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RESUMO

As fluoroquinolonas sao freqientemente usadas na medicina humana e veterinaria
para tratamento e prevencdo de doencas do trato respiratorio, digestivo e urinério.
Dentro deste grupo podemos destacar a enrofloxacina, um farmaco que apresenta
um elevado espectro de atividade frente bactérias Gram positivo e Gram negativo.
Sabe-se que as fluoroquinolonas tém a propriedade de atravessar a placenta
podendo ter efeitos adversos no feto em desenvolvimento, principalmente se
levarmos em consideracdo que mais da metade das gestacdes ndo séo planejadas,
e assim, um grande namero de mulheres pode ser potencialmente expostas a estes
farmacos durante o primeiro trimestre de gravidez. No entanto, oS mecanismos
desses efeitos adversos ainda sdo desconhecidos. Assim, a presente pesquisa teve
como objetivo avaliar o efeito da enrofloxacina em ratas prenhas no
desenvolvimento da placenta e da prole. A enrofloxacina (Baytril®) foi administrada
na dose de 5 mg/kg, diariamente, via intramuscular, durante toda a gestacdo. As
placentas foram  analisadas  morfologicamente, = morfometricamente e
imunohistoquimicamente aos sete, quatorze e vinte dias de prenhez. Os resultados
mostraram que no grupo tratado houve reducdo significativa do nimero de sitios de
implantacdo, do peso e area total do disco placentario aos quatorze e vinte dias de
desenvolvimento, e alteragcdes quantitativas nos elementos constituintes das
camadas do labirinto, trofospongio e células trofoblasticas gigantes da placenta. N&do
foram observados nenhum indicio de malformac¢é@o na cabeca, tronco e membros
dos neonatos. No entanto, houve uma reducao significativa no nimero e peso dos
neonatos no grupo tratado com a enrofloxacina em relacdo ao controle, porém sem
afetar o seu comprimento. N&o houve alteracdo na andlise histoquimica, porém, o
teste de TUNEL mostrou atividade apoptética mais intensa apenas nas placentas
com 14 dias de desenvolvimento do grupo tratado em relacdo ao controle. Com isso
concluimos que a enrofloxacina quando administrada na dosagem de 5 mg/kg
durante prenhez em ratas interfere no desenvolvimento placentario, por alterar os
elementos constituintes da placenta e aumentar a apoptose no terco meédio da

gestacgdo, tendo como reflexo a redugcdo no nimero e peso dos neonatos.

PALAVRAS-CHAVE: Enrofloxacina, prenhez, desenvolvimento placentario,

desenvolvimento fetal, reproducéao.
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ABSTRACT

Fluoroquinolones are frequently used in human and veterinary medicine for
treatment and prevention of disease respiratory tract, digestive and urinary. Within
this group we can highlight the enrofloxacin, a drug that presents a wide spectrum of
activity against Gram positive and Gram negative. It is known that fluoroquinolones
are the property of crossing the placenta and may have adverse effects on the
developing fetus, especially when you consider that more than half of pregnancies
are unplanned, and thus a large number of women may be exposed to potentially
these drugs during the first trimester of pregnancy. However, the mechanisms of
these adverse effects are still unknown. Thus, the present study was to evaluate the
effect of enrofloxacin in pregnant rats on placental development and offspring.
Enrofloxacin (Baytril ®) was administered at a dose of 5 mg / kg daily intramuscular
throughout pregnancy. The placentas were analyzed morphologically,
morphometrically and immunohistochemical tests for seven, fourteen and twenty
days of pregnancy. The results showed that the treated group there was significant
reduction in the number of implantation sites, weight and placental total area of the
disk at fourteen and twenty days of development, and quantitative changes in the
constituents of the layers of the labyrinth, trophoblastic giant cells and trofospongio of
the placenta. There were observed no evidence of malformation in the head, trunk
and limbs of neonates. However, there was a significant reduction in the number and
weight of neonates in enrofloxacin-treated group compared to control, but without
affecting its length. There was no change in the histochemical analysis, however, the
TUNEL test showed stronger apoptotic activity in the placentas with only 14 days of
development in the treated group compared to control. With this we conclude that
enrofloxacin when administered at a dose of 5 mg/kg in rats during pregnancy
interferes with placental development by altering the constituents of the placenta and
increase apoptosis in the middle third of pregnancy, and reflecting the reduction in

the number and weight of neonates.

KEYWORDS: Enrofloxacin, pregnancy, placental development, fetal development,

reproduction.
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1. INTRODUCAO

As quinolonas, também referidas como 4 quinolonas, acido carboxilico
quinoldnico ou fluoroquinolonas séo antibidticos sintéticos comumente usados em
humanos e medicina veterinaria (SHEN et al., 2004). Sdo drogas bactericidas que
apresentam um espectro de atividade que depende de sua concentracao
(SARASOLA et al., 2002; ALIABADI; LEE, 2003). As de uso clinico, tem uma
estrutura formada por dois anéis, com um nitrogénio na posicdo 1, um grupo
carbonila na posicdo 4 e um grupo carboxila na posi¢cdo 3 (ALOS, 2003). Sio
freqientemente usadas nas infeccbes dos sistemas urogenital, respiratorio e

digestivo em gado, ovinos e galinha caipira (HUEBSCHLE et al., 2006).

Distribuem-se amplamente pelo organismo alcangcando altas concentragdes na
urina, rins, bilis, tecido prostatico, ossos e pulmao (CIRO; LESLY, 2002). Também
alcancam niveis satisfatorio no meio intracelular, pelo qual tem acéo contra diversos
organismos intracelulares (O'DONNEL; STEVEN, 2000). O tempo de meia vida varia
entre trés a quinze horas e sua eliminacéo varia de acordo com o agente, no entanto
a maioria é eliminada por via renal (CIRO; LESLY, 2002). S&o bem absorvidos apds
administracdo oral, com moderada a excelente biodisponibilidade (HOOPER, 2001;
OLIPHANT; GREEN, 2002).

As fluoroquinolonas agem inibindo a topoisomerase IV em bactérias Gram
positivas e a topoisomerase Il nas Gram negativas, também conhecida por DNA-
girase, que apresenta as mesmas funcdes da topoisomerase IV (DRLICA et al.,
2008). As quinolonas sdo classificadas em geracdes, cada uma com distintas
indicagdes e distintos espectros de acdo antimicrobiana. Conforme as geracdes vao
avancando, se amplia o espectro contra germes intracelulares e Gram positivos,
chegando hoje em dia até a quarta geracdo para cobrir anaerdbios (O'DONNEL;
STEVEN, 2000).

A literatura relata que as fluoroquinolonas tém a propriedade de atravessar a
placenta (GIAMARELLOU et al.,, 1989; KIM et al., 2003) podendo ter efeitos
adversos no feto em desenvolvimento, embora isto ndo tenha sido demonstrado em
seres humanos. O uso das fluoroquinolonas tem aumentado na ultima década
(GOOSSENS et al., 2005; LINDER et al., 2005; FERECH et al., 2006), sendo

bastante utilizadas nas infecgbes do trato urinario (ITU), pois atingem maior
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concentragdo nos tdbulos renais. A ITU é uma das complicacbes médica mais
comum da gestacdo, levando a um quadro clinico conhecido por bacteriaria
gestacional, devido as mudancas anatémicas e fisiologicas que ocorrem no sistema
urinario durante este periodo (APPROBATO et al., 2000).

Alguns estudos com o uso das fluoroguinolonas demonstraram efeitos
adversos quando administrado durante a gestagdo. Linseman; Hampton; Branstetter
(1995) trataram camundongos com ciprofloxacina, 50 e 200 mg/kg/dia, e acido
pipemidico, 50, 400 e 3.150 mg/kg/dia. Os grupos tratados na dose de 200
mg/kg/dia de ciprofloxacina durante cinco dias ou com acido pipemidico (400 e 3.150
mg/kg/dia) durante sete dias tiveram maior incidéncia de lesbes articulares como
perda dos condrécitos, degeneracdo da matriz e erosdo da cartilagem articular que
0s camundongos tratados com acido pipemidico (400 mg/kg/dia) durante 14 dias,
sugerindo a possibilidade de uma reversibilidade das les6es a medida que o tempo
de tratamento se prolonga.

Approbato et al. (2000) administrando ciprofloxacina em ratas, nas dosagens
de 50 e 100 mg/kg durante os setes primeiros dias de prenhez observaram
alteracdes no peso e no reflexo dos filhotes nos primeiros dias de vida. Kim et al.
(2000, 2004) relataram que fluoroquinolona DW-16 ndo sO & maternalmente e
embriologicamente téxica, mas também teratogénica em ratos. Neste estudo, a
administracdo de DW-16 durante o periodo organogénico resultou na diminuicao do
peso corporal e da ingestdo de alimento, aumentou a taxa de reabsorcéo fetal,

reduziu o peso fetal e da placenta e elevou a incidéncia de malformacoes.

A administracdo oral de moxifloxacina em ratas, na dosagem de 500mg/kg, até
0 parto resultou em um periodo de gestacdo prolongada, aumentou a mortalidade
pos-natal e reduziu o peso das crias (VON, KEUTZ;, SCHLUTER, 1999). Ao
contrario, quinolonas como norfloxacina, levofloxacina, e sparfloxacina néo
induziram perceptiveis efeitos toxicos na gestacao e no parto de ratas, nem no

desenvolvimento pos-natal e crescimento dos filhotes. (TAKAYAMA et al., 1995).

As fluoroquinolonas ndo sao drogas de primeira escolha na gestacdo de
mulheres (VALLANO; ARNAU, 2009), no entanto, levando-se em consideracao que
mais da metade das gestacdes nao sao planejadas, um grande numero de mulheres

pode ser potencialmente expostas a estes farmacos durante o primeiro trimestre de
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gravidez (BAR-OZ et al., 2009). Por isso, grandes esfor¢os tém sido realizados para
desenvolver novas fluoroquinolonas antibioticoterapia com melhores propriedades

farmacocinéticas e perfis de seguranca (BAR-OZ et al., 2009).

Launay et al. (2009) relataram que as fluoroquinolonas atravessam a placenta
em uma baixa extensdo, e que essa restricdo pode ser devido a diminuicdo da
difusdo passiva e ou extrusao da placenta por transportadores, fazendo com que 0s
substratos das fluoroquinolonas sejam transportados pela placenta (ALVAREZ et al.,
2008). Efeitos adversos decorrente do uso das fluoroquinolonas durante a gestacao
foram relatados, caracterizando-se principalmente pela ocorréncia de producgéo de
artropatias em animais jovens. Os filhotes s@o especialmente sensiveis para

desenvolver lesGes na cartilagem devido a esta droga (NAGAI et al., 2002).

As fluoroquinolonas também séo frequentemente usadas na pecuéria para
tratamento e prevencao de doencas (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006), dentre
elas podemos destacar a enrofloxacina, desenvolvida em 1980, € um farmaco que
apresenta um elevado espectro de atividade frente as bactérias Gram positivo e
Gram negativo e Pseudomonas aeruginosa bactéria altamente resistente a
antibiéticos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Este farmaco é amplamente
utilizado em infeccbes do trato urinério, respiratorio e gastrointestinal além de
infeccdes da pele, ossos, articulagdes e otites (GANIERE; MEDAILLE; ETORE,
2004; MARTINEZ; MCDERMOTT; WALKER, 2006; MARIN et al., 2007).

A enrofloxacina é uma fluoroquinolonas desenvolvida para uso exclusivo na medicina
veterinaria. E um derivado do &cido carboxilico com ag&o antimicrobiana, através da
inibicdo da DNA girase (VANCUTSEM; BABISH; SCHWARK,1990). No organismo
de mamiferos e em de outras espécies a enrofloxacina € de-etilada a ciprofloxacina,
um metabdlito que contribui para a atividade do medicamento (KAARTINEN et al.,
1995, 1997; ANADON et al., 1999; INTORRE et al., 1997; GARCIA et al., 1999).

Muitas fluoroquinolonas ndo sdo atualmente recomendadas para criancas e mulheres
gestantes, por causa de possiveis efeitos adversos sobre a cartilagem articular, além da
reproducéo e desenvolvimento de embrides observados em estudos experimentais com ratos e
aves, respectivamente (KIM et al., 2004). No entanto, h& poucos trabalhos que abordem

os efeitos da enrofloxacina na reproducédo. Assim, este trabalho teve o objetivo de
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avaliar morfometricamente, imunohistoquimicamente e histologicamente, a placenta,

de ratas tratadas com enrofloxacina durante a prenhez.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histérico dos antibioticos

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010). Podem ser classificados como bactericidas, quando causam a morte
da bactéria, ou bacteriostatico, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano (WALSH, 2003).

Apds a segunda metade do século XIX, cientistas como Robert Koch
identificaram micro-organismos responsaveis por doencas como tuberculose, colera
e febre tiféide. Nessa época, as pesquisas tinham por objetivo a busca de
substancias quimicas que apresentassem atividade antibitica (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010). O pesquisador Paul Ehrlich, foi responsavel pelo
conceito primario de que uma substancia quimica poderia interferir com a
proliferacdo de micro-organismos em concentracfes tolerdveis pelo hospedeiro
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Em 1910, Ehrlich desenvolveu o primeiro
antibiotico de origem sintética, salvarsan (WALSH, 2003), usado contra a sifilis.
Poucos avancos foram conseguidos nos vintes anos seguintes até a introducao da
proflavina em 1934 (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010), amplamente utilizada
na Segunda Guerra Mundial em feridas profundas, contudo, ela era muito téxica

para ser utilizado em infeccfes sistémicas.

Gerhard Domagk em 1935 descobriu o vermelho de prontosil, que apresentava
acdo contra espécies de Streptococcus.(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).
Este pro- farmaco originou uma nova classe de antibiéticos sintéticos, as sulfas ou
sulfonamidas (WRIGHT, 2005), a primeira classe de agentes contra infec¢des
sistémicas no comeco dos anos 1940 (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

O grande marco na descoberta de antibioticos ocorreu em 1928 com Alexander
Fleming (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010), com a penicilina (PROJAN;
SHLAES, 2004), a qual apresentava atividade superior a das sulfas. Como

consequéncia da segunda guerra mundial os processos de industrializacdo da

16



penicilina avancaram e o interesse na descoberta e desenvolvimento de novos
antibiéticos (PROJAN; SHLAES 2004).

Entre os anos de 1940 e 1960 foram descobertos varios antibioticos de origem
natural de microrganismos entre eles a estreptomicina (NUSSBAUM, et al., 2006) a
eritromicina (SUAREZ; GUDIOL, 2009) o cloranfenicol (DURANTE-MANGONI et al.,
2009) entre outros. Nas décadas de 60 e 80 foram introduzidos os semi-sintéticos,
obtidos a partir de prototipos naturais de microbianos (FERNANDES, 2006). Entre
1980 e 2000 os antibidticos foram obtidos por processos genémicos e por triagens
de colecbes de compostos e também foi introduzido as fluoroquinolonas sintéticas
na metade dos anos de 1980 (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008). Em 2001, foi
introduzido no mercado apenas um Unico antibiotico de origem sintética a linezolida
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

2.2 O uso de antibidticos na gestacao

A prescricdo de farmacos durante a gestacdo € um tema vinculado
diretamente com a saude publica devido aos problemas que ja causaram a
administracdo de talidomida e o dietilestilbestrol (PONSA; VICENS, 2005). Os
obstetras tem mudado de opinido nos ultimos anos: De uma atitude negativa e de
maxima cautela, para uma de enfoque mais permissivo. Tudo isso se deve ao
melhor conhecimento das mudancas farmacodindmicas durante a gestacdo e o0s
efeitos dos farmacos sobre os fetos (BOSSENS, 2001).

A administracao de antibiéticos durante a gravidez causa varias preocupacoes
aos médicos e aos pacientes, devido ao risco para o feto, uma vez que o tratamento
ndo deve comprometer a gravidez nem causar dano ao feto (MYLONAS, 2011).
Além disso, varios relatos tém levantado alguma preocupacdo sobre o uso de
tratamento com antibioticos durante a gravidez, por exemplo, a eritromicina foi
associada com estenose pilérica em criangcas (MAHON; ROSENMAN; KLEIMAN.
2001). No entanto, de acordo com estudos recentes, a grande maioria dos
antibidticos ndo causa danos graves ao feto se usado e dosado corretamente
(NAHUM; UHL; KENNEDY, 2006; HASS; MASCHMEYER, 2008). Em termos de
obstetricia, o sucesso do resultado é o tratamento precoce das infeccdes
((MYLONAS, 2011).

17



Na gestacdo, sdo produzidas uma série de trocas fisiologicas que afetam a
cinética dos farmacos (PONSA; VICENS, 2005). Entre elas, estdo a funcéo
gastrointestinal. A alta concentracdo de progesterona induz a reducédo da motilidade
gastrointestinal e a um aumento do fluxo sanguineo no intestino afetando a absorc¢éo
gastrica e intestinal. Essas modificacdes podem afetar (aumentar, diminuir ou ndo) a
absorcao oral da droga e, portanto sua biodisponibilidade (QASQAS et al., 2004;
PONSA; VICENS, 2005;). A hemodinamica, alterando a quantidade de agua no
corpo, assim como a distribuicdo e eliminacdo de farmacos. O total de agua do
corpo aumenta como resultado da expansdo intra e extravascular levando a
modificagcdes no volume de distribuicdo de drogas polares (CARLIN; ALFIREVIC.
2008). Além disso, modificacBes na eliminacdo renal e hepatica e na concentracao
de proteinas plasméaticas e acidos graxos livres que interferem no transporte dos
farmacos (PONSA; VICENS, 2005;).

Efeitos farmacoldgicos das drogas estédo relacionados com sua concentracao
no sitio de acdo (REBUELTO; LOZA, 2010). Baixas doses podem ocasionar perdas
terapéuticas ao contrario, altas doses podem produzir efeitos toxicos (REBUELTO;
LOZA, 2010). Os defeitos congénitos se situam ao redor de 3% de todas as
gestacoes. Delas, 65-70% séo de origem desconhecida e somente 2-3% tem como
causa a administracdo de farmacos (PONSA; VICENS, 2005;).

A gestacdo pode melhorar a biotransformacdo das drogas por dois
mecanismos. aumentando o acesso da droga para o seu local de metabolismo,
particularmente o figado e aumentando a atividade do sistema enzimatico,
especialmente o hepético citocromo P-450(CYP) (REBUELTO; LOZA, 2010). A
diminuicdo da ligacdo a proteinas do plasma devido a hipoalbuminemia relacionada
a gestacdo podem aumentar a metabolizacdo de drogas de baixas extracéo
hepética, enquanto que o aumento do fluxo sanguineo hepético pode aumentar a
biotransformacdo de drogas de alta extracdo hepética. A atividade de algumas
drogas metabolizadas por enzimas pode ser afetada, ou aumentando ou diminuindo,
pela acdo dos esterdides sexuais progesterona e estradiol (REBUELTO; LOZA,
2010).

Os antimicrobianos que podem ser empregados sem risco durante a gestacao

sdo os betalactamicos e os macrolideos. As penicilinas tem sido os antibiéticos mais
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utilizados durante a gravidez. A ampicilina e amoxilina (penicilinas de amplo
espectro) tem absorcao oral mais baixa e sua eliminagdo mais rapida quanto menor
o tempo de gestacdo (ASSAEL et al., 1979) devendo por isso ser administrado com
doses maternas mais altas e maior frequéncia de administracdo, com o objetivo de
se conseguir doses efetivas no liquido amniotico(PHILIPSON, 1981), outras drogas
utilizadas sé&o as cefalosporinas, a eritromicina, espiramicina a clindamicina e a

vancomicina.

Ao contrario, os antimicrobianos que devem ser proibidos ou ao menos
indicados com cautela durante a gestacdo sdo: as tetraciclinas, os fenicdis por
causarem efeitos teratogénicos e malformagdes respectivamente (TOAF; DAVID
1966; WEISS; GLAZKO; WESTON, 1960), os aminoglicosideos pela sua
ototoxicidade e efeitos sobre o crescimento 6sseo (SNIDER et al., 1980), as
sulfonamidas os nitrofuranos, os imidazoles e as quinolonas na qual se detectaram

alteracOes articulares e retardo no crescimento(PONSA,; VICENS, 2005;).

2.3 Classificacao das quinolonas

As quinolonas séo classificadas em geragcbes, cada uma com distintas
indicagOes e distintos espectros de acdo antimicrobiana. Conforme as geracdes vao
avancando, se amplia o espectro contra germes intracelulares e Gram positivos,
chegando hoje em dia até a quarta geracdo para cobrir anaerdbios (O'DONNEL;
STEVEN, 2000).

A primeira geracdo compreende as quinolonas originais composta desta forma
pelos &cidos nalixidico, oxolinico, pipemidico e cinoxacino. Essas moléculas foram
associadas com pobre biodisponibilidade oral, limitada distribuicdo dentro dos
sistemas de tecido e um espectrum de atividade limitada para Escherichia coli e
varios outros organismos Gram-negativo (MARTINEZ; MCDERMOTT; WALKER,
2006).

As quinolonas de segunda geracdo se caracterizam fundamentalmente pela
presenca constante do fllor na posicdo seis e do metil piperazina na posicéo sete do
antimicrobiano (CIRO; LESLY, 2002). Exibem aumento da atividade antibacteriana
contra Enterobacteriaceae e outras bactérias Gram-negativas assim como

Pseudomonas aeruginosa e alguma atividade contra certos cocos Gram-positivos.
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Mudancas estruturais associadas com a segunda geracdo aumentaram sua
biodisponibilidade oral e seu sistema de distribuicdo. As quinolonas desta categoria
sdo norfloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacina, danofloxacina, difloxacina e
marbofloxacina (MARTINEZ; MCDERMOTT; WALKER, 2006).

A terceira geracao exibe aumento da atividade contra bactérias Gram-positivas,
anaerobias e micobactérias. Ela também exibe excelente biodisponibilidade oral e foi
associada com um prolongado tempo de meia-vida, boa distribuicdo nos tecidos, alta
atividade antimicrobiana, excelente propriedades farmacocinética, baixa perda de
proteinas e relativamente menos efeitos colaterais (PEREZ et al., 2002; MARTINEZ;
MCDERMOTT; WALKER, 2006). Essa geracdo de fluoroquinolonas tem baixa
toxicidade no sistema nervoso central e exibe menor interacdo com o sistema
citocromo P450 (BALL, 2000). Essa categoria inclui orbifloxacino, levofloxacino,
sparfloxacina e grepafloxacina (MARTINEZ; MCDERMOTT; WALKER, 2006).

As quinolonas de quarta geragdo ampliaram seu espectro sobre anaerodbios e
germes atipicos, que permitem utiliza-las em infec¢cdes polimicrobianas como as
abdominais e ginecolégicas. Elas incluem garenofloxacina, gatifloxacina,
moxifloxacina e trovafloxacina retirada do mercado em 1997 por ter produzido
hepatite fulminante e morte em muitos pacientes (TRUCCO, 2000; CATHERINE;
GARY, 2002). Tem boa disponibilidade e penetracdo nos tecido respiratério e nos
fluidos, com tempo de meia vida de doze horas, podendo ser administrados em uma
Unica dose diaria (CAIERAO et al., 2004).

2.4 Quinolonas na gestacgéo

As fluoroquinolonas sdo drogas bactericidas sintéticas que agem sobre a
topoisomerase Il e IV do DNA bacteriano responsavel pela helicoidizacdo da dupla
fita de DNA, além disso, sdo compostos que apresentam efeitos dependente de sua
concentragdo no organismo (SADARIYA et al., 2010).Esse grupo de antibiticos séo
frequentemente usados na medicina veterinaria especialmente para tratamento
respiratério, gastrointestinal, piodermatites, infeccbes urinérias, otites entre outros
processos infecciosos (GANIERE; MEDAILLE; ETORE, 2004; MARTINEZ;
MCDERMOTT; WALKER, 2006; MARIN et al., 2007).

As fluoroquinolonas sao frequentemente prescritas para o tratamento da
infeccdo do trato urinario (CHYSKY et al., 1991). Todavia, a seguranca dessa drogas
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na gestacdo tem sido abordada em numerosos estudos (LARSEN et al., 2001). No
entanto, os inibidores da girase para mulheres gravidas, criancas e adolescentes é
considerada contra-indicada como medida de precaucao (DEL FIOL; GERENUTTI,
GROPPO; 2005). Devido a sua acdo sobre as cartilagens, estdo contra indicadas
em criangas e gestantes salvo raras excecbes (ALOS, 2003). Alguns dos seus
efeitos tdxicos tém sido relatados em cdes e gatos. Além do mais, em espécies
veterinarias foram relatadas toxicidades, incluindo disturbios gastrointestinais (como
nauseas, vOomito e diarréia), artropatias em animais jovens, especialmente
cachorros, e toxicidades oculares incluindo degeneracdo da retina em gatos
(MARTINEZ; MCDERMOTT; WALKER, 2006). Entretanto, com base nos dados
existentes, a exposicdo as fluoroquinolonas durante a gestacdo em humanos néo
estd associado com o aumento do risco de malformacéo, efeitos adversos no
sistema musculo fetal, aborto espontaneo, prematuridade, retardo do crescimento

intra-uterino, ou desordens pés-natal (LEE et al., 2008).

As fluoroquinolonas ndo séo drogas de primeira escolha na gestacdo de
mulheres (VALLANO; ARNAU, 2009), no entanto, levando-se em consideracao que
mais da metade das gesta¢cfes ndo sdo planejadas, um grande niumero de mulheres
pode ser potencialmente expostas a estes farmacos durante o primeiro trimestre de
gravidez. Por isso, grandes esfor¢cos tém sido realizados para desenvolver novas
fluoroquinolonas antibioticoterapia com melhores propriedades farmacocinéticas e
perfis de seguranca (BAR-OZ et al., 2009).

2.5 Desenvolvimento da placenta

A placenta é basicamente um 6rgao de troca entre o sangue materno e o fetal;
essas trocas se efetuam através da barreira placentaria presente na regido
labirintica placentaria; a qual apresenta-se muito elaborada nos roedores
(LOPES,1992).

Uma das fungbes da placenta dos mamiferos € a de assegurar uma Otima
nutricdo em todas as fases do desenvolvimento fetal (GUDMUNDSSON; DUBIEL;
SLADKVICIUS, 2009; RIQUELME, 2009). Isto envolve a transmissao de nutrientes,
gases e agua para o feto, excrecéo de residuos de produtos de metabolismo fetal no
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sangue materno, bem como a adaptacdo do metabolismo materno em diferentes

fases da gestacao por meio de horménios (CETIN; ALVINO, 2009).

A placenta hemocorial (discoidal) € encontrada na maioria dos roedores e
humanos. Neste tipo de placenta ha um grande desenvolvimento das vilosidades
coribnicas, mais agrupadas na regido basal do concepto. Em ratos, Enders e Welsh
(1993), observaram que se desenvolve uma placenta hemocorial labirintica,
contendo o trofoblasto em contato com o tecido conjuntivo materno ndo modificado,
e que a resposta decidual inicia-se em funcdo da presenca do blastocisto na luz do

Utero decidual, antes do trofoblasto alcangar a lamina basal do epitélio uterino.

A placenta hemocorial forma na interface do tecido materno uterino e do
embrido implantado, especificamente na parte do endométrio modificado do
justaposto a vesicula coridnica, a decidua basalis e associa-se a parte do trofoblasto
fetal, o qual frequentemente desenvolve vilosidades frondosas e € conhecido como o
chorion frondosum. O trofoblasto se diferencia rapidamente em duas camadas: o
citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto. O sinciciotrofoblasto desenvolve lacunas
multinucleadas, entre as quais a camada citotrofoblastica projeta vilos (DONNELLY;
CAMPLING, 2008). O sinciciotrofoblasto se torna progressivamente uma camada
achatada cobrindo cada vilo e separando a camada citotrofoblastica das lacunas (a
qual se torma descontinua), que se fundem para formar espacos intervilosos
(BROLIO et al., 2010).

Enzimas trofoblastica corroem artérias e veias espirais da parede uterina, e
assim as vilosidades ramificadas tornam-se banhadas em sangue materno, o qual é
substituido trés a quatro vezes por minuto. Células mesenquimais fetais invadem o
vilo e geram redes capilares conectando as artérias e a veia umbilical. A circulacéo
materna e a fetal, portanto, tornam-se separadas em areas de transferéncias

especializadas entre células citotrofoblasticas (BROLIO et al., 2010).

Os apices dos vilos tendem a ndo desenvolver um nucleo mesenquimal, mas
permanecem como solidas colunas de células citotrofoblasticas. Enquanto alguns
vilos permanecem flutuando no espaco interviloso, outros assumem a fungéo de
ancoragem para estar em contato com as células deciduais materna. As células
citotrofoblasticas também se espalham sobre a decidua basalis para formarem a

camada completa- a concha citotrofoblastica (BROLIO et al., 2010). Além disso, as
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células citotrofoblasticas invadem artérias espirais remodelando-as para que o
sangue entre no espaco interviloso com pressdo mais baixa que a presséo arterial
normal (BROLIO et al., 2010).
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Resumo

Alguns estudos tém mostrado efeitos toxicos da enrofloxacina em diversos tecidos. Assim,
testamos a hipotese de que a enrofloxacina pode interferir no desenvolvimento placentario, e
gerar efeitos adversos ao feto. A enrofloxacina (Baytril®) foi administrada na dose de 5
mg/kg, diariamente, i.m., durante toda a gestacdo em ratas. As placentas foram analisadas
morfologicamente, morfometricamente e imunohistoquimicamente quanto a atividade
apoptotica aos sete, quatorze e vinte dias de prenhez. Os resultados mostraram que a
enrofloxacina reduziu o nimero de sitios de implantacdo, o peso e area total do disco
placentario aos quatorze e vinte dias de desenvolvimento, além dos elementos constituintes da
placenta. A analise histoquimica ndo revelou alteragdes significativas no teor de fibras
colagenas, elasticas e reticulares. O teste de TUNEL mostrou atividade apoptética mais
intensa apenas nas placentas com quatorze dias do grupo tratado. Ndo foram observados
nenhum indicio de malformagdo na cabeca, tronco e membros dos neonatos. No entanto,
houve uma reducdo significativa no nimero e peso dos neonatos no grupo tratado, porém sem
afetar o seu comprimento. Assim, concluimos que a enrofloxacina administrada na dosagem
de 5mg/kg durante prenhez em ratas interfere no desenvolvimento placentéario, refletindo na

reducdo no nimero e peso dos neonatos.

Palavras-chave: enrofloxacina, prenhez, desenvolvimento placentério, imunohistoquimica,

reproducéo.
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Abstract

Some studies have shown toxic effects of enrofloxacin in various tissues. Thus, we tested the
hypothesis that enrofloxacin may interfere with placental development, and have adverse
effects on the fetus. Enrofloxacin (Baytril ®) was administered at a dose of 5 mg / kg daily,
im, throughout pregnancy in rats. The placentas were analyzed morphologically,
morphometric and immunohistochemical and apoptotic activity at seven, fourteen and twenty
days of pregnancy. The results showed that enrofloxacin reduced the number of implantation
sites, the weight and the total area of hard placental fourteen and twenty days of development,
and the components of the placenta. The histochemical analysis revealed no significant
changes in the content of collagen and elastic fibers and reticular. The TUNEL test showed
stronger apoptotic activity in the placentas with only fourteen days in the treated group. There
were observed no evidence of malformation in the head, trunk and limbs of neonates.
However, there was a significant reduction in the number and weight of newborns in the
treated group, but without affecting its length. Thus, we conclude that enrofloxacin
administered at a dose of 5mg/kg in rats during pregnancy interferes with placental

development, reflecting the reduction in the number and weight of newborns.

Keywords: enrofloxacin, pregnancy, placental development, immunohistochemistry,

reproduction.
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1. Introducéo

Fluoroquinolonas sdo agentes antibacterianos que tém um amplo espectro de atividades
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, utilizados tanto na medicina humana, como
na veterinaria (Abd-Allah et al., 2000). Apesar de serem geralmente bem toleradas, efeitos
adversos tém sido relatados tais como: vémito, diarréia, tonturas, dor de cabega, insonia e
fototoxicidade (Owens e Ambrose, 2005). Somando-se a esses sintomas, algumas
fluoquinolonas tais como: ciprofloxacina, pefloxacina, DW-16 e moxifloxacina podem causar
danos na matriz de tecidos conjuntivos como das cartilagens e tend@es (Van der Linden et al.,
2003), além de cardiotoxicidade e alteracBes no sistema nervoso central (Kim et al., 2000,
2003). Estes efeitos colaterais resultaram na restricdo dessas fluoroquinolonas em criancgas e
mulheres gravidas (Shehata e Nelson-Piercy, 2001).

A enrofloxacina (1-ciclopropil-7-(etil-1-piperazinil)-6-fluoro-1, 4dihydro-4-oxo-3-
acido quinolona-carboxilico), ¢ uma fluoroquinolona, desenvolvida apenas para uso em
animais (Elmas et al., 2001), sendo indicada especialmente para tratamento de infeccdes
respiratorias, gastrointestinais, urinarias, piodermatites, otites entre outros processos
infecciosos (Marin et al., 2007). Parte da atividade antimicrobiana da enrofloxacina é
atribuida ao seu metabdlito principal, a ciprofloxacina (Otero et al., 2001).

Alguns estudos tém mostrado efeitos toxicos da enrofloxacina em diversos tecidos. Lim
et al. (2008) relataram inibic@o da proliferacdo celular, inducdo da apoptose e fragmentacao
do DNA em células do tenddo e condrdcitos em cdes e cavalos. Minta et al. (2005)
evidenciaram in vitro citotoxicidade da enrofloxacina em células do mesencefalo em ratos.
Esse efeito toxico da enrofloxacina, semelhantemente as outras fluoroquinolonas, pode ser
devido a tendencia de se acumular como residuo em varios tecidos e drgdos tais como:
musculo, intestino, nddulos linfaticos, figado, rins e Utero, provocando muitas vezes
toxicidade (Lemus et al., 2008).

Na reproducdo alguns estudos também tém mostrado efeitos adversos da enrofloxacina.
Aral et al. (2008) administrando enrofloxacina na dosagem de 150mg/kg/dia durante quinze
dias em ratos machos observou redugdo da quantidade e mobilidade dos espermatozdides,
anormalidades morfol6gicas no epididimo, além de danos estruturais no tecido dos testiculos.
Em estudo recente Lemus et al. (2009) demonstraram ainda que a enrofloxacina e
ciprofloxacina podem provocar a mortalidade de embrides de aves, pelo fato de interferir no

teor de vitelo e no desenvolvimento do saco vitelino. No entanto, ndo ha relatos da acdo desse
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farmaco sobre desenvolvimento da toxicidade quando administrado durante a prenhez em
mamiferos, principalmente em relagdo a formacdo da placenta.

Crescimento e desenvolvimento da placenta sdo cruciais para o feto, e uma alteracao
nestes processos podem estar intimamente relacionados com a deficiéncia no
desenvolvimento fetal (Katayama et al., 2002). Em camundongos e ratos, varias substancias
toxicas podem induzir o desenvolvimento excessivo da apoptose placentéria e prejudicar o
crescimento fetal (Thota et al., 2005). Assim, testamos a hipdtese se a enrofloxacina
administrada durante o periodo gestacional, pode interferir no desenvolvimento placentario.
Dessa forma, avaliamos histologicamente, morfometricamente e imunohistoquimicamente os
sitios de implantacdo do corno uterino das ratas com sete dias de prenhez e as placentas aos

quatorze e vinte dias de gestacao.

2 . Material e métodos

2.1 Animais e grupos experimentais

Este trabalho foi realizado na UFRPE no Laboratorio de Histologia, o qual foi
submetido ao Comité de Etica para aprovacédo pelo processo de nimero: 23082.010602/2010.
Para tanto, foram utilizadas 40 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) adultas, com 90 dias
de idade, virgens, pesando aproximadamente 200g, da linhagem Wistar, procedentes do
Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Os animais foram confinados em gaiolas e mantidos com alimentacédo e dgua
ad libitum, em temperatura ambiente de aproximadamente 22°C com iluminacdo artificial
produzida por lampadas fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40 W), que
estabeleceu o fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz
das 6:00 as 18:00 horas.

Apdbs um periodo de adaptacao, foram colhidos esfregacos vaginais para a determinagédo
do ciclo estral. As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram distribuidas ao
acaso, em dois grupos, cada um constituido por 20 animais a saber: Grupo | - ratas prenhes
sem tratamento, e Grupo Il - ratas prenhes tratadas com enrofloxacina. As fémeas foram
acasaladas na proporgdo de um macho para duas fémeas, sempre no inicio da noite (18:00h).

Na manha (06:00h) do dia seguinte, foram realizados exames colpocitolégicos para a
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confirmacdo do acasalamento, tomando-se com parametro a presenca de espermatozoides nos

esfregacos.

2.2. Exame colpocitologico

Para a coleta do material vaginal das ratas, foram utilizadas hastes de algodao
umedecidas em solugéo salina, as quais foram introduzidas na vagina produzindo-se um
movimento rotatério. Em seguida, o material coletado foi transferido para laminas
histologicas através de um movimento rotatorio da haste sobre as laminas. Essas laminas
foram imediatamente mergulhadas numa mistura de &lcool-éter, em partes iguais, para fixacdo
e, a seguir, foram coradas pelo método Shorr-Harris para possivel observacdo dos

espermatozdides caso as ratas tenham acasalado.

2.3. Tratamento com enrofloxacina

Os animais do grupo Il foram submetidos ao tratamento antimicrobiano, utilizando-se o
Baytril® (enrofloxacina), na dosagem padréo de 5,0 mg/kg a cada 24 horas, via intramuscular,
por um periodo de sete, quatorze e vinte e um dias. O grupo | recebeu solucéo fisiolégica na

mesma dosagem por via intramuscular (Elmas et al., 2007).

2.4. Analise morfoldgica

2.4.1. Numero de embrifes implantados e anélise das placentas

Cinco fémeas do grupo | e cinco do grupo Il foram eutanasiadas no sétimo, décimo
quarto e vigésimo dia de prenhez, para analise dos sitios de implantacdo e das placentas. Para
tanto, as fémeas foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina
(6mg/kg), por via intramuscular (Andrade, 2002). A seguir, foi realizada a abertura da
cavidade abdominal para remocao total do Gtero. Foram, entdo, retirados 0s cornos uterinos
contendo sitios de implantagdo e placentas, os quais foram mergulhados imediatamente em
liguido de Bouin, permanecendo no mesmo por 48 horas. Em seguida foi feito o

aprofundamento da anestesia até a dose letal. Ao final do tempo de fixagcdo o0s cornos uterinos
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foram colocados, um por um, em uma placa de Petri e levados a uma lupa para contagem dos
sitios de implantacdes (utilizando-se como referéncia as areas dilatadas apresentadas pelos
mesmaos) e retirada das placentas.

Ap0s esses procedimentos, os sitios de implantacdo e as placentas foram clivados
transversalmente e longitudinalmente, obtendo-se fragmentos, as quais foram desidratadas em
alcool etilico (concentracOes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos
pelo “paraplast”. A seguir, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM
2035) ajustado para 5 um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas previamente
untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C,
durante 24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia, os cortes foram submetidos a
técnica de coloragdo pela hematoxilina - eosina (H. E.), Tricrdmico de Mallory (coloracdo das
fibras colagenas), Orceina nitrica (coloracdo das fibras elasticas), Impregnacdo argéntica
(coloracdo das fibras reticulares) e analisados em microscépio de luz, da marca OLYMPUS
BX-49 e fotografados em fotomicroscopio OLYMPUS BX-50.

2.4.2. Analise morfométrica das placentas aos 14° e 20° dia de prenhez

Para analise morfométrica, foram utilizadas dez Iaminas dos grupos | e Il e analisadas as
regibes do disco placentario. As medidas foram restringidas as regifes do labirinto,
trofospdngio e células trofoblasticas gigantes. A captura da imagem foi efetuada por meio de
camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50. A morfometria foi
realizada através de aplicativo Morfometria de Linhas, calibrado em micrémetros, associado
ao do programa Optimas® 6.2 para Windows.

A morfometria de pontos foi realizada pela quantificacdo, através da graticula de 110
pontos, onde foram contados os seguintes elementos: Vascularizacdo materna, vascularizacao
fetal e Células trofoblasticas sinciciais, na regido do labirinto; as células trofoblasticas, e
trofoblastos sinciciais, na regido do trofospdngio, aléem das células trofoblasticas gigantes,
sendo analisados na objetiva de 40X, onde foram contados quinze campos por regido

placentaria escolhidos aleatoriamente.

2.5. Contagem do namero, afericdo do peso e comprimento dos neonatos
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As cinco fémeas restantes de cada grupo foram acompanhadas durante toda a gestagéo
até o nascimento dos filhotes, os quais foram contados, pesados em balanca analitica, medidos
com o auxilio de um paquimetro e analisados macroscopicamente, através da observacdo de

alguma malformacéo visivel.

2.6. Analise Estatistica

Os dados da quantificacdo dos sitios de implantacbes, o nimero de neonatos e seus
respectivos pesos e tamanhos, além das mensuracfes do disco placentario foram submetidos
ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

2.7. Teste de TUNEL

O teste TUNEL foi utilizado para detectar a ocorréncia de apoptose pela fragmentagédo
do DNA. Trés laminas silanizadas contendo cortes de sitio de implantacédo e placentas com 14
e 20 dias de desenvolvimento, de cada grupo, foram desparafinadas e hidratadas e logo em
seguida foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente em 30 mM Tris/HCI (pH 7.8).
A incubacdo continuou por mais 10 minutos a 37° C na presenca de pepsina (800 U/ml) para
expor as ligacdes livres de DNA. Apos a lavagem com Tris/HCI, os cortes foram pré-
incubados por 10 minutos com tampéao A (30mM Tris/HCI, pH 7.2), 140nM de cacodilato de
sodio e 1mM de cloreto de cobalto) e entdo colocadas em cadmara Umida por 60 minutos a 37°
C com tampéo A contendo 0.2U/L deoxinucleotidil transferase terminal (TdT) e 15M biotina-
16-dUTP. A reacdo foi entdo interrompida por uma lavagem de 15 minutos em tampao citrato
(300nM de NaCl 30mM de citrato de sddio, pH 7,3) a temperatura ambiente. Os cortes foram
lavados novamente em TBS contendo 1% de albumina sérica bovina e finalmente com
estreptoavidina conjugada Cy-3 por 20 minutos. Os cortes foram lavados novamente em TBS
e montados em tampao glicerol contendo fenilenediamina para reduzir a autofluorescéncia do
material (Gavrieli et al., 1992). Em seguida, os cortes foram observados em microscopio

optico de epifluorescéncia e fotografados.

3. Resultados
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3.1 Contagem e histologia dos sitios de implantacao

A andlise estatistica do nimero de sitios de implantacdo nos animais dos grupos
experimentais revelou que o tratamento com a enrofloxacina reduziu significativamente os
sitios em relacdo ao controle (Tab.1).

Os sitios de implantacdo nas ratas do grupo controle apresentaram-se totalmente
inseridos na parede do Utero. Histologicamente esses sitios mostraram-se constituidos por
trofoblastos, alguns com atividade mitdtica, citotrofoblastos polipléides e rica vascularizag&o.
O epitélio luminal no grupo controle apresentou-se caracteristico do tipo simples colunar e na
decidua foram visualizadas varias glandulas endometriais (Fig. 1A, 1B, 1C e 1D). Os sitios de
implantacdo no grupo tratado apresentaram as mesmas caracteristicas histoldgicas do controle
(Fig. 2A, 2B, 2C e 2D).

3.2. Peso, andlise histoldgica e histoquimica das Placentas

Houve uma reducdo estatisticamente significativa no peso das placentas das ratas
tratadas com enrofloxacina, tanto aos quatorze como aos vinte dias de desenvolvimento,
quando comparada as dos animais do grupo controle (Tab.2).

Na analise morfoldgica das placentas, com quatorze e vinte dias de desenvolvimento,
dos grupos experimentais ndo mostraram alteracBes histoldgicas significativas,
caracterizando-se pela observacdo da regido da decidua bastante vascularizada e a regido do
disco placentario bem desenvolvido, com as trés camadas: camada do labirinto, regido mais
externa e a mais espessa, caracterizada pela presenca de numerosas lacunas contendo vasos
maternos e fetais. A camada do trofospongio na qual se observa trofoblastos indiferenciados.
A Ultima camada é formada pelas células trofoblasticas gigantes, as quais se misturam com a
decidua (Fig.3A, 3B, 3C, 3D).

A analise histoquimica ndo revelou alteracdes significativas no teor de fibras colagenas,

elasticas e reticulares (Tab.3).

3.3. Analise morfométrica das placentas
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A anélise estatistica das médias da &rea total do disco placentario mostrou que 0 0s
animais do grupo Il apresentaram as menores médias, tanto aos quatorze como aos vinte dias
de prenhez, diferindo significativamente do grupo controle (Tab.4). Nesse grupo também
foram evidenciadas diferencas significativas na regido do labirinto para os parametros
trofoblastos sinciciais, e vascularizagdo materna e fetal (Tab.5). Na camada de trofospongio, a
média das células trofoblasticas e trofoblastos sinciciais também foram menores em relacdo

ao controle, diferindo significativamente (Tab.6).

3.4. Apoptose

O teste de TUNEL mostrou atividade apopto6tica mais intensa apenas nas placentas com

14 dias de desenvolvimento do grupo tratado em relacdo ao controle (Fig. 4, 5).

3.5. Contagem e aferi¢cdo do peso e comprimento dos neonatos

N&o foram observados nenhum indicio de malformacdo na cabeca, tronco e membros
dos neonatos. No entanto, houve uma reducéo significativa no nimero e peso dos neonatos no
grupo tratado com o enrofloxacina em relacdo ao controle, porém sem afetar o seu
comprimento (Tab,7).

4. Discussao

A implantacdo embrionaria é o processo pelo qual o embrido sob a forma de blastocisto
adquire uma posicao estavel no endométrio de modo a tornar possivel a manutencdo de um
eficiente sistema de trocas metabolicas e de informagfes entre o organismo materno e
embrionario (Red-Horse, 2004). O uso de medicamentos na gestacdo merece especial atencao
pelos riscos potenciais ao feto em desenvolvimento, devendo ser, por principio, evitado (De
Jong-Van et al., 1993).

Os resultados mostraram uma diminuicdo significativa no numero de sitios de
implantacdo nas ratas tratadas com enrofloxacina na dosagem de 5mg/kg durante os sete
primeiros dias de gestagdo em relacdo ao grupo controle. Durante o periodo da implantacéo, o
blastocisto parece ser muito sensivel a acfes de substancias quimicas, resultando muitas vezes
na morte do mesmo (Kim et al., 2003). Isto sugere que a enrofloxacina, pode ter tido uma

acdo embriocida, reduzindo consideralvelmente o nimero de neonatos, semelhante as
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fluoroquinolonas DW -16 e norfloxacina, que quando administradas em altas dosagens
(500mg/kg e 400mg/kg, respectivamente) em ratas (Kim et al., 2000) e macacas (Corrado et

al., 1987) produziram perda de embrides.

A reducdo do peso, area total e constituintes das placentas com 14 e 20 dias de
desenvolvimento, observado nas fémeas do grupo tratado, pode estar relacionado ao fato de
que as fluoroquinolonas pode produzir um retardo no crescimento uterino (Kim et al., 2000)
ou ainda, promover a diminui¢do na ingestdo de alimentos (Kim et al., 2000). De uma forma
ou de outra, mesmo ndo havendo malformacdo, houve um reflexo no peso da prole em
decorréncia dessas alteracoes, pois nos mamiferos a implantacdo € considerada o ponto critico
da gravidez, onde o sucesso da gestacdo requer o desenvolvimento normal de uma interagéo
sincronizada entre o endométrio e o blastocisto (Cross et al., 1994), permitindo dessa forma o
desenvolvimento fetal normal (Weissbluth e Bakos, 1992).

O aumento do indice apoptotico das células da placenta, como o trofoblasto, pode afetar
sua funcdo placentaria resultando em gestacGes complicadas (Smith et al., 1999), levando, por
exemplo, em humanos ao retardo do crescimento uterino e ao aumento de aborto espontaneo
no primeiro trimestre de gravidez (Kokawa et al., 1998). Em camundongos e ratos, varias
substancias toxicas podem induzir a apoptose placentéaria excessiva bem como prejudicar o
crescimento fetal (Thota et al., 2005), com por exemplo as fluoroquinolonas que agem
inibindo as enzimas que sdo fundamentais para replicacéo e transcricdo do DNA, promovendo
assim, a morte celular (Bhanot et al., 2001). Além disso, analise imunohistoquimica da
apoptose em placenta de vacas com 4, 6 e 9 meses de gestacdo mostraram que a apoptose
estava presente em todas os periodos gestacionais estudados, sendo maior no grupo com nove
meses de gestacdo indicando que a via apopt6tica é mais ativa durante a maturacdo
placentaria (Meca et al., 2011). Isso poderia explicar a atividade apopt6tica mais intensa
observada apenas nas placentas com 14 dias de desenvolvimento, periodo de maturacdo
placentéria nos roedores ( Caluwaerts et al., 2005).

A andlise histoquimica revelou que ndo houve alteracGes significativas no teor de fibras
colagenas, elasticas e reticulares. Isto pode estar associado a dosagem utilizada neste
experimento, visto que em doses elevadas (superiores a 30 mg/Kg) algumas fluoroquinolonas
causam degradacdo dos constituintes fibrosos da matriz extracelular dos tenddes, devido a
quelacdo do magnésio que alteraria as proteinas dos tenddes, principalmente o colageno a

elastina e a fibronectina (Tolentino e Vidal 2010).
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5. Concluséao

A enrofloxacina administrada na dosagem de 5mg/kg durante prenhez em ratas
interfere no desenvolvimento placentario, por alterar os elementos constituintes da placenta e
aumentar a apoptose no terco médio da gestacao, tendo como reflexo a reducdo no nimero e
peso dos neonatos, sem alterar, no entanto, os sitios de implantacdo quando administrada

durante os setes primeiro dias de prenhez,.

Tabela 1: *Médias e desvio padrdo do numero de sitios de implantacdo nos grupos

experimentais.

Gl Gl F

13,60 +2,07a 10,40 + 1,51b 2,182004%°

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

Tabela 2: *Médias e desvio padrao do peso(g) das placentas aos 14 e 20 dias de prenhez das

ratas dos grupos experimentais.

DIAS Gl Gl =
14 0,301 + 0,018a 0,216 +0,059b 143009079
20 0,650 + 0,070a 0,503 + 0,044b 2 76500111

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05)
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Tabela 3: Histoquimica do sitio de implantacdo e disco placentario (14 e 20 dias) nos grupos

experimentais. Reacéo intensa (++), moderada (%) e fraca (+).

Gl Gll
Fibras colagenas ++ ++
Fibras elasticas + +
Fibras reticulares + +

Tabela 4: *Médias e desvio padrdo da area (um?) total do disco placentario aos 14 e 20 dias

de prenhez das ratas dos grupos experimentais.

DIAS Gl Gl Fr
14 3754,98 +18,65a 2487,66 +12,43b 5,2700.03%
20 584550+17,71a 3143,09 + 14,05b 1,584%01%

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05)
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Tabela 5: *Médias e desvio padrdo dos elementos constituintes da regido do labirinto do disco

placentario, com 14 dias de desenvolvimento, nos grupos experimentais.

DIAS Gl Gll F
VM 16,55 + 1,21a 14,98 + 1,09b 3,3637%%
14 VF 13,22 £1,73a 11,00 + 0,80b 2,546%%%%
TS 63,11 + 1,32a 58,67 + 2,19b 5,112
VM 22,86 +0,37a 18,94+ 1,09b 1,854%%7°
20 VF 18,99+ 1,11a 16,45 + 0,65b 2,111%%%*
TS 70,73 + 1,06a 67,18 + 2,35b 4,197°0342

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

VM = vasos maternos; VF = vasos fetais e TS = trofoblasto sincicial.
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Tabela 6: *Médias e desvio padrdo dos elementos constituintes da regido do trofospongio e
células trofoblasticas gigantes do disco placentario, com 14 dias de

desenvolvimento, nos grupos experimentais.

DIAS Gl Gll FP
CT 45,22 + 1,562 41,02 +1,92b 1,845 %7
14 TS 8,44 +0,83a 6,27 +0,47b 4,132%9%%
CTG 68,85 + 1,84a 63,68 + 2,77b 5,511 20483
CT 57,19 +1,94a 54,99 * 1,26b 2,303%%%%
20 TS 16,69 + 1,53a 14,01 + 1,08b 1,756%%
CTG 75,39 + 1,64a 72,15 * 2,33b 4,197°%%%

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).CT = células trofoblasticas; TS = trofoblasto sincicial e

CTG = células trofoblasticas gigantes

Tabela 7: *Médias e desvio padrdo do peso (g) e comprimento (cm) dos filhotes com um dia

de nascido dos grupos experimentais.

Gl Gl Fr
Namero 12,00 + 1,582 9,20 + 1,78b 1,543 PP
Peso 7,65 +0,28a 6,54 + 0,38b 4,113 091
Comprimento 6,70 + 0,24a 6,56 + 0,26a 1,001 %00

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 1: Fotomicrografia do sitio de implantacdo de ratas do grupo controle. A - Sitio de
implantacdo (*) totalmente inserido na parede do Utero. H.E. £ 42X. B - Trofoblasto em
mitose (ponta de seta) e citotrofoblasto polipléide (seta). H.E + 428X. C - Epitélio luminal
(el). H.E + 428X. D - Vasos sanguineos (vs) e glandulas endometriais (setas curtas). H.E. +

107X.
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Figura 2: Fotomicrografia do sitio de implantagéo de ratas tratadas com enrofloxacina durante
0s sete primeiros dias de gestacdo. A - Sitio de implantacéo (*) totalmente inserido na parede
do utero. H.E. + 42X. B - Trofoblasto em mitose (ponta de seta) e citotrofoblasto polipl6ide
(seta). H.E + 428X. C - Epitélio luminal (el). H.E + 428X. D - Vasos sanguineos (vs) e

glandulas endometriais (setas curtas). H.E. + 107X.
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Figura 3: Fotomicrografia das placentas com 14 e 20 dias de gestacdo mostrando as regifes do
disco placentario. Disco placentario de rata do grupo controle (A) e tratado (B) com 14 dias
de desenvolvimento: labirinto (L), trofospongio (Tg) e Célula trofoblastica gigante (CTg).
H.E. 107X. Disco placentario de rata do grupo controle (C) e tratado (D) com 20 dias de
desenvolvimento: labirinto (L), trofospongio (Tg) e Célula trofoblastica gigante (CTg). H.E.

107X.
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Figura 4: Fotomicrografia de células apoptdticas nos sitios de implantacdo e nas placentas
com 14 dias de gestacdo, utilizacdo do Teste de TUNEL. Sitio de implantacéo (A) controle e
(B) tratado. Observar marcacdo positiva (setas) na decidua (De). Em (C) e (D) regido do
labirinto (L) do disco placentario de rata do grupo controle e tratado, respectivamente. Notar

reacao mais intensa no grupo tratado. = 107X.
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Figura 5: Fotomicrografia de células apoptoticas nas placentas com 14 dias de gestacéo, e
auséncia de marcagdo nas placentas de 20 dias, utilizacdo do Teste de TUNEL. Regido do
trofospongio (Tg) e células trofoblasticas gigantes (Ctg) do disco placentério, com 14 dias de
desenvolvimento, de ratas do grupo controle (A) e tratado (B). Observar marca¢do mais
intensa em (B). Em (C) e (D) disco placentario com 20 dias de desenvolvimento, de rata do

grupo controle e tratado, respectivamente. Notar auséncia de marcagéo. + 107X.
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inserido no campo proprio.
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O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.
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O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

. Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas, em que o resultado é anterior ao
interesse de sua divulgag&o ou a ocorréncia dos resultados néo é planejada.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo, Abstract,
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O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiacdo deve ser compacto,
sem distingdo das se¢des do texto especificadas para “Artigo cientifico”, embora
seguindo aquela ordem. Quando a Comunicacéo for redigida em portugués deve
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O numero de paginas ndo deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras.

O nUmero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacdo dos textos para publicacdo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se o Webster’s Third New International Dictionary. Para
ortografia em portugués adota-se o0 Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da
Academia Brasileira de Letras.

Formatacdo do texto

. O texto deve ser apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm
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(superior, inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em
espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas, com linhas numeradas.

. Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do
produto, substancia, empresa e pais.

SecOes de um artigo

. Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao
ultrapassar 150 digitos.

. Autores e Filiacdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificagdo da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu
e-mail devem ser indicados com asterisco.
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. Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000
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principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada
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. Palavras-chave e Keywords. No méximo cinco.
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sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas
referéncias, suficientes para baliza-la.

. Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente 0os métodos ja publicados.
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menor que 12 (menor tamanho aceito € 8).

. Figura. Qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
gréfico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e é referida no texto
como Fig., mesmo se referir a mais de uma figura. As fotografias e desenhos com
alta qualidade em formato jpg, devem ser também enviadas, em um arquivo
zipado, no campo proprio de submisséo.

Nota:

57
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legenda, informacé&o sobre a fonte (autor, autorizacao de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.
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. Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢des
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