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RESUMO

FIGUEIREDO FILHO, Carlos Alberto. Induciio de peritonite fecal autégena em ratos
idosos. Resposta ao uso de meropenem intravenoso.Dissertagdo (Mestrado em Medicina
Tropical) — Centro de Ciéncias da Satide, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2017.

Objetivo: Avaliar os resultados do uso de meropenem intravenoso na peritonite autdgena em
ratos idosos. Métodos: Inicialmente, um piloto com 10 ratos Wistar com 18 meses de idade
foi submetido a indug@o de peritonite autdgena com 10% de suspensdo de fezes na dose de 4
ml / kg de rato para produzir um modelo experimental de ratos idosos sépticos. Trinta ratos
Wistar de 18 meses foram estratificados em trés grupos e receberam inducdo de peritonite
fecal: grupo Controle sem tratamento, grupo Estudo 1 e grupo Estudo 2, tratados com
meropenem intravenoso com uma dose tUnica de 40 mg/kg de rato. O grupo Estudo 1 recebeu
tratamento apos seis horas de indug¢do de peritonite e grupo Estudo 2 apds doze horas. Os
animais que sobreviveram foram seguidos por 15 dias, seguido de eutanazia. Resultados: O
conjunto de morbidade e mortalidade avaliadas por escore previamente validado foi maior
para os grupos Controle e Estudo 2. O grupo Estudo 1 apresentou 80% de hemoculturas
negativas, apesar dos abscessos abdominais em quatro animais, enquanto o grupo Estudo 2
apresentou hemoculturas negativas em 60% dos animais, além de apresentar abscessos
multiplos associados a pus livre na cavidade abdominal e/ou toracica. Nenhum dos animais do
grupo Estudo 1 (tratado precocemente) morreu, enquanto a mortalidade nos grupos Controle e
Estudo 2 foram respectivamente de 30% e 20%. Conclusdes: O uso de meropenem
intravenoso ap6s inducdo de peritonite fecal autdgena em ratos idosos obteve melhores
desfechos, resultando em um conjunto menor de morbidade e mortalidade, mesmo
considerando os abscessos residuais na cavidade abdominal.

Palavras-Chave: Peritonite. Sepse. Envelhecimento. Carbapenémicos. Ratos.



ABSTRACT

FIGUEIREDO FILHO, Carlos Alberto. Autogenic fecal peritonite in old rats. Response
to the use of intravenous meropenem. Dissertation (Master in Tropical Medicine) -
Health Sciences Center, Federal University of Pernambuco, Recife, 2017.

Objective: To evaluate the results of the use of intravenous meropenem in autogenous
peritonitis in elderly rats. Methods: Initially, a pilot with 10 18-month-old Wistar rats
submitted to induction of autogenous peritonitis with 10% stool suspension at the dose of 4
ml / kg rat to produce an experimental model of elderly septic mice. Thirty 18-month Wistar
rats were stratified into three groups and received induction of fecal peritonitis: Control group
without treatment, Study group 1 and Study group 2, treated with intravenous meropenem
with a single dose of 40 mg / kg rat. The Study Group 1 treatment after six hours of peritonitis
induction and Study group 2 after twelve hours. The surviving animals were followed for 15
days, followed by euthanasia. Results: The morbidity and mortality group evaluated by a
previously validated score was higher for the control and study groups. Study Group 1
presented 80% of negative blood cultures, despite the abdominal abscesses in four animals,
while Study 2 presented negative blood cultures in 60% of the animals, besides presenting
abscesses in conditions of release in the abdominal and / or thoracic cavity. None of the
animals in Study 1 (treated early) died, while mortality in the Control and Study 2 groups
were 30% and 20%, respectively. Conclusions: The use of intravenous meropenem after
induction of autogenic fecal peritonitis in elderly rats obtained better outcomes, resulting in a
lower set of morbidity and mortality, even considering residual abscesses in the abdominal
cavity.

Keywords: Peritonitis. Sepsis. Aging. Carbapenems. Rats.
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1 INTRODUCAO

A sepse ¢ definida como uma disfuncdo de 6rgdos que ameaga a vida, causada por
uma resposta desregulada do hospedeiro frente a infec¢do. (SINGER et al., 2016)

O desfecho desfavoravel frente a sepse pode ser atribuido a condi¢do inerente ao
paciente, como por exemplo, a idade, comorbidades ou a gravidade da apresentacdo da
doenga. (SARTELLI et al., 2017) Embora a idade sozinha ndo seja decisiva para o desfecho,
deve-se reconhecer que pacientes idosos correm alto risco de desfechos adversos, incluindo a
morte. (DESSERUD et al., 2016)

Os pacientes acima dos 65 anos de idade representam a maioria (60 a 85%) de todos
os episddios de sepse; de forma que com o crescente envelhecimento da populagdo, a
incidéncia de sepse tende a continuar aumentando. (MARTIN et al., 2003)

As infeccdes intraperitoneais que afetam pessoas com idade de >65 anos sdo de dificil
diagnostico etiologico, apresentacdo ndo habitual, gravidade aumentada e prognostico mais
reservado que em individuos jovens, levando a quadros sépticos sistémicos. Entretanto, a
maior parte da pesquisa experimental com ratos Wistar para avaliar sepse de foco abdominal e
a resposta terap€utica antimicrobiana ¢ conduzida sem utilizar animais idosos. (YALE et al.,
2002; SANTOS, 2011)

Dejager et al. (2011), ao induzirem sepse de foco intra-abdominal por ligadura e
perfuracdo 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. Staar et al. (2012), compararam animais em
diferentes idades expostos a peritonite e observaram que os animais em idade adulta
apresentaram maior morbidade a custa de alteragdes nas citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-
6) e anti-inflamatoérias (IL-5, [L-11) quando comparados com animais jovens. Porém nenhum
desses estudos utilizou em sua metodologia animais idosos.

Gadelha et al. (2014) induziram peritonite autdgena em ratos Wistar por inoculagdo de
solucdo fecal intraperitoneal, com ligadura bilateral de cardtida (LBC), no intuito de
mimetizar senescéncia de sistema nervoso central. A morbidade e mortalidade de animais
jovens foram menores do que em animais adultos com e sem LBC. Nao houve diferenca na
morbidade ou mortalidade entre os 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 ¢ um fator preditor independente de prognostico frente ao desafio de sepse

abdominal. Porém esse estudo ndo avaliou animais idosos.
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O tratamento precoce da fonte da infec¢io abdominal reduz a taxa de mortalidade. E
necessdria uma terapé€utica eficaz com agentes antimicrobianos empiricos para reduzir a
resisténcia e melhorar o desfecho clinico. O meropenem ¢ uma das melhores e mais seguras
opcdes para o tratamento antimicrobiano da sepse de foco abdominal. (COCCOLINI et al.,
2017)

Desenvolvendo uma linha de pesquisa em infeccdo experimental e envelhecimento,
avaliou-se o resultado do tratamento com meropenem para peritonite autdégena induzida em
ratos Wistar jovens, adultos e idosos. Os resultados deste estudo, diferentemente dos estudos
citados anteriormente, mostraram que nos grupos de animais jovens e adultos a mortalidade e
morbidade foram semelhantes apds interven¢do com dose tnica de meropenem no sétimo dia
apos a inducdo da peritonite. (MASCENA et al., 2014) Porém neste estudo a dosagem de
6ml/kg de solucdo fecal utilizada para inducdo de peritonite fecal no grupo de animais idosos
e, o tempo de sete dias entre a indugdo da peritonite e a primeira intervencdo com o
meropenem, levaram a mortalidade de quase a totalidade dos animais idosos, antes mesmo da
intervengdo com o meropenem. Portanto, nenhum estudo experimental at¢é o momento,
conseguiu avaliar a resposta do meropenem intravenoso na peritonite fecal autdgena em ratos
Wistar 1dosos.

O presente estudo pretende produzir um modelo experimental de rato wistar idoso
com peritonite autdgena e verificar se o tempo decorrido entre a indugdo de peritonite fecal
autégena e a administracdo intravenosa de meropenem, tem associagdo com o aumento da
morbidade (alteracdo de peso, formacdo de abscessos intra-abdominais ¢ em cavidade
toracica) e/ou mortalidade desses animais. Portanto, com esse estudo, esperamos contribuir
para melhor compreensdo do comportamento do meropenem frente a sepse de foco abdominal

em 1dosos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Envelhecimento e infeccio

Estima-se que no ano 2050 os individuos com mais de 60 anos de idade representardo
22% da populagdo mundial. (PERA et al., 2015) Essa tendéncia ¢ atribuida aos avangos nas
ciéncias médicas e nutri¢do, que resultaram em um aumento, em mais de 40 anos, na
expectativa de vida dos seres humanos no ultimo século. Portanto, um sistema imunologico
que foi concebido para funcionar durante cerca de 40 anos tem agora que continuar atuando
por um periodo adicional de quatro décadas. (DE GAUDIO et al., 2009)

O envelhecimento da populagdo estd associado ao aumento da frequéncia de doengas
relacionadas com a idade, incluindo maior susceptibilidade a infec¢des. (PERA et al., 2015).

O avanco da idade tem sido apontado como um dos principais determinantes da
evolugao do quadro séptico. (GIUNTA et al., 2009) A incidéncia e a gravidade da septicemia
aumentam de forma significativa com a idade.

Essa anormalidade no sistema imune provocada pelo envelhecimento ¢ denominada de
imunossenescéncia, sendo o principal responsavel pela mé evolucdo clinica nessa faixa etaria,
representada por maior incidéncia de infec¢des, neoplasias e doencas autoimunes. (AW et al.,
2007; FRANCESCHI et al., 2000)

As mudancgas que ocorrem em cada sistema de 6rgdos em pacientes idosos esgotam as
reservas fisiologicas e, consequentemente, a resposta a infeccdo intra-abdominal, enquanto
inibem a capacidade de localizar, combater e erradicar infecgdes. (WROBLEWSKI et al.,
1991)

Pacientes na oitava década de vida, quando hospitalizados para tratamento em
unidades de terapia intensiva (UTI) tem media de permanéncia de internag¢ao 20 vezes maior
quando comparado com pacientes jovens. (GERARD et al., 2007).

Pawelec et al.(1999) definiram imunossenescéncia como o estado de fun¢ao imune
desregulada, que contribui para o aumento da susceptibilidade a infec¢do e doencas auto-
imunes, incluindo seres humanos idosos. As caracteristicas clinicas da imunossenescéncia
indicam claramente disfun¢ao na imunidade inata nos ultimos anos.

Com o envelhecimento, o sistema cardiovascular tem resposta compensatdria limitada
ou ausente frente a inflamacao apds um insulto infeccioso, e a resposta febril e recrutamento

de células sanguineas brancas podem ser deficitarios. Portanto, os adultos mais velhos podem
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ndo manifestar a sindrome tipica da resposta inflamatoria sistémica, atrasando o diagnostico e
inicio do tratamento antimicrobiano. (UMBERGER et al., 2015).

O aumento dos niveis de proteina C ativada apos inducdo da peritonite autdgena nao
foi observado em animais envelhecidos; sugerindo que o aumento da coagulagdo em ratos
idosos durante a sepse ¢ devido a disfungdo do mecanismo de ativagdo da proteina C.
(STARR et al., 2014).

Um ntmero crescente de estudos também tem sugerido que ha um declinio na
capacidade fagocitaria e redugcdo na producdo de &nion superoxido em macrofagos e
neutrofilos nos idosos. (LORD et al., 2001). Outra alteragdo fagocitaria nos idosos inclui a
diminui¢do de receptores nos macréfagos, além da alteragdo na ativacdo dos neutrofilos
dependentes da formil-metionil-leucil-fenilalanina, associada a mobilizacdo do calcio
intracelular.

O envelhecimento estd associado com o aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias por macrofagos e fibroblastos. Niveis elevados desses mediadores podem ser
responsaveis pela maioria das doengas associadas a idade. (DE MARTINES et al.,, 2005).
Starr et al. (2014) observaram uma maior susceptibilidade associada a idade para septicemia
através da dosagem de um importante mediador das inflamacdes sistémicas, a interleucina-6,
que se mostrou alterado no tecido adiposo dos idosos, importante fonte de producdo desta
citosina.

As células Natural killer (NK), sdo células citotoxicas que desempenham um papel
importante na resposta imune inata, destruindo 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 ¢ razoavel supor que as manifestagdes clinicas
atribuidas ao imunossenescéncia também poderia ser o resultado de alteracdes dependentes da
idade, em numero e fun¢do das células NK. Ha consenso de que um aumento progressivo do
percentual de células NK com um fendtipo maduro ocorre em doadores idosos associados

com uma diminui¢do da sua capacidade citotoxica. (SOLANA et al., 2000)

2.2 Septicemia e peritonite

Apesar dos avancos importantes no suporte de terapia intensiva, a Sindromes de

resposta inflamatoria sistémica (SIRS), com destaque a sepse, ¢ uma das principais causas de

mortalidade em UTI de todo o mundo. (ROBBY et al., 2014). A resposta do organismo frente
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a sepse resulta em processo inflamatorio intravascular, desencadeando danos teciduais,
faléncia de orgaos e morte. (MONTANARO et al., 2016).

A sepse € determinante na gravidade do quadro clinico em mais de 25% dos pacientes
em UTI, chegando acerca de 70% de taxa de mortalidade, na sua fase aguda. Aqueles
pacientes que tem é€xito frente ao choque séptico, por vezes, ficam com seqiielas que afetam a
qualidade de vida. (ANGUS et al., 2001).

A sepse ¢ o resultado de uma infecc¢do associada a uma resposta inflamatodria sistémica
a producdo e libertacdo de uma grande variedade de mediadores inflamatorios, como causa
importante da falha de orgdo e mortalidade. Choque distributivo, alteracdo do fluxo
microvascular, declinio na atividade miocardica, e lesdo no endotélio dos vasos de forma
difusa sdo algumas das alteracdes fisiopatologicas que servem de pilar central de sustentagdo
do quadro séptico.(MARIK et al., 2014).

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

A peritonite, frequentemente, causa morbidade e mortalidade em seres humanos.
Ensaios clinicos recentes demonstraram mortalidade global de 2% a 3% dos pacientes com
complicacdes de infec¢des intra-abdominais (IIA).(MAZUSKI et al., 2009; ALTEMEIER,
1979).

Em um estudo sobre pacientes idosos por Cooper et al. (1994), apendicite aguda e
diverticulite causaram sepse intra-abdominal em 28% dos pacientes, e colecistite e colangite
em 12% dos casos; abscessos intra-abdominais estavam presentes em 9% dos individuos.
Volvo intestinal, isquemia mesentérica e perfuracdo do célon por neoplasia sio comuns nos
pacientes idosos como causa de IIA, porém raros em pacientes jovens.

Uma classificagdo aceita divide as IIA em: sem complica¢des, quando a infec¢do
atinge apenas um 6rgao intra-abdominal sem se estender ao peritonio; e complicadas, quando
o processo infeccioso passa além do 6rgdo para o peritonio, causando peritonite localizada ou
difusa, podendo incluir também abscessos intraperitoneais, retro peritoneais e
parenquimatosos. (MENICHETTI et al., 2009).

A peritonite pode ser classificada como primdria, secundaria e terciaria. A peritonite
primaria ¢ uma infec¢do bacteriana difusa (geralmente causada por um tnico organismo) sem
perda de integridade do trato gastrointestinal, geralmente tratada sem intervengdo cirurgica. A

peritonite secunddria ¢ a forma mais comum de peritonite, resultante da perda de integridade
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do trato gastrointestinal. A peritonite terciaria ¢ a infec¢do recorrente da cavidade peritoneal
mesmo apods o tratamento cirurgico. (SARTELLI et al., 2017).

A peritonite ¢ emergéncia cirurgica comum, atuando como um dos principais
responsdveis por mortes ndo traumaticas nos setores de emergéncias hospitalares em todo o
mundo. O diagnostico precoce, o controle adequado do foco infeccioso e uso de terapia
antimicrobiana apropriada sdo os pilares do tratamento da peritonite. (MCISAAC et al., 2017)

A maioria das infecgdes peritoneais ¢ causada por bactérias gram-negativas aerobias
(BGNA) e bactérias anaerdbicas, especialmente Escherichia coli (£. Coli) e Bacteroides
fragilis (B. Fragilis), E. coli predomina durante a fase aguda do processo, ao passo que na
fase cronica, quando ocorre a formagdo de abscessos, ¢ a predomindncia de bactérias
anaerdbicas, B. fragilis e principalmente os enterococos. (GONNERT et al., 2012).

A analise microbioldgica intra-abdominal em pacientes criticos com sepse abdominal
internados na UTI foi avaliada por Ruiter J. et al.(2009). O liquido abdominal foi
encaminhado para cultura microbiana de 221 dos 239 pacientes admitidos com sepse
abdominal. As BGNA foram encontradas em 53% das culturas do liquido abdominal tomadas
no momento da operagdo, das quais 45% eram E. coli; Em 36% dos pacientes, mais de um
BGNA foi encontrado. A incidéncia de BGNA foi a maior em perfuragdes colorretais (68,6%)
e apendicite perfurada (77,8%) e a menor na perfuragao gastroduodenal (20,5%). As bactérias
Gram-positivas foram encontradas em 42,5% das culturas de liquido abdominal e, mais
frequentemente, em perfuragdes colorretais (50,0%).

E. Coli é o microrganismo mais comumente isolado de pacientes em mais de 50% dos
casos devido a maioria das infec¢es intra-abdominais resultarem de perfuracdes do trato
gastrointestinal. Porém, outros bacilos entéricos Gram negativos sdo detectados, incluindo
espécies de Klebsiella e Enterobacter. Bacilos Gram negativos ndo coliformes,
particularmente Pseudomonas aeruginosa, podem também ser isoladas nessas infecc¢des’
(LAGU et al., 2012).

A incidéncia de formagdo de abscessos ap0s cirurgias abdominais ¢ menor que 1-2%.
O risco aumenta para 10-30% nos casos de perfuracdo de alcas, contaminacdo fecal
significante, isquemia, atraso no diagnéstico e terapia, além da existéncia de
imunossupressdo. A formacgdo de abscessos € a principal causa de infecgdes persistentes e
desenvolvimento de septicemia. (BUYNE et al., 2006).

Geralmente a microbiologia de abscessos abdominais ¢ polimicrobiana. Parece que
enquanto que a geragdo de endotoxina anaerdbios facultativos, tais como E. coli, ¢

responsavel para a fase de peritonite aguda, os anaerdbios obrigatérios, tais como B. fragilis,
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sdo responsaveis pela formacdo de abscessos tardio. Estas bactérias agem em sinergia: ambos
sdo necessarios para produzir um abscesso € o anaerdbio obrigatério pode aumentar a
letalidade de um inoculo de outra forma nao letal do microrganismo facultativa. A maioria
dos abscessos viscerais (por exemplo, hepaticos e esplénicos) sdo polimicrobianos - aerobio,
anaerdbio, Gram negativo e positivo. (BROOK et al., 1998)

Os niveis de antibidticos nos abscesso ndo foram significativamente mais elevados
apos doses multiplas do que ap6s uma dose Unica. Selecdo de antibidticos com uma maior
capacidade para penetrar abscesso pode ser importante no tratamento de pacientes com

infeccdo abdominal. (GALANDIUK et al., 1995).

2.3 Antibidticoterapia na septicemia e peritonite

Estabilizacdo precoce das fungdes vitais através de terapia de suporte adequada e
tratamento com antibidticos resultaram em melhorias substanciais no resultado do tratamento
da sepse grave ao longo das Ultimas décadas. (BECZE et al., 2015).

As diretrizes internacionais para o gerenciamento de sepse e choque séptico
recomendam antibioticos administrados por via intravenosa o mais rapido possivel e, ou seja,
dentro da primeira hora de inicio da sepse e a utilizacdo de agentes de amplo espectro com
penetragdo adequada do presumido local de infec¢do. (SLADE et al., 2003)

Oshima et al. (2015) 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 UTIL. As taxas de mortalidade para pacientes com terapéutica
empirica inadequado foi de 36,8%, enquanto as taxas de mortalidade para pacientes com
tratamento empirico adequado foi de 17,5%. Portanto a utiliza¢do terapia empirica adequada
de antibioticos € aceitavel e esta relacionada com uma melhor sobrevida de pacientes com
sepse grave.

A identificag@o precoce e tratamento imediato sdo cruciais para melhorar os resultados
do tratamento da sepse, porém a taxa de sucesso clinico do uso de antibidticos depende da
escolha do agente antimicrobiano, dos patdgenos esperados e da taxa de resisténcia no
ambiente clinico. (UMBERGER et al., 2015).

Os pacientes que estdo criticamente doentes devem receber terapia antimicrobiana
empirica o mais rapido possivel, logo que amostras de sangue e urina tenham sido colhidas
para cultura. Em pacientes que ndo estdo gravemente doentes, o atraso na terapia com

antibioticos até que as amostras do local de infeccdo abdominal tenham sido obtidas para
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cultura pode ser util para aperfeicoar o rendimento microbioldgico que orienta a selecdo
subsequente de antibioticos (SOLOMKIN et al., 2010)

Pérez et al. (2015) estudaram a concordancia do tratamento antibidtico prescrito na
emergéncia € o antibidtico posteriormente requerido para tratamento definitivo em doentes
com critérios de sepse. A presenca de concordancia foi associada com menor niimero de
reinternagdes e internagdes em UTI.

A resposta satisfatoria ao tratamento das IIA depende da administracdo de terapéutica
antimicrobiana adequada, bem como medidas clinicas de suporte. Porém esta cada vez mais
dificil o tratamento de IIA complicadas devido o surgimento generalizado de organismos
multirresistentes. (LIN et al., 2016)

Meropenem, um antibidtico do grupo dos carbapenémicos, tende a proporcionar eficaz
cobertura antibidtica para peritonite bacteriana espontdnea em pacientes graves com cirrose e
sepse secundaria a peritonite. (BROOK et al., 2002) O meropenem ¢ uma das drogas de
primeira escolha para inicio de tratamento empirico em doentes com infec¢do grave e agente
etiologico desconhecido. (TUON et al. 2014)

Os carbapenémicos tém excelente atividade in vifro contra quase todos os agentes
patogénicos bacterianos, se configurando como um importante medicamento antimicrobiano
no tratamento de infec¢des graves. (KOBAYASHI et al., 2006)

Analisando, retrospectivamente, cento e dez pacientes em uma UTI que estavam em
tratamento para sepse grave e choque séptico, Oshima et al. (2015), observaram que os
carbapenémicos 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 opgdes razoaveis para a antibioticoterapia empirica inicial na configuracdo da
ulcera perfurada incluem uma combinagdo de inibidor de beta-lactamase (como ampicilina-
sulbactam, 4cido ticarcilina-clavulanico ou piperacilina-tazobactam), ou uma combinacdo de
uma cefalosporina de terceira geracdo e metronidazol. Em areas onde a prevaléncia local de
organismos de produ¢do de beta-lactamase de espectro estendido ¢ comum, a monoterapia
empirica com um carbapenémico, como ertapenem, imipenem ou meropenem, ¢ apropriada.
(VAKIL et al., 2017)

Wong et al (2005) em meta-andlise que analisou 40 ensaios controlados
randomizados, encontraram 16 diferentes esquemas de uso de antibidticos na peritonite
secundaria em adultos, e os resultados apontaram melhora clinica equivalente entre os

tratamentos.
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Uma revisdo sistematica identificou 16 ensaios que compararam varios regimes para
infecgdes intra-abdominais complicadas, incluindo ceftriaxona mais metronidazol,
piperacilina-tazobactam, ertapenem, doripenem, imipenem-cilastatina, meropenem,
ceftolozano-tazobactam mais metronidazol e ceftazidima-avibactam mais metronidazol. O
sucesso clinico variou de 75 a 97 por cento e os tratamentos tinham eficdcia comparavel.

(GOLAN et al., 2015).

2.4 Modelos experimentais de peritonite

A produgdo de septicemia em animais de experimentagdo ¢ uma forma de mimetizar a
doenga, possibilitando estudos que produzam evidéncias que possam ser usadas em seres
humanos, permitindo intervencdo e conhecimentos que tenham como objetivo o melhor
manuseio dessa grave doenga na pratica médica humana' (ZIAJA et al., 2012)

No modelo animal, o desenvolvimento de peritonite e abscessos também ¢ 1til para o
estudo da septicemia resultante em termos de microbiologia, resposta imunologica e formas
terapéuticas (ZIAJA et al., 2012)

O modelo de peritonite fecal em animais de experimentacdo estd 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 perfuracdo de viscera por doenca no tubo
gastrintestinal, se tornando adequado para estudos da evolugdo natural da doenga, assim como
possibilita investigagdes sobre fatores que possam influir na sua historia natural.
(CARNEIRO et al., 2012),

Atualmente a inducdo de peritonite pode ser feita de vérias formas incluindo a
introdugdo de lipopolisssacarideos (LPS) na cavidade peritoneal, suspensdo fecal de diversos
microrganismos, incluindo E. coli e B. fragilis. O material inoculado na cavidade abdominal
pode advir do proprio ceco ou de segmentos do intestino grosso. (GIACOMETTI et al., 2006;
BUYNE et al., 2006)

Gadelha et al. (2013) induziu peritonite autdgena em ratos Wistar por inoculagdo de
solucdo fecal intraperitoneal, efetuando a ligadura bilateral de carétida (LBC), com o objetivo
de produzir dano encefalico que mimetizasse o ocorrido em seres humanos envelhecidos. A
morbidade e mortalidade de animais jovens foram menores do que em animais adultos com e
sem LBC. Nao houve diferenga na morbidade ¢ mortalidade entre os ratos adultos com e sem

LBC. A resposta imune foi mais eficiente em animais jovens do que em ambos os grupos de
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animais adultos, comprovando que a idade ¢ um fator preditor independente de prognostico
frente ao desafio de sepse abdominal. Porém esse estudo ndo avaliou animais idosos.

Foi demonstrado aumento significante no numero de alteragdes macroscopicas
(aderéncias e abscessos) nos ratos maduros com e sem LBC quando comparados aos animais
jovens, demonstrando que a resposta imune a peritonite fecal dos animais higidos jovens foi
significantemente mais eficiente que a dos ratos adultos com e sem LBC. A andlise
microbioldgica demonstrou clareamento nas culturas dos animais jovens e perfil semelhante
de resultados entre os animais adultos com e sem LBC.

Mascena et al. (2014) investigaram a morbidade e mortalidade de ratos com peritonite
fecal autdgena tratados apos sete dias com meropenem intravenoso em ratos Wistar com 06,
12 e 18 meses de idade. Avaliou-se o curso clinico da infec¢do nos trés grupos ao longo de
um periodo de observac¢do de 45 dias; descrevendo os achados da necropsia (presenca de
abscessos ou colegdes) através de inventario da cavidade abdominal e tordcica. Os resultados
mostraram que nos grupos de animais jovens e adultos a mortalidade e morbidade foram
semelhantes apos intervencdo com dose Unica de meropenem, enquanto que o grupo de
animais idosos (18 meses) ndo foi possivel testar a resposta ao uso do meropenem
endovenoso, pois a maioria desses ratos morreu antes mesmo da interven¢ao antimicrobiana;
provavelmente, devido a dose de solucdo fecal utilizada para indugdo da peritonite (6,0 ml/kg)

ter sido muito alta para esta faixa etaria de animais, bem como, pelo uso tardio do antibiotico.
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2.5 OBJETIVOS

2.6 Objetivo geral

* Comparar a morbidade e mortalidade de ratos Wistar idosos, apos a indugdo de
peritonite fecal autdgena, em resposta a administracao intravenosa de meropenem com

6 e 12 horas,bem como, do grupo controle sem tratamento

2.7 Objetivos especificos:

»  Estabelecer a dosagem adequada de suspensdo a 10% de fezes para induzir peritonite
fecal autdgena nao letal em ratos machos Wistar idosos.

* Comparar a morbidade e a mortalidade entre os grupos, através dos achados de
necropsia no inventario da cavidade abdominal e toracica, e hemoculturas, nos grupos
de animais submetidos & administracdo intravenosa de meropenem apds 6 e 12 horas
da inducdo de peritonite fecal autégena e do grupo controle sem tratamento.

*  Comparar a interferéncia do uso do meropenem na evolu¢do do peso nos grupos de
animais submetidos a administracdo intravenosa de meropenem apds 6 e 12 horas da

inducdo da peritonite fecal autégena e do grupo controle sem tratamento.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Desenho do estudo

Estudo proposto ¢ do tipo prospectivo, longitudinal, analitico e de interven¢do, para
estimar a resposta ao uso de meropenem intravenoso na peritonite fecal autégena em ratos
Wistar idosos.

3.2 Local de estudo

Nucleo de Investigagdo Experimental e Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas de

Campina Grande (FCM-CGQG).

3.3 Populagio

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

de idade.

3.4 Critérios de inclusao

Foram incluidos 30 ratos machos adultos Wistar (RattusNovergicus,
RodentiaMammalia) com 18 meses de idade, sem qualquer doenga ou agravo proveniente da

colonia de cria¢ao do biotério da FCM- CG.

3.5 Critérios de exclusao

Foram excluidos os animais que no momento da indu¢do da peritonite por meio da
injecdo de solucdo fecal apresentassem sinais de qualquer fluido organico no aspirado da
cavidade peritoneal.

Também foram excluidos os animais que desenvolveram desnutricio ou os que

apresentarem nas fezes qualquer sinal de processo inflamatdrio, incluindo pus ou sangue.
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3.6 Procedimentos Técnicos

3.6.1 Condigoes de acondicionamento dos animais

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com dimensdo de
430x430x200 mm (CxLxA) submetidos as seguintes condicdes:
*  Ficaram expostos a um ambiente com temperatura controlada de 23 = 1°C,
e As 24 horas foram divididas em um ciclo de luz de 12 horas, seguido de um de
escuridao também de 12 horas.
* O acesso a alimentagao foi livre nas 24 horas, sendo alimentados com ragao
balanceada e propria para a espécie de ratos Wistar,

*  Também tiveram livre acesso agua. (agua ad libitum)

3.6.2 Condigoes de Indugdo da peritonite

No primeiro dia do seguimento foi induzida a peritonite por inoculagdo intraperitoneal
de uma suspensao fecal autégena a 10%%, preparada da seguinte forma:

* Dois gramas de fezes serdo coletados de cada rato individualmente,

* A amostra de fezes foi dissolvida em 20 ml de solucao salina a 0,9%,

Figura 1 — diluicdo das fezes

* A mistura foi homogeneizada e filtrada com uma gaze para remocgdo das grandes

particulas,
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Figura 2 — filtragem da solugdo fecal

* A solugdo produzida foi injetada na cavidade intraperitoneal dos trinta (30)
ratos Wistar de 18 meses de idade, no quadrante iliaco esquerdo, usando uma

agulha de 30 mm x 1,2 mm.

Figura 3 — Inducdo da peritonite

A dosagem desta solu¢do fecal administrada intraperitoneal foi determinada
inicialmente através de estudo piloto: dez ratos Wistar idosos (18 meses de idade)
foram submetidos a administragdo de 4,0ml/Kg de solucdo a 10% de fezes; foi
avaliado se essa dosagem de solugdo a 10% de fezes seria capaz de promover
infeccdo intraperitoneal com formacdo de abscesso em cavidade abdominal e
toracica, bem como, promover resultado de hemocultura positiva, porém sem
induzir o 6bito dos animais. Caso os resultados ndo fossem satisfatérios a dosagem
de solucdo fecal seria ajustada para maior ou menor concentragdo de forma a
promover indugdo de peritonite com presenca de abscessos em abdome e cavidade
toracica. Caso os resultados fossem significantemente satisfatorios, os ratos do
grupo piloto seriam incluidos no estudo como grupo controle negativo, ou seja,

sem tratamento.
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Figura 4 — fluxograma de estratégias do grupo piloto.
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3.6.3 Intervengdo com meropenem

Os animais foram divididos em trés grupos de 10 ratos machos (Controle, Estudo 1 e
Estudo 2) e submetidos a administragdo 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 Irecebeu a dose de meropenem endovenoso apds 06 horas da indugao
da peritonite

* O grupo Estudo 2 recebeu a dose de meropenem endovenoso apds 12 horas da

inducdo da peritonite.

Figura 5 — fluxograma de estratégias de inducdo de peritonite e tratamento entre os grupos
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3.6.4 Monitoramento

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

* Os animais se submeteram a aferi¢do didria do peso corporal com o objetivo de

detectar sinais de infec¢ao.

3.6.5 Coleta dos dados

3.6.5.1 A eutanasia

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

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

mesmos procedimentos a seguir.

Figura 6 — fluxograma de eutandsia e inventario de cavidades
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cavidade
toracica

Acesso a
cavidade
abdominal

Coleta de
sangue para
hemocultura

Acesso a

cavidade
toracica
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3.6.5.2 Acesso a cavidade abdominal

Na sequencia, 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 cirurgica.

Ao acessar a cavidade abdominal procedeu-se o inventdrio e inspe¢do intraperitoneal
procurando identificar abscessos, aderéncias e outros sinais macroscopicos de infec¢cdo, como
pus livre na cavidade.

Foi realizada a documentacdo fotografica de todos os achados.

3.6.5.3 Coleta de sangue para hemocultura

Foi realizada pun¢do da aorta abdominal com agulha 30 x 1,5 mm e aspirado 2 ml de
sangue. Do aspirado 1,0 ml serd desprezado e 1,0 ml injetado em solugdo de hemocultura
(Hemocult I Pediatrico, Laborclin).

Os frascos de cultura foram incubados a 35 + 2 °C por 24 horas e depois cultivados em
agar sangue. O numero de coldnias foi expresso em unidades formadoras de colonias por ml

(UFC/ml).

3.6.5.4 Acesso a cavidade toracica

Por fim, a cavidade toracica foi acessada por meio de incisdo na linha média do torax
com bisturi de lamina fria N° 15. As demais camadas da parede toricica e no 0sso esterno
foram seccionadas com tesoura cirdirgica.

Ao acessar a cavidade toricica procedeu-se sua inspe¢do procurando identificar
abscessos € outros sinais macroscopicos de infec¢do, como pus livre na cavidade.

Foi realizada a documentacdo fotografica de todos os achados.

Para estratificacdo da morbidade e mortalidade dos animais frente ao insulto infeccioso de

peritonite autdégena fecal, foi usado um escore ja validado previamente em estudos envolvendo ratos

Wistar. (GADELHA et al., 2013; MASCENA et al., 2014)
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Quadro 1 — Escore de morbidade/mortalidade

Escore Estratificacao da morbidade e mortalidade dos animais

0 animais que morreram de choque séptico nas primeiras 24 horas apds indugdo da
peritonite fecal.

1 animais que morreram entre 24 e 48 horas apds a indugdo da peritonite.

2 animais que morreram entre 48 horas e oito dias apds a indugdo da peritonite, com
sinais clinicos 6bvios de infeccdo grave.

3 animais que morreram entre o 8° € 0 15° dia ap0s a indugdo da peritonite, com sinais
clinicos 6bvios de infecgdo grave.

4 animais que sobreviveram até o 15° dia, mas ainda apresentam hemocultura positiva,
com sinais clinicos moderados de infecgdo e, apds a eutanasia, apresentam abscessos
dentro das cavidades toracica e abdominal.

5 animais que sobreviveram até o 15° dia apds a indugdo da peritonite e ainda
apresentam hemocultura positiva, sem sinais clinicos de infec¢do, mas, apos a
eutanasia, exibem abscessos dentro das cavidades toracica e abdominal.

6 animais que sobreviveram até o 15° dia apds a inducdo da peritonite fecal e ainda tém
hemocultura positiva, sem sinais clinicos de infecgdo, e apds a eutanasia abscessos
sdo observados apenas na cavidade abdominal.

7 animais que sobreviveram até o 15° dia apds a inducdo da peritonite fecal, mas com
hemocultura negativa. Ndo apresentam sinais clinicos de infecgdo e, apos a eutanasia,
abscessos sdo observados dentro das cavidades abdominal e toracica.

8 animais que sobreviveram até o 15° dia apds a indugdo da peritonite fecal, apresentam
hemocultura negativa, e ap0s a eutanasia abscessos sdo observados apenas na
cavidade abdominal.

9 animais que sobreviveram até o 15° dia apds a indugdo da peritonite fecal, apresentam

hemocultura negativa, e apds a eutanasia apenas um unico e pequeno abscesso ¢

observado na cavidade abdominal.
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10

animais que sobreviveram até o 15° dia apds a indugdo da peritonite fecal, apresentam

hemocultura negativa, e apos a eutanasia nenhum abscesso cavitario é observado.
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4 VARIAVEIS DO ESTUDO

4.1 Definicao de termos

4.1.1 Abscesso em cavidade abdominal

Abscessos peritoneais sdo definidos a partir de cole¢do fluida infectada, encapsuladas

ou por exsudato fibrinoso, em omento e/ou 6rgaos viscerais adjacentes.

4.1.2 Abscesso em cavidade toracica

O abscesso pulmonar foi definido como sendo uma area circunscrita de pus ou restos
necroticos no parénquima pulmonar, podendo produzir nivel de ar-liquido no interior da

cavidade.

4.1.3 Hemocultura

No presente estudo utilizaremos a cultura de sangue como parametro de diagnostico e
de gravidade da infeccdo sistémica induzida pela peritonite autdogena nos animais, além de
ferramenta para determinar o Perfil das bactérias na cultura do sangue coletado da aorta
abdominal.

Os frascos de hemocultura e o aspirado da solugdo obtida da aorta abdominal foram
encaminhados para o laboratorio de patologia clinica onde serdo incubados a 35 + 2°C, apos

24h semeados em Agar sangue

4.2 Operacionalizagao e categorizacdo das variaveis

4.2.1 Variaveis de controle

e Idade: Todos os ratos Wistar utilizados como cobaias neste estudo terdo a idade de 18

meses, a fim de mimetizar individuos humanos na faixa etaria acima dos 60 anos.
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* Geénero: todos os ratos Wistar utilizados nesta pesquisa serdo machos, a fim de
evitarmos varidveis de confusdo, por resposta distintas ao insulto infeccioso da
peritonite fecal e/ou ao uso do meropenem, relacionadas ao sexo dos animais.

* Peritonite: Todos os ratos Wistar envolvidos na pesquisa serdo submetidos a indugdo
de peritonite fecal autdgena através da inoculacgdo intraperitoneal de solugdo a 10% de

fezes na dosagem de 4mg/kg

4.2.2 Variaveis independentes

* Administragdo de meropenem endovenoso em dose unica de 40mg/kg.

= (ategorizacao:

* Controle - Sem tratamento com meropenem

* Estudo 1 - Meropenem administrado apds 06 horas da inducdo da peritonite

* Estudo 2-Meropenem administrado apds 12 horas da indugdo da peritonite

4.2.3 Variaveis dependentes

* Presenca de abscessos abdominais: varidvel qualitativa
= Categorizagao:

1 —Sim
2- Nao
* Presenca de abscessos toracicos:: variavel qualitativa, binominal.

= Categorizagao:

1 — Sim
2- Nao

* Resultado de hemocultura: variavel qualitativa, binominal.
= Categorizagdo:

1 — Positivo



2- Negativo
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5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

As variaveis quantitativas foram expressas por suas médias e desvios padrao da média.
As variaveis qualitativas foram expressas por suas frequéncias absolutas e relativas.

Foi utilizado o teste de Kruskal Wallis para avaliar possivel diferenca entr eos escores
de morbidade e mortalidade nos trés grupos. Depois foi utilizado o pds teste de Dunn para
avaliar possivel diferengas grupo a grupo.

Para a comparacdo dos pesos dos animais nos trés grupos, foi utilizada a andlise de
variancia (Kruskal Wallis e o pds teste de Dunn). Para avaliagdo pareada dos pesos em cada
grupo nos 15 dias de seguimento foi utilizado os testes T-Student ou Mann-Witney.

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Graphpad Prism for Windows
(San Diego, CA, www.graphpad.com) versao 7.

Foi estabelecido o valor de p < 0,05 para rejeicao da hipdtese de nulidade.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

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

aprovado no Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/CESED).
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7 RESULTADOS

Dez animais foram incluidos no grupo Pilto que receberam a indu¢do de peritonite
com 4mg/Kg de solugdo fecal a 10%, sendo que trés desses animais foram a obito antes dos
15 dias de seguimento. Todos foram avaliados e desenvolveram formacdo de abcessos em
cavidade abdominal e/ou toracica, bem como, hemocultura positiva, validando esta dosagem
como adequada para desenvolver infec¢do autdogena peritoneal em ratos idosos. Esses animais
foram incluidos no grupo Controle.

Os grupos Controle, estudo 1 e Estudo 2 apresentaram as médias de peso no inicio dos
experimentos de 402,5 + 24,2, 416,2 + 354 e 410,3 £+ 23,0, respectivamente, ndo havendo
diferenga entre as médias dos pesos entre os grupos, de forma a ratificar a semelhanca da

amostra. (p=0,8469-Kruskal Wallis) (Tabela 1)

Figura 7 — Evolucdo do peso dos animais durante o seguimento

400 —— g

= 300 ==Estudo 1
~ 2
2 == Estudo 2
o 2
& 150 Controle

D1 D5 D10 D15
Dia

Fonte: (autor)

A aferi¢do diaria dos pesos dos animais mostrou um comportamento semelhante para
os grupos Controle e Estudo 2, com perda inicial do peso mais intensa ao redor do 10° dia
apos inducdo de peritonite, sem recuperacdo nos demais dias de seguimento; enquanto o
grupo Estudo 1 apresentou discreta perda de peso entre o 1° ¢ 3° dias de evolugdo apos
peritonite, com estabilizacdo desses valores de peso durante os demais dias de seguimento.
Comparando a medias de peso dos ratos do grupo Estudo 1, no inicio (D1) e apds 15 dias da
inducdo da peritonite (D15), ndo houve variacdo significante (p=0,3027). Diferentemente os
resultados paraos grupos Controle e Estudo 2, mostraram que houve perda de peso
significante apos 15 dias da inducdo da peritonite. (p= 0,0156 e p= 0,0187). (Figuras 4, 5,6 e
7; Tabela 1)
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Tabela 1 - Comparagdo entre a média de peso inicial e no final do seguimento em cada grupo.

Media de peso
Antes da Inducio da Peritonite(g) Ao Final do Estudo (g) P<0,05
Controle 402 £242 368 + 28,6 p=0,0156
Estudo 1 4162 +354 408 + 31,5 P=0,3027
Estudo 2 4103 +23,0 3755 +348 p=0,0187

Fonte: (Autor)

Figura 8— Comparacdo das medias de peso do grupo Controle no inicio e no final do estudo
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Figura 9— Comparacdo das medias de peso do grupo Estudo 1 no inicio e no final do estudo
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Figura 10 —Comparagao das medias de peso do grupo Estudo 2 no inicio e no final do estudo
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No grupo Controle, trés dos animais morreram entre o terceiro e quarto dia apos a
inducdo de peritonite autdégena, enquanto no grupo Estudo 2, dois animais morreram entre o
10° e 13° dias de seguimento. Nenhum dos ratos do grupo Estudo 1 morreu durante o
seguimento.

Ao avaliarmos os achados nas cavidades abdominal e toracica, foram observadas as
seguinte alteracdes: peritonite difusa com pus livre em cavidade abdominal (figura 8);
multiplos abscessos em mesentério e algas intestinais (figura 9); abscesso abdominal
bloqueado (figura 10); abscessos no figado (figura 11); abscesso roto em abdome (figura 12);
abscessos renais (figura 13); multiplos abscessos pulmonares e cardite purulenta (figura 14);
auséncia de abscessos abdominais e/ou toracicos (figura 15). No grupo Controle observou-se
que nove animais (90%), apresentavam alteragdes em cavidade abdominal, sendo que destes,
quatro (40%) apresentavam-se com peritonite difusa. No grupo Estudo 1, metade dos ratos
(50%) ndo apresentava abscessos em nivel de cavidade abdominal e nove (90%) nao

apresentavam alteragdes infecciosas em cavidade torécica.
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Figura 11 — Peritonite difusa com pus livre em abdome associada a infec¢cdo em cavidade
toracica (Estudo 2)




Figura 13 — Abscesso bloqueado intra-abdominal (Estudo 2)
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Figura 15 — Abscesso roto abdominal (Controle)
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Figura 17 — Multiplos abscessos pulmonares e cardite purulenta (Estudo 2)
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Quadro 2 — resultados dos escores dos diferentes grupos

Controle Estudo 1 Estudo 2
Rato 1 4 Rato 1 10 Rato 1 2
Rato 2 6 Rato 2 6 Rato 2 )
Rato 3 4 Rato 3 10 Rato 3 s
Rato 4 ) Rato 4 10 Rato 4 6
Rato 5 4 Rato 5 7 Rato 5 6
Rato 6 4 Rato 6 10 Rato 6 3
Rato 7 4 Rato 7 3 Rato 7 10
Rato 8 ) Rato 8 10 Rato 8 6
Rato 9 4 Rato 9 g Rato 9 6
Rato 10 ) Rato 10 2 Rato 10 10

A média dos escores de morbidade do grupo Controle, Estudo 1 e Estudo 2 foram
respectivamente: 3,6 £ 1,18; 8,7 + 1,41 e 6,3 £ 2,54 havendo diferenca significante entre as
médias. (Kruskal-Wallis p=0,0002) (Tabela 2)

Os resultados do grupo Estudo 1mostraram-se mais expressivos quando comparados
aos dos grupos Controle, tendo havido diferenca estatisticamente significante entre os escores
de morbidade. (teste de Dunn - p=0,0001)(Figura 19 Tabela 3).Os achados do grupo Estudo 2
evidenciam clinicamente maior morbidade quando comparados com o grupo Estudo 2, porém

ndo foi estatisticamente significante.(teste de Dunn - p=0,1403)

Tabela 2 — Resultado das médias dos escores em cada grupo

Media do escore p<0,05
Controle 3,6+ 1,18
Estudo 1 8,7+1,41 *p=0,0002
Estudo 2 6,3 +2.54 *Kruskal-Wallis = 17,08

Fonte: (autor)

Tabela 3— Comparagao entre o escore de morbidade/mortalidade em cada grupo.

Teste de multiplas p<0,05
comparacoes
Controle vs. Estudo 1 p=0,0001
Controle vs. Estudo 2 p=0,0963
Estudo 1 vs. Estudo 2 p=0,1403

Fonte: (autor)
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Figura 19— Diferenca entre as médias dos escores das diferentes estratégias
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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 (80%) dos animais do grupo
Estudo 1. (P=0,002 ANOVA).No grupo estudo 2, tratado tardiamente, seis ratos (60%)

permaneceram com hemoculturas positivas a época da eutandsia.(figura 18 e 19)



Quadro 3 — Resultados das hemoculturas
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CONTROLE MERO 6h MERO 12h
Rato | Positivo Rato | Negativo Rato 1 Negativo
Rato2 Positivo Rato2 Positivo Rato 2 Positivo
Rato 3 Positivo Rato 3 Negativo Rato 3 Positivo
Rato 4 Positivo Rato 4 Negativo Rato 4 Positivo
Rato 5 Positivo Rato 5 Negativo Rato 5 Positivo
Rato 6 Positivo Rato 6 Negativo Rato 6 Negativo
Rato 7 Positivo Rato 7 Negativo Rato 7 Negativo
Rato 8 Positivo Rato 8 Negativo Rato 8 Positivo
Rato 9 Positivo Rato 9 Positivo Rato 9 Positivo
Rato 10 Positivo Rato 10 Negativo Rato 10 Negativo

Fonte: (autor)

Figura 20— Comparag¢ao dos resultados da hemocultura nos diferentes grupos.
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8 DISCUSSAO

O intestino ¢ um sitio de infec¢des sistémicas, principalmente pela translocagdo
bacteriana a partir da deterioracdo da barreira intestinal. Inicialmente acontece alteracdo na
mucosa, que pode se da por doencas como apendicite, colecistite, diverticulite ou doenca
inflamatoria intestinal. Portanto, o agente causador das infecgdes intra-abdominais esta
diretamente relacionado com o oOrgdo sitio da infec¢do e a flora microbiana intra-
luminal.(EMMI et al., 2008)

As ITA acometem inicialmente o 6rgdo alvo, porém a depender de sua gravidade, o
processo inflamatorio se dissemina para o peritdnio de forma localizada ou difusa, tendo
como pilar de tratamento o uso de antibidtico sistémico. (SADRAEI et al., 2017) As IIA
podem promove resposta inflamatoria sistémica denominada de sepse de foco abdominal.
(SARTELLI et al., 2017)

A maioria dos modelos experimentais envolvendo peritonite utiliza a inoculagdo de
solugdo fecal intra-abdominal, alternativamente alguns autores utilizam a perfuragdo do ceco
ou inoculacdo de pasta de tecido cecal na cavidade peritoneal de ratos. O objetivo ¢ mimetizar
a sepse polimicrobiana com sitio de infeccdo intra-abdominal similar a que ocorre na
populacdo humana. Entretanto os estudos nao utilizam animais idosos em suas metodologias’
(LEE et al., 2016; GADELHA et al., 2013)

A observacdo de que maioria dos estudos envolvendo animais de laboratorio nao
utiliza amostras de ratos idosos, vai ao encontro do fato de que a expectativa de vida dos
humanos vem aumentando. Estima-se que a media de idade, a depender do local de moradia,
bem como, da condicdo socioeconomica, ¢ de 80 anos de idade nos humanos. Os ratos vivem
em media 36 meses, podendo-se estabelecer uma relacdo de um dia de vida do rato para 30
dias de vida dos humanos. (QUINN et al., 2005; SENGUPTA et al., 2013)

Mascena et al, (2014) avaliaram a resposta do uso de meropenem em ratos Wistar de
idades crescentes apds indugdo de peritonite, porém antes de iniciar a terapéutica proposta, os
animais idosos ndo resistiram ao insulto infeccioso inicial da peritonite com 6mL/kg da
suspensdo fecal autogena a 10%, impedindo a comparacdo destes com os demais grupos de
animais jovens e adultos. O tratamento da peritonite fecal autdégena grave com dose tnica de
meropenem endovenoso (40mg/kg) alcangou bons resultados em ratos com seis e doze meses
de idade, mesmo considerando abscessos residuais em cavidades do abdome e torax.

Portanto, a produg¢do de modelo experimental com ratos Wistar idosos envolvendo

peritonite fecal autdgena pela inoculagdo de solugdo fecal em cavidade peritoneal continuava
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um desafio. As pesquisas envolvendo animais de laboratério devem incluir mais
frequentemente amostras de idade senil, visto que o objetivo final é translolacionar os
resultados obtidos para a populagdo humana que esta com expectativa de vida cada vez maior.

No presente estudo, inicialmente precisou-se determinar a dosagem adequada de
suspensdo a 10% de fezes para induzir peritonite fecal autdgena ndo letal em ratos machos
Wistar idosos. O monitoramento do grupo Piloto, com resultados de afericdo de peso diario
decrescente, a totalidade das hemoculturas positivas, bem como, a presenca de abscessos
abdominais e pulmonares, validou a dosagem de 4,0ml/Kg de solu¢do a 10% de fezes
administrada intraperitoneal, como forma adequada de produzir modelos de ratos Wistar
idosos com peritonite.Portanto, os resultados recomendam que experimentos laboratoriais
envolvendo indugdo de peritonite em ratos Wistar idosos, devam utilizar esta dosagem de
solucao fecal.

A sepse de foco intra-abdominal apresenta espectro de condi¢cdes que vao desde a
infeccdo localizada ndo complicada até a sepse sistémica grave com infec¢do peritoneal
generalizada. Os principios no manejo da sepse intra-abdominal complicada incluem
diagnostico rapido, usando técnicas de imagem adequadas, administragdo de antibidticos de
amplo espectro o mais breve possivel do diagndstico e reposi¢ao de liquido direcionado para
o objetivo.(LOGANATHAN et al., 2015)

A gestdo antimicrobiana complementar envolve um equilibrio delicado de otimizacao
da terapia empirica, a0 mesmo tempo em que reduz o uso desnecessario de antibidticos.
(COCCOLINI et al., 2017)

Apesar da terapia empirica com antibidticos esta associada a presenca de bactérias
multirresistentes, ndo se pode perder a janela de oportunidade para diagnosticar, ressuscitar e
iniciar um tratamento adequado. Recomenda-se que os antibidticos sejam administrados por
via intravenosa o mais rapido possivel, dentro da primeira hora de inicio da sepse, sempr
eutilizando-se de agentes de amplo espectro e com penetracdo adequada no sitio de infecgao.
(RHODES et al. 2017)

No presente estudo, quando se comparou o escore de morbidade entre os trés grupos
de animais, evidenciou-seque o grupo que recebeu a infusdo de meropenem mais
precocemente (6 horas) apresentou uma evolugdo clinica mais favordvel frente a peritonite,
com negativacdo de quase a totalidade das hemoculturas (80%), apesar de apresentarem
abscessos residuais intra-abdominais, que quando presentes se mostraram organizados e

devidamente bloqueados.
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Os animais que receberam a infusdo do antibidtico de forma tardia (12 horas) apods a
inducdo da peritonite, bem como, os animais que ndo receberam a intervengdo com
meropenem, desenvolveram abscessos multiplos e associados a peritonite purulenta difusa,
além de resultados laboratoriais com hemocultura predominantemente positiva.

Os resultados do presente estudo mostram que o uso do meropenem endovenoso
administrado precocemente interfere no desfecho da peritonite em ratos idosos, de forma a
diminuir conjuntamente o grau de morbidade e mortalidade, avaliadas por escore validado em
estudos anteriores desenvolvidos por Gadelha et al. (2013) e Mascena et al. (2014).

Os animais dos trés grupos avaliados demonstraram perda de peso inicial, porém o
grupo que recebeu precocemente infusdo venosa de meropenem apresentou recuperagao e
estabilizacdo do peso ao final do seguimento de 15 dias. Diferentemente, o grupo tratado
tardiamente desenvolveu uma curva decrescente de peso, de forma que ndo houve diferenca
significante quando comparado com o grupo de animais sem tratamento. Portanto, os
resultados apontam na dire¢do de que a infusdo precoce de meropenem endovenoso na
vigéncia de peritonite influencia positivamente na recuperacdo do peso frente ao insulto
infeccioso em idosos.

Portanto estudos envolvendo sepse e peritonite, principalmente em idosos, devem
insistir no desafio de estudar o desfecho clinico do uso precoce da terapia com antibidticos de

amplo espectro nesses pacientes.
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9 CONCLUSAO

O uso precoce de meropenem endovenoso em ratos idosos com peritonite fecal
autdégena induzida com 4mg/kg de solucdo fecal, estd associado ao conjunto de menor
morbidade e mortalidade quando comparado com animais ndo tratados ou tratados
tardiamente, mesmo considerando abscessos residuais em cavidade abdominal.

Os dados do presente estudo revelam a observagao provocativa, que o inicio empirico

(precoce) de antibioticoterapia endovenosa beneficiaria pacientes idosos com peritonite.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os resultados do uso de meropenem intravenoso na peritonite autdgena em
ratos 1dosos.

Métodos: Inicialmente, um piloto com 10 ratos Wistar com 18 meses de idade foi submetido
a indugdo de peritonite autdgena com 10% de suspensdo de fezes na dose de 4 ml / kg de rato
para produzir um modelo experimental de ratos idosos sépticos. Trinta ratos Wistar de 18
meses foram estratificados em trés grupos e receberam inducdo de peritonite fecal: grupo
Controle sem tratamento, grupo Estudo 1 e grupo Estudo 2, tratados com meropenem
intravenoso com uma dose Unica de 40 mg/kg de rato. O grupo Estudo 1 recebeu tratamento
apos seis horas de inducdo de peritonite e grupo Estudo 2 apds doze horas. Os animais que
sobreviveram foram seguidos por 15 dias, seguido de eutanazia.

Resultados: A morbidade e mortalidade avaliadas por escore previamente validado foi maior
para os grupos Controle e Estudo 2. O grupo Estudo 1 apresentou 80% de hemoculturas
negativas, apesar dos abscessos abdominais em quatro animais, enquanto o grupo Estudo 2
apresentou hemoculturas negativas em 60% dos animais, além de apresentar abscessos
multiplos associados a pus livre na cavidade abdominal e / ou tordcica. Nenhum dos animais
do grupo Estudo 1 (tratado precocemente) morreu, enquanto a mortalidade nos grupos
Controle e Estudo 2 foram respectivamente de 30% e 20%.

Conclusdes: O uso de meropenem intravenoso apds indugdo de peritonite fecal autdogena em
ratos idosos obteve melhores desfechos, resultando em um conjunto menor morbidade e
menor mortalidade, mesmo considerando os abscessos residuais na cavidade abdominal.

Descritores: Peritonite; Sepse; Envelhecimento; Idoso; Carbapenémicos; Ratos



Introducio

A sepse ¢ definida como uma
disfuncdo de oOrgdos que ameaga a vida,
causada por uma resposta desregulada do
hospedeiro frente a infecgio .

O desfecho desfavoravel frente a
sepse pode ser atribuido a condicao
inerente ao paciente, como por exemplo, a
idade, comorbidades ou a gravidade da
apresentacdo da doenca. 23 Embora a
idade sozinha nd3o seja decisiva para o
desfecho, deve reconhecer-se que pacientes
idosos correm alto risco de desfechos
adversos, incluindo a morte*.

Os pacientes acima dos 65 anos de
idade representam a maioria (60 a 85%) de
todos os episddios de sepse; de forma que
com o crescente envelhecimento da
populacdo, a incidéncia de sepse tende a
continuaraumentando’.

As infec¢des intraperitoneais que
afetam pessoas com idade de >65 anos sdo
de dificil de diagnéstico etiologico,
apresentacdo ndo habitual, gravidade
aumentada e com prognostico mais
reservado que em individuos jovens,
levando a quadros sépticos sistémicos.
Entretanto a maior parte da pesquisa
experimental com ratos Wistar para avaliar
sepse de foco abdominal e a resposta
terapéutica antimicrobiana ¢ conduzida
sem utilizar animais idosos® .

Ao induzir sepse de foco intra-
abdominal por ligadura e perfuragdo do
ceco em ratos Wistar jovens e adultos, a
fim de investigar os mecanismos de
coagulagdo  dependente @ da  idade;
observou-se taxa de mortalidade de 92%
para os animais adultos e apenas de 28%
entre os animais jovens'. Comparando
animais em diferentes idades expostos a
peritonite, observou-se que os animais em
idade  adulta  apresentaram  maior
morbidade a custa de alteragdes nas
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6) e
anti-inflamatorias (IL-5, IL-11) quando
comparados com animais jovens. Porém
nenhum desses estudos utilizou em sua
metodologia animaisidosos’.

70

Ao induzir peritonite autdogena em
ratos Wistar por inoculacdo de solugdo
fecal intraperitoneal, associado a ligadura
bilateral de cardtida (LBC) no intuito de
mimetizar a senescéncia de sistema
nervoso central, observou-se que a
morbidade e mortalidade de animais
jovens foram significativamente menores
do que em animais adultos com e sem
LBC. Nao houve diferenga na morbidade
ou mortalidade entre os 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 ¢ um fator
preditor independente de prognostico
frente ao desafio de sepse abdominal'.
Porem esse estudo ndo avaliou animais
idosos.

A maioria dos estudos envolvendo
animais de laboratorio ndo utiliza amostras
de ratos idosos, indo de encontro ao fato de
que a expectativa de vida dos humanos
vem aumentando. Estima-se que a media
de idade, a depender do local de moradia,
bem como, da condi¢ao socioeconomica, ¢
de 80 anos de idade nos humanos. Os ratos
vivem em media 36 meses, podendo-se
estabelecer uma relagao de 1 dia de vida do
rato para 30 dias de vida dos humanos'" 2.

O meropenem ¢ uma das melhores
e mais seguras opcdes para o tratamento
?gltimicrobiano da sepse de foco abdominal

Desenvolvendo uma linha de
pesquisa em infeccdo experimental e
envelhecimento, avaliou-se o resultado do
tratamento com meropenem para peritonite
autégena induzida em ratos Wistar com
idades jovem, adulta e senil. Os resultados
deste estudo, diferentemente dos estudos
citados anteriormente, mostraram que nos
grupos de animais jovens e adultos a
mortalidade e morbidade foram
semelhantes apds intervencdo com dose
unica de meropenem no sétimo dia apos a
inducdo da peritonite. Porém neste estudo
a dosagem de 6ml/kg de solucdo fecal
utilizada para inducdo de peritonite fecal
no grupo de animais idosos e, o tempo (07



dias) entre a indug¢do da peritonite e a
primeira intervengdo com o meropenem,
levaram a mortalidade de quase a
totalidade dos animais idosos, antes
mesmo da  intervencdo com O
meropenem'”,

Portanto, nenhum estudo
experimental até o momento, conseguiu
avaliar adequadamente a resposta do
meropenem intravenoso na peritonite fecal
autdgena em ratos Wistar idosos.

O presente estudo pretende
verificar se o tempo decorrido entre a
inducdo de peritonite fecal autdogena em
ratos Wistar idosos ¢ a administracao
intravenosa de meropenem, tem associacao
com o aumento da morbidade (alteragao de
peso, formacdo de abscessos intra-
abdominais e em cavidade toracica) e/ou
mortalidade desses animais. Portanto, com
esse estudo, esperamos contribuir para uma
melhor compreensdo de como se comporta
o meropenem frente a sepse de foco
abdominal, especialmente em idosos.

Meétodos

Foram incluidos 30 ratos machos
adultos Wistar (RattusNovergicus,
RodentiaMammalia) com 18 meses de
idade, sem qualquer doenga ou agravo
proveniente da col6nia de criagdo do
biotério da FCM- CG.

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

A solugdo produzida foi injetada na
cavidade intraperitoneal dos trinta ratos
Wistar de 18 meses de idade na dosagem
4,0ml/Kg de solugdo a 10% de fezes,
previamente determinada por grupo piloto,
sendo capaz de promover inducdo
peritonite com presenga de abscessos em
abdome e cavidade torécica.
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Os animais foram divididos em trés grupos
de 10 ratos machos (Controle, Estudo 1 e
Estudo 2) e submetidos a administracao de
Meropenem, via endovenosa, sempre na
dose de 40 mg/kg:

* O grupo Controle ndo recebeu a
dose de meropenem endovenoso
apos a inducado da peritonite,

* O grupo Estudo lrecebeu a dose de
meropenem endovenoso apds 06
horas da inducdo da peritonite

* O Estudo 2 recebeu a dose de
meropenem endovenoso apds 12
horas da indugdo da peritonite.

~

~

Estudo 2
(10 ratos Wistar)

= Indugio de
e
peritonite
Administracao
Administracio de de Meropenem
Meropenem intravenoso

intravenoso 40mg/kg 40mg/kg apo6s 12
horas da inducio

Controle
(10 ratos Wistar)

Estudo 1
(10 ratos Wistar)

Inducao de
peritonite

apo6s 06 horas da
inducio da da peritonite
peritonite

Figura 1 — fluxograma de estratégias de indugdo de
peritonite e tratamento entre os grupos

Os animais que sobreviverem até o

15° dia apds a inducdo da peritonite foram
eutanasiados com a  administracao
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:

Eutanasia

Acesso a
cavidade
abdominal

Coleta de
sangue para
hemocultura

Acesso a

cavidade
toracica

Figura 2 — fluxograma de estratégias apos eutanasia
ou morte

Ao acessar as cavidades abdominal
e tordcica procedeu-se o inventdrio e



inspe¢do procurando identificar abscessos,
aderéncias e outros sinais macroscopicos
de infec¢do, como pus livre na cavidade.
Foi realizada pun¢do da aorta abdominal
com agulha 30 x 1,5 mm e aspirado 2 ml
de sangue. Do aspirado 1,0 ml sera
desprezado e 1,0 ml injetado em solucdo
de hemocultura (Hemocult I Pediatrico,
Laborclin).

A bacterioscopia foi feita pelo
método Gram e se positiva foi seguida a
identificacdo bioquimica.

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'* '*.

Escore de Estratificacio da morbidade ¢
mortalidade dos animais

Escore 0 - animais que morreram de
choque séptico nas primeiras 24 horas apds
inducdo da peritonite fecal.

Escore 1 - animais que morreram entre 24
e 48 horas ap6s a inducdo da peritonite.
Escore 2 - animais que morreram entre 48
horas e oito dias ap6s a indugdo da
peritonite, com sinais clinicos 6bvios de
infeccdo grave.

Escore 3 - animais que morreram entre o
8° e 0 15° dia apos a inducdo da peritonite,
com sinais clinicos oObvios de infeccao
grave.

Escore 4 - animais que sobreviveram até o
15° dia, mas ainda  apresentam
hemocultura positiva, com sinais clinicos
moderados de infeccdo e, apoOs a eutanadsia,
apresentam abscessos dentro das cavidades
toracica e abdominal.

Escore 5 - animais que sobreviveram até o
15° dia apdés a indugdo da peritonite e
ainda apresentam hemocultura positiva,
sem sinais clinicos de infeccdo, mas, apds
a eutanasia, exibem abscessos dentro das
cavidades toracica e abdominal.

Escore 6 - animais que sobreviveram até o
15° dia apds a indugdo da peritonite fecal e
ainda tém hemocultura positiva, sem sinais
clinicos de infec¢do, e apOs a eutandsia
abscessos sdo observados apenas na
cavidade abdominal.
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Escore 7 - animais que sobreviveram até o
15° dia ap6s a indugdo da peritonite fecal,
mas com hemocultura negativa. Nao
apresentam sinais clinicos de infeccdo e,
apods a eutanasia, abscessos sdo observados
dentro das cavidades abdominal e toracica.
Escore 8 - animais que sobreviveram até o
15° dia ap6s a indugdo da peritonite fecal,
apresentam hemocultura negativa, e apos a
eutandsia abscessos sdo observados apenas
na cavidade abdominal.

Resultados

Os grupos Controle, Estudo 1 e
Estudo 2 apresentaram as médias de peso
no inicio do experimento de 402,5 + 24,2,
416,2 + 354 e 4103 + 23,0,
respectivamente, ndo havendo diferenca
entre as médias dos pesos entre os grupos,
de forma a ratificar a semelhanca da
amostra. (p=0,8469 - Kruskal Wallis)
(Tabela 1)

500
— 400
< 300 G —4=—Estudo 1
28 200 == Estudo 2
e 100 Controle
0

D1 D5 D10 D15
Dia

Figura 3 — Evolugdo do peso dos animais durante o
seguimento

A afericdo didria dos pesos dos
animais mostrou um comportamento
semelhante para os grupos Controle e
Estudo 2, com perda inicial do peso mais
intensa ao redor do 10° dia apos indugéo de
peritonite, sem recuperacdo nos demais
dias de seguimento; enquanto o grupo
Estudo 1 apresentou discreta perda de peso
entre o 1° ¢ 3° dias de evolugdo apds
peritonite, com estabilizacdo  desses
valores de peso durante os demais dias de
seguimento. Comparando a medias de peso
dos ratos do grupo Estudo 1, no inicio (D1)
e apos 15 dias da indugdo da peritonite
(D15), nao houve variacdo significativa



(p=0,3027). Diferentemente dos resultados
paraos grupos Controle e Estudo 2,
mostraram que houve uma perda de peso
significativa apds 15 dias da inducdo da
peritonite. (p=0,0156 e p=0,0187).

Controle

500-

450+ .
Sa] —f—
o [ ] ° (Rd
o y - [
Wl 350+ i

300+ ¢

250 T T

N RS
¥ ¥
P =0,0156

Figura 4- Comparacdo das medias de peso do
grupo Controle no inicio e no final do estudo

Estudo 1

550+
500+

2 450+

i
o 400

350+

300 T T
N s
Q '
p =0,3027
Figura 5- Comparacdo das medias de peso do
grupo Estudo 1 no final do estudo
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Media de peso
Antes da Ao Final P<0,05
Inducio da do
Peritonite(g) Estudo
(8)
Controle 402 £242 368 + p=0,0156
28,6
Estudo 4162 +354 408 + P=0,3027
1 31,5
Estudo 4103 +230 3755+ p=0,0187
2 348

TABELA 1 — Comparacdo entre a média de
peso inicial e no final do seguimento em cada

grupo.

Estudo 2
500~
450' _'._
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3 4001 e 1.
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Figura 6— Comparacdo das medias de peso do
grupo Estudo 2 no inicio e no final do estudo

No grupo Controle, trés dos
animais morreram entre o terceiro e quarto
dia ap6s a indugdo de peritonite autdogena,
enquanto no grupo Estudo 2, dois animais
morreram entre o 10° e 13° dias de
seguimento. Nenhum dos ratos do grupo
Estudo 1 morreu durante o seguimento.

Ao avaliarmos os achado nas cavidades
abdominal e tordcica, observamos as
seguinte alteragdes: peritonite difusa com
pus livre em cavidade abdominal (figura
7); multiplos abscessos em mesentério e
alcas intestinais (figura 8); abscesso
abdominal bloqueado (figura 9); abscessos
no figado; abscesso roto em abdome;
abscesso hepatico (figura 10); multiplos
abscessos pulmonares e cardite purulenta



(figura 11); auséncia de abscessos
abdominais e/ou torécicos.

No grupo Controle observou-se que nove
animais (90%), apresentavam alteragdes
em cavidade abdominal, sendo que destes,
quatro  (40%) apresentavam-se  com
peritonite difusa. No grupo Estudo 1,
metade dos ratos (50%) ndo apresentava
abscessos em nivel de cavidade abdominal
e nove (90%) ndo apresentavam alteragdes
infecciosas em cavidade toracica.

Figura 7 — Peritonite difusa com pus livre em

abdome associada a infec¢do em cavidade toracica
(Estudo 2)

wdl

Figura 8 — Multiplos abscessos em mesentério e
alcas intestinais (Controle)
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Figura 9 — Abscesso blo
(Estudo 2)

queado intra-abdominal

Figura 11 - Ml’lltiploash abscessos pulmonares e
cardite purulenta (Estudo 2)

A média dos escores de morbidade
do grupo Controle, Estudo 1 e Estudo 2
foram respectivamente: 3,6 = 1,18; 8,7 +
1,41 e 6,3 = 2,54 havendo diferenca
significante entre as médias. (Kruskal-
Wallis p=0,0002) (Tabela 2)

Os resultados do grupo Estudo 1
mostraram-se mais expressivos quando
comparados aos dos grupos Controle,



tendo havido diferenca estatisticamente
significante entre os escores de morbidade.
(teste de Dunn - p=0,0001) (Tabela 3). Os
achados do grupo Estudo 2 evidenciam
clinicamente maior morbidade quando
comparados com o grupo Estudo 2, porém
ndo foi estatisticamente significante. (pds
teste de Dunn - p=0,1403)

Tabela 2 — Resultado das médias dos
escores em cada grupo

Media do p<0,05
escore
Controle 3,6+1,18
Estudo 1 87+1,41 *p=0,0002
Estudo 2 6,3 +2,54

Fonte: (autor) *Kruskal-Wallis = 17,08

Tabela 3— Comparagao entre o escore de
morbidade e mortalidade em cada grupo.

Teste de multiplas p<0,05
comparacoes
Controle vs. Estudo 1 p=0,0001
Controle vs. Estudo 2 p=0,0963
Estudo 1 vs. Estudo 2 p=0,1403

Fonte: (autor)

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 (80%)
dos animais do grupo Estudo 1 (P=0,002
ANOVA). No grupo estudo 2, tratado
tardiamente, seis ratos (60%)
permaneceram com hemoculturas positivas
a época da eutanasia.

Discussao

O intestino ¢ um possivel sitio de
infecgdes sistémicas, principalmente pela
translocagdo bacteriana a partir da
deterioracdo da  barreira  intestinal.
Inicialmente acontece uma alteracao na
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mucosa, que pode dar-se por patologias
como apendicite, colecistite, diverticulite
ou doenca inflamatoéria intestinal. Portanto
o agente causador das infec¢des intra-
abdominais, esta diretamente relacionado
com o 6rgdo sitio da infeccdo e a flora
microbiana intraluminal"”,

A maioria dos modelos
experimentais envolvendo peritonite utiliza
a inoculacdo de solucao fecal intra-
abdominal, alternativamente alguns autores
utilizam a perfuragdo do ceco ou
inoculacdo de pasta de tecido cecal na
cavidade peritoneal de ratos. O objetivo ¢
mimetizar a sepse polimicrobiana com
sitio de infeccdo intra-abdominal ocorrida
na populacdo humana. Entretanto os
estudos ndo utilizam animais idosos em
suas metodologias'® '°.

Avaliando a resposta do uso de
meropenem em ratos Wistar de idades
crescentes apos inducdo de peritonite,
antes de iniciar a terapéutica proposta, os
animais idosos ndo resistiram ao insulto
infeccioso inicial da peritonite com 6ml/kg
da suspensdo fecal autdogena a 10%,
impedindo a comparagdo destes com os
demais grupos de animais jovens e adultos.
O tratamento da peritonite fecal autdgena
grave com dose uUnica de meropenem
endovenoso (40mg/kg) alcangou bons
resultados em ratos com seis e doze meses
de idade, mesmo considerando abscessos
residuais em cavidades do abdome e
torax'*.

Portanto a producdo de um modelo
experimental com ratos Wistar idosos
envolvendo peritonite fecal autdégena pela
inoculacdo de solucdo fecal em cavidade
peritoneal continuava um desafio. As
pesquisas  envolvendo  animais  de
laboratorio devem incluir mais
frequentemente amostras com idade senil,
visto que o objetivo final ¢ translacionar os
resultados obtidos para a populagdo
humana que esta cada vez mais
envelhecida.

No presente estudo, inicialmente
precisou-se determinara dosagem
adequada de suspensdo a 10% de fezes



para induzir peritonite fecal autdgena ndo
letal em ratos machos Wistar idosos. O
monitoramento do Grupo Piloto, com
resultados de afericdo de peso didrio
decrescente, a totalidade das hemoculturas
positivas, bem como, a presenca de
abscessos abdominais e pulmonares,
validou a dosagem de 4,0ml/Kg de solugdo
a 10% de  fezes  administrada
intraperitoneal, como forma adequada de
produzir modelos de ratos Wistar idosos
com peritonite. Portanto os resultados
recomendam que experimentos
laboratoriais envolvendo a inducdo de
peritonite em ratos Wistar idosos, devem
ser promovida com essa dosagem de
solucao fecal.

A sepse de foco intra-abdominal
apresenta um espectro de condi¢des que
vao desde a infeccdo localizada nao
complicada até a sepse sistémica grave
com infec¢do peritoneal generalizada. Os
principios no manejo da sepse intra-
abdominal complicada incluem
diagnoéstico rapido usando técnicas de
imagem adequadas, administragdo de
antibioticos de amplo espectro o mais
breve possivel do  diagnéstico e
ressuscitagdo de liquido direcionado para o
objetivo'.

Apesar da terapia  empirica
antibiotica esta associada a presenga de
bactérias multirresistentes, ndo se pode
perder a janela de oportunidade para
diagnosticar, ressuscitar e iniciar um
tratamento adequado. Recomenda-se que
os antibioticos sejam administrados por via
intravenosa o mais rapido possivel, dentro
da primeira hora de inicio da sepse, sempre
utilizando-sede agentes de amplo espectro
e com penetragdo adequada no sitio de
infecgdo'®?!

No presente estudo, quando se
comparou o escore de morbidade entre os
trés grupos de animais, evidenciou-se que
o grupo que recebeu a infusdo de
meropenem mais precocemente (6 horas)
apresentou uma evolu¢do clinica mais
favoravel frente a peritonite, com
negativacdo de quase a totalidade das
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hemoculturas (80%), apesar de
apresentarem abscessos residuais intra-
abdominais, que quando presentes se
mostraram organizados e devidamente
bloqueados.

Os animais que receberam a
infusdo do antibidtico de forma tardia (12
horas) apds a indugdo da peritonite, bem
como, 0s animais que ndo receberam a
intervencao com meropenem,
desenvolveram abscessos multiplos e
associados a peritonite purulenta difusa,
além de resultados laboratoriais com
hemocultura predominantemente positiva.

Os resultados do presente estudo
mostram que o uso do meropenem
endovenoso administrado precocemente
interfere no desfecho da peritonite em ratos
idosos, de forma a diminuir conjuntamente
o grau de morbidade e mortalidade
avaliadas por escore validado em estudos
anteriores10, 14.

Os animais dos trés grupos
avaliados demonstraram perda de peso
inicial, porém o grupo que recebeu
precocemente  infusdo  venosa  de
meropenem apresentou recuperacdo e
estabilizacio do peso ao final do
seguimento de 15 dias. Diferentemente, o
grupo tratado tardiamente desenvolveu
uma curva decrescente de peso, de forma
que ndao houve diferenga significante
quando comparado com o grupo de
animais sem tratamento. Portanto, os
resultados apontam na direcdo de que a
infusdo precoce de meropenem
endovenoso na vigéncia de peritonite
influencia positivamente na recuperacao do
peso frente ao insulto infeccioso em
1dosos.

Todos os animais tratados
precocemente com meropenem
sobreviveram até o décimo quinto dia de
seguimento. No grupo que recebeu a
dosagem venosa do antimicrobiano
tardiamente, ocorreram duas mortes (20%),
enquanto no grupo ndo tratado a
mortalidade foi de 30% dos animais.
Embora nao tenha havido diferenca
estatisticamente significante na curva de



sobrevida entre os grupos, podemos
destacar uma tendéncia de aumento na
sobrevida para os animais idosos que
receberam precocemente a dosagem de
meropenem endovenoso.

Portanto estudos envolvendo sepse
e peritonite, principalmente em idosos,
devem insistir no desafio de estudar o
desfecho clinico do uso precoce da terapia
com antibiodticos de amplo espectro nesses
pacientes.

Conclusao

O uso precoce de meropenem
endovenoso em ratos idosos com peritonite
fecal autogena induzida com 4mg/kg de
solucdo fecal, esta associado a menor
morbidade e  mortalidade  quando
comparado com animais ndo tratados ou
tratados tardiamente, mesmo considerando
abscessos  residuais em  cavidade
abdominal.

Os dados do presente estudo
revelam a observacdo provocativa, que o
inicio empirico (precoce) de
antibioticoterapia endovenosa beneficiaria
pacientes idosos com peritonite.
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ANEXOS
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