: No presente estudo utilizamos a
cultura de sangue como pardmetro de diagnostico e de gravidade da infeccdo sistémica
induzida pela peritonite autégena nos animais, além de ferramenta para determinar o perfil
das bactérias na cultura do sangue coletado da aorta abdominal; e culturas de fragmentos de
peritbnio como parametro da acdo local do extrato de aroeira como agente bactericida.

Alteracgdes histopatolégicas: As alteracdes histopatoldgicas foram definidas como:
infiltrado inflamatério agudo (polimorfonucleares), infiltrado inflamatério crénico

(monomorfo nucleares), angiogénese e necrose.

4.5.2 Operacionalizacao e categorizacdo das variaveis

4.5.2.1 Variaveis de controle

Idade: Todos os ratos Wistar utilizados como cobaias neste estudo tinham a idade de
18 meses, a fim de mimetizar individuos humanos na faixa etaria acima dos 60 anos.

Sexo: todos os ratos Wistar utilizados nesta pesquisa eram machos, a fim de evitarmos
variaveis de confusdo, por resposta distintas ao insulto infecioso da peritonite fecal e/ou ao
uso do meropenem, relacionadas ao sexo dos animais.

Peritonite: Excetuando-se os dez animais do grupo piloto, todos os demais trinta ratos
Wistar envolvidos na pesquisa foram submetidos a inducdo de peritonite fecal autdgena

através da inoculacdo intraperitoneal de solucdo a 10% de fezes.

4.5.2.2 Variaveis independentes

Administragdo de meropenem endovenoso na dosagem de 40mg/kg e inoculagéo
intraperitoneal de extrato aquoso da Schinus terebinthifolius Raddi a 10%.

Categorizacdo:

Grupo Estudo | -Meropenem administrado intravenoso apés seis horas da inducéo da
peritonite.

Grupo Estudo Il -Meropenem administrado intravenoso e extrato aquoso da Schinus
terebinthifolius Raddi a 10% inoculado intraperitoneal apds seis horas da inducdo da

peritonite.



4.5.2.3 Variaveis dependentes

Presenca de abcessos abdominais: variavel qualitativa
Categorizagéo:
1- Ausente

2- Presente

Presenca de abcessos torécicos: variavel qualitativa, binominal.
Categorizagéo:

1- Ausente

2- Presente

Resultado de hemocultura: varidvel qualitativa, binominal.
Categorizacdo:

1- Negativo

2- Positivo

Caracterizacdo da flora microbiana das hemoculturas- variavel qualitativa.
Categorizacdo:

1 - Bactéria 1

2 — Bactéria 2

n— Bactéria n
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Caracterizacdo da flora microbiana em culturas de fragmentos de peritdnio - variavel

qualitativa.
Categorizacdo:
1 - Bactéria 1
2 — Bactéria 2

n— Bactéria n

Caracterizacdo dos achados histopatoldgicos de fragmento de peritonio - variavel

qualitativa.
Categorizagéo:
1 - Inflamacéo aguda (0-Ausente, 1-presente)
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2 - Inflamagé&o aguda (0-Ausente, 1-presente)
3 - Necroseistr((0-Ausente, 1-presente)

3 - Angiogéneseisti(0-Ausente, 1-presente)

e Curva de sobrevida (%) - Variavel quantitativa continua.
4.6 ANALISE DOS DADOS

Para estratificar a morbidade dos animais diante do insulto infeccioso da peritonite
fecal autdgena, foi utilizado um escore previamente validado em estudos envolvendo ratos
Wistar (FIGUEIREDO FILHO, 2017; MELO et al., 2013; MASCENA et al., 2014).

Escore de estratificacdo de morbidade e mortalidade animal:

Pontuacdes 0-3: morte antes do dia 15

0: 6bito por choque séptico nas primeiras 24 horas;

1: Gbito entre 24 e 48 horas;

2: Obito entre 48 horas e 8 dias;

3: Gbito entre 8 e 15 dias.

Pontuacdes 4-10: sobrevida até o dia 15, seguida de eutanésia

4: hemocultura positiva; abscessos encontrados nas cavidades toracica e abdominal;
5: hemocultura positiva, abscessos encontrados nas cavidades toracica ou abdominal;
6: hemocultura positiva, abscessos encontrados apenas na cavidade abdominal;

7: hemocultura negativa, abscessos encontrados nas cavidades abdominal e torécica;
8: hemocultura negativa, abscessos encontrados apenas na cavidade abdominal;

9: hemocultura negativa, apenas um pequeno abscesso encontrado na cavidade abdominal.
10: hemocultura negativa, sem abscesso nas cavidades.

Para estratificar a morbidade dos animais diante do insulto infeccioso da peritonite
autogena fecal relacionando com alteragdes histopatoldgicas, foi utilizado um escore que
incluiu: desfecho para 6bito, resultados de hemocultura, cultura de fragmentos peritoneais e
alteracdes histopatologicas, como infeccdo aguda (polimorfonuclear), infeccdo cronica
(monomorfonuclear), necrose e angiogénese.

Pontuacdes 0-3: morte antes do dia 15
0: 6bito por chogue séptico nas primeiras 24 horas;
1: Bbito entre 24 e 48 horas;

2: Obito entre 48 horas e 8 dias;
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3: Obito entre 8 e 15 dias.

Pontuagdes 4-9: sobrevida até o dia 15, seguida de eutanasia

4: hemocultura positiva; cultura peritoneal positiva e alteracdes histopatoldgicas peritoneais
encontradas;

5: hemocultura positiva; cultura peritoneal positiva e alteragdes histopatoldgicas peritoneais
ndo encontradas;

6: hemocultura positiva; cultura peritoneal negativa; alteracdes histopatoldgicas peritoneais
encontradas;

7: hemocultura negativa; cultura peritoneal positiva; alteragdes histopatoldgicas peritoneais
encontradas;

8: hemocultura negativa; cultura peritoneal negativa; alteracfes histopatologicas peritoneais
encontradas;

9: hemocultura negativa; cultura peritoneal negativa; alteracbes histopatoldgicas peritoneais
ndo encontradas.

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa Graphpad Prism, versdo 10.
As amostras foram de conveniéncia.

As variaveis quantitativas foram expressas como médias e desvios-padrdo. As
variaveis qualitativas foram expressas em frequéncias absolutas e relativas. O teste do qui-
quadrado ou o teste exato de Fisher foram utilizados para avaliar os resultados da
hemocultura. A anélise de variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar 0s pesos iniciais
dos animais nos trés grupos. O teste T pareado e o teste de Wilcoxon foram usados para
comparar os pesos inicial e final em cada grupo. O teste de Kruskal-Walli foi utilizado para
avaliar possiveis diferencas entre os escores de morbidade nos trés grupos. O pds-teste de
Dunn foi entdo usado para avaliar possiveis diferencas entre 0s grupos. O Teste de Rank
Trend foi utilizado para analise de sobrevida. Os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov foram utilizados para verificar a normalidade dos dados. O teste de Mann Whitney
foi utilizado para avaliar possiveis diferencas entre os escores de alteracdes histopatoldgicas

nos grupos tratados. Valores de P<0,05 foram usados para rejeitar a hipotese nula.

4.7 ASPECTOS ETICOS

Os ratos receberam cuidados em concordancia com os “Principios de cuidados com
animais de laboratdrio”, respeitando-se os “Principios éticos na experimentagdo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal” (Cobea). O projeto de investigacdo foi

encaminhado e aprovado no Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/CESED).
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4.8 LIMITACOES METODOLOGICAS

4.8.1 Viés de Selecao

Foram selecionados quarenta animais na mesma idade cronolégica (18 meses),
provenientes de uma mesma ninhada, mantidos sob as mesmas condi¢des diarias de
temperatura, ciclo de luz/escuriddo, acesso a alimentacdo e agua, a fim de manter a amostra

livre de viés de selecéo.

4.8.2 Vies de informacao

Com o intuito de amenizar as falhas na aquisi¢do da informagéo, todos as medicOes
bioldgicas e coletas de sangue foram realizadas pelo pesquisador e mesmo médico veterinario
responsavel pela Unidade de Investigacdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas de
Campina Grande. O acesso as cavidades abdominal e toracica dos animais, ap0s a eutanasia,

bem como as avaliagdes dos resultados foram realizadas pelo pesquisador.
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5. RESULTADOS

ARTIGO 1 - MEROPENEM INTRAVENOSO EM RATOS IDOSOS APOS INDUCAO DE
PERITONITE FECAL AUTOGENA E USO INTRAPERITONEAL DO EXTRATO
AQUOSO DA SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI (AROEIRA) A 10%

RESUMO

Objetivo: Avaliar o uso de meropenem intravenoso na peritonite autégena fecal em ratos
idosos e uso da associacdo de extrato aquoso de aroeira a 10% intraperitoneal. Métodos:
Estudo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UNIFACISA). Trinta
ratos Wistar de 18 meses foram estratificados em trés grupos e receberam indugéo de
peritonite com 4mg/kg de solucdo autdgena fecal: grupo Controle sem tratamento, grupo
Estudo I tratados com meropenem intravenoso em dose Unica de 40mg/kg e grupo Estudo I,
tratados com meropenem intravenoso em dose Unica de 40 mg/kg de rato e inoculacdo
intraperitoneal de extrato aquoso de aroeira a 10%. O seguimento dos animais foi del5 dias,
seguido de eutanasia. Resultados: N&o houve perda de peso significante para o grupo Estudo
Il (p=0,6277), enquanto o grupo Estudo | apresentou recuperacdo apenas parcial do peso ao
final do seguimento (p=0,0187). O grupo Estudo Il apresentou 90% de hemoculturas
negativas, enquanto o grupo Estudo | apresentou hemoculturas negativas em 50% dos
animais. (p=0,1479) A sobrevida do grupo Estudo Il foi superior aos grupos Controle e
Estudo 1. (p=0,0462) A morbidade por achados em cavidades abdominal e toréacica avaliadas
por escore foi menor para o grupo Estudo Il (p=0,0001). Conclusdes: O uso intravenoso de
meropenem associado ao uso de extrato aquoso de aroeira a 10% intraperitoneal ap6s inducdo
de peritonite fecal autégena em ratos idosos produziu maior sobrevida, menor perda de peso e
menor morbidade em comparacdo ao uso isolado de meropenem. Ndo houve diferenca
significante entre as duas intervencdes no quando avaliado isoladamente o desfecho das

hemoculturas.

Palavras-chave: Peritonite; sepse; idoso; carbapenémicos; ratos; anacardiaceae.
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INTRODUCAO

Estd cada vez mais desafiador o tratamento de infeccBes intra-abdominais
complicadas, principalmente em idosos, devido ao surgimento generalizado de organismos
multirresistentes (HECKER et al., 2019; SALAMONE et al., 2016). Por exemplo, a
mortalidade apds tratamento cirtrgico de peritonite em pacientes idosos € cinco a 10 vezes
maior, principalmente relacionada a perfuracdo apendicular (CLEMENTS et al., 2021,
JONES; KASHYAP; ZABBO, 2023; OGBUANYA et al., 2023).

O tratamento de pacientes com sepse de foco abdominal é feito por meio de
antibiodticos, expansdo volémica e drogas de acdes locais intra-abdominais sobre o foco
infeccioso (BATYRSHIN et al., 2020; BHASKAR et al, DE WIJKERSLOOTH;
WIINHOVEN; VAN DEN BOOM, 2023; PORNER et al., 2021).

Ao induzir peritonite autdgena fecal em ratos jovens através da inoculacdo de 6mg/kg
solucdo fecal a 10% intraperitoneal, a fim de mimetizar uma perfuracdo gastrointestinal,
estudos demonstraram que o uso de antibidticos intravenosos como meropenem e
moxifloxacino sdo alternativas igualmente eficazes com menor morbimortalidade e menor
perda de peso (MASCENA et al., 2014, 2018; GADELHA et al., 2013).

Estudos também associaram tratamento local com inoculagdo intraperitoneal de
antibioticos, antibactericidas e/ou antiflamatorios com melhora no desfecho da peritonite
(MELDO et al, 2014). Porém séo escassos estudos para associar no tratamento intraperitoneal
da peritonite, extrato de plantas medicinais com propriedades bactericidas ou anti-
inflamatorias.

A aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi) ja ¢ amplamente utilizada na
pratica clinica para afeccGes como dermatites, gastrite, vulvites e vaginites por sua atividade
anti-inflamatéria ndo esteroide por dois de seus componentes: o schinol e o éacido
masticadiendico. Em adi¢do, outros componentes como os biflavonodides apresentam acéo
anti-inflamatoria e a terebintona, acido hidroximasticadienoico, o acido terebintifolico e o
acido ursolico, apresentam atividade antimicrobiana (DA SILVA NASCIMENTO et al.,
2023; COSTA DA SILVA et al., 2023; FERREIRA et al., 2023; ESTEVAO et al., 2017;
SCHEIBE et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2012).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar ao beneficio da associacdo de
meropenem intravenoso com extrato aquoso de aroeira intraperitoneal em ratos idosos nos

quais a peritonite foi induzida com solucéo fecal autégena.
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METODOS

Foram incluidos 30 ratos machos adultos Wistar (RattusNovergicus,
RodentiaMammalia) com 18 meses de idade, sem qualquer doenca ou agravo proveniente da
colénia de criacdo do biotério da FCM- CG.

No primeiro dia do seguimento foi induzida a peritonite por inoculacdo intraperitoneal
de uma suspensdo fecal autdgena a 10%, preparada da seguinte forma: dois gramas de fezes
dissolvidos em 20 ml de solucdo salina a 0,9%, homogeneizada e filtrada com uma gaze para
remocao das grandes particulas.

A solugéo produzida foi injetada na cavidade intraperitoneal dos trinta ratos Wistar de
18 meses de idade na dosagem 4,0ml/Kg de solucéo a 10% de fezes, previamente validade em
estudos prévios como sendo capaz de promover inducdo peritonite com presenca de abscessos
em abdome e cavidade toracica.

Os animais foram divididos em trés grupos de 10 ratos machos (Controle, Estudo | e
Estudo I1) e submetidos a administracdo de Meropenem, via endovenosa, sempre na dose de
40 mg/kg:

O grupo Controle ndo recebeu a dose de meropenem endovenoso apds a indugdo da
peritonite.

O grupo Estudo | recebeu a dose de meropenem endovenoso ap6s 06 horas da indugéo
da peritonite.

O Estudo 11 recebeu a dose de meropenem endovenoso apés 06 horas da inducdo da
peritonite associado a inoculacdo intraperitoneal de extrato aquoso de aroeira a 10%.

Os animais que sobreviverem até o 15° dia ap6s a inducdo da peritonite foram
eutanasiados com a administracdo endovenosa de cloridrato de Ketamina na dosagem de
50mg/kg e Xilazina na dosagem de10mg/kg.

Os animais que morreram antes do seguimento previsto também foram submetidos aos
mesmos procedimentos a seguir:

Ao acessar as cavidades abdominal e toracica procedeu-se o inventario e inspecao
procurando identificar abscessos, aderéncias e outros sinais macroscopicos de infec¢do, como
pus livre na cavidade.

Realizada puncdo da aorta abdominal com agulha 30 x 1,5mm e aspirado 2ml de
sangue. Do aspirado 1,0ml sera desprezado e 1,0ml injetado em solu¢do de hemocultura

(Hemocult | Pediatrico, Laborclin).
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Para estratificacdo da morbidade dos animais frente ao insulto infeccioso de peritonite
autogena fecal, foi usado um escore ja validado previamente em estudos envolvendo ratos
Wistar (DA SILVA NASCIMENTO et al., 2023; MASCENA et al., 2014).

Escore de Estratificacdo da morbidade e mortalidade dos animais:

Pontuacdes 0-3: morte antes do dia 15

0: 6bito por choque séptico nas primeiras 24 horas;
1: Gbito entre 24 e 48 horas;

2: Obito entre 48 horas e 8 dias;

3: Gbito entre 8 e 15 dias.

Pontuacdes 4-10: sobrevivéncia até o dia 15, seguida de eutandsia

4: hemocultura positiva; abscessos encontrados nas cavidades toracica e abdominal;

5: hemocultura positiva, abscessos encontrados nas cavidades toracica e abdominal;

6: hemocultura positiva, abscessos encontrados apenas na cavidade abdominal;

7: hemocultura negativa, abscessos encontrados nas cavidades abdominal e toracica;

8: hemocultura negativa, abscessos encontrados apenas na cavidade abdominal;

9: hemocultura negativa, apenas um pequeno abscesso encontrado na cavidade abdominal;
10: hemocultura negativa, sem abscesso nas cavidades.

As variaveis quantitativas foram expressas por suas médias e desvios padrdo. As
varidveis qualitativas foram expressas por frequéncias absoluta e relativa. O teste qui-
quadrado foi utilizado para avaliar resultados de hemoculturas. A analise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para comparar 0s pesos iniciais dos animais nos trés grupos. O Test-T
pareado e Wilcoxon foram utilizados na comparacgdo das medias de peso inicial e ao final do
estudo em cada grupo. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar possiveis
diferencas entre os escores de morbidade nos trés grupos. O pos teste de Dunn foi entdo
utilizado para avaliar possiveis diferencas entre grupos. Para Analise de sobrevida foi
utilizado o Teste Long Rank Trend. A analise estatistica foi realizada utilizando o programa

Graphpad Prism, versdo 10. Valores de P<0,05 foram utilizados para rejeitar a hipotese nula.

RESULTADOS

As medias dos pesos iniciais dos animais nos grupos Controle, Estudo | e Estudo 11
estdo descritas na Tabela 1, ndo havendo diferenca significante, ratificando a semelhanga da
amostra (p=0,5885 — ANOVA) (Tabela 1).
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Comparando a medias de peso dos ratos do grupo Estudo Il, no inicio (0) e ap6s 15
dias (15) da inducdo da peritonite, ndo houve variacdo significante (p=0,3027).

Diferentemente, os resultados para os grupos Controle e Estudo I, mostraram perda de peso

expressiva apos 15 dias da inducao da peritonite (p=0,0156 e p=0,0187) (Figuras 1-3).

Figura 1 - Comparagéo das medias de peso do grupo Controle no inicio e ao final do estudo
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Fonte: O autor (2024).

Figura 2 - Comparagdo das medias de peso do grupo Estudo 1 no inicio e ao final do estudo.
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Figura 3 - Comparacéo das medias de peso do grupo Estudo Il no inicio e ao final do estudo
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Fonte: O autor (2024).

Tabela 1 - Comparagdo entre a média de peso (gramas) inicial e no final do seguimento em cada grupo.

Inicio Final p<0,05
Controle 402+ 24 368+ 14 p=0,0156
Estudo | 410+ 23 375+ 15 p=0,0187
Estudo Il 416+ 35 410+ 21 p=0,3027

Fonte: O autor (2024).

No grupo Controle, 30 % (3/10) dos animais morreram entre o primeiro e segundo dia

apos a inducgdo de peritonite autdgena, enquanto no grupo Estudo I, 10% (1/10) dos animais

morreram no 10° dia de seguimento. Nenhum dos ratos do grupo Estudo Il morreu durante o

seguimento (p=0,0462).

Figura 4- Curva de sobrevida
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Fonte: O autor (2024).

No grupo Controle observou-se que nove animais (9/10), apresentavam alteragfes em

cavidade abdominal, sendo que destes, quatro (4/10) apresentavam-se com peritonite difusa.
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No grupo Estudo I, metade dos ratos (5/10) ndo apresentava abscessos em nivel de cavidade
abdominal e nove (9/10) ndo apresentavam alteracdes infecciosas em cavidade torécica. No
grupo Estudo Il apenas 01 animal (1/10) apresentou abcesso em cavidade abdominal, porém

bloqueado e organizado, nenhum apresentou alteracdo em cavidade toracica (Figuras 5-9).

Figura 5 - Peritonite difusa com pus livre em abdome associada a infecgcdo em cavidade toracica (Estudo 1)

Fonte: O autor (2024).

Figura 6 - Multiplos abscessos em mesentério e alcas intestinais (Controle)

Fonte: O autor (2024).
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Figura 7 - Abscesso bloqueado intra-abdominal (Estudo 1)
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Figura 9 - Mdltiplos abscessos pulmonares e cardite purulenta (Controle)
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Fonte:‘b autor (2024).

A média dos escores de morbidade dos grupos Estudo | e Estudo Il mostraram
desfecho favoravel para ambos 0s grupos quando comparados ao grupo controle sem

tratamento, tendo havido diferenca estatisticamente significante. (p=0001). Os achados do
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grupo Estudo Il também evidenciam clinicamente menor morbidade em mdltipla comparacao

com grupo Estudo I (Tabela 2 e 3) (pds teste de Dunn - p=0,368).

Tabela 2 - Resultado das médias dos escores em cada grupo

Escore p<0,05
Controle 36x14
Estudo 1 78+172 *p=0,0001
Estudo 2 99+0,1

Fonte: O autor (2024).
*Kruskal-Wallis = 26,28

Tabela 3 - Comparagdo entre o escore de morbidade e mortalidade em cada grupo.

Teste de multiplas comparacoes p<0,05
Controle vs. Estudo 2 *p=0,0001
Controle vs. Estudo 1 *p=0,0263
Estudo 1 vs. Estudo 2 *p=0,0368

Fonte: O autor (2024).
*Dunn's multiple comparisons test

As hemoculturas foram realizadas nos ratos que sobreviveram até o final do
seguimento de 15 dias ou na ocasido do Obito, e se revelaram positivas na totalidade dos
animais do grupo Controle, e negativas em quase a totalidade (9/10) dos animais do grupo
Estudo Il, enquanto no grupo Estudo I, metade dos ratos (5/10) permaneceram com
hemoculturas positivas a época da eutanasia. Ambas as intervencdes mostraram desfecho
favoravel quando comparadas ao grupo Controle, porém sem diferenca significante entre as

mesmas (Figura 10).

Figura 10 - Avaliacdo das hemoculturas a época da eutanasia
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Fonte: O autor (2024).
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DISCUSSAO

O intestino é um possivel sitio de infeccBes sistémicas, principalmente pela
translocacdo bacteriana a partir da deterioracdo da barreira intestinal (CLEMENTS et al.,
2021).

A maioria dos modelos experimentais envolvendo peritonite utiliza a inoculacdo de
solucdo fecal intra-abdominal com o objetivo de mimetizar a sepse polimicrobiana com sitio
de infeccdo intra-abdominal ocorrida na populacdo humana. Apesar dos idosos terem
evolucdo mais desfavordvel na peritonite, poucos estudos experimentais utilizam animais
idosos em suas metodologias (MASCENA et al., 2014, 2018; MELO et al.,, 2014;
GADELHA et al., 2013).

O tratamento da peritonite fecal autdgena grave com dose Unica de meropenem
endovenoso (40mg/kg) alcancou bons resultados em modelos experimentais jovens e
adultos, porém os animais idosos ndo sobreviveram ao insulto inicial de peritonite
(GADELHA et al., 2013). As pesquisas envolvendo animais de laboratério devem incluir
mais frequentemente amostras com idade avancgada, visto que o objetivo final é translacionar
os resultados obtidos para a populacdo humana, que esta cada vez mais envelhecida.

A busca por terapias coadjuvantes no manejo da peritonite de foco abdominal se faz
necessaria frente ao surgimento de agentes infecciosos multirresistentes, bem como, a partir
da evidéncia de que a intervencdo intra-abdominal para remocéo de foco infecioso e limpeza
vigorosa cavidade abdominal resulta em menos complicacdes pds-operatorias como abcessos
e reoperacoes; (BHASKAR et al., 2023; CLEMENTS et al., 2021; DE WIJKERSLOOTH,;
WIINHOVEN; VAN DEN BOOM, 2023; HECKER et al.,, 2019; JONES; KASHYAP;
ZABBO, 2023; OGBUANYA et al., 2023; PORNER et al., 2021; SALAMONE et al, 2016).

No presente estudo, quando se comparou o escore de morbidade entre os trés grupos
de animais, evidenciou-se que 0 grupo que recebeu meropenem intravenoso associado a
inoculacdo intraperitoneal de extrato aquoso de aroeira a 10% apresentou uma evolugéo
clinica mais favoravel frente a peritonite, ou seja, menos formacéo de abscessos em cavidade
abdominal e torécica.

Os animais dos trés grupos avaliados demonstraram perda de peso inicial, porém o
grupo que recebeu terapia combinada de meropenem intravenoso e extrato de aroeira
intraperitoneal apresentou recuperacdo e estabilizacdo do peso ao final do seguimento de 15
dias, ndo havendo diferenca de peso significante quando comparado ao inicio do seguimento

(p=0,6227). Diferentemente, o grupo tratado apenas com meropenem desenvolveu uma curva
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decrescente de peso, com menor recuperacdo ao final do tratamento (p= 0,0172), apesar de
melhor desfecho que o grupo de animais sem tratamento.

Portanto, os resultados do presente estudo apontam na direcdo de que a intervengdo
intraperitoneal com extrato de aroeira, como coadjuvante a0 meropenenm intravenoso, na
vigéncia de peritonite, influencia positivamente na recuperagdo do peso frente ao insulto
infeccioso em ratos idosos.

Todos os animais tratados com meropenem em associagdo ao extrato aquoso de
aroeira a 10% sobreviveram até o décimo quinto dia de seguimento. No grupo que recebeu
apenas a dosagem venosa de meropenem, 10% dos animais evoluiram para ébito, enquanto no
grupo ndo tratado a mortalidade foi de 30% dos animais, sendo estatisticamente significante
(p=0,0462), com melhor probabilidade de sobrevivéncia para manejo combinado de
meropenem com extrato de aroeira.

Ambas intervencdes demostraram  interferéncia significante na negativagdo das
hemoculturas; em quase totalidade com uso associado de meropenem e extrato de aroeira
(9/10) e metade (5/10) com uso isolado de meropenem. Porém ndo houve diferenca
significante entre os dois regimes de tratamento, possivelmente por limitacdo do tamanho da
amostra.

Portanto estudos envolvendo sepse com peritonite, principalmente em idosos, devem
insistir no desafio de estudar o desfecho clinico do uso de terapias combinadas que promovam
toalete cavitario intra-abdominal com solucBes ou extratos de acdo antisséptica,
antibactericida e/ou anti-inflamatorias, em associacdo com antibidticos intravenosos de amplo

espectro.

CONCLUSAO

O uso de meropenem intravenoso associado a inoculacdo intraperitoneal de extrato
aquoso de aroeira a 10%, no manejo da peritonite induzida com solugdo fecal autdgena em
ratos, resultou em maior probabilidade de sobrevivéncia, menor morbidade e menor perda de
peso quando comparado ao uso apenas de meropenem intravenoso.

Os dados de negativacdo de hemoculturas revelam a observacdo provocativa que, o
uso dessa terapia combinada, melhora o desfecho frente a peritonite, porém estudos com

amostras mais robustas devem ser realizados.



61

REFERENCIAS

BATYRSHIN, lldar M.; SHLYAPNIKQOV, Sergey A.; DEMKO, Anna E.; OSTROUMOVA,
Yulia S.; SKLIZKOV, Dmitry S.; FOMIN, Dmitry V.; TISHKOV, Alexander V.; STRAKH,
Ludmila V. Prediction and differentiated approach in the treatment of patients with secondary
peritonitis and abdominal sepsis. Khirurgiia (Mosk), [S. I.], n. 5, p. 27-33, 2020. DOI:
10.17116/hirurgia202005127.

BHASKAR, Keerthi; CLARKE, Sophie; MOORE, Laura S. P.; HUGHES, Sophie. Bacterial
peritonitis in paediatric appendicitis: microbial epidemiology and antimicrobial management.
Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, [S. I.], v. 22, n. 1, p. 45, 2023. DOI:
10.1186/s12941-023-00591-1.

CLEMENTS, Tyler W.; TOLONEN, Mikko; BALL, Chad G.; KIRKPATRICK, Andrew W.
Secondary peritonitis and intra-abdominal sepsis: an increasingly global disease in search of
better systemic therapies. Scandinavian Journal of Surgery, [S. I.], v. 110, n. 2, p. 139-149,
2021. DOI: 10.1177/1457496920984078.

COSTA DA SILVA, Maria Milene et al. Antibiotic-Potentiating Activity of the Schinus
terebinthifolius Raddi Essential Oil against MDR Bacterial Strains. Plants, [S. I.], v. 12, n. 8,
p. 1587, 2023. DOI: 10.3390/plants12081587.

DA SILVA NASCIMENTO, Marcel et al. Schinus terebinthifolius Raddi (Brazilian pepper)
leaves extract: in vitro and in vivo evidence of anti-inflammatory and antioxidant properties.
Inflammopharmacology, [S. I.], v. 31, n. 5, p. 2505-2519, 2023. DOI: 10.1007/s10787-023-
01316-8. Disponivel em: https://link.springer.com/10.1007/s10787-023-01316-8.

DE WIJKERSLOOTH, Elianne M. L.; WIINHOVEN, Bas P. L.; VAN DEN BOOM,
Annemarie L. Duration of antibiotics in complicated appendicitis — Authors' reply. Lancet,
[S. 1], v. 402, n. 10410, p. 1327-1328, 2023. DOI: 10.1016/S0140-6736(23)01563-5.

DOS SANTOS, Osmar José; BARROS-FILHO, Antonio Kyoshi; MALAFAIA, Osvaldo;
RIBAS-FILHO, José Manoel; SANTOS, Ronaldo Henrique; SANTOS, Renato Alves.

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) in the healing process of gastrorraphy in rats.



62

Arquivos Brasileiros de Cirurgia Digestiva, [S. I.], v. 25, n. 3, p. 140-146, 2012. DOI:
10.1590/s0102-67202012000300002.

ESTEVAO, Ligia Reis Moura; SIMOES, Ricardo Santos; CASSINI-VIEIRA, Puebla;
CANESSO, Maria Cecilia Campos; DA SILVA BARCELOS, Luciola; RACHID, Milene
Alvarenga; DA CAMARA, Claudio Augusto Gomes; EVENCIO-NETO, Joaquim. Schinus
terebinthifolius Raddi (Aroeira) leaves oil attenuates inflammatory responses in cutaneous
wound healing in mice. Acta Cirurgica Brasileira, [S. 1], v. 32, n. 9, p. 726-735, 2017.
DOI: 10.1590/s0102-865020170090000005.

FERREIRA, Milene Dias; DE SOUZA NETA, Lourdes Cardoso; BRANDAO, Geovani
Cardoso; DOS SANTOS, Walter Nei Lopes. Evaluation of the antimicrobial activity of silver
nanoparticles biosynthesized from the aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi
leaves. Biotechnology and Applied Biochemistry, [S. I.], v. 70, n. 3, p. 1001-1014, 2023.
DOI: 10.1002/bab.2415.

GADELHA, Diego Nery Benevides; MELO, Maria Cecilia Santos Cavalcanti; OLIVEIRA,
Tharcia Kiara Beserra; BRANDT, Carlos Teixeira. Autogenous fecal peritonitis in Wistar rats
with permanent bilateral carotid occlusion: morbidity, mortality and microbiological response.
Acta Cirurgica Brasileira, [S. I.], v. 28, n. 4, p. 299-306, 2013. DOI: 10.1590/S0102-
86502013000400010.

HECKER, Andreas; REICHERT, Mathias; REUSS, Christian J.; SCHMOCH, Tobias;
RIEDEL, Jan G.; SCHNECK, Eva; PADBERG, Wolfgang; WEIGAND, Markus A.;
HECKER, Markus. Intra-abdominal sepsis: new definitions and current clinical standards.
Langenbeck's Archives of Surgery, [S. I], v. 404, n. 3, p. 257-271, 2019. DOIL:
10.1007/s00423-019-01752-7.

JONES, Michael W.; KASHYAP, Savita; ZABBO, Christopher P. Bowel perforation. In:
STATPEARLS [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing, 2024. PMID:
30725909.

MASCENA, Guilherme Veras; MELO, Maria Cecilia Santos Cavalcanti; GADELHA, Diego
Nery Benevides; OLIVEIRA, Tharcia Kiara Beserra; BRANDT, Carlos Teixeira. Severe



63

autogenously fecal peritonitis in ageing Wistar rats. Response to intravenous meropenem.
Acta Cirurgica Brasileira, [S. I.], v. 29, n. 9, p. 615-621, 2014. DOI: 10.1590/S0102-
8650201400150010.

MASCENA, Guilherme Veras; FILHO, Carlos Alberto Figueiredo; DE LIMA JUNIOR,
Marcos Antonio Xavier; OLIVEIRA, Thércia Kiara Beserra, GADELHA, Diego Nery
Benevides; MELO, Maria Cecilia Santos Cavalcanti; BRANDT, Carlos Teixeira. Fecal
peritonitis in aging rat model. Therapeutic response to different antibiotic strategies. Acta
Cirurgica Brasileira, [S. ], v. 33, n. 5, p. 446453, 2018. DOI: 10.1590/s0102-
865020180050000007.

MELO, Maria Cecilia Santos Cavalcanti; GADELHA, Diego Nery Benevides; OLIVEIRA,
Tharcia Kiara Beserra; BRANDT, Carlos Teixeira. Severe autogenously fecal peritonitis in
Wistar rats with permanent bilateral carotid occlusion. Response to intra peritoneal
moxifloxacin combined with dexamethasone. Acta Cirurgica Brasileira, [S. I.], v. 29, n. 2,
p. 76-81, 2014. DOI: 10.1590/S0102-86502014000200001.

OGBUANYA, Augustine U.; UGWU, Nkeiruka B.; ENEMUO, Vincent C.; NNADOZIE,
Ugochi U.; ENI, Uchenna E.; EWAH, Rosemary L.; AJULUCHUKU, Uzoamaka E.;
UMEZURIKE, Desmond A.; ONAH, Levi N. Emergency laparotomy for peritonitis in the
elderly: a multicentre observational study of outcomes in Sub-Saharan Africa. African
Journal of Emergency Medicine, [S. ], v. 13, n. 4, p. 265-273, 2023. DOI:
10.1016/j.afjem.2023.08.005.

PORNER, Daniel; VIETINGHOFF, Sibylle Von; NATTERMANN, Jacob; STRASSBURG,
Christian P.; LUTZ, Philipp. Advances in the pharmacological management of bacterial
peritonitis. Expert Opinion on Pharmacotherapy, [S. I.], v. 22, n. 12, p. 1567-1578, 2021.
DOI: 10.1080/14656566.2021.1915288.

SALAMONE, Giovanni; LICARI, Luca; FALCO, Nicola; AUGELLO, Giovanni; TUTINO,
Roberto; CAMPANELLA, Simona; GUERCIO, Giuseppe; GULOTTA, Giuseppe. Mannheim
Peritonitis Index (MPI) and elderly population: prognostic evaluation in acute secondary
peritonitis. Giornale di Chirurgia, [S. I.], v. 37, n. 6, p. 243-249, 2016. DOI:
10.11138/gchir/2016.37.6.243



64

SCHEIBE, Christian Lamar et al. Schinus terebinthifolius raddi (Aroeira) and Orbignya
phalerata mart. (Babassu) effect in cecorrahphy healing in rats. Acta Cirurgica Brasileira,
[S. 1], V.31, n.6,p.402-410, 2016. DOI: 10.1590/S0102-865020160060000007.

Pesquisa realizada na Unidade de Pesquisa Experimental, Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM), Campina Grande-PB, Brasil. Parte da tese de Doutorado MCh, Pds-Graduagdo em
Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Tutores: Profa. Dra. Célia

Maria Machado Barbosa de Castro e Prof. Dr. Carlos Teixeira Brandt.



65

ARTIGO 2 - ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS PERITONEAIS E CULTURAS
APOS PERITONITE FECAL AUTOGENA INDUZIDA EM RATOS IDOSOS: RESPOSTA
AO USO INTRAVENOSO DE MEROPENEM E INOCULACAO INTRA-ABDOMINAL
DE EXTRATO AQUOSO A 10% DE SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI
(ANACARDIACEAE)

RESUMO

Objetivo: Avaliar as alteracdes histopatoldgicas peritoneais e a cultura ap6s o uso de
meropenem intravenoso e inoculagdo intra-abdominal de extrato aquoso a 10% de
anacardiaceae, em modelo de rato idoso ap0s peritonite fecal autégena induzida. Métodos:
Trinta ratos Wistar de 18 meses receberam inducdo de peritonite fecal autdgena e foram
estratificados em dois grupos: Estudo I, tratado com meropeném (40mg/kg) e Estudo I,
tratado com meropeném (40mg/kg) e extrato aquoso intraperitoneal a 10% de anacardiaceae.
Os animais foram monitorados por 15 dias até a eutanasia. Fragmentos peritoneais foram
coletados para histopatologia e cultura. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica.
Resultados: Nenhum animal do Estudo Il morreu, enquanto no Estudo I, um morreu antes da
eutanasia. No Estudo 11, 20% dos animais apresentaram alteragdes histopatoldgicas, nenhuma
cultura peritoneal positiva, mas uma hemocultura foi positiva (10%). No Estudo I, 50% dos
animais apresentaram alteracdes histopatoldgicas, 40% culturas peritoneais positivas e 50%
hemoculturas positivas. Todos os resultados, quando avaliados no escore de morbidade,
mostraram melhor resultado para o grupo Estudo Il (p=0,175). Conclusbes: O uso de
meropenem associado ao extrato intraperitoneal de anacardiaceae a 10% aquoso ap6s inducdo
de peritonite fecal autdgena em ratos idosos apresentou melhor resultado no conjunto de
alteracdes histopatoldgicas, peritoneais negativas e hemoculturas, quando comparado com o

uso de meropenem isolado.

Palavras-chave: Peritonite; idoso; carbapenémicos; ratos; histologia, anacardiaceae

INTRODUCAO

As infecgOes intraperitoneais que acometem pessoas com idade >65 anos sdo de dificil

diagnostico etioldgico, apresentacdo incomum, maior gravidade e com progndstico mais
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reservado do que em individuos jovens, levando a quadros sépticos sistémicos (WANG et al.,
2020).

O manejo da antibioticoterapia diante da peritonite tem enfrentado desafios com o
surgimento de bactérias multirresistentes, muitas vezes exigindo o uso combinado de
medicamentos, bem como intervengdes intra-abdominais para remover o foco da infeccéo (LI
et al., 2022; 0JO; OMOAREGHAN IRABOR, 2022).

O peritonio serve como uma barreira natural, como uma membrana fina, que cobre
internamente toda a parede abdominal anterior e as visceras abdominais. A peritonite, devido
ao processo inflamatdrio, altera a permeabilidade da membrana peritoneal, danificando tanto a
camada mesotelial superficial do peritdnio quanto o tecido conjuntivo submesotelial e a
vasculatura (ITO et al., 2021; YAKYMENKO et al., 2022).

Tem havido uma busca frequente por agentes com acdo bactericida e anti-inflamatoria
para uso intraperitoneal durante cirurgias sanitarias cavitarias, tais como: mezalazina,
dexametasona e extratos de plantas medicinais (MELO et al., 2014; WANG et al., 2022).

Nesse contexto, o extrato de anacardiaceae ja é amplamente utilizado como agente
anti-inflamatorio e antibacteriano na vulvovaginite, gastrite e dermatite, pois possui
componentes  como:  squinol, &cido  masticadiendico,  biflavondides,  &cido
hidroximicadiendico, acido terebintifélico e &cido ursélico (COSTA DA SILVA et al., 2023;
DA SILVA NASCIMENTO et al., 2023).

O objetivo do presente estudo foi investigar se o uso intraabdominal do extrato de
anacardiaceae no tratamento cirlrgico da peritonite, juntamente com a antibioticoterapia
endovenosa de amplo espectro, poderia atuar como agente anti-inflamatério, potencialmente
reduzindo as alteracGes histopatoldgicas peritoneais e; bactericida, diminuindo a concentracdo

de bactérias intra-abdominais.

METODOS

Trinta ratos Wistar (RattusNovergicus, RodentiaMammalia) machos aos 18 meses de
idade, sem qualquer doenca ou leséo proveniente da col6nia de reprodugdo da UNIFACISA -
Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande, foram incluidos.

Inicialmente, a peritonite foi induzida pela inoculacdo intraperitoneal de uma
suspensdo fecal autdgena a 10% preparada com dois gramas de fezes dissolvidas em 20ml de
soro fisiologico a 0,9%, homogeneizadas e filtradas com gaze para remocdo de particulas

grandes.
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A solucgéo produzida foi injetada na cavidade intraperitoneal na dose de 4,0ml/kg de
solucéo de fezes a 10% (Figura 1).

Os animais foram divididos em dois grupos de 10 ratos machos: Estudo | e Estudo II.
Todos os ratos foram submetidos a administracdo intravenosa de Meropenem na dose de 40
mg/kg, seis horas apos a peritonite induzida. Apenas o grupo Estudo Il recebeu inoculagdo
intraperitoneal de extrato aquoso a 10% de anacardiaceae.

Os animais que sobreviveram até o 15° dia apdés a inducdo da peritonite foram
eutanasiados com administracdo endovenosa de cloridrato de cetamina na dose de 50mg/kg e
xilazina na dose de 10mg/kg.

Os animais que morreram antes do seguimento esperado também foram submetidos
aos mesmos procedimentos avaliados.

Ao acessar a cavidade abdominal (Figura 2). A aorta abdominal foi puncionada com

agulha de 30 x 1,5mm e 2ml de sangue foram aspirados e enviados para cultura (Figura 3).

Figura 1 - Indugdo de peritonite com solugdo fecal autégena

Fonte: O autor (2024).
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Figura 2 - Laparotomia para acesso ao periténio.

Fonte: O autor (2024).

Figura 3 - Pung¢do da aorta abdominal para coleta de sangue para cultura

Fonte: O autor (2024).

Em seguida, exercitamos fragmentos do peritdnio parietal para cultura e avaliagcdo
histopatoldgica. As amostras para avaliagdo histopatoldgica foram fixadas em solucdo de
formalina neutra a 10%, colocadas em parafina e coradas com hematoxilina e eosina (H&E).

Para a cultura, os fragmentos de peritbnio foram inseridos em caldo de infusdo
cérebro-coracdo (BHI), incubado por seis horas em estufa a 37°Celsius e selado em &gar
sangue e agar manitol salgado. As bactérias Gran positivas crescidas foram identificadas por
meio dos testes de catalase, coagulase, optoquina e bacitracina. As bactérias Gran negativas
foram identificadas por meio de testes bioguimicos especificos.

Para estratificar a morbidade dos animais diante do insulto infeccioso da peritonite
autogena fecal, foi utilizado um escore que incluiu os resultados de hemocultura, cultura de
fragmentos  peritoneais e alteragcbes histopatologicas, como infeccdo aguda

(polimorfonuclear), infeccdo crénica (monomorfonuclear), necrose e angiogénese.
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Pontuacdes 0-3: morte antes do dia 15

0: obito por choque séptico nas primeiras 24 horas;
1: Gbito entre 24 e 48 horas;

2: Obito entre 48 horas e 8 dias;

3: Obito entre 8 e 15 dias.

Pontuacdes 4-9: sobrevida até o dia 15, seguida de eutanasia

4: hemocultura positiva; cultura peritoneal positiva e alteracdes histopatolégicas peritoneais
encontradas;

5: hemocultura positiva; cultura peritoneal positiva e alteracdes histopatoldgicas peritoneais
ndo encontradas;

6: hemocultura positiva; cultura peritoneal negativa; alteracdes histopatoldgicas peritoneais
encontradas;

7: hemocultura negativa; cultura peritoneal positiva; alteracdes histopatologicas peritoneais
encontradas;

8: hemocultura negativa; cultura peritoneal negativa; alteracbes histopatoldgicas peritoneais
encontradas;

9: hemocultura negativa; cultura peritoneal negativa; alteracGes histopatoldgicas peritoneais
ndo encontradas.

As amostras foram de conveniéncia. As variaveis guantitativas foram expressas como
médias e desvios-padrdo. As variaveis qualitativas foram expressas em frequéncias. Os testes
de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para verificar a normalidade dos
dados. O teste de Mann Whitney foi utilizado para avaliar possiveis diferencas entre 0s
escores de morbidade nos dois grupos. Valores de P<0,05 foram usados para rejeitar a

hip6tese nula.

RESULTADOS

Os achados das hemoculturas e culturas peritoneais sao mostrados na Tabela 1 e na

Tabela 2. Esses resultados foram incluidos no escore de morbidade para ambos 0s grupos.



Tabela 1 - Resultados das hemoculturas.
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Estudo | Estudo Il
Positivo .
Rato 1 * Streptococcus viridans, Rato 1 Negativo
* Escherichia coli
Positivo -
Rato 2 * Escherichia coli Rato 2 . EPOhSI.t:]\.IO i
* Staphylococcus aureus scherichia coll
Positivo :
Rato 3 « Eschorichin coli Rato 3 Negativo
Rato 4 Negativo Rato 4 Negativo
Rato 5 Negativo Rato 5 Negativo
Positivo :
Rato 6 * Escharichia coll Rato 6 Negativo
Rato 7 Negativo Rato 7 Negativo
Positivo .
Rato 8 * Escherichia coli Rato 8 Negativo
* Klebsiella pneumoniae
Rato 9 Negativo Rato 9 Negativo
Rato 10 Negativo Rato 10 Negativo
Fonte: O autor (2024).
* Bactérias isoladas em hemocultura.
Tabela 2 - Resultados das culturas peritoneais
Estudo | Estudo Il
Positivo :
Rato 1 x Eschorichin coli Rato 1 Negativo
Rato 2 Negativo Rato 2 Negativo
Positivo :
Rato 3 * Eschorichin coli Rato 3 Negativo
Rato 4 Negativo Rato 4 Negativo
Rato 5 Negativo Rato 5 Negativo
Rato 6 Positivo Rato 6 Negativo
* Escherichia coli
Rato 7 Negativo Rato 7 Negativo
Positivo .
Rato 8 *Escherichia coli Rato 8 Negatlvo
* Klebsiella pneumoniae
Rato 9 Negativo Rato 9 Negativo
Rato 10 Negativo Rato 10 Negativo

* Bactérias isoladas em cultura de fragmentos de peritonio.

Fonte: O autor (2024).



71

Nenhum dos ratos do Estudo Il morreu durante o acompanhamento, mas no grupo
Estudo I, um animal morreu (Rato 2) (Figura 4). Esse resultado foi incluido no escore de

morbidade para ambos 0s grupos.

Figura 4 - peritonite no Rato 2 do grupo Estudo I que faleceu durante 0 acompanhamento

Fonte: O autor (2024).

Ao avaliar os achados histopatol6gicos peritoneais, observamos as seguintes
alterages: infeccdo aguda (polimorfonuclear), infec¢do cronica (monomorfonuclear), necrose
e angiogénese. Esses resultados foram incluidos no escore de morbidade para ambos os

grupos (Tabela 3) (Figura 5) (Figura 6).

Tabela 3 - Resultados dos achados histopatoldgicos peritoneais: infec¢do aguda (polimorfonuclear), infecgao
crbnica (monomorfonuclear), necrose e angiogénese

Estudo | Estudo 11
Positivo ]
Rato 1 * Polimorfonuclear Rato 1 NeQatIVO
*Angiogénese
Rato 2 Negativo Rato 2 Negativo
Positivo
*Poli f | .
Rato 3 fA;l,?L;é‘n“eiﬁar Rato 3 Negativo
*Necrose
*Monomorfonuclear
Rato 4 Negativo Rato 4 Negativo
Rato 5 Negativo Rato 5 Negativo
Positivo )
Rato 6 *Polimorfonuclear Rato 6 Negativo
*Angiogénese
Rato 7 Negativo Rato 7 Negativo
Positivo ]
Rato 8 *Polimorfonuclear Rato 8 Negatlvo

*Angiogénese
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Rato 9 Negativo Rato 9 Negativo

Rato 10 Negativo Rato 10 Negativo

Fonte: O autor (2024).
*Achados histopatoldgicos peritoneais

Figura 5 - Fragmento de peritdnio fixado em solugdo de formalina neutra a 10%

15

Fonte: O autor (2024).

Figura 6 - (A) Estudo Il - Tecido muscular e tecido conjuntivo sem alteragfes inflamatérias; (B) Estudo | -
Infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitico perivascular dissecando as fibras musculares; (C) Estudo Il - Tecido de
granulagdo com angiogénese, proliferagdo

 BTAEEy; IR

T
aib et

Fonte: O autor (2024).

As médias do escore de morbidade do Estudo | e do Estudo Il foram, respectivamente:
6,3 = 0,5 e 8,6+ 0,4, resultaram em melhor desfecho para o grupo Estudo Il, com diferenca
significativa entre as médias (p=0,175) (Tabela 4) (Figura 6).
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Tabela 4 - Resultados das médias dos escores de morbidade em cada grupo.

Pontuacdo média pag<0,05
Estudo | 6,3+0,5 *p=0,0175
Estudo Il 8,604

Fonte: O autor (2024).

Figura 7 - Comparacdo dos escores de morbidade em ambos o0s grupos.

10

p=0,0175

Morbidity Score

T T
Study | Study Il
Fonte: O autor (2024).

DISCUSSAO

A maioria dos modelos experimentais envolvendo peritonite utiliza a inoculacdo de
solucdo fecal intra-abdominal para mimetizar o local de infeccdo intra-abdominal na
populacdo humana. Embora mais da metade dos casos de peritonite ocorram na populacéo
idosa, poucos estudos utilizam animais idosos em suas metodologias (MASCENA et al.,
2014, 2018; MELO et al., 2014).

No presente estudo, a producdo de um modelo experimental com ratos Wistar idosos
foi satisfatoria, baseada na inoculagdo intraperitoneal de solucdo fecal autdgena a 10% na
dose de 4ml/kg, capaz de desenvolver um insulto de peritonite sem necessariamente culminar
em morte.

Neste estudo, os animais que receberam infusdo intravenosa de meropenem

combinada com inoculagdo intraperitoneal de um extrato denacardiaceae apresentaram
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menos alteragdes histopatoldgicas no peritonio, sugerindo que a barreira peritoneal foi
mantida intacta, sem aumento da permeabilidade (ISAZA-RESTREPO et al., 2018).

Os resultados das culturas de fragmentos peritoneais com menor positividade neste
estudo, sugerem que 0 uso intraperitoneal de um extrato de anacardiaceae e para o tratamento
local da peritonite como agente bactericida é promissor, possivelmente devido a acdo do &cido
terebintifélico, um fenol, que possui atividade antimicrobiana significativa contra varias cepas
de bactérias (CASCAES et al., 2021).

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) derivadas de plantas medicinais
representa uma alternativa promissora no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
Em recente estudo inovador, o extrato aquoso de folhas de anacardiaceae mostrou-se eficaz
na sintese de AgNPs, apresentando maior potencial antimicrobiano quando comparado ao
extrato original (FERREIRA et al., 2023).

Portanto, estudos envolvendo sepse e peritonite, especialmente em idosos, devem
insistir no desafio de estudar novas abordagens terapéuticas, incluindo a avaliacdo de extratos

de plantas medicinais como adjuvante na remocdo intraperitoneal do foco infeccioso.

CONCLUSAO

O uso de meropenem associado ao extrato aquoso a 10% de anacardiaceae por via
intraperitoneal apds inducdo de peritonite fecal autégena em ratos idosos apresentou melhor
evolucdo nos escores de morbidade que incluem alteracdes histopatoldgicas, peritoneais e

hemoculturas negativas quando comparado ao uso de meropenem isolado.
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6 CONCLUSAO

O uso de meropenem intravenoso associado a inoculagdo intraperitoneal de extrato
aquoso de aroeira a 10%, no manejo da peritonite induzida com solugdo fecal autégena em
ratos, resultou em maior probabilidade de sobrevivéncia, menor morbidade e menor perda de
peso quando comparado ao uso apenas de meropenem intravenoso.

O uso de meropenem associado ao extrato aquoso a 10% de anacardiaceae por via
intraperitoneal ap6s inducdo de peritonite fecal autégena em ratos idosos apresentou melhor
evolucdo nos escores de morbidade que incluem alteracdes histopatoldgicas, peritoneais e
hemoculturas negativas quando comparado ao uso de meropenem isolado.

Os dados de negativacdo de hemoculturas avaliados isoladamente revelam a
observacao provocativa que, 0 uso dessa terapia combinada, melhora o desfecho frente a

peritonite, porém estudos com amostras mais robustas devem ser realizados.



79

7 CONSIDERACOES FINAIS E PESPECTIVAS

H& algumas restrigdes a serem observadas neste estudo. Embora o peso dos animais
seja uma variavel importante no monitoramento de um insulto infeccioso, outros sinais
clinicos de sepse poderiam ter sido aprimorados com a medicdo da frequéncia cardiaca,
respiratdria e pressdo arterial, o que indica uma falha na avalia¢do precisa da gravidade da
sepse. O uso de novos dispositivos de monitoramento, semelhantes aos utilizados em
unidades de terapia intensiva, poderia ter sido benéfico para acompanhar clinicamente os
animais.

O monitoramento de peso como variavel de evolucdo clinica frente a insulto
infeccioso mostrou resultados, no presente estudo, que apontam na direcdo de que a
intervencdo intraperitoneal com extrato de aroeira, como coadjuvante a0 meropenenm
intravenoso, na vigéncia de peritonite, influencia positivamente na recuperacdo do peso frente
ao insulto infeccioso em ratos idosos.

Outro ponto a considerar como limitante do estudo é que todos os animais eram do
mesmo sexo, 0 que € relevante para manter similaridade da amostra, porém pode nao refletir
translacdo dos resultados para ensaios clinicos em humanos, ja que a resposta a infeccdo pode
variar entre homens e mulheres.

No presente estudo, quando se comparou o escore de morbidade entre os trés grupos
de animais, evidenciou-se que 0 grupo que recebeu meropenem intravenoso associado a
inoculacdo intraperitoneal de extrato aquoso de aroeira a 10% apresentou menos formacéo de
abscessos em cavidade abdominal e tordcica. Esses achados corroboram com estudos que
sugerem o extrato de aroeira tem acdo na manutencdo das juncdes celulares e da integridade
da membrana peritoneal, além de a¢do antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo, reducao
da producédo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-alfa, IL-1 e IL-6, que sdo importantes
mediadores do dano a barreira tecidual e contribuindo para a inflamacdo e formacdo de
abscessos (DA SILVA NASCIMENTO et al., 2023; ZANDERS et al., 2022).

Ambas intervencdes demostraram interferéncia significante na negativacdo das
hemoculturas; em quase totalidade com uso associado de meropenem e extrato de aroeira
(9/10) e metade (5/10) com uso isolado de meropenem. Porém ndo houve diferenca
significante entre os dois regimes de tratamento, possivelmente por limitagdo do tamanho da
amostra.

Neste estudo, os animais que receberam infusdo intravenosa de meropenem

combinada com inoculagéo intraperitoneal de um extrato de aroeira apresentaram menos
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alteracBes histopatologicas no periténio, sugerindo que a barreira peritoneal foi mantida
intacta, sem aumento da permeabilidade (ISAZA-RESTREPO et al., 2018).

Os resultados das culturas de fragmentos peritoneais com menor positividade nos
animais que receberam tratamento combinado, sugerem que 0 uso intraperitoneal de um
extrato de aroeira para o tratamento local da peritonite como agente bactericida é promissor,
possivelmente devido & acdo do acido terebintifélico, um fenol, que possui atividade
antimicrobiana significativa contra varias cepas de bactérias (CASCAES et al., 2021).

Portanto estudos envolvendo sepse com peritonite, principalmente em idosos, devem
insistir no desafio de estudar o desfecho clinico do uso de terapias combinadas que promovam
toalete cavitario intra-abdominal com solucbes ou extratos de plantas medicinais de agdo
antisséptica, antibactericida e/ou anti-inflamatorias, em associacdo com antibioticos
intravenosos de amplo espectro.

Nessa direcdo, recentemente a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) derivadas
de plantas medicinais vem representando uma alternativa promissora no desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos. Em recente estudo inovador, o extrato aquoso de folhas de
aroeira mostrou-se eficaz na sintese de AgNPs, apresentando maior potencial antimicrobiano
quando comparado ao extrato original (FERREIRA et al., 2023).

A relativa desconexdo entre pesquisa experimental e clinica, com dificuldade em
traduzir descobertas experimentais para ensaios clinicos ndo deve desincentivar a pesquisa em
animais de laboratério. Em vez disso, deve motivar os pesquisadores a desenvolverem

modelos que reflitam melhor as respostas humanas a infeccdes.
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Intravenous meropenem and intraperitoneal use of 10% aqueous extract of Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) in elderly rats after induction of autogenous
fecal peritonitis
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate intravenous meropenem and intraperitoneal 10% aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) in
elderly rats after autogenous fecal peritonitis. Methods: Thirty 18-month-old Wistar rats underwent peritonitis with 4 mL/kg of
autogenous fecal solution. They were stratified into groups: control without treatment; study I, treated with meropenem (40 mg/kg);
and study I, treated with meropenem at the same dose and intraperitoneal 10% aqueous extract of aroeira. The animals were
monitored for 15 days until euthanasia. The study was approved by Ethics Committee. Results: There was no significant weight loss in
the study-Il group (p = 0.6277), while the study-I group showed partially recovered weight (p = 0.0187). The study-Il group had 90%
negative blood cultures, while the study-I group had in 50% of the animals (p = 0.1479). Survival in the study-Il group was higher than
in study-1 group (p = 0.0462). The morbidity score for abdominal and thoracic cavity was lower in the study-Il group as compared with
study-I group (p = 0.0001). Conclusion: The use of meropenem associated with the intraperitoneal 10% aqueous aroeira extract after
induction of autogenous fecal peritonitis in elderly rats produced greater survival, less weight loss, and lower morbidity compared to
the use of meropenem alone.
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Introduction

The treatment of complicated intra-abdominal infections is becoming increasingly
challenging, especially in the elderly, due to the widespread emergence of multi-resistant
organismst2. For example, mortality after surgical treatment of peritonitis in elderly patients is
five to 10 times higher, mainly related to appendicular perforations.

The treatment of patients with abdominal sepsis is carried out using antibiotics, volume

expansion, and drugs with local intra-abdominal action on the infectious focuss-.

By inducing autogenous fecal peritonitis in young rats through the inoculation of 10% fecal
solution intraperitoneally, in order to mimic gastrointestinal perforation, studies have shown
that the use of intravenous antibiotics such as meropenem is an effective alternative with
lower morbidity and mortality and less weight loss-22,

It has been shown that there is association of local treatment with intraperitoneal
inoculation of antibiotics, antibacterials and/or anti-inflammatory with an improvement in the
outcome of peritonitist*:4, However, there are few studies associating extracts of medicinal
plants with bactericidal or anti-inflammatory properties with the intraperitoneal treatment of
peritonitis. Schinus terebinthifolius Raddi is already widely used in clinical practice for
conditions such as gingivitis, gastritis, vulvitis, and vaginitis because of its non-steroidal anti-
inflammatory activity due to two of its components: schinol, and masticadienoic acid. In
addition, other components such as biflavonoids have an anti-inflammatory effect, and
turpentine, hydroxymicadienoic acid, terebinthifolic acid, and ursolic acid have antimicrobial

activitye-s,

Therefore, the purpose of this study was to evaluate the benefit of combining intravenous
meropenem with intraperitoneal aqueous extract of S. terebinthifolius Raddi tree in elderly

rats in which peritonitis was induced with autogenous fecal solution.

Methods

The study included 40 adults male Wistar rats (Rattus Norvegicus, Rodentia, Mammalia)
aged 18 months old without any disease or illness from the breeding colony of the bioterium
of the Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande, and it was approved by the Ethics
Committee for the Use of Animals of the Centro Universitario Facisa.

Initially, peritonitis was induced by intraperitoneal inoculation of 4 mL/kg 10% autogenous

fecal suspension. Samples of rat feces were collected, diluted to 10% in saline solution,
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homogenized and filtered through porous tissue for homogenization. This fecal solution was
previously validated in previous studies, with different dosages, depending on the age group
of the rats, as being a non-lethal infectious insult in producing experimental models, capable

of inducing peritonitis with the presence of abscesses in the abdomen and thoracic cavity-
(Fig. 1).
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Source: Elaborated by the authors.

Figure 1 — Filtering and homogenizing fecal solution.

The aqueous extract of S. terebinthifolius Raddi was obtained as follows:

The leaves of the aerial part of the mastic tree were removed from the plant in the morning;

They were dried in an oven with air circulation at 40°C for 48 hours and crushed in a
blender;

For the alcoholic extract, 20 g of leaf powder was mixed with 200 mL of 80% ethanol. The
flask was shaken vigorously for 3 minutes, five times a day, for 12 days;

The solution was filtered in paper filters and sterilized by filtration in millipore membranes
(0.22 mu);

The filtered alcoholic solution was processed to dry extract in the laboratory, taken to the
evaporator at the temperature of 40°C and a speed range of 8 RPM until removal of all
volatile solvent.

Initially, to evaluate possible adverse effects of S. terebinthifolius Raddi extract, a pilot
group of 10 Wistar rats received intraperitoneal inoculation of 10% aqueous extract of S.
terebinthifolius Raddi.

After 15 days, the animals were euthanized, and an arterial blood sample was collected
from the abdominal aorta for culture, as well as fragments of peritoneum for histopathological
evaluation and culture. The results showed that none of the animals developed positive blood
cultures and inflammatory changes in the histopathological evaluations (Fig. 2).
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Figure 2 — Histological analysis of peritoneal fragments from different rats from the pilot
group after intraperitoneal inoculation of aqueous extract of Schinus terebinthifolius Raddi.
(a) Rat 1: muscle tissues and connective tissue without inflammatory changes; (b) Rat 2:
muscle tissues and connective tissue without inflammatory changes; (c) rat 3: muscle tissues

and connective tissue without inflammatory changes.

The remaining 30 animals were randomly grouped from the same litter, into three groups
of 10 male rats each (control, study I, and study I1):

The control group did not receive any kind of antimicrobial agents after the induction of
peritonitis;

The study-1 group received a single dose of intravenous meropenem (40 mg/kg) six hours
after the induction of peritonitis;

The study-I1 group received a single dose of intravenous meropenem (40 mg/kg) six hours
after induction of peritonitis associated with intraperitoneal inoculation of 10% aqueous
extract of S. terebinthifolius Raddi.

The animals that survived until the 15th day after induction of peritonitis were initially
sedated via intraperitoneal injection with ketamine (50 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg),
simulating the effects of intravenous administration. After confirming the absence of pain, the
necessary samples were collected, and, subsequently, an additional dose of the same
substances was administered, also intraperitoneally, until euthanasia was achieved.

The animals that died before the planned follow-up were also subjected to some
procedures. When accessing the abdominal and thoracic cavities, an inventory and inspection
was carried out in order to identify abscesses, adhesions, and other macroscopic signs of
infection, such as free pus in the cavity. The abdominal aorta was punctured with a 30 x 1.5-
mm needle, and 2 mL of blood was aspirated. One mL of the aspirate was discarded, and 1

mL was injected into a blood culture solution (Hemocult | Pediatrico, Laborclin).
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To stratify the morbidity and mortality of the animals in the face of the infectious insult of
autogenous fecal peritonitis, a score previously validated in studies involving Wistar rats was
usedo-12;

Scores 0-3: Death before day 15:

0: death from septic shock in the first 24 hours;
1: death between 24 and 48 hours;
2: death between 48 hours and eight days; - 3: death between eight and 15 days.

Scores 4-10: Survival until day 15, followed by euthanasia:
4: positive blood culture, abscesses found in the thoracic and abdominal cavities;

5: positive blood culture, abscesses found in the thoracic or abdominal cavities;
6: positive blood culture, abscesses found only in the abdominal cavity;

7: negative blood culture, abscesses found in the abdominal and thoracic cavities;

8: negative blood culture, abscesses found only in the abdominal cavity; 9:
negative blood culture, only a small abscess found in the abdominal cavity. - 10: negative
blood culture, no abscess in the cavities.

Statistical analysis was carried out using the GraphPad Prism program, version 10.

The samples were of convenience.

Quantitative variables were expressed as means and standard deviations. Qualitative
variables were expressed as absolute and relative frequencies. The y2 test or Fisher’s exact test
were used to evaluate blood culture results. Analysis of variance (ANOVA) was used to
compare the initial weights of the animals in the three groups. The paired T-test and
Wilcoxon’s test were used to compare the initial and final weights in each group. The
Kruskal-Wallis’ test was used to assess possible differences between morbidity scores in the
three groups. Dunn’s post-test was then used to assess possible differences between groups.
The logrank trend test was used for survival analysis. Values of p < 0.05 were used to reject

the null hypothesis.

Results

The mean initial weights of the animals in the control, study-1 and study-Il groups are
shown in Table 1, with no significant difference, confirming the similarity of the sample (p =
0.5885; ANOVA) (Table 1).

Comparing the weight averages of the rats in study I, at the start (0) and 15 days after
induction of peritonitis, there was no significant variation (p = 0.3027). In contrast, the results
for the control and study-1 group showed significant weight loss 15 days after the induction of
peritonitis (p = 0.0156 and p = 0.0187) (Table 1).
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Table 1 — Comparison between the average weight (grams) at the start and end of follow-up

in each group.

Start End p <0.05
Control 402 +24 368+ 14 p=0.0156*
Study I 410+23 375+ 15 p=0.0187**
Study II 416 + 35 410+ 21 p=0.3027**
p = 0.5885%**

*Wilcoxon’s test; **paired t-test; ***analysis of variance. Source: Elaborated by the authors.
In the control group, 30% (3/10) of the animals died between the first and second day after
the induction of autogenous peritonitis, while in the study I-group 10% (1/10) of the animals
died on the 10th day of follow-up. None of the rats in study Il died during follow-up (p =
0.0462; Fig. 3).
—— Study II
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Source: Elaborated by the authors.

Figure 3 — The survival curve.

In the control group, nine animals (9/10) had abdominal and thoracic cavities alterations, of
which four (4/10) had diffuse peritonitis (Figs. 4 and 5). In the study-I group, half of the rats
(5/10) had no abscesses in the abdominal cavity, and one (1/10) had infectious changes in the
thoracic cavity (Figs. 6 and 7). In study-I1 group, only one animal (1/10) had a kidney abscess
in the abdominal cavity, but it was blocked and organized, and none had any changes in the

thoracic cavity (Fig. 8).
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]

Source: Elaborated by the authors.

Figure 4 — Multiple abscesses in the mesentery and intestinal loops (control).

Source: Elaborated by the authors.

Figure 5 — Multiple lung abscesses and purulent carditis (control).

Source: Elaborated by the authors.
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Figure 6 — Diffuse peritonitis with free pus in the abdomen associated with infection in the
chest cavity (study I).

Source: Elaborated by the authors.

Figure 7 — Blocked intra-abdominal abscess (study 1).

Source: Elaborated by the authors.

Figure 8 — Kidney abscess (study I1).

The mean morbidity scores of the study-1 and study-1l groups showed a favorable outcome
for both groups when compared to the untreated control group, with a statistically significant
difference (p = 0001) (Table 2). The findings of the study-1l group also showed clinically
lower morbidity in multiple comparison with the study-I group (Table 3) (Dunn’s post-test; p
=0.368).

Table 2 — Mean morbidity scores for each group.

Score p <0.05
Control 3614
Study T 78412 'p=0.0001
Study 11 9.940.1
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*Kruskal-Wallis = 26.28. Source: Elaborated by the authors.

Table 3 — Comparison of morbidity and mortality scores in each group.

Multiple comparisons test p <0.05
Control vs. study 11 *p=10.0001
Control vs. study I *p=0.0263
Study I vs. study II *p=0.0368

*Dunn's multiple comparisons test. Source: Elaborated by the authors.

Blood cultures were carried out on the rats that survived until the end of the 15-day follow-
up or at the time of death and were positive in all of the animals in the control group, and
negative in almost all (9/10) of the animals in the study-Il group, while in the study-1 group
half of the rats (5/10) remained with positive blood culture at the time of euthanasia. The
study-I and study-11 groups had a favorable result when compared to the control group, but no
significant difference when compared to each other (Fig. 9).

p=0,0011

p=0,1409
p=10,1409

m Blood Culture +
Blood Culture -

Rats(n)

SN B~ N0 O

Control Study I Study II

Source: Elaborated by the authors.

Figure 9 — Evaluation of blood cultures at the time of euthanasia.

Discussion

The intestine is a possible site of systemic infection, mainly due to bacterial translocation
from the deterioration of the intestinal barrier:s. Most experimental models involving
peritonitis use the inoculation of intra-abdominal fecal solution in order to mimic
polymicrobial sepsis with an intra-abdominal infection site that occurs in the human
population?, Although the elderly have a more unfavorable outcomes in peritonitis, few
experimental studies use elderly animals in their methodologies2, The search for adjuvant
therapies in the management of abdominal focus peritonitis is necessary given the emergence
of multi-resistant infectious agents, as well as the evidence that intra-abdominal intervention
to remove the infectious focus and vigorously clean the abdominal cavity results in fewer
post-operative complications such as abscesses and re-operations2.,

This study is original in using plant extract (S. terebinthifolius Raddi) as adjuvant therapy

to meropenem against peritonitis. The use of S. terebinthifolius Raddi extract in aqueous form
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when inoculated into the abdominal cavity proved to be significant in reducing the formation
of abdominal and thoracic abscesses. Unlike studies that used the alcoholic form of this
extract, leading to the death of around a third of the adult animals, the aqueous form extract
used in the present study did not show adverse reactions to the peritoneum, when evaluated
histologicallyz.

Studies suggest that weight loss with muscle atrophy as a result of the infectious insult is
related to the inflammatory mediation of interleukin-62. In the present study, intraperitoneal
intervention with S. terebinthifolius Raddi extract, as an adjuvant to intravenous meropenem,
in the presence of peritonitis, positively influenced the weight recovery of the rats,
corroborating the possible anti-inflammatory action of this plant.

Associating aqueous extract of S. terebinthifolius Raddi at 10% intraperitoneally with
intravenous meropenem resulted in a higher probability of survival when compared to using
the antibiotic alone or no treatment.

When evaluating the frequency of negative blood cultures, there was no significant
difference between the two treatment regimens, possibly due to the limitations of the sample
size.

Studies involving sepsis with peritonitis, especially in the elderly, are important to
overcome the challenge of obtaining good clinical outcomes. The use of combined therapies
that promote hygiene of the intra-abdominal cavity with solutions or plants extracts with
antiseptic, antibacterial and/or anti-inflammatory properties, in association with broad-
spectrum intravenous antibiotics, is promising.

Conclusion

The use of intravenous meropenem associated with intraperitoneal inoculation of 10%
aqueous S. terebinthifolius Raddi extract in the management of peritonitis induced by
autogenous fecal solution in elderly rats resulted in a higher probability of survival, lower
morbidity, and less weight loss when compared with the use of intravenous meropenem alone.

The negative blood culture data revealed the challenger observation that the use of
combined therapy improves the outcome of peritonitis, but studies with more robust samples
should be carried out to compare the two interventions.
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APENDICE B - PERITONEAL HISTOPATHOLOGICAL CHANGES AND CULTURES
AFTER AUTOGENOUS FECAL PERITONITIS INDUCED IN ELDERLY RAT MODEL:
RESPONSE TO INTRAVENOUS USE OF MEROPENEM AND INTRA-ABDOMINAL
INOCULATION OF 10% AQUEOUS EXTRACT OF SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS
RADDI (ANACARDIACEAE)
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Peritoneal histopathological changes and cultures after autogenous fecal peritonitis
induced in elderly rat model: Response to intravenous use of meropenem and intra-
abdominal inoculation of 10% aqueous extract of Schinus Terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae)
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ABSTRACT
Purpose: To evaluate the peritoneal histopathological changes and culture after the use of intravenous meropenem and

intraabdominal inoculation of 10% aqueous extract of anacardiaceae, in elderly rat model after autogenous fecal peritonitis induced.
Methods: Thirty 18-month-old Wistar rats received induction of autogenous fecal peritonitis and then were stratified into two
groups: study |, treated with meropenem (40 mg/kg); and study I, treated with meropenem (40 mg/kg) and intraperitoneal 10%
aqueous extract of anacardiaceae. Animals were monitored for 15 days until euthanasia. Peritoneal fragments were collected for
histopathological and culture. The study was approved by Ethics Committee. Results: None study-Il animals died, while in study |, one
died before euthanasia. In study Il, 20% of the animals showed histopathological changes, none positive peritoneal culture, but one
blood culture was positive (10%). In study I, 50% of the animals presented histopathological changes, 40% positive peritoneal
cultures, and 50% positive blood cultures. All results when evaluated in the morbidity score showed better outcome for study-II
group (p = 0,175). Conclusion: The use of meropenem associated with intraperitoneal 10% aqueous anacardiaceae extract after
induction of autogenous fecal peritonitis in elderly rats showed better outcome in the set of histopathological changes, negative
peritoneal and blood cultures, when compared with the use of meropenem isolated.
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Introduction
Intraperitoneal infections affecting persons aged > 65 years old are difficult to

diagnose etiologically, unusual presentation, increased severity and with a more reserved

prognosis than in young individuals, leading to systemic septic conditions:.

The management of antibiotic therapy for peritonitis has faced challenges with the
emergence of multi-resistant bacteria, often requiring combined use of medications, as well as
intra-abdominal interventions, to remove the focus of infectionzs.

The peritoneum serves as a natural barrier, like a thin membrane, which internally
covers the entire anterior abdominal wall and the abdominal viscera. Peritonitis, due to the
inflammatory process, alters the permeability of the peritoneal membrane by damaging both
the superficial mesothelial layer of the peritoneum and the submesothelial connective tissue
and vasculature*s. There has been a frequent search for agents with bactericidal and anti-
inflammatory action for intraperitoneal use during cavitary toilet surgeries, such as:

mezalazine, dexamethasone, and extracts of medicinal plantss’.

In this context, Anacardiaceae extract is already widely used as an anti-inflammatory
and antibacterial agent in vulvovaginitis, gastritis, and dermatitis, as it has components such
as: squinol, masticadienoic acid, biflavonoids, hydroxymicadienoic acid, terebintifolic acid,

and ursolic acidss.

The objective of the present study was to investigate whether the intrabdominal use of
Anacardiaceae extract in the surgical treatment of peritonitis, together with broad-spectrum
intravenous antibiotic therapy, could act as an anti-inflammatory agent, potentially reducing
peritoneal histopathological changes and bactericidal by decreasing the concentration of
intraabdominal bacteria.

Methods
Thirty male Wistar rats (Rattus Norvegicus, Rodentia, Mammalia) at 18 months old,
without any disease or injury from the breeding colony of the Faculty Medical Sciences of
Campina Grande of the Centro Universitario Facisa, were included.
Initially, peritonitis was induced by intraperitoneal inoculation of a 10% autogenous
fecal suspension prepared with 2 g of feces dissolved in 20 mL of 0.9% saline solution,
homogenized and filtered with a gauze to remove the large particles.

The produced solution was injected into the intraperitoneal cavity at the dose of 4
mL/kg of 10% solution of feces (Fig. 1).
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The animals were divided into two groups of 10 male rats each: study | and study II.
All rats were submitted to intravenous administration of meropenem at the dose of 40 mg/kg
six hours after the peritonitis induce. Only the group study Il received an intraperitoneal
inoculation of 10% aqueous extract of Anacardiaceae.

The animals that survived until the 15th day after induction of peritonitis were
euthanized with intravenous administration of ketamine hydrochloride at the dose of 50 mg/kg
and xylazine at the dose of 10 mg/kg.

The animals that died before the expected follow-up were also submitted to the same
evaluated procedures.

Upon accessing the abdominal cavity (Fig. 2), the abdominal aorta was punctured with

a 30 x 1.5-mm needle, and 2 mL of blood was aspirated and sent to culture (Fig. 3).

Source: Elaborated by the authors.

Figure 1 — Induction of peritonitis with autogenous fecal solution.

Source: Elaborated by the authors.

Figure 2 — Laparotomy to access the peritoneum.

Source: Elaborated by the authors.

Figure 3 — Abdominal aorta puncture to collect blood for culture.
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Afterwards, we exercised fragments of the parietal peritoneum for culture and
histopathological evaluation. The samples for histopathological evaluation were fixed in 10%
neutral formalin solution, placed in paraffin, and stained with hematoxylin and eosin (H&E).

For culture, the peritoneum fragments were inserted into brain heart infusion broth,
incubated for six hours in an oven at 37°C, and plated on blood agar and salt mannitol agar.
The grown gram-positive bacteria were identified through catalase, coagulase, optochin, and
bacitracin testing. Gram-negative bacteria were identified using specific biochemical tests.

To stratify the morbidity of animals in the face of the infectious insult of fecal
autogenous peritonitis, a score was used that included the results of blood culture, culture of
peritoneal  fragments, and histopathological changes, like acute infection
(polymorphonuclear), chronic infection (monomorphonuclear), necrosis, and angiogenesis.

Scores 0-3: death before day 15
0: death from septic shock in the first 24 hours;
1: death between 24 and 48 hours;
2: death between 48 hours and
eight days; 3: death between 8
and 15 days.

Scores 4-9: survival until day 15, followed by euthanasia
4. positive blood culture. Positive peritoneal culture and peritoneal histopathological
changes found,;
5: positive blood culture. Positive peritoneal culture and peritoneal histopathological
changes not found,
6: positive blood culture. Negative peritoneal culture, peritoneal histopathological changes
found;
7: negative blood culture. Positive peritoneal culture, peritoneal histopathological changes
found;
8: negative blood culture. Negative peritoneal culture, peritoneal
histopathological changes found; 9: negative blood culture. Negative
peritoneal culture, peritoneal histopathological changes not found.

The samples were of convenience. Quantitative variables were expressed as means and
standard deviations. Qualitative variables were expressed in frequencies. Shapiro-Wilk test
and Kolmogorov-Smirnov test were used to verify data normality. The Mann-Whitney test
was used to assess possible differences between morbidity scores in the two groups. Values of
p < 0.05 were used to reject the null hypothesis.

Results
The blood cultures and peritoneal cultures findings are shown in Tables 1 and 2. These

results were included in morbidity score for both groups.

Table 1 — Results of hemocultures
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Rat 1

Rat 2

Rat 3

Rat 4

Rat 5

Rat 6

Rat 7

Rat 8

Rat 9

Rat 10

Study I

Positive
* Streptococcus viridans
* Escherichia coli

Positive
* Escherichia coli
* Staphylococcus aureus
Positive *
Escherichia coli
Negative

Negative

Positive *
Escherichia coli
Negative

Positive
* Escherichia coli
* Klebsiella pneumoniae

Negative

Negative

* Bacteria isolated in blood culture. Source: Elaborated by the authors.

Table 2 — Results of peritoneal cultures

Rat 1

Rat 2

Rat 3

Rat 4

Rat 5

Rat 6

Rat 7

Rat 8

Rat 9

Rat 10

Study I

Positive
*Escherichia coli
Negative

Positive
*Escherichia coli
Negative

Negative

Positive
*Escherichia coli
Negative

Positive
*Escherichia coli
*Klebsiella pneumoniae

Negative

Negative

*Bacteria isolated in blood culture. Source: Elaborated by the authors.

None of the study-11 rats died during follow-up, but in study-1 group one animal did

Rat 1

Rat 2

Rat 3

Rat 4

Rat 5

Rat 6

Rat 7

Rat 8

Rat 9

Rat 10

Rat 1

Rat 2

Rat 3

Rat 4

Rat 5

Rat 6

Rat 7

Rat 8

Rat 9

Rat 10
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Study I1

Negative

Positive
*Escherichia coli

Negative
Negative
Negative
Negative

Negative

Negative
Negative

Negative

Study IT
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative
Negative

Negative

Negative
Negative

Negative

(Rat 2) (Fig. 4). This result was included in morbidity score for both groups.
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Source: Elaborated by the authors.

Figure 4 — Peritonitis in rat 2 from study-1 group that died during follow-up.

When evaluating the peritoneal histopathological findings, we observed the following
alterations: acute infection (polymorphonuclear), chronic infection (monomorphonuclear),
necrosis, and angiogenesis. These results were included in morbidity score for both groups
(Table 3 and Figs. 5 and 6).

Table 3 - Results of peritoneal histopathological findings: acute infection

(polymorphonuclear), chronic infection (mono morphonuclear), necrosis and angiogenesis.

Study I Study II
Positive
Rat 1 *Polymorphonuclear Rat 1 Negative
* Angiogenesis
Rat2 Negative Rat 2 Positive
Positive
*Polymorphonuclear
Rat3 *Angiogenesis Rat 3 Negative
*Necrosis
*Monomorphonuclear
Rat 4 Negative Rat 4 Positive
Rat 5 Negative Rat 5 Negative
Positive
Rat 6 *Polymorphonuclear Rat 6 Negative
* Angiogenesis
Rat 7 Negative Rat 7 Negative
Positive
Rat 8 *Polymorphonuclear Rat 8 Negative
* Angiogenesis
Rat 9 Negative Rat 9 Negative
Rat 10 Negative Rat 10 Negative

*Peritoneal histopathological findings. Source: Elaborated by the authors.

The mean of the morbidity score of the study I and study Il was, respectively: 6.3 + 0.5
and 8.6 + 0.4, resulted in a better outcome for the study-11 group, with a significant difference
between the means (p = 0.175) (Table 4 and Fig. 7).

Acta Cir Bras. V39 .



119

Source: Elaborated by the authors.

Figure 5 — Fragment of peritoneum fixed in 10% neutral formalin solution.
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Source: Elaborated by the authors.

Figure 6 — (a) Study Il: muscle tissue and connective tissue without inflammatory changes;
(b) study I: perivascular lymphoplasmocytic inflammatory infiltrate dissecting the muscle
fibers; (c) study II: granulation tissue with angiogenesis, fibroblast proliferation and
lymphohistiocytic inflammatory infiltrate.

Table 4 — Results of the means of the morbidity scores in each group.

Mean Score p <0.05
Study I 63+0.5 *»=0.0175
Study II 8.6+04

*Mann-Whitney test. Source: Elaborated by the authors.

’

p=0.0175

MorbidityScore

S N kA~ N
! ! 1 !

"Study I Study 1T

Source: Elaborated by the authors.

Figure 7 — Comparison of morbidity scores in both groups.
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Discussion
Most of the experimental models involving peritonitis use the inoculation of intra-
abdominal fecal solution in order to mimic intra-abdominal infection site in the human
population. Although more than half of the cases of peritonitis occur in the elderly population,

few studies use old animals in their methodologieso-.

In the present study, the production of an experimental model with elderly Wistar rats
was satisfactory, based on intraperitoneal inoculation of 10% autogenous fecal solution at the
dose of 4 mL/kg, capable of developing an insult of peritonitis without necessarily
culminating in death.

In this study, animals that received intravenous infusion of meropenem combined with
intraperitoneal inoculation of Anacardiaceae extract showed fewer histopathological changes
in the peritoneum, suggesting that the peritoneal barrier was kept intact, without increased

permeability:s.

The results of peritoneal fragment cultures with lower positivity in this study suggest
that the intraperitoneal use of a Anacardiaceae extract for the local treatment of peritonitis as
a bactericidal agent is promising, possibly due to the action of terebintifolic acid, a phenol
which has significant antimicrobial activity against several strains of bacteria.

The synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) derived from medicinal plants
represents a promising alternative in the development of antimicrobial agents. In a recent
innovative study, the aqueous extract of Anacardiaceae leaves proved to be effective in the
synthesis of AgNPs, presenting greater antimicrobial potential when compared to the original
extracts,

Therefore, studies involving sepsis and peritonitis, especially in the elderly, must insist
on the challenge of studying new therapeutic approaches, including the evaluation of

medicinal plant extracts as an adjuvant in the intraperitoneal removal of the infectious focus.

Conclusion
The use of meropenem associated with 10% aqueous extract of Anacardiaceae
intraperitoneally after induction of autogenous fecal peritonitis in elderly rats showed better
evolution in morbidity scores that include histopathological and peritoneal changes and

negative blood cultures when compared to the use of meropenem alone.
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ANEXO A - PARECER DE APROCAVACAO NO COMITE DE ETICA EM USO DE
ANIMAIS (CEUA/CESED)

- .

e W

Camtet on [Sem wm s bn Movown

ECEUA \

PARECER

NUMERO DO PROJETO PROTOCOL.O : 6520032016

CIAEP/CONCEA N": 01.001.2012

DATA DO PARECER: 2000472016
Pesquisador Responsavel: Carlos Alberto Figuciredo Filho
Titulo do Projeto: PERITONITE FECAL AUTOGENA EM RATOS
IDOSOS. RESPOSTA AO LSO DE MEROPENEM INTRAVENOSO.

2 Consideragdes: Este projeto envolve a produgio, manutengio ¢'ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (Ou ensino) - 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, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal - CONCEA, ¢ for APROVADO pcla Comissido de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do CESED, em __ 20 04 2016

'T'igé;cﬁlrb Projeto | 01 de Janeiro de 2016 a 01 de margo de 2017

Espécic / linhagem Rattuanovergicus, Rodentiamammalia, Ratos Wistar

N° de animais 90 )
Peso / idade I8 meses -

Sexo | Indeterminado o o

Origem Tﬁifo(éwn; FCM ) o

Thirtia Kiara B. de Oliveira
nadora do CEUA-CESED

Av. Senacce Segemiro de Figueireds, 1507 - 3

CEP 58104590 - Campma Grande, PS Fooe 53 2700
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