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RESUMO

SOARES, Maureen Meira Vieira Soares. Os efeitos da ampicilina nas células
endoteliais humanas: um estudo experimental in vitro e as contribuicdes para o
saber da Enfermagem Neonatal. Rio de Janeiro, 2016. Dissertacdo (Mestrado em
Enfermagem) — Escola de Enfermagem Anna Nery, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A terapia por infusdo € o principal acesso para medicamentos nas Unidades de
Terapia Intensiva Neonatal (UTIN). Observamos, no dia a dia, que muitos recém-
nascidos que sdo submetidos a terapia intravenosa periférica, para uso de
antibioticos, sofrem varias intercorréncias como flebites e infiltracdes, além da
necessidade de mudiltiplas puncdes. Entre os antibidticos endovenosos mais
utilizados nas UTIN esta a ampicilina, sobre o qual ainda existem vérias lacunas de
conhecimento a respeito da seguranca e farmacocinética para serem elucidados,
principalmente no contexto neonatal. O pH e a osmolaridade das solugcbes sao
alguns dos fatores que podem determinar esse processo de lesdo celular. Este
trabalho tem por objetivo avaliar a acdo do antimicrobiano ampicilina e os seus
efeitos nas células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVEC), in vitro. Foram
realizadas andlises da morfologia e da citologia das HUVEC, ap6s cultura, em
diferentes dosagens e diluicbes de ampicilina, assim como o estudo das proteinas
de matriz extracelular (MEC), Fibronectina, Colageno IV e Laminina, responsaveis
pela adesédo celular. Os resultados demonstram que as células HUVEC em cultura
sofrem alteracdes morfolégicas que podem ser visualizadas a partir da concentragédo
de 28mg/mL de ampicilina e acima da concentracdo de 60mg/mL, o numero de
células HUVEC diminuiu abruptamente, sugerindo que o medicamento atua como
um potente causador de injuria celular. As HUVEC quando em contato com a
ampicilina diminuem a producdo das proteinas Fibronectina, Colageno IV e
Laminina, com modificacdo da distribuicdo da MEC, interferindo na adeséao celular, o
gue pode levar ao entendimento do processo de desgaste da rede venosa

observado nos recém-nascidos que utilizam esse antimicrobiano por via periférica.



ABSTRACT

SOARES, Maureen Meira Vieira Soares. Os efeitos da ampicilina nas células
endoteliais humanas: um estudo experimental in vitro e as contribuicdes para o
saber da Enfermagem Neonatal. Rio de Janeiro, 2016. Dissertagédo (Mestrado em
Enfermagem) — Escola de Enfermagem Anna Nery, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Intravenous Therapy (TIV) is the main acess to medication in neonatal Intensive
Care Units. It is possible to notice in day-to-day care that several newborns that are
submitted to peripheral TIV when using antibiotics experience phlebites and
infiltrations. Besides, they need multiple punctures. Among intravenous antibiotics
most used in neonatal Intensive Care Units is ampicillin, which there are still many
gaps in knowledge about the safety and pharmacokinetics to be elucidated,
especially in the neonatal context. Both pH and osmolarity of the solutions are some
of the determiners for the cell lesion process. This paper aims to evaluate of the
antimicrobial ampicillin and its effects in the endothelial cells of the umbilical chord
(HUVECQC) in vitro. Several analyses of HUVEC morphology and cytology have been
fulfilled after collected in different dosages and dillutions of ampicillin as well as the
study of extracellular matrix (ECM) proteins, Fibronectin, Collagen IV and Laminin,
which are responsible for cell adhesion. The results shows the HUVEC cells in
culture have suffered morphological changes that may be visualized as of 28mg/mL
concentration of ampicillin and above 60mg/mL concentration, the number of HUVEC
cells gets suddenly down, which brings the idea that such medication acts as a
powerful causative agent of cell injury. When in contact with ampicillin, HUVEC cut
down the production of proteins, such as fibronectin, collagen IV and laminin, with
modification of ECM, interfering in cell adhesion, which can lead to the understanding
of the venous network wear process observed in newborns using this antimicrobial

by peripheral route.
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1 INTRODUCAO

As Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) contam com uma evolucéo
farmacéutica e tecnoldgica significativa nos dias atuais. Junto com a especializacdo
e qualificacao profissional, tém promovido uma maior sobrevida dos recém-nascidos
(RN) pré-termo, de idades gestacionais cada vez menores. No entanto, o tempo de
internacédo tem sido maior, 0 que acarreta no aumento de infec¢des, do uso de
medicacdes, em especial os antibiéticos endovenosos (BRASIL, 2011).

Entre os antibidticos endovenosos mais utilizados nas UTIN estd a ampicilina,
sobre a qual existem varias lacunas de conhecimento sobre seguranca e
farmacocinética para serem elucidados, principalmente no contexto neonatal. A
administracéo desses antibioticos no RN se da prioritariamente pela via intravenosa,
a qual apresenta eventos adversos importantes, que necessitam de estudos para a
diminuicdo de seus agravos (BRASIL, 2011; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2014).

Eventos adversos identificados na prética clinica da Enfermagem, devem ser
estudados a fim de serem solucionados ou amenizados. Para isso, existem diversas
formas de pesquisa, entre elas, uma pouco utilizada pela Enfermagem brasileira — a
pesquisa basica experimental in vitro — que constitui o alicerce para o delineamento
da pesquisa clinica em seres humanos e favorece a inovacédo tecnoldgica do pais,
além de promover mudancas reais para prética profissional (BASTOS, 2013).

A presente pesquisa é desenvolvida como proposta a Integracdo Basico-
Clinica, ou seja, analisar os problemas oriundos da prética clinica no laboratorio de
pesquisa basica, resgatando assim, conceitos de anatomia, fisiologia, microbiologia,
histologia, entre outras, que fundamentam todo o cuidado em saude.

As pesquisas basicas constituem alicerce para o delineamento da pesquisa
clinica, minimizando riscos a vida humana (BASTOS 2013). Neste estudo,
problemas identificados durante a pratica da Enfermagem, relacionados a
administrac@o parenteral de antibiéticos através da Puncdo Venosa Periférica (PVP)
em RN foram simulados in vitro, permitindo o estudo dos eventos adversos que

ocorrem em decorréncia deste procedimento.
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1.1 EVENTOS ADVERSOS NA TERAPIA INTRAVENOSA NEONATAL

A terapia intravenosa é um procedimento amplamente utilizado em unidades
de salde. Esta pratica apresenta muitas vantagens pois permite a infusdo de
grandes volumes de fluidos em comparacao com outras vias, com biodisponibilidade
completa e rapida de farmacos. No entanto, apresenta eventos adversos como
flebite, dor, extravasamento, infiltracdo, resultando no aumento da morbidade e
mortalidade (ABOLFOTOUH et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2014). Destes, a
infiltracdo, que € a administracdo inadvertida de uma solugédo no tecido adjacente,
fora da luz do vaso (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2014), é o de maior
incidéncia na terapia intravenosa em RN como mostraram Alves (2009) e Batalha et
al. (2010), com 18,96% e 32,2% respectivamente.

Os eventos adversos da Terapia Intravenosa levam a mdaltiplas puncdes
durante o periodo de internacdo acarretando dor nos RN, lesdo tecidual, alto
consumo de trabalho e tempo da equipe de Enfermagem (PEDREIRA, 2004), além
do alto custo da insercdo de cateteres intravenosos periféricos, devido ao material e
mao de obra utilizados (GOFF, 2013). Em 1993, Bohony mostrou que dois tercos do
tempo de tratamento dos pacientes eram usados pela equipe de Enfermagem para a
terapia intravenosa. Vinte anos depois, Goff et al. (2013) registrou resultados
semelhantes, onde 28% do tempo gasto pela equipe de Enfermagem era com trés
ou mais tentativas de pungédo venosa em RN. Os dados de Alves (2009) apontam a
média de 5,87 inser¢cbes de cateter venoso periférico por crianga, por internacgéo,
trazendo uma realidade clinica que ainda requer investimento em pesquisas para
sua qualificacao.

Varias medicacdes utilizadas na Pediatria podem levar a lesdes teciduais
importantes relacionadas as suas propriedades fisicas e/ou bioldgicas (CLARK et al.,
2013). A administracdo de antibiéticos aumenta os riscos dos eventos adversos da
TIV, além dos fatores inerentes ao RN como a prematuridade e o baixo peso ao
nascimento (WALLIS et al., 2014).

Na Australia e Nova Zelandia, 92% das 26 UTIN declararam ter tido um
incidente de extravasamento significativo da infusdo venosa, com complicagcdes
graves elou fatais pelo uso dos cateteres de insercdo central ou periférico
(RESTIEAUX et al., 2013).
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A PVP é um procedimento complexo e desafiador, principalmente quando se
trata de RN. Exige conhecimentos técnico-cientificos e ético-legais inerentes ao
saber e ao fazer da Enfermagem na UTIN. Envolve varios fatores para seu sucesso,
desde a técnica, escolha do vaso sanguineo, assepsia, dispositivo, fixacdo, até a
diluicdo correta, caracteristicas do medicamento e do individuo, e tempo de infusédo
(CARDOSO et. al., 2011).

Esquema 1l

Esquema dos fatores envolvidos no procedimento de Puncéo Venosa Periférica.

Puncao Medicacao

Rede Venosa Diluicao

Assepsia Ter‘apia Venosa Per‘ifér‘ica Tempo de Infusao

Técnica Caracteristicas Individuais

Dispositivo / Fixacao

Infiltracao

1
{
1 Extravasamento

\

Mecénica
EVENTOS ADVERSOS Flebite Quimica

Bacteriana

Necrose

Fonte: Arquivo Pessoal.

1.2 SEGURANCA DO PACIENTE NA TERAPIA INTRAVENOSA

O paciente deve ter sua seguranca garantida nos servicos de saude. A
seguranca do paciente na terapia intravenosa vai além da administracdo de
medicacdo e da técnica correta. As solucbes parenterais precisam de todo um
cuidado para que sua integridade, qualidade e seguranca sejam garantidos. Para
isso, normas foram estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) na Resolucdo RDC n°45 de 2003, devendo ser seguidas na aquisicao,
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recebimento, armazenamento, distribuicdo, dispensacdo, preparacdo e
administracdo dessas substancias.

Cabe ao profissional de Enfermagem o cumprimento dessas normas além de
habilidade técnica e o conhecimento cientifico para a terapia intravenosa, com
registro e divulgacdo de desvios de qualidade em qualquer etapa da utilizagdo das
solucBes parenterais. O Enfermeiro responsavel pela terapia intravenosa deve ter
competéncia e conhecimento prévio sobre o procedimento, atentando para as
caracteristicas anatdbmicas, limite de dose e volume de acordo com idade, peso e
caracteristicas fisiolégicas dos neonatos, acado e interacdo medicamentosa. Também
deve promover conforto e reducao de dor (INFUSION NURSES SOCIETY, 2011).

Uma forma de mensurar a qualidade de um servico de salude prestado esta
no uso de indicadores, comparando-o com referenciais adequados e o impacto
gerado. Um dos indicadores de qualidade da assisténcia de Enfermagem encontra-
se na terapia intravenosa, que pode ser quantificado pela taxa de infiltracdo do
cateter intravenoso periférico (AMERICAN NURSES ASSOCIATION - ANA, 2007).

1.3 APROXIMACAO COM O TEMA

Durante a graduacdo em Enfermagem e Obstetricia pela Escola de
Enfermagem Anna Nery (EEAN), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),
desenvolvi atividade de Iniciacdo Cientifica com bolsa da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) no projeto “Lesdes endoteliais por
infusdo de antibidticos em recém-nascidos: um estudo experimental”’, coordenado
pela Professora Dr.2 Jane Cristina de Oliveira Faria e desenvolvido no Laboratorio de
Morfogénese Celular, do Instituto de Ciéncias Biomédicas - UFRJ, em parceria com
a Professora Dr.2 Elisa da Concei¢cdo Rodrigues do Nucleo de Pesquisa de
Enfermagem em Saldde da Crianca, do Departamento de Enfermagem Materno
Infantil — EEAN/UFRJ.

Esta dissertacdo da prosseguimento as pesquisas realizadas enquanto
bolsista de Iniciagdo Cientifica, que culminaram no meu Trabalho de Concluséo de
Curso (TCC), o qual teve resultados promissores e recebeu o 1° lugar no Prémio
Dulce Neves da Rocha, oferecido aos melhores Trabalhos de Conclusdo de Curso

de Graduacdo em Enfermagem, referente ao primeiro semestre de 2013, na area de
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Saude da Crianca, Nucleo de Pesquisa de Enfermagem em Saude da Crianca e do
Adolescente (NUPESC) - EEAN/ UFRJ.

Resumidamente, o TCC apresentou como resultado a diminuicdo da
viabilidade celular apés o contato das células endoteliais da veia do cordao umbilical
humano (HUVEC) com o antibiético ampicilina acima de 2 horas de exposi¢cdo. Em
relacdo a Matriz Extracelular (MEC), estrutura que fica ao redor da célula endotelial
exercendo varios papéis, como o0 de protecdo e adesdo celular, as proteinas
Laminina (LN), Fibronectina (FN) e Tenascina (TN) presentes nessa matriz, quando
em contato com a ampicilina apresentaram alteragcbes importantes na sua
organizacdo, com diminuicdo das interacdes celulares e da ancoragem apropriada
da célula endotelial, provocando desadesdo das células e destruicdo do endotélio
(SOARES, 2013).

1.4 PROBLEMA DE PESQUISA

Eventos adversos da Terapia Intravenosa Periférica geram danos no
endotélio vascular como consequéncia do uso de antibioticos, em especial a
ampicilina, e demais farmacos em recém-nascidos caracterizados por flebite,

infiltracdo, extravasamento, necrose dos vasos e tecidos adjacentes.

1.5 OBJETO DE ESTUDO

Células endoteliais (HUVEC) antes e apds o contato, in vitro, com o

antimicrobiano ampicilina.
1.6 HIPOTESE
A exposicao das células endoteliais a ampicilina produz uma desorganizacao

dos elementos de adesdo da MEC e na morfologia das células de forma dose-

dependente.
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1.6.1 Variavel dependente

As variaveis previstas, compreendidas e explicadas do tratamento das células
endoteliais antes e apds o contato com a ampicilina foram: a desorganizagdo dos
elementos de adesdo da matriz extracelular e as alteracées morfolégicas das células

endoteliais.

1.6.2 Variaveis independentes

A concentracdo de ampicilina e o tempo de exposicao das células endoteliais

ao antibiotico foram as variaveis controladas durante os experimentos.

1.7 JUSTIFICATIVA

1.7.1 Estudos anteriores

Pesquisa realizada por Soares (2013) avaliou a resposta celular endotelial
apos tratamento com ampicilina em diferentes concentracbes, e analisou a
organizacdo da MEC da célula endotelial, apos tratamento, com especial atencao
para LN, FN e TN, como elementos importantes de adesao celular.

Os resultados, apontaram que as HUVEC nao tratadas com o antimicrobiano
ampicilina apresentam-se com formato de fuso, unidas uma as outras e entrelagadas
pelas proteinas da MEC, LN, FN, TN, as HUVEC tratadas com o antibiotico
ampicilina apresentaram alteracdo em sua morfologia e uma diminuicdo abrupta do
numero por campo e uma escassa MEC.

Esses dados foram evidenciados ap6s 2 horas de experimento, em uma
concentracéo de 60mg/ml de ampicilina, mas os danos celulares foram de tamanha
intensidade que nao foi possivel visualizar o processo da lesdo, apenas a
citotoxicidade evidenciadas pela diminuicdo de numeros de células aderidas umas
as outras. Isso levou as seguintes questbes: Essas células foram induzidas a
apoptose, morte celular programada, por terem suas estruturas de adeséao
prejudicadas, levando-as a desadesdo? Ou sofreram necrose, morte celular nédo
programada em resposta a uma injuria massiva? Estes questionamentos levaram a

necessidade de analisar o que acontece antes dessas 2 horas de experimento.



20

Nesse contexto, os objetivos do TCC (SOARES, 2013) foram mantidos e ampliados,
dando prosseguimento com a atual dissertacdo de mestrado.

Os resultados encontrados até o momento estimulam a realizagdo de novas
pesquisas, uma vez que ao entendermos o processo de lesdo endotelial, poder-se-a
propor novos estudos na area basica in vitro, posteriormente in vivo, até que
possamos propor uma acdo especifica que reduza esses eventos adversos da
terapia intravenosa periférica por infusdo de ampicilina que afetam diretamente o
trabalho da Enfermagem. Além disso, se eficaz, a metodologia desse estudo podera
ser reproduzida em outros medicamentos que s&o infundidos por essa via de
administracdo, tanto para os antimicrobianos, quanto aos demais farmacos.

Essa pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
EEAN/HESFA em 30 de mar¢co de 2010 — Protocolo n°® 024/2010, CAAE -
0008.0.226.000-10 (anexo A).

1.7.2 Integracao basico-clinica

No campo das Ciéncias da Enfermagem, a producdo de conhecimento tem
avancado com o objetivo de melhorar a qualidade de vida da populacdo, promover a
saude e um cuidado de Enfermagem seguro. Por outro lado, os estudos e
pesquisas, em Enfermagem, além de fortalecerem o conhecimento especifico da
area, vém contribuindo para avancos na area da Saude como um todo, a medida
gue produzem conhecimento, em associagdo com 0s outros campos do saber.

Integrar grupos de pesquisa basica com grupos de pesquisa clinica, o que se
denomina pesquisa translacional, no seu original em inglés, translational research,
tem como objetivo traduzir as descobertas basicas do laboratério em aplicacdes
praticas para a clinica, rompendo o vacuo entre essas duas pesquisas (BAKKEN,
2006). O enfermeiro habilitado no desenvolvimento da pesquisa experimental,
fundamentada no conhecimento das ciéncias béasicas, pode oferecer importantes

contribuices em diferentes areas de aplicacao dos resultados da investigacao.
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INTEGRAGAO BASICO-CLINICA

Problemas | |Experimentos
Clinicos

Cliniccs@

@‘éﬁ'

Figura 1. llustracdo das etapas da Integracdo Basico-Clinica. Fonte: Arquivo Pessoal.
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Ensaios in vitro e in vivo proporcionam o desenvolvimento de novos
medicamentos, técnicas de diagndstico, procedimentos, como também, favorecem o
estudo das hipoteses estabelecidas na fase clinica da pesquisa. A experimentacao
se baseia nas disciplinas basicas como Fisiologia, Anatomia, Microbiologia, tendo
forte relacdo com o modelo biomédico, que valoriza mais o tecnicismo durante a
assisténcia que os aspectos especificos e emocionais dos clientes, o que pode ser a
explicacdo para o baixo nimero de pesquisas basicas na Enfermagem Brasileira
(BASTOS, 2013).

Assim, os problemas identificados na pratica clinica de Enfermagem podem
ser levados a pesquisa experimentais in vitro e vice e versa, o que simula situacées
reais em laboratério, seguido de experimentos in vivo, com animais. Esses séo
chamados ensaios pré-clinicos. Os resultados dessas etapas, se satisfatorios nos
testes toxicologicos e de seguranca, seguem para ensaios clinicos, e

posteriormente, podem exercer mudanga “a beira do leito”.
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1.7.3 Relevancia e contribuicdes

e Assisténcia: levantamento de novos saberes na area da Enfermagem

Neonatal e areas afins com desenvolvimento de novas tecnologias na area

da Terapia Intravenosa Neonatal, para a qualificacdo da assisténcia.

e Ensino: levantamento de dados relativos a Terapia Intravenosa no RN que

possam ser levados ao ensino da Enfermagem e areas afins para discussdes

nos cursos de Graduacdo e Pos-Graduagéo.

e Pesquisa: levantamento de dados inéditos sobre a ampicilina, com o intuito de

gerar novas tecnologias e/ou mudanca na pratica clinica. Este trabalho
contribuirdA com novos saberes na area da terapia intravenosa periférica,
estimulando novos estudos para a articulagdo com a prética clinica da

Enfermagem Neonatal e areas afins.

1.8. OBJETIVOS

1.8.1. Geral

Avaliar a acdo do antimicrobiano ampicilina e seus efeitos nas células

endoteliais humanas, in vitro.

1.8.2. Especificos
Analisar a morfologia das células endoteliais antes e apds o tratamento com o

antibiético ampicilina em diferentes concentracdes.

Analisar a organizacdo da matriz extracelular (MEC) da célula endotelial, apos
tratamento com ampicilina, com especial atencdo para as glicoproteinas
Fibronectina e Laminina, além do Colageno IV como elementos importantes

de adesao celular.

Refletir sobre as implicacdes deste estudo na pratica clinica da Enfermagem

Neonatal.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Os avancos na é&rea farmacéutica e tecnoldgica ocorridos nas ultimas
décadas contribuiram para o aumento da sobrevida do RN. No entanto, outros
problemas surgiram, como o aumento das taxas de infeccdo hospitalar,
especialmente as bacterianas, tornando-se fatores limitantes na sobrevida desses
RN. A mortalidade neonatal é responsavel por aproximadamente 70% das mortes no
primeiro ano de vida, sendo o cuidado adequado no periodo da gestacdo, no
momento do parto e ao RN, um desafio para a reducdo desses indices de
mortalidade infantil no Brasil (BRASIL, 2011).

As principais formas de contaminacdo ou infeccdo dos RN podem ocorrer
intra-Utero, nos casos de ruptura prematura de membrana, trabalho de parto
prematuro, cerclagem e infeccdo urinéria, por exemplo. Ou apés o nascimento, por
contato direto dos profissionais de saude e familiares e indireto através de objetos
como o termOGmetro e 0 estetoscopio. Aléem dos fatores inerentes ao proprio RN, tais
como a defesa imunolégica humoral e celular diminuida, a necessidade de
procedimentos invasivos, 0s quais aumentam conforme o nivel de prematuridade, o
peso ao nascer, estima-se que a cada 100g a menos de peso de nascimento, 0 risco
de infeccdo hospitalar aumenta 9% (BRASIL, 2011; PERLMAN et al., 2007).

As infecgbes séo classificadas de acordo com o Ministério da Saude (2011)
em precoce, quando ocorre durante as primeiras 48 horas de vida, e tardia, apos 48
horas de vida, demandando tratamento antibacteriano. No caso da infec¢ao precoce
esta indicado o uso de penicilina ou ampicilina associada a aminoglicosideos (em
geral a gentamicina), e para infeccfes tardias, a oxacilina associada a amicacina
(BRASIL, 2011; SIVANANDAN et al., 2011).

A escolha dos antibidticos adequados nas UTIN depende dos organismos e
do padrao de sensibilidade aos antibidticos prevalentes em cada lugar. No Brasil, um
pais em desenvolvimento, bactérias Gram-negativas e Staphylococcus aureus ainda
sdo o0s principais agentes de contaminacdo dos hospitais, responsaveis pelas
infeccdes tardias (URZEDO et al., 2014).
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2.1 EVENTOS ADVERSOS DA TERAPIA INTRAVENOSA PERIFERICA

Os eventos adversos sao definidos como lesdes nédo intencionais, causadas
por tratamento médico, tendo como resultado uma incapacidade mensuravel
(LEAPE et al., 1991). Na terapia Intravenosa Periférica temos inUmeros eventos
adversos ja citados na literatura, relacionados ao cateter venoso periférico, a sua
fixagcdo e as medicagdes infundidas. S&o eles: a flebite, infiltragéo, ocluséo, remogéo
acidental, lesGes cutaneas, perda da funcdo do membro, necrose, amputacédo dos
membros e morte (WALLIS et al., 2014; SANTOS et al., 2013; MODES et al., 2011;
BATALHA et al., 2010).

A flebite, inflamacéo da veia por irritagdo quimica ou mecanica, caracteriza-se
por eritema com ou sem presenca de dor, formacéo de estria e cordao palpavel. A
infiltracdo ocorre quando uma solugdo ou medicamento nao-vesicante é
administrado no tecido circunvizinho ao vaso sanguineo, devido o deslocamento ou
transfixacdo da parede da veia e caracteriza-se pelo edema com excesso de liquido
no tecido adjacente. Ja o extravasamento pode ocorrer pelo mesmo motivo da
infiltracdo, no entanto, nesse caso a solu¢do administrada € vesicante, acarretando
no vaso e tecido circunvizinho, lesdo que vai desde formagdo de vesiculas e
inflamacéo, até a necrose dos tecidos (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2014).

Figura 2. Eventos Adversos da Terapia Intravenosa Periférica. A. Infiltracdo, B. Flebite
C. Extravasamento, D. Necrose. Fonte: Google Imagens
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Vérios fatores estdo envolvidos no sucesso da punc¢éo venosa periférica e no
aparecimento de eventos adversos. Sao eles:

e Tamanho do cateter: quanto maior o calibre, maior ocorréncia de flebite e
guanto menor, maior remogao acidental do cateter (WALLIS et al., 2014).

e Tipo de medicacdes: os antibidticos estdo significativamente associados com
a flebite e a oclusédo (WALLIS et al.,2014).

e |dade: quanto mais jovem maior o risco de flebite (WALLIS et al., 2014), e
maior dificuldade de puncdo. No estudo de Reigart et al. (2012), de 592
participantes da pesquisa, 300 (50,1%) correspondiam ao grupo infantil com
idades de zero a dois anos. Destes, apenas 38,9% tiveram um acesso venoso
puncionado na primeira tentativa. Nos demais grupos, pré-escolar (n=75),
escolar (n=94) e adolescentes (n=123), a obtencdo do acesso venoso na
primeira tentativa for de 52%, 58,5% e 52,9% respectivamente. O grupo
infantil foi o grupo com a obtencdo de acesso venoso, na primeira tentativa
Com menor sucesso, mas 0s demais grupos também tiveram dificuldade, até

com a idade mais avancada, nos casos dos adolescentes.

2.2 AMPICILINA

Alexander Fleming, em 1928, por um descuido, deixou aberta sua placa de
cultura com Staphylococcus aureus e observou que com isso, apareceu nela uma
massa branca, posteriormente identificada como uma colonia de fungo do género
Penicillium. Essa col6nia provocou a lise dos Staphylococcus aureus apresentando
assim sua funcdo antibacteriana (RAO et al.,, 2011; FLEMING, 1929). Com essa
descoberta inicial, varios estudos foram realizados até o desenvolvimento de novos
antibioticos naturais e sintéticos capazes de inibir o crescimento e/ou causar a morte
de bactérias.

A ampicilina foi o primeiro antibiético semissintético produzido a partir da
penicilina e tem efetividade contra organismos gram-negativos e gram-positivos,
pertencente a classe das aminopenicilinas (ACRED, 1962). E um antibiotico
amplamente utilizado para tratar infeccbes neonatais (KUPPALA et al.,, 2011;
ALEXANDER et al., 2011; GOMES et al., 2011). Apesar de ser considerada de baixo
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risco para lesées segundo Clark et al. (2013), ha evidencias na literatura de lesdes
permanentes apos sua utilizacdo (BORMAN et al., 1998).

Todos os antibidticos B-lactamicos, como a ampicilina, sdo bactericidas, pois
apresentam como mecanismo de acdo a inibicdo irreversivel da enzima
transpetidase. A transpetidase leva a formacdo de ligacdes cruzadas entre as
cadeias peptidicas, conferindo protecao através da rigidez da parede celular. O anel
B-lactamico é fundido em outro anel de cinco ou seis membros, dependendo do
antibiético, penicilinas ou cefalosporinas, e juntos mimetizam o residuo terminal da
cadeia peptidica, prejudicando a formagéo de peptidoglicana que compde a parede
celular (KREIMER, 2005).

Figura 3. Férmula Estrutural da Ampicilina Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010.

A dosagem de ampicilina para neonatos recomendado para a pratica clinica,
de acordo com Neofax (REUTERS, 2011), é de 25 a 50mg/Kg por dose intravenosa.
A dose maxima de utilizacdo é de 150 a 200 mg/kg para bacteremia e de 300 a 400
mg/kg para meningites. O intervalo entre as doses deve obedecer ao exposto na
Tabela 1.
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Tabela 1

Intervalo das doses de Ampicilina de acordo com a Idade Gestacional e Pos-Natal.

Idade Gestacional Idade P6s-Natal Intervalo
(semanas) (dias) (horas)
0aZ28 12
<29
> 28 8
Oal4 12
30 a 36
> 14 8
Oa7 12
37a44
>7 8
> 45 - 6

Fonte: NEOFAX (REUTERS, 2011).

A Tabela 1 foi elaborada para que os intervalos entre as doses fossem
adequados as funcdes renais e eliminacdo de drogas dos neonatos, que estdo
fortemente relacionadas com a idade pos-menstrual (equivalente a idade
gestacional) mais a Idade pos-natal. Exemplo de aplicacdo da tabela: Um bebé
nasceu com 28 semanas e tem agora 21 dias de idade. No momento ele se encontra
na coluna de 30 a 36 semanas gestacional, pois esta a 31 semanas de idade po6s-
menstrual equivalente a idade gestacional. O intervalo entre as doses dele sera de 8

horas (> 14 dias de idade pds-natal).

A Ampicilina injetavel é encontrada na apresentacdo frasco-ampola contendo
500 ou 1000 mg. Para a utilizagdo em neonatos, reconstitui-se com 5ml de agua
destilada e dilui-se em Soro Fisiolégico ou Glicosado a 5%. A solucao final para
administracdo intravenosa direta ndo deve exceder a concentracdo de 100mg/ml e

deve ser infundida de 3 a 5 minutos, em bolus, ou em 30 minutos. A solucéo de
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ampicilina se mantém estavel até 1 hora depois da sua reconstituicdo (HFE, 2015;
SCHVARTSMAN et al., 2014).

No estudo de Menezes (2005), os antibiéticos representaram 88% de
solugdes infundidas por via venosa em 255 neonatos internados em uma Unidade
de Terapia Intensiva Neonatal do municipio do Rio de Janeiro, perdendo apenas
para a hidratacdo venosa com 99,6%, resultando em um levantamento dos
antibiéticos mais utilizados nessas unidades de saude. A ampicilina, foi identificada
como um antibiético amplamente utilizado para tratar infecgdes neonatais. Apesar
disso, ainda hoje existem varias lacunas de conhecimento sobre sua farmacocinética
e seguranca, principalmente em recém-nascidos de baixo peso, como mostra The
National Institutes of Health - NIH (2014), na lista de prioridade na terapéutica
pediatrica.

Grande parte dos antibidticos administrados por via intravenosa podem
acarretar alteracdes locais e/ou sistémicas (PEDREIRA, 2004). Porém, ndo ha
estudos que demonstrem de que forma ocorrem as alteragcdes no nivel celular em
diluicbes especificas para os recém-nascidos, justificando a necessidade de
pesquisas na area, uma vez que a terapia intravenosa € rotineira no cotidiano das
UTIN e a producgédo cientifica sobre o assunto € escassa em nosso meio, fazendo
desse campo de saber um importante alvo de pesquisa na saude da crianca
(RODRIGUES et al., 2012).

De acordo com Kuppala et al. (2011), a maioria dos neonatos prematuros nos
Estados Unidos, recebem tratamento empirico com antibiéticos durante os primeiros
dias de vida quando apresentaram qualquer sinal de possivel infeccdo. A escolha do
antibiotico € arbitraria, pois ndo € baseada em cultura positiva, e sim na percepg¢ao
dos médicos para o risco de infeccdo, sendo a ampicilina e a gentamicina o0s
antibiéticos iniciais universalmente prescritos.

Alexander et al. (2011) observou que a ampicilina e a gentamicina foram os
antibioticos empiricamente usados para suspeita inicial de sepse (< 72 horas de
vida), seguido de vancomicina e gentamicina para suspeita de sepse apos as 72
horas de vida, e de ampicilina combinada com gentamicina e clindamicina para
suspeita ou confirmacao da Enterocolite Necrozante.

No estudo de Kuppala et al. (2011), foi observado que quanto menor a idade

gestacional, o peso do prematuro, o indice de Apgar aos 5 minutos de idade inferior
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a 6, intubacdo endotragueal e tratamento com surfactante, maior era o tempo da

antibioticoterapia.

2.3 O ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio vascular € uma camada Unica e continua de células endoteliais
dispostas em forma de fuso, servindo como barreira entre o sangue, a parede
vascular e o intersticio (Figura 4). Tem como fun¢do a manutencdo da homeostase
vascular, e para isso produz componentes da MEC como o colageno e uma
variedade de mediadores quimicos com atividade de vasodilatacdo (6xido nitrico e
prostaciclinas) e vasoconstricdo (angiotensina Il e endotelina). Aléem disso, libera
fatores antioxidantes (enzima superdxido dismutase), anti-inflamatérios (heparinas,
prostaciclinas e peptideos natriuréticos), ativadores do plasminogénio (evita
trombose local), fator de Von Willebrand (atua na adeséo e agregacao plaquetaria e
transportador do fator VIII da coagulacdo) e moléculas de adeséao (BAHIA, 2006;
VELASCO, 2012; LOPES, 1998).

lamina basal

cél. h\
endotelial )

das células
endoteliais

Figura 4. Imagem ilustrativa da camada intima da veia.
Fonte: http://www.icb.usp.br/mol/11-17-circ.html

Ao redor das células endoteliais tem a MEC, que € uma estrutura secretada
pelas proprias células endoteliais. A MEC favorece a sobrevivéncia dos tecidos por
ser constituida de proteinas fibrosas como o colageno e elastina, e de glicoproteinas

alongadas como a FN, LN e TN, que tém como funcéo proporcionar adeséo célula-
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matriz, além de glicosaminoglicanos e proteoglicanos que formam um leito
constituido por um gel, onde se encontram imersos todos 0s constituintes da matriz
(ALBERTS, 1997; ALBERTS et al., 2010).

O Colageno tipo IV (COL IV) € um colageno ndao fibrilar que comp&em cerca
de 50% de toda membrana basal. Sua fungdo compreende a filtragao de substancias
para o intersticio e a resisténcia, pois junto com a LN, promove uma forte malha
estabilizada por glicoproteinas como o nidogénio e proteoglicanos como o perlecan
(MANON-JENSEN et al., 2016; ROBERTSON et al., 2014; LEBLEU et al., 2007).

A LN é uma glicoproteina de matricial de alto peso molecular (800 kDa)
composta por trés cadeias diferentes (a, B e y) unidas por ponte dissulfeto e
dispostas em forma de cruz (LJUBIMOVA et al., 2006). Esta associada a membrana
basal que funciona como adesina, ligando as células basais do epitélio ao colageno
IV. Tem sido relacionada diretamente a estagios avancados de diferenciagéo celular,
sendo pré-requisito para diferenciacdo terminal e execucdo de funcbes
especializadas, por interagir com as integrinas e outros componentes da superficie
celular assim como controlar a migracdo celular, polarizacéo, proliferacdo e
apoptose (KOSMEHL et al., 1999; ENGBRING e KLEINMAN, 2003).

A FN é uma glicoproteina dimérica de alto peso molecular (400 KDa) unida
por ponte dissulfeto que esta relacionada com adeséo celular e aderéncia a matriz
celular (SCHWARZBAUER, 1992). Alguns dominios da FN parecem ter papel
importante nas interagcdes com colageno, heparina e outras superficies celulares,
como o0s glicosaminoglicanos. A FN €& considerada a maior glicoproteina
mesenquimal da MEC envolvida na adesdo célula-matriz, migracdo celular,
morfogénese, diferenciacédo e transformacdo do oncogene (IOACHIM et al., 2002).
Além disso, serve para potencializar a sensibilidade de certas células, como as
endoteliais, aos efeitos proliferativos dos fatores de crescimento (LOCHTER e
BISSEL, 1995). TN e FN sao glicoproteinas da membrana basal que possuem
funcdes competitivas (IOACHIM et al., 2002).

As interacdes das células endoteliais com a MEC circundante permitem que
as mesmas se organizem em vasos sanguineos. Durante a angiogénese, as células
endoteliais devem aderir a MEC, proliferar, migrar, estabelecer polaridade, formar
tubos e manter um contato celular apropriado a angioarquitetura. Além disso, a
adesao endotelial a MEC é essencial a sobrevivéncia e estabilizacdo endotelial. A

importancia dessa adesao pode ser ilustrada pelo trabalho de Re e colaboradores
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(1994) que mostraram que as células endoteliais impedidas de aderir ao substrato

entram em apoptose.

3. EVIDENCIAS ATUAIS

Diante do exposto, foi realizada uma revisédo integrativa com o objetivo de
analisar a producdo cientifica sobre a avaliacdo in vitro dos efeitos em células
endoteliais por exposicao a antibidticos.

Foi realizado uma pesquisa eletronicamente e atemporal que incluiu
literaturas primarias em portugués, inglés e espanhol, que tratam do uso de
antibioticos e células endoteliais de veias. As literaturas que utilizaram células
endoteliais de vasos linfaticos e artérias foram excluidas. As etapas de revisédo
integrativa propostas por Mendes (2008) foram utilizadas nessa revisdo, a saber:
estabelecimento da questdo norteadora, formulacdo dos critérios de inclusdo e
exclusao, definicdo das informacdes a serem extraidas das pesquisas selecionadas,
avaliacdo dos estudos incluidos na revisdo integrativa, interpretacdo dos resultados,
apresentacdo da revisédo e sintese do conhecimento. A seguinte questdo norteou a
busca nas bases de dados: O que tem de producéo cientifica sobre os efeitos da
infuséo de antibidticos em células endoteliais in vitro?

O levantamento bibliografico foi realizado de marco a agosto de 2015,
isoladamente, por duas avaliadoras. A busca ocorreu em cinco bases de dados, na
seguinte sequéncia: Publicacbes Médicas (PubMed); Portal de Pesquisa da
Biblioteca Virtual em Saude (BVS); e SCOPUS.

Para a busca na base de dados, foram utilizados os descritores controlados no
MeSH (Medical Subject Headings) e DECS (Descritores em Ciéncias da Saude)
combinados com a ajuda dos operadores booleanos “OR” e “AND” expostos no

quadro 1.
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Quadro 1

Relac&o dos descritores utilizados nas estratégias de busca nas bases de dados.

DESCRITOR QUALIFICADOR
Anti-Bacterial Agents -
Phlebitis -
Endothelium Injuries

drug effects

cytology

injections, intravenous

adverse effects

A busca resultou em 263 artigos encontrados. Destes, foram selecionados 29

apos a leitura dos resumos, e com a retirada dos artigos repetidos, foram

selecionados 14 artigos para avaliacao.

Todos os artigos selecionados para o estudo estdo listados no Quadro a

seguir, com o autor, ano de publicagao, titulo e objetivos.

Quadro 2

Estudos que analisaram, in vitro, os efeitos de antibiéticos em células endoteliais,

selecionados para a reviséo integrativa, de acordo com os critérios de incluséo.

Autor/Ano

Titulo

Objetivos

Lanbeck e Paulsen,
1995

Cytotoxic Effects of
Four Antibiotics on
Endothelial Cells

Investigar a toxicidade de antibidticos
comumente utilizados na clinica em trés
tipos diferentes de células endoteliais em

cultura.

Vorbach et al.
1998

Endothelial cell
compatibility of
clarithromycin for

intravenous use.

Testar a tolerancia de claritromicina
aplicada por via intravenosa em veias
marginais da orelha de coelhos e em
HUVEC, como modelo alternativo.
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Robibaro et al.
1998a

Influence of
glycopeptide
antibiotics on purine
metabolism of

endothelial cells.

Testar os efeitos da vancomicina e

teicoplanina em células endoteliais.

Robibaro et al.
1998b

Endothelial cell
compatibility of
glycopeptide
antibiotics for

intravenous use.

Investigar se 0s antibiéticos
glicopeptidicos sédo diretamente tdxicos
para as células endoteliais, resultando

em flebite subsequente.

Armbruster et al.
2000

Endothelial cell
compatibility of
trovafloxacin and
levofloxacin for

intravenous use.

Testar a tolerdncia intravenosa de
trocafloxacina e Levofloxacino, em um

sistema in vitro, usando HUVEC.

Togna et al.
2001

Beta-lactam antibiotic-
mediated changes in
platelet reactivity and
vascular endothelial

functions.

Testar e comparar in vitro os efeitos
induzidos por concentragdes sanguineas
terapéuticas de ceftriaxona, aztreonam,
ceftazidima na reatividade de plaquetas.
E avaliar a atividade in vitro das funcdes
ADP,

prostaciclina (PGI2) e de producao de

endoteliais selecionadas:

Ativador do plasminogénio tecidual (t-
PA).

Lanbeck e Paulsen.
2001

Short-term effects of
four antibiotics on DNA
synthesis in

endothelial cells.

Estudar o efeito citotoxico da curta
exposicdo a quatro antibidticos em trés

tipos de células endoteliais em cultura.
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Vorbach et al.

2002

Endothelial cell
compatibility of
azithromycin and

erythromycin.

Investigar os efeitos da azitromicina e
eritromicina, disponiveis para aplicacao
intravenosa, em cultura de HUVEC.

Lanbeck et al.

2004

Dicloxacillin and
erythromycin at high
concentrations
increase ICAM-1
expression by
endothelial cells: a
possible factor in the
pathogenesis of

infusion phlebitis.

Analisar os efeitos pré-infamatérios e
pré-coagulantes em moléculas de

superficie, apos exposicao a antibidticos.

Kilic et al.
2006

The in vitro effects of
quinupristin/dalfopristin
, erythromycin and
levofloxacin at low
concentrations on the
expression of different
cell adhesion
molecules on the
surface of endothelial
cells (Eahy926).

Identificar mudancas nos marcadores de
superficie celular apl6s exposicdo de
antibiéticos

células endoteliais a

clinicamente relevantes.

Kruse et al.
2007

Effect of quinupristin/
dalfopristin on 3t3 and
Eahy 926 cells in vitro
in comparasion to
other antimicrobial
agents with the
potential to induce

infusion phlebitis.

Investigar entre 3 testes de

citotoxicidade in vitro, quais s&o
adequados para estimar o potencial de
trés agentes antimicrobianos conhecidos

para induzir a flebite.
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Effects of macrolides

. on proinflammatory | Comparar o efeito inflamatério da
Millrose et al. _ _ _ o _ o
2009 epitopes on endothelial | eritromicina, claritromicina e
cells in vitro. azitromicina.
Influence of Determinar  fatores associados a
Drouet et al. vancomycin infusion | toxicidade local da vancomicina sob
2015a methods on condi¢cbes in vitro que simulam 0 uso
endothelial cell toxicity. | clinico do antibiético.
Avaliar a toxicidade da vancomicina
_ guando em combinacdo com outros
Endothelial Cell _ L
o _ | medicamentos nas mesmas condi¢oes
Drouet et al. Toxicity of Vancomycin _ . . _
_ _ de simulacdo clinica in vitro, a fim de
2015b Infusion Combined

with Other Antibiotics.

determinar quando uma infuséo

simultdnea aumenta a toxicidade

endotelial da vancomicina.

3.1 CELULAS ENDOTELIAIS

As células utilizadas pelos pesquisadores para estudar os efeitos dos
antibioticos foram: HUVEC (LANBECK E PAULSEN, 1995; VORBACH et al., 1998;
ROBIBARO et al., 1998a; ROBIBARO et al.,, 1998b; ARMBRUSTER et al., 2000;
LANBECK e PAULSEN, 2001; VORBACH et al., 2002; LANBECK et al., 2004;
KRUSE et al., 2007; MILLROSE et al., 2009; DROUET et al., 2015a; DROUET et al.,
2015b); Célula hibrida de HUVEC com linha de célula de carcinoma de pulmédo A549
- EA.hy 926 (LANBECK E PAULSEN, 1995; LANBECK et al., 2004; KILIC, et al.,
2006; KRUSE et al., 2007; MILLROSE et al., 2009); Célula endotelial de aorta de
bovino (LANBECK E PAULSEN, 1995; TOGNA et al., 2001; LANBECK e PAULSEN.,
2001); e ECV 304, que é derivado a partir de células endoteliais da veia umbilical

humana mutada espontaneamente a uma linha celular (LANBECK e PAULSEN,

2001).
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3.2 METODOLOGIA APLICADA NOS ESTUDOS

O endotélio tem como funcdo a manutencdo da homeostase vascular, por
meio de propriedades sintéticas e metabdlicas, as quais promovem a regulagédo da
trombose e trombdlise, adesdo plaquetaria, modulacdo do ténus vascular e da
corrente sanguinea, regulacdo da resposta imune e inflamatoria pelo controle das
interacdes dos leucdcitos, mondcitos e linfécitos com a parede do vaso. Sintetiza
assim, componentes da MEC como o coldgeno e mediadores quimicos com
atividade de vasodilatacdo (6xido nitrico e prostaciclinas) e vasoconstricdo
(angiotensina Il e endotelina), fatores antioxidantes (enzima superéxido dismutase),
anti-inflamatorios (heparinas, prostaciclinas e peptideos natriuréticos), ativadores do
plasminogénio (evita trombose local), fator de Von Willebrand (atua na adeséo e
agregacao plaquetéria e transportador do fator VIl da coagulagdo) e moléculas de
adeséo (VELASCO, 2012; BAHIA, 2006; SUMPIO et al., 2002; LOPES, 1998).

No processo de lesdo vascular, as plaquetas e os fatores de coagulacéao,
antes inativos, entram em acdo para manter a hemostasia. Com isso, foi realizado
uma analise dos marcadores endoteliais utilizados pelos diversos pesquisadores
dessa revisao integrativa, a fim de identificar a melhor técnica utilizada que pode
prever danos endoteliais com a utilizacdo de farmacos. Além disso, varias técnicas
de avaliacdo de citotoxicidade e do metabolismo celular também foram testadas.
Dos fatores que promovem a coagulacdo, e sdo chamados de pro-coagulantes,
temos o Fator tecidual (FT), que é uma glicoproteina de membrana, e funciona como
receptor do fator VIl da coagulacdo. Sua exposicdo em caso de lesdo vascular da
inicio a cascata de coagulacdo, sendo o principal ativador da coagulacdo do sangue
(DRAKE et al., 1989; FRANCO et al., 2000). Lanbeck et al. (2004) avaliou, dentre
varios fatores, o fator tecidual apd6s exposicdo de células endoteliais a dois
antibioticos, dicloxacilina e eritromicina. No entanto, ndo pode confirmar que a
expressao do FT foi ativada pelos antibi6ticos.

A formacéo de fibrina, resultante da cascata de coagulacdo, precisa ser
regulada, a fim de evitar excessos que levam a oclusao vascular e para isso existem
os fatores anticoagulantes que séo: o ativador do plasminogénio tecidual (t-PA), que
regula a geracdo de plasmina, uma enzima ativa, produzida a partir do
plasminogénio e tem a funcédo de degradar a fibrina e ativar metaloproteinases de

matriz extracelular (COLLEN, 1999). O fator de plaminogénio (t-PA) determinado no
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estudo do Togna et al. (2001), apresentou-se reduzido a partir do tratamento com
ceftriaxona. Os antibidticos ceftazidima e azetreonam nao induziram alteracdes.

As células endoteliais apresentam dois tipos de selectinas, que sédo as E-
selectinas e as P-selectinas, proteinas responsaveis pela adeséo de leucécitos ao
endotélio vascular na cascata precoce de eventos que levam aos processos de
inflamacdo. As E-selectinas sé@o expressas apds serem ativadas por citocinas
inflamatorias. As P-selectinas sdo armazenadas nos corpos de Weibel-Palade
(vesiculas intra-citoplasméticas) das células endoteliais e também em alfa-granulos
nas plaquetas, sendo expressas apoOs estimulacdo especifica. Os linfécitos
interagem com o endotélio através do receptor L-selectina, que ndo é expresso nas
células endoteliais. Os linfécitos e leucocitos, quando ativados, expressam integrinas
gue interagem com a moléculas de adesdo endotelial, a molécula de adesao
intercelular-1 e 2 (ICAM-1 e ICAM-2) e molécula de adesdo da célula vascular 1
(VCAM-1) (BUTCHER, 1991).

Kilic et al. (2006) analisou a expressdao das moléculas de adesdo endotelial
apds o0 contato com antibidticos. A expressdao de ICAM-1 aumentou
significativamente em células endoteliais proporcionalmente ao aumento das
concentracbes de quinuspristina/dalfopristina. VCAM-1, E-selectina, L-selectina e
CD34 (glicoproteina de adesédo celular), apresentaram um aumento significativo,
com a concentracdo de 100 mg/L. Células expostas a eritromicina também
apresentaram aumento na expressao de ICAM-1 e VCAM-1 a partir de 100mg/L.
N&o houve mudancgas relevantes de ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, L-selectina e
CD34 com o uso de Levofloxacino. PECAM-1 no grupo controle apresentou alta
expressdo e, no entanto, quando em contato com quinuspristina/dalfopristina,
eritromicina e Levofloxacino, tendeu a uma baixa expressao, sendo mais significativo
no tratamento com Levofloxacino em 30 e 100mg/L. Curiosamente em alta
concentracdo (100mg/L) de quinuspristina/dalfopristina e eritromicina, nao teve
alteracdo em PECAM-1. Esses resultados foram realizados com 24 horas de
exposicado aos antibidticos. Kilic et al. (2006) sugeriu que, uma irritacdo local no
endotélio pela infusdo de quinuspristina/dalfopristina, desencadeante da flebite, é
decorrente da ativacdo do endotélio, em especial, pela elevada expressao de ICAM-
1 e E-selectina, tanto em alta quanto em baixa concentracédo. A regulacdo positiva

desses dois marcadores superficiais permite a ligacdo do leucdcito ao endotélio e
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sua posterior migracdo através da parede do vaso, causando a resposta
inflamatoria.

Lanbeck et al. (2004) utlizou altas concentragcdes de dicloxacilina e
eritromicina em cultura de células endoteliais, e constatou que houve aumento
significativo no namero de células que expressavam ICAM-1. Em contraste, néo
houve aumento da expressdao de ICAM-1 com a infusdo de cefuroxima e
benzilpenicilina. A E-selectina ndo foi afetada pelos antibiéticos utilizados.

A prostaciclina (PGI?), uma prostaglandina produzida pelo endotélio, é
responsavel pela vasodilatagdo vascular e inibicdo da agregacdo plaquetaria. No
caso de danos do vaso, sua producdo diminui, podendo ser um importante
desencadeante da tromboflebite. Os resultados da producéo de prostaciclina, no
estudo de Lanbeck e Paulsen (1995), variou bastante, tendo diminuicdo da producao
mesmo em baixas concentracdes de cefuroxima e aumento em algumas
concentracdes de eritromicina. Nos experimentos feitos por Togna et al. (2001), altas
concentracbes de ceftriaxona reduziram a producdo PGI2. No entanto, ndo teve
modificagdo nas células cultivadas quando em contato com ceftazidima e
aztreonam. Robibaro et al. (1998b) determinou a concentragdo de produtos de
degradacdo estaveis de PGI2 e TXA? 6-cetoprostagladina Fla (6-ceto-PGFla e
tromboxano B2 (TXB:2) respectivamente, por técnica de radioimnunoensaios diretos.
No entanto, a sintese de 6-ceto-PGFla e TXB2 em células endoteliais n&o foi
significativamente diferente das células do controle, mesmo com a variagdo da
concentracdo do antibiético vancomicina. Em contraste, a teicoplanina induziu um
aumento da liberacédo de PGI2 e TXA2, em concentragdes de 5 e 10 mg/mL.

Alguns artigos quantificaram os niveis de purinas, uns utilizaram a técnica da
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), que separa compostos quimicos em
misturas para andlise ou purificagdo, enquanto outros, a técnica da
bioluminescéncia, mensurando assim, os niveis de ATP, ADP, GTP e/ou GDP
(VORBACH et al.,, 1998; ROBIBARO et al., 1998a; ROBIBARO et al.,1998b;
ARMBRUSTER et al., 2000; VORBACH et al., 2002).

A atividade da adenosina difosfatase endotelial, responséavel pela degradacao
do difosfato de adenosina (ADP) e inibicdo da agregacdo plaquetéaria, foi avaliada
apo0s exposicao aos antibioticos, ceftriaxona, ceftazidima e aztreonam, e apresentou
variacdo, de acordo com cada um deles. A adicdo de ceftriaxona ao meio de

incubag&do em concentragbes de 125-500 mg/mL diminuiu significativamente a taxa
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de degradacdo do ADP do endotélio. De um modo semelhante, a ceftazidima foi
ativa nas concentracdes de 250 e 500 mg/mL, enquanto que o aztreonam nao
alterou a atividade adenosina difosfatase (TOGNA et al., 2001).

Outros métodos utilizados foram o ensaio de incorporagdo do vermelho
neutro, 0 método de coloragdo Cristal Violeta (KRUSE et al., 2007), o teste de
citotoxicidade pelo método direto — MTT (MILLROSE et al., 2009; DROUET et al.,
2015a), o ensaio colorimétrico do Alamar Blue (DROUET et al., 2015b), e o0 ensaio
de incorporacdo do radiois6topo 3H-timidina em células proliferativas (LANBECK e
PAULSEN, 1995 e LANBECK e PAULSEN, 2001). Esses testes permitem a
avaliacdo da viabilidade celular. No ensaio de incorporacdo do vermelho neutro
ocorre a passagem do corante através da membrana plasmatica com concentracao
nos lisossomos de células vivas. Danos nas membranas celulares e lisossomais
diminuem a captacdo e ligagdo do vermelho neutro, resultando na distingdo de
células vivas e mortas pela medida da intensidade de cor final. No método cristal
violeta, o corante se liga ao DNA, podendo ser medido por espectrofotometria. O
MTT baseia-se na reducéo do sal tetrazolato pela enzima hidrogenase succinica
presente nas mitocondrias das células, as quais adquirem uma coloracao violacea,
gue também é medida por espectrofotometria. O ensaio Alamar Blue baseia-se na
capacidade que as células metabolicamente ativas tem para reduzir o reagente em
um indicador fluorescente e colorimétrico.

A técnica de coloracdo cristal violeta no estudo de Kruse et al. (2007),
mostrou ser mais sensivel para medir a viabilidade celular do que o teste de
incorporacdo do vermelho neutro. Os resultados do ensaio de citotoxicidade pelo
MTT, no estudo de Millrose et al. (2009), corresponderam com as mudancas na
expressdo de marcadores de superficie pro-inflamatérias analisadas por citometria
de fluxo. Assim, conclui que marcadores da superficie celular envolvidos nas
interagbes entre as células endoteliais e leucocitos provaram ser marcadores
importantes para estudar as diferencas no potencial pré-inflamatério dos antibiéticos
estudados, além de ser util para prever riscos de flebites de outras drogas com
esses ensaios in vitro.

O teste de incorporagdo do radioisétopo 3H-timidina em células proliferativas,
0 qual avalia a viabilidade celular, por meio da sintese de DNA, mostrou ser um
modelo importante para demonstrar diferencas de toxicidade de diferentes

antibioticos, nos estudos de Lanbeck e Paulsen (1995) e Lanbeck e Paulsen (2001).
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Seu resultado pode ser comparado com os resultados da quantificacdo proteica, em

um ensaio que mede a massa celular remanescente na cultura, apos agressao

toxica. Como desvantagem do método, a avaliagdo da sintese de DNA nao

diferencia efeitos citostéticos de efeitos citotoxicos. J& 0 método de quantificacdo de

proteinas das células é mais insensivel que a 3H-timidina, uma vez que pode

detectar a proteina a partir de células inviaveis ainda aderidas a monocamada, e

ainda assim serem contabilizadas.

Quadro 3

Resumo dos fatores investigados nos estudos e suas funcdes

MOLECULAS DE ADESAO CELULAR

LOCALIZACAO FUNCAO
(CAM)
ICAM-1 Células Endoteliais
ICAM-2 Células Endoteliais
_ VCAM-1 Células Endoteliais | Adesdo e Migragao
Imunoglobulinas
Plaquetas, celular
PECAM-1 | leucdcitos e
células endoteliais
_ Membrana das .
Integrinas ] Adeséao
células
E-Selectina | Células endoteliais
L-Selectina | Leucdcitos
Plaquetas e
. corpos de Weibel- .
Selectinas ] Receptores de adeséo
_ Palade (vesiculas
P-Selectina celular.

intra-
citoplasmaticas)
das células

endoteliais.
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COAGULACAO, ANTICOAGULACAO E FIBRINOLISE

Fator tecidual (FT)

Fibroblastos
subjacentes
ao endotélio

vascular

Glicoproteina de
membrana, sua
exposicdo em caso de
lesdo vascular dé inicio
a cascata de
coagulacdo, sendo o
principal ativador da

coagulacao do sangue.

Ativador do Plasminogénio Tecidual
(t-PA)

Sintetizado pelas

células endoteliais

Regula a producédo de
plasmina, uma enzima
ativa, produzida a partir
do plasminogénio e tem
a funcado de degradar a
fibrina e ativar
metaloproteinases  de

matriz extracelular.

Prostaciclina PG2

Sintetizado pelas
células endoteliais

Promove vasodilatacao
vascular e inibicdo da

agregacao plaquetaria.

3.3 ANTIBIOTICOS

Os resultados referentes aos antibidticos encontrados nos artigos foram

agrupados em 3 quadros, de acordo com o potencial citotoxico identificado.
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Quadro 4

Relacéo dos efeitos encontrados, in vitro, nas células endoteliais, de acordo com a

metodologia e os antibibticos utilizados. Antibidticos com baixo potencial citotoxico.

Antibiodtico Achados
Nao alterou a atividade adenosina difosfatase nas células
endoteliais, nem a produgdo PGI?. Dos B-lactamicos, o aztreonam deve
Aztreonam ser o de primeira escolha para tratamento clinico, devido a auséncia de

alteracdo nos marcadores de adesdo endotelial, mostrando ser mais

compativel (Togna et al., 2001).

Benzilpenicilina

De acordo com a experiéncia clinica de Lanbeck e Paulsen (1995), a
benzilpenicilina raramente causa tromboflebite apds administracao
intravenosa, sendo considerada atoxica. Em seus experimentos, esse
antibiotico apresentou toxicidade apenas quando utilizada em alta
concentracdo, 2300 mg/L, valor acima do comumente utilizado na
clinica, 100 mg/L. Esse resultado so6 foi encontrado em HUVEC, apesar
de testado também em EA.hy 926 e células endoteliais de aorta de
bovino. Os resultados ndo dependem do pH ou da pressédo osmoética nas
solucdes antibioticas.

N&o exerceu efeito na sintese de DNA em HUVEC e células
endoteliais de aorta de bovino (LANBECK e PAULSEN, 2001). N&o
afetou a expresséo de ICAM-1 (LANBECK et al., 2004).

Levofloxacino

Solugdo injetavel pronta para uso na concentracdo de 5mg/mL.
Considerado atoxico por Kruse et al. (2007), através dos resultados dos
ensaios de viabilidade celular pelo teste de incorporacédo do vermelho
neutro e coloracao cristal violeta na concentracdo de 1mg/L. No estudo
de Armbruster et al. (2000) foi identificado um decréscimo no ATP
intracelular na concentracdo de 5mg/mL e nenhum declinio importante
de purinas com a contracdo de 1mg/mL.

No estudo de Kilic et al., (2006), a exposicdo ao antibiotico
levofloxacino, tendeu a baixa regulacdo dos marcadores de adeséo

endotelial.
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Quadro 5

Relacéo dos efeitos encontrados, in vitro, nas células endoteliais, de acordo com a

metodologia e os antibidticos utilizados. Antibiéticos com médio potencial citotoxico.

Antibiotico

Achados

Cefuroxima

De acordo com a experiéncia clinica de Lanbeck e Paulsen (1995), a
cefuroxima raramente causa tromboflebite apdés administragdo
intravenosa. No entanto, ap0s experimentos com cultura de células
endoteliais concluiram que a toxicidade é dependente de concentracao e
do tempo de exposi¢do. Em curtos periodos de exposicao das células ao
antibiético ndo ha manifestacédo dos efeitos. Os resultados ndo dependem
do pH ou da pressao osmoética nas solucdes antibioticas.

N&o exerceu efeito na sintese de DNA em HUVEC. Nas células
endoteliais de aorta bovino, apresentou alguma reducdo na sintese de
DNA na concentracdo de 12,500mg/L (LANBECK e PAULSEN, 2001).
N&o afetou a expressédo de ICAM-1 (LANBECK et al., 2004).

Dicloxacilina

Toxicidade dependente da concentragdo do antibidtico. Os resultados
ndo dependem do pH ou da pressdo osmoética nas solu¢des antibioticas
(LANBECK e PAULSEN, 1995).

A exposicdo a docloxacilina, resultou na diminuicdo da sintese de
DNA em células endoteliais de aorta de bovino e HUVEC de acordo com
a concentracéo e tempo de infusdo (LANBECK e PAULSEN, 2001).

A incubacéo por 60 minutos, com 6250mg/L de dicloxacilina, resultou
em um aumento da expressdo de ICAM-1, mas néo alterou a E-selectina
e o fator tecidual (LANBECK et al., 2004).

Eritromicina

A eritromicina apresentou um efeito citotoxico dependente da
concentracdo em ambas as células investigadas no estudo de Kruse et al.
(2007), células 3T3 de fibroblastos e células endoteliais (EA.hy 926).

De acordo com estudo de Lanbeck e Paulsen (1995; 2001), a
exposicao de células endoteliais a eritromicina apresentou diminuicdo da
sintese de DNA. Refere também os resultados nédo dependentes do pH ou
da pressao osmotica das solugdes antibidticas.

A incubacéo das células endoteliais com eritromicina na concentracao

de 2mg/mL resultou em um rapido declinio de ATP intracelular e extensa
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deplecdo de ADP, no estudo de Vorbach et al. (2002). Na concentracao
de 0,5 mg/mL nédo apresentou declinio significante nos niveis intracelular
de fosfato de alta energia. Baseado nesses resultados, Vorbach et al.
(2002) concluiu que a solucéo de eritromicina ndo € bem tolerada e pode
causar reacoes adversas locais quando diluido conforme a recomendacéao
do fabricante.

Na concentracdo de 200mg/L de eritromicina nao foi observado efeito
nas células endoteliais em comparacdo ao grupo controle, jA a EC50 foi
de 310mg/L, no estudo de Millrose et al. (2009). Além disso, a eritromicina
induziu repostas significativas em todos os marcadores superficiais pré-
inflamatorios na concentragdo de 800mg/L.

A incubacgao por 60 minutos com 6250mg/L de eritromicina resultou
em um aumento da expressdo de ICAM-1, mas néo alterou a E-selectina
e o fator tecidual (LANBECK et al., 2004).

No estudo de Kilic et al. (2006), as células expostas a eritromicina
também apresentaram aumento na expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 a
partir de 100mg/L.

Quinupristina/
Dalfopristina

Quinupristina/Dalfopristina apresentou um efeito citotéxico dependente
da concentracdo em ambas as células investigadas no estudo de Kruse et
al. (2007), células 3T3 de fibroblastos e células endoteliais (EA.hy 926).

A expressdo de ICAM-1 aumentou de forma significativa e
proporcionalmente ao aumento da concentragao de
quinuspristina/dalfopristina. VCAM-1, E-selectina, L-selectina e CD34
apresentaram um aumento significativo, somente com a concentracédo de
100 mg/L (KILIC et al., 2006).

No estudo de Millrose et al. (2009), Quinupristina/Dalfopristina induziu
um significativo aumento de CD34, E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 nas
concentracdes testadas, 400, 600 e 800mg/L.

Vancomicina

As solugbes de vancomicina afetam diretamente as células
endoteliais, resultando em flebite local subsequente a infusdo venosa,
sem grandes efeitos sistémicos. Solucbes com concentracdo abaixo de

5mg/mL sé@o bem toleradas pelo endotélio. No entanto, solu¢cdes com 5 e
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10mg/mL resultaram em um rapido decréscimo de ATP apo6s 120 minutos
de exposicdo a células endoteliais (Robibaro et. al.,1998a; Robibaro et al.,
1998b).

Nos estudos de Drouet et al. (2015a) a toxicidade é dependente da
concentracdo e do tempo de exposicdo, e 50% da dose letal para HUVEC
€ alcancado com 5mg/mL. Foram contestados estudos anteriores que
indicam o pH como um fator responsavel pela toxicidade, através do teste
da solucéo de NaCl 0,9% com pH 7,14 e vancomicina com o0 mesmo pH
na concentracdo de 5mg/mL. NaCl ndo induziu toxicidade nas células, ao
contrario da vancomicina. A administracdo de vancomicina de forma
continua aumenta a toxicidade endotelial em comparacdo a infuséo
intermitente. Alguns cuidados sao importantes ao infundir vancomicina no
vaso sanguineo, como usar uma solucdo salina antes e apds o
procedimento, a fim de evitar o contato com outras medicacdes
incompativeis de serem administradas juntas, que s&o inumeras. Drouet
et al. (2015b), experimentou a exposicdo da vancomicina com outras
antibioticos frequentemente infundidos conjuntamente, através do
“conector y”. Além disso, identificou que algumas medicacdes aumentam

as complicacdes celulares, como € o caso da eritromicina, gentamicina.

Quadro 6
Relacdo dos efeitos encontrados, in vitro, nas células endoteliais, de acordo com a

metodologia e os antibibticos utilizados. Antibidticos com alto potencial citotoxico.

Antibidético Achados

Incubacdo de células endoteliais com azitromicina na
concentracdo de 2mg/mL resultou em um rapido declinio de
ATP intracelular e extensa deple¢édo de ADP. Na concentragao
_ o de 0,5 mg/mL, ndo apresentou declinio significante nos niveis
Azitromicina ] .
intracelular de fosfato de alta energia. Baseado nesses
resultados, Vorbach et al. (2002) concluiu que a solugao de
azitromicina ndo € bem tolerada e pode causar reacles

adversas locais, se diluido conforme a recomendagdo do




46

fabricante.

No estudo de Millrose et al. (2009), nao foi observado efeito
nas ceélulas endoteliais em comparacdo ao grupo controle com
10mg/L. Ja a concentracdo do farmaco que induziu metade do
efeito maximo (EC50) foi de 40mg/L. Em 100mg/L causou um
declinio significativo nos marcadores pro-inflamatérios da
superficie, ICAM-1, VCAM-1, E-selectina e CD34. O maximo

efeito foi encontrado na concentracédo de 600mg/L.

A ceftazidima diminui a taxa de degradacédo do ADP das

Ceftazidima células endoteliais nas concentracdes de 250 e 500 mg/mL.
N&o alterou a producéo de PGI2 (TOGNA et al., 2001).

A adicdo de ceftriaxona ao meio de incubacdo em

concentragcdes de 125-500 mg/mL diminuiu significativamente a

Ceftriaxona taxa de degradacdo do ADP nas células endoteliais. Além

disso, as altas concentracdes também diminuiram a producao
de PGI?2 (TOGNA et al., 2001).

Claritromicina

A exposicdo de células endoteliais a 2 mg/mL de
claritromicina resultou em um rapido decréscimo no nivel de
ATP intracelular, enquanto a concentracdo de 0,5 mg/mL e 1
mg/mL ndo apresentaram reducdo significativa nos niveis de
purina (Vorbach et al.,, 1998). Na concentracdo de 10mg/L de
claritromicina ndo foi observado efeito nas células endoteliais
em comparagdo ao grupo controle, ja a EC50 foi de 30mg/L.
Claritromicina induziu repostas significativas em todos os
marcadores superficiais pro-inflamatérios na concentracdo de
400 e 600mg/L (MILLROSE et al.,2009).

Maior potencial citotoxico de trés antibidticos estudados por
Millrose et al. (2009), seguido da azitromicina e por ultimo a

eritromicina.

Teicoplanina

As solucdes de teicoplanina afetam diretamente as células
endoteliais, resultando em flebite local subsequente a infuséo
venosa, sem grandes efeitos sistémicos (ROBIBARO et
al.,1998a; ROBIBARO et al., 1998b).
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A incubacéo de células endoteliais por 20 e 60 minutos com
2mg/mL de trovafloxacina resultou em um rapido decréscimo do
Trovafloxacina ATP intracelular no estudo de Armbruster et al. (2000), além da

diminuicdo também de ADP, GTP e GDP. Ja a concentracao de

0,5mg/mL n&o apresentou alteracdo no nivel de purinas.

A maioria dos estudos utilizaram HUVEC nos seus experimentos. As HUVEC
sdo comumente utilizadas devido a facilidade na obtencédo de grandes quantidades
de células (SCHIMEK et al., 2013). Lanbeck e Paulsen (1995), com o intuito de criar
um modelo in vitro capaz de avaliar a toxicidade de drogas, testaram as células
HUVEC, EA.hy 926 e a célula endotelial de aorta de bovino. A exposicao dessas
células a diferentes antibiéticos, apresentou resultados variados entre as células
hibridas e as células primarias. O trabalho concluiu que as células primarias sdo as
mais representativas das condi¢des naturais de um organismo.

Millrose et al. (2009) realizou seus experimentos com EA.hy 926 e para que
os resultados fossem mais proximos do modelo biologico, simulou situac¢des in vivo,
também testando algumas concentracdes de antibidticos em HUVEC. Lanbeck e
Paulsen, em 2001, realizaram outro estudo, comparando resultados da exposicéo de
antibioticos a HUVEC e a ECV 304. Os resultados indicaram que a validade do
modelo proposto néo é reduzida pela utilizacdo de células ECV 304. Porém, deve-
se ter cuidado ao trabalhar com estas linhagens celulares, pois ndo se concluiu
serem elas representantes fidedignas das células endoteliais primarias. Por outro
lado, as desvantagens citadas da utilizacdo de HUVEC s&o que as células primarias
tém de ser obtidas em um curto periodo de tempo antes da ealizacdo dos
experimentos, além de terem uma vida util limitada (LIDINGTON et al.,1999;
LANBECK et al., 2004).

Com base nos estudos avaliados, pode se dizer que a avaliacdo das
moléculas de adesdo se mostrou eficaz para avaliar o potencial de flebite de um
antibiético. A avaliacdo do fator tecidual ndo apresentou ser um bom método, ja que
nao sofreu alteracdo nos experimentos, e o t-PA ndo apresentou um bom padrdo de
regulacdo. Os ensaios de citotoxicidade s&o importantes para a avaliar a viabilidade

celular, porém, ndo conseguem explicar o fisiopatogénese da flebite.
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Em relacdo as células endoteliais, as células primarias se mostraram mais
representativas da realidade clinica da puncéo venosa periférica, mas as linhagens

apresentam maior facilidade na manutencéo e obtencéo.

4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO METODOLOGICO

O meétodo utilizado para a pesquisa é o experimental, que segundo Prodanov
e Freitas (2013), consiste em submeter objetos de estudo a influéncia de certas

varidveis para analisar a resposta perante a situagdo exposta.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Morfogénese Celular,
do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro,

coordenado pelo Prof. Titular Vivaldo Moura Neto.

4.3 DINAMICA

4.3.1 Cultura de Células Endoteliais de Veia de Cordao Umbilical
Humano (HUVEC)

As células endoteliais utilizadas no estudo foram obtidas a partir de veia de
corddo umbilical humano oriundas da Maternidade Carmela Dutra, em parceria com
o Laboratério da Biologia da Célula Endotelial e da Angiogénese (LabAngio) da
Universidade do Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), coordenado pela Prof. Dra.
Verbnica Morandi. Apenas foram recolhidos corddes umbilicais de RN sabidamente
saudaveis, com até 24 horas apdés o parto. As células endoteliais foram isoladas

conforme descrito por Jaffe et al (1973). Em suma, as HUVEC foram recolhidas apés
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a canulacdo da veia umbilical e posterior tratamento com solucdo estéril de

colagenase IV 0,1% (Sigma) em PBS rico em glicose (Merk).

4.3.1.1 MEIO DE CULTURA

O Meio 199/HEPES é uma solucé&o nutritiva em cultivo celular. O contetddo em
forma de p6 tem 14,7 gramas e foi diluido em 1 litro de Agua Milli-Q, acrescido de
2,29 de Bicarbonato, filtrado e armazenado na geladeira entre 2 e 8°C, conforme
orientagao do fabricante. O Meio199/HEPES tem 24 meses de validade e depois de
reconstituido, o prazo de utilizacdo ndo deve ultrapassar 12 meses. Outros
suplementos como o Soro Fetal Bovino (SFB) e a Glutamina, foram acrescentados
no momento do uso, pois perdem seu efeito a longo prazo. Conforme a necessidade
de uso, portanto, a solugéo foi colocada em garrafas menores com capacidade de
aproximadamente 100ml, sendo 90ml de Meio199/HEPES,10ml de SFB e 1ml de L-
glutamina. A penicilina e o Fugison ndo foram acrescentados no meio, para que néo
interferissem no resultado.

As HUVEC foram mantidas em estufa a 37°C, em atmosfera Umida com 5%
de CO2, até que atingiram a confluéncia, para posteriormente serem repicadas com

tripsina-EDTA 0,025% e, assim, estarem disponiveis para 0s experimentos.

4.3.1.2 PLAQUEAMENTO

Com a finalidade de minimizar o estresse do deslocamento entre o0s
laboratorios da UERJ e UFRJ, as HUVEC ao chegarem ao LMC, permaneceram por
24 horas na estufa e tinham seu meio trocado a cada dois dias até seu
plagueamento.

Para o plaqueamento, foram seguidas as seguintes etapas: primeiro, 0
Meiol199/HEPES contido nos garrafées foi descartado e colocado PBS para lavar;
acrescentou-se assim, 3ml de tripsina e observamos o descolamento das células no
microscopio. Dependendo da necessidade, os garrafdes eram colocados na estufa
por 3 minutos para ajudar na acdo da tripsina. ApOs essa etapa, a tripsina foi
inativada com Meiol99/HEPES e o conteudo do garrafdo colocado em um tubo
falcon e levado a centrifuga por 10 minutos a 1100 rotagdes por minuto (rpm). No
tubo falcon, a solugdo apresentou-se, apés a centrifugacdo, heterogénea, sendo a
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fase liquida descartada e a parte sdlida, formada pelas células, resuspendida com
1200ul de Meiol199/HEPES mais SFB e plagqueadas 50ul por poco, nos 24 pocos da
placa de cultura. A placa de cultura ao término desse processo, foi colocada na
estufa para adesdo das células na laminula. A placa de cultura previamente,
recebeu 1 laminula em cada pog¢o e 300ul de gelatina 2% que foi colocada por 30
minutos e retirou-se 0 excesso e deixamos secar no fluxo naturalmente até o

plagueamento das HUVEC.

4.3.2 Padronizacao de doses e diluicdes da ampicilina

4.3.2.1 RECONSTITUICAO:

O antibiético Ampicilina se apresenta em forma de p6é que precisa ser
reconstituido com agua para injecdo e depois diluido. Na clinica a diluicdo é feita
com soro glicosado 5% ou com soro fisiolégico. No LMC, 1g de Ampicilina foi
reconstituido em 5ml de &gua para injecdo, resultando na concentracdo de
200mg/ml e a a diluicdo se deu no préprio meio de cultura.
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4.3.2.2 DILUICAO:

Do produto da reconstituicdo foram estabelecidas as seguintes condi¢des

para diluicéo:
Volume de
ampicilina
Concentracdo utilizado da M199 Solucéao Final
mg/mL solucéao +SFB (ul) (ulh)
reconstituida
(1)

7 35 965 1000
14 70 930 1000
21 105 895 1000
28 140 860 1000
40 200 800 1000
60 300 700 1000
80 400 600 1000
100 500 500 1000

Foi utilizada como diluente do antibidtico em questdo a agua destilada, na
tentativa de reproduzir in vitro o que é rotineiro na préatica da terapia intravenosa em
ambito hospitalar. O antibidtico testado foi a ampicilina (Cilinon® ampicilina sodica —

Blau) em concentracdes crescentes de 7, 14, 21, 28, 40, 60, 80 e 100mg/mL.

4.3.3 Andlise morfoldgica das células endoteliais

Foram plaqueadas 10° HUVEC sobre laminulas estéreis em Meio199/HEPES
com 10% de SFB, antes do contato com o antibiotico. Apos lavagem da cultura com
meio sem soro, as HUVEC sofreram tratamento com ampicilina na concentragao de
7, 14, 21, 28, 40, 60, 80 e 100mg/mL por 30minutos. As células foram observadas

no microscopio oOptico invertido da marca Nikon, modelo Eclipse, TE 300 por
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microscopia de contraste de fase e as imagens foram capturados em camera digital
CCD, marca DFC310FX.

4.3.4 Analise citoldgica das células endoteliais

As células em monocamadas, apresentam-se sem cor, portanto, para
evidenciar melhor suas estruturas usamos a coloragédo Hematoxilina e Eosina (HE),
principal coloragdo da histologia. A Hematoxilina, ajuda a visualizar melhor os
detalhes internos dos ndcleos, por apresentarem componentes acidos (azul), a
eosina cora os citoplasmas que compdem estruturas basicas (rosa). Em nosso
experimento, utilizamos células HUVEC cultivadas sobre laminulas, tratadas e nao
tratadas seguindo os seguintes procedimentos: Fixacdo com PA 4% por 10 min.,
seguindo de lavagens com agua destilada 3x5 min.; Hematoxilina 7 a 10 min.;
lavando 3X5 min. com &agua destilada; Eosina 5 a 8 min., parando a reacdo com
agua destilada 3X5 min.; seguida de desidratacdo com alcool 80, 90 e 100% PA.
Apoés secagem a temperatura ambiente, as laminulas foram montadas sobre laminas
com substancia selante Enttelan (Merck, USA). ApGs secagem, as laminas foram
observadas em microscopio de luz Nikon TE 300®. As areas selecionadas de cada

lamina foram capturadas utilizando-se o software Image-Pro Express®.

4.3.5 Quantificacdo de adeséao das células HUVEC

Apds 30 minutos das células HUVEC em cultura foi realizada a quantificacao
de adeséao celular do grupo controle e do grupo exposto ao antimicrobiano ampicilina
nas concentragbes de 07, 14, 21, 28, 40, 60, 80 e 100mg/mL e observadas no
microscopio Optico invertido da marca Nikon, modelo Eclipse, TE 300 por
microscopia de contraste de fase. Foram capturados em camera digital CCD, marca
DFC310FX, 8 campos aleatérios de cada condicdo. As células aderidas foram

contadas e fragmentos celulares foram excluidos da contagem.
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4.3.6 Analise de matriz extracelular das células HUVEC por técnica
de imunocitoquimica (células do grupo controle e células do grupo tratado

com ampicilina)

As células HUVEC (sem tratamento e tratadas com ampicilina) aderidas as
laminulas de vidro que foram fixadas com formaldeido 3,7% + sacarose 4% por 3
minutos e depois lavadas com PBS. Em seguida, os sitios inespecificos foram
bloqueados com PBS-BSA-5% durante 1h. Apdés novas lavagens com PBS, as
células foram incubadas por 1h, com os anticorpos policlonais anti-fibronectina
humana (1:400 Sigma) e anti-colageno IV humano (1:250 Abcam), e monoclonal
anti-laminina humana (1:250 Abcam). A incubacdo com anticorpo secundario foi
realizada a temperatura ambiente, por 1h. Foram usadas imunoglobulinas anti- IgG
de coelho conjugadas ao fluorocromo rodamina (1:400) e anti-lgG de coelho
conjugada a fluoresceina (1:300). Controles negativos foram obtidos com a omissao
de anticorpos primarios e ndo foram observadas imunoreacgdes inespecificas. Os
nucleos foram marcados com DAPI (40,6-Diamidino-2-phenyindole dilactato; Sigma
Chemical). Apos a incubagdo as laminulas foram lavadas com PBS e montadas
sobre laminas com liquido de montagem SouthernBiotech Fluoromount-G®. As
células foram observadas e imagens capturadas em camera digital CCD, marca
DFC310FX.

4.3.7 Densitometria por fluorescéncia

As imagens de fluorescéncia foram capturadas por microscopio confocal e
guantificadas através do Programa ImagelJ. Foi realizada a medida de intensidade
de fluorescéncia cujo resultado foi dividido pelo nimero de ndcleos marcados com

Dapi.

4.3.8 Modelo Matematico

O modelo matematico utilizado com a colaboracdo do Professor Dr. Cosme
Ferreira da Ponte Neto, foi baseado no modelo de morte celular proposto por

Palsson & Bhatia (2004). O ajuste do parametro do modelo matematico foi feito a
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partir da contagem das células HUVEC sujeitas a acao do antibiodtico durante um
determinado tempo. As células foram contadas, plaqueadas e logo depois, colocado
0 antibidtico na cultura. Apdés um intervalo de tempo fixo, as células foram
novamente contadas. Esse processo foi repetido com as diversas concentragdes do
antibiotico utilizadas. O conjunto destes dados experimentais possibilitou o calculo
do parametro do modelo.

O modelo é representado pela equacdo abaixo, que relaciona o numero de
células vivas com a concentracdo do antibidtico num intervalo de tempo pré-

determinado.

X=1+In(1-)
K
Sendo:
X — numero de células vivas apds a colocacédo do antibiético
C - concentracao do antibiético
K — parametro do modelo que corresponde a concentracdo que causa a morte de
100% das células no tempo considerado. Este parametro € uma caracteristica do

antibiodtico utilizado no trabalho.
4.3.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas com médias de 3 experimentos

independentes e analisadas pelo Teste U de Mann-Whitney.

4.4 QUESTOES ETICAS

Essa pesquisa utilizou Linhagem de células humanas de corddo umbilical
neonatal (HUVEC), sendo pautada nas diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisas envolvendo seres humanos preconizadas pela Resolucdo 466/12.

As HUVEC séo oriundas da Maternidade Carmela Dutra, em parceria com o
Laboratério da Biologia da Célula Endotelial e da Angiogénese (LabAngio) da

Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), coordenado pela Prof. Dra.
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Verbnica Morandi. Os experimentos preliminares foram realizados até marco de
2015, prazo final de cobertura da aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
EEAN/HESFA em 30 de marco de 2010 — Protocolo n° 024/2010, CAAE -
0008.0.226.000-10 (anexo A).

Foi solicitado um novo parecer no comité de ética da EEAN/UFRJ em Junho
de 2015, com a aprovacao concedida em Julho do mesmo ano. Em Abril de 2016 foi
solicitada a inclusdo de uma emenda e aprovada no mesmo més, CAAE -
46890415.3.0000.5238 (anexo B).

4.4.1 Riscos e beneficios

Os riscos biolégicos relacionados a esse estudo podem ocorrer por meio de
contaminagdo por microorganismos como bactérias, fungos, parasitas, virus, que
guando em contato com o homem, podem provocar inUmeras doencgas.

A pesquisa se fundamenta na aplicagcdo das boas praticas de laboratorio
(BPL) baseadas nas diretrizes gerais para o trabalho em contencdo com agentes
biol6gicos, que preconizam a utilizacdo de equipamentos de protecdo e a
adequacdao das instalacdes, com énfase em indicadores de Biosseguranca (BRASIL,
2010). Os pesquisadores obrigatoriamente devem utilizar Equipamento de Protecao
Individual (EPI) e Coletivo (EPC), tais como: jaleco, luvas de procedimento, touca,
mascara, sapatos fechados e manipulacdo das células dentro de uma capela de
fluxo laminar, que garante a protecdo do operador e do ambiente contra agentes
biolégicos de risco, protegendo os materiais de estudo de contaminacdes externas.

Apols os experimentos, o material biolégico sofre tratamento quimico com
hipoclorito para que possa ser descartado de forma a proteger o meio ambiente e 0s
seres humanos. Sao descartados em sacos brancos marcados com o logotipo de
risco bioldgico e a palavra “INFECTANTE”, na lixeira de cor branca destinada a lixos
infectantes.

Em caso de contato acidental com o material bioldgico a conduta sera lavar
com agua corrente em abundéancia as membranas mucosas e a pele, podendo ser
usado soro fisiolégico 0,9%, repetindo a operacdo por varias vezes. O laboratorio
fara o encaminhamento para o atendimento médico necesséario e acompanhara o

caso até sua resolucao.
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Os beneficios de estudar as lesdes em células endoteliais, a partir de
HUVEC, séo: a reproducéo in vitro dos fenbmenos biolégicos que ocorrem in vivo,
sem comprometer 0s seres vivos; a contribuicdo para o conhecimento de novos
saberes sobre o antimicrobiano ampicilina e o aumento da seguranga do paciente na

realizacdo da TIV.

5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO MORFOLOGICA DAS CELULAS HUVEC

A Figura 5 mostra uma panoramica da cultura de células HUVEC com grupo
controle, e apés tratamento com antimicrobiano ampicilina. No grupo controle
(Figura 5A), as células HUVEC cultivadas em laminula apresentaram em sua
maioria ceélulas espraiadas, aderentes, uninucleadas e dispostas em
monocamada. A partir da concentragdo de 40mg/mL, algumas células
apresentaram diminuicdo do volume celular com alteracdo de morfologia (Figuras
5F e 5G). Os efeitos citotoxicos ficaram bem visiveis, em 30 minutos, nas células
HUVEC quando tratadas com antimicrobiano ampicilina a partir na concentracéo
de 80mg/mL (Figuras 5H e 5I). Essas células sofreram alteracbes morfologicas
apresentando forma de fuso, com células alongadas e proje¢fes citoplasméticas
irregulares, além de diminuicdo do citoplasma e do volume celular. Além disso
observou-se uma perda de adeséo celular, & medida que a concentracdo do
antimicrobiano ampicilina aumentava, o que culminou com uma diminuicdo do

numero de células em cultura.
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Figura 5. Avaliagdo morfoldgica das células endoteliais em concentra¢des crescentes de ampicilina por 30
minutos. A: Controle; B: 7 mg/mL; C:14 mg/mL; D:21mg/mL; E:28mg/mL; F:40mg/mL; G:60mg/mL; H:80mg/mL;

[:100mg/mL. Seta branca- Diminui¢cdo do volume celular. Seta vermelha- Célula em processo de desadeséao.
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5.2 ANALISE CITOLOGICA DAS CELULAS HUVEC

As HUVEC foram colocadas em cultura e submetidas a coloracdo por HE
apos tratamento com o antimicrobiano ampicilina, comparando-as com células néo
tratadas, utilizadas como controle. Na coloragdo pela HE os nulcleos sédo corados
pela hematoxilina, sendo evidenciados em roxo, enquanto o citoplasma e o0s
espacos intercelulares sdo corados pela eosina, sendo visualizados em rosa.
Observou-se que as HUVEC tratadas a partir da concentragdo de 40mg/mL (Figura
6F) exibiram alteracBes morfolégicas como a diminui¢do do citoplasma e do volume
celular e um acentuado decréscimo do namero de células em cultura que se tornou
mais evidente a medida que a concentracdo do antimicrobiano aumentava (Figuras
6G, 6H e 6l).

Figura 6. Avaliacdo citoldgica das células endoteliais em concentracdes crescentes de ampicilina
por 30 minutos. A: Controle; B: 7 mg/mL; C:14 mg/mL; D:21mg/mL; E:28mg/mL; F:40mg/mL;

G:60mg/mL; H:80mg/mL; 1:2100mg/mL. Seta branca- Diminui¢&o do volume celular.
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5.3 QUANTIFICACAO DAS CELULAS HUVEC

Foi realizada quantificagdo das células HUVEC para verificacdo da adesao
celular no grupo controle e no grupo das células tratadas com o antimicrobiano
ampicilina nas concentracdes de 07, 14, 21, 28, 40, 60, 80 e 100mg/mL. O resultado
foi dado em nimeros absolutos. Observou-se que a partir de 60mg/mL, ocorreu uma
acentuada diminuicdo do numero de células aderidas (Grafico 1).

O teste estatistico U Mann-Whitney indicou que para o nivel de significancia

de 0,05 a concentracdo na qual efetivamente as células morrem € igual ou maior do
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Grafico 1. Quantificacdo de adeséo das células HUVEC visualizadas por microscopia de contraste de fase no
grupo controle e nas concentra¢bes de 07, 14, 21, 28, 40, 60, 80 e 100mg/mL de ampicilina por 30 minutos.
Analise estatistica feita pelo Teste U de Mann-Whitney; * indica p<0,05.



60

5.4 ANALISE DE MATRIZ EXTRACELULAR DAS CELULAS HUVEC
(CELULAS DO GRUPO CONTROLE E CELULAS DO GRUPO TRATADO COM
AMPICILINA)

Apos a infusdo do antibidtico ampicilina nas concentracfes de 07, 14, 21, 28,
40, 60 e 100mg/mL por 30 minutos, foi feita a marcacdo com anti-fibronectina
humana, anti-colageno humano e anti-laminina humana, e realizada a comparacao
com a mesma marcagao no grupo controle.

A imunomarcacdo nas células HUVEC no grupo controle para Fibronectina
apresentou intenso arranjo fibrilar no entorno das células (Figura 7A). No grupo
tratado com ampicilina na concentracdo de 40mg/mL mostrou importante diminuicéo

da sintese desta proteina (Figura 7B), se intensificando com 80mg/mL (Figura 7C).
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Figura7. Analise da distribuicdo de Fibronectina nas células HUVEC. A: HUVEC do grupo controle. B: HUVEC
tratadas com 40mg/mL de ampicilina por 30 minutos. C: HUVEC tratadas com 80mg/mL de ampicilina por 30 minutos.
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As células HUVEC no grupo controle apresentaram intensa distribuicdo do
Coladgeno IV com aspecto fibrilar e pontual percorrendo a superficie das células
(Figura 8A). No grupo tratado com 28mg/mL as células apresentaram um rearranjo
da distribuicdo fibrilar com aspecto entrelacado e desorganizado (Figura 8B),
embora se perceba uma diminuicdo da sintese desta proteina, na concentracdo de
60mg/mL (Figura 8C).

Figura 8. Analise da distribuicdo de Colageno IV nas células HUVEC. A: HUVEC do grupo controle. B: HUVEC
tratadas com 28mg/mL de ampicilina por 30 minutos. C: HUVEC tratadas com 60mg/mL de ampicilina por 30 minutos.
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A imunomarcacao das células HUVEC para Laminina apresentou um arranjo
pontual no grupo controle (Figura 9A). J& a partir da concentragdo de 21mg/mL
houve uma grande diminuicdo na expressdo da glicoproteina (Figura 9B), se

tornando bastante escassa a partir de 100mg/mL (Figura 9C).

Figura 9. Andlise da distribuicdo de Laminina nas células HUVEC. A: HUVEC do grupo controle. B: HUVEC
tratadas com 21mg/mL de ampicilina por 30 minutos. C: HUVEC tratadas com 100mg/mL de ampicilina por 30
minutos.
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Em todas as condi¢des € possivel perceber que o antimicrobiano ampicilina
parece exercer uma influéncia sobre o arranjo das glicoproteinas da MEC da célula
HUVEC.

5.5 DENSITOMETRIA POR FLUORESCENCIA

5.5.1 Fibronectina

Os resultados demonstraram que a glicoproteina de matriz extracelular FN,
apresentou 100% de expressdo nas células endoteliais do grupo controle. Nas
células do grupo tratado com o antimicrobiano ampicilina, as concentracfes de 40 e
80mg/mL mostraram uma maior diminuicdo da expressao e da FN como pode ser
visualizado no grafico 2. Este resultado sugere que as proteinas de matriz
extracelular FN quando em contato com a ampicilina apresentaram alteracfes
importantes na sua organizacdo, com diminuicdo das interacfes celulares e da
ancoragem apropriada da célula endotelial, provocando desadesédo das células e

destruicdo do endotélio.
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Grafico 2. Densitometria de fluorescéncia da glicoproteina de matriz extracelular Fibronectina do
controle e células do grupo tratado com concentracbes de 40 e 80mg/mL do antimicrobiano

ampicilina por 30 minutos.
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5.5.2 Colageno IV

Os resultados demonstraram que a glicoproteina de matriz extracelular COL
IV, apresentou 100% de expressdo nas células endoteliais do grupo controle. Nas
células do grupo tratado com o antimicrobiano ampicilina, as concentracdes de 28 e
60mg/mL mostraram uma maior diminuicdo da expressdo e do COL IV como pode
ser visualizado no gréfico 3. Este resultado sugere que a proteina de matriz
extracelular COL IV quando em contato com a ampicilina apresentaram alteracbes
importantes na sua organizagcdo, com diminuicdo das interacbes celulares e da
ancoragem apropriada da célula endotelial, provocando desadesdo das células e

destruicdo do endotélio.
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Grafico 3. Densitometria de fluorescéncia da proteina de matriz extracelular e membrana basal

Colageno IV do controle e células do grupo tratado com concentracdes de 28 e 60mg/mL do

antimicrobiano ampicilina por 30 minutos.
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5.5.3 Laminina

Os resultados demonstraram que a glicoproteina de matriz extracelular FN,
apresentou 100% de expressdo nas ceélulas endoteliais do grupo controle. Nas
células do grupo tratado com o antimicrobiano ampicilina, as concentracdes de 21 e
100mg/mL mostraram uma maior diminuicdo da expressdo e da FN como pode ser
visualizado no grafico 4. Este resultado sugere que a proteina de matriz extracelular
LN quando em contato com a ampicilina apresentaram alteracées importantes na
sua organizacdo, com diminuicdo das interagbes celulares e da ancoragem

apropriada da célula endotelial, provocando desadeséo das células e destruicdo do

endotélio.
120 +
100%
100 -~
=
o, 80 -
8
=
QO 60 -
o
| -
@)
Q. 40 -
22%
20 - 1%
i | == .
& &
W >
&P v N

Concentragao de ampicilina

Gréfico 4. Densitometria de fluorescéncia da glicoproteina de matriz extracelular Laminina do controle e

células do grupo tratado com concentragfes de 21 e 100mg/mL do antimicrobiano ampicilina por 30 minutos.
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56 COMPARACAO DOS RESULTADOS DA VIABILIDADE COM A
QUANTIFICACAO CELULAR ATRAVES DE MODELAGEM MATEMATICA

Os testes de viabilidade celular foram comparados com os resultados da
pesquisa “Estudo experimental in vitro das Lesfes endoteliais em recém-nascidos
utiizando modelagem matematica: contribuicbes para a Enfermagem Neonatal”
(SOARES, 2013) que originou este estudo. Como podemos observar nos graficos 5
e 6, tanto o comportamento da viabilidade quanto o comportamento da quantificacao
se ajustam a curvas exponenciais muito semelhantes, no caso do ajuste feito para
os dados da viabilidade celular, o parametro de ajuste k=180 enquanto na
guantificacdo o mesmo parametro vale 200. Esta diferenca justifica-se pelo fato de
serem experimentos diferentes com tempos de exposi¢cdo ao antimicrobiano também
diferentes, onde no primeiro caso o tempo é de 2 horas e no segundo o tempo é de
30 minutos. Devido a semelhanca dos resultados das modelagens matematicas o
experimento de quantificagdo se mostra como uma boa referéncia para 0s
resultados que seriam obtidos com o experimento de viabilidade.

Os estudos de Soares (2013) mostram uma diminuicdo do namero de células
em cada condicdo, apds quantificacdo (grafico 5) e comparado com o que foi
observado no experimento de viabilidade celular através de MTT. Observa-se a
diminuicdo do numero de células concomitante ao aumento da concentragdo de
ampicilina. Com isso, evidencia-se que a partir da faixa concentracdo de 60mg/mL
de ampicilina a viabilidade celular diminui por um periodo de 2 horas de exposi¢céo
ao antimicrobiano. Da mesma forma, ha diminuicdo do numero de células em cada
condicao, apos quantificacdo (grafico 6). Observa-se a diminuicdo do numero de
células conforme aumentos da concentracdo de ampicilina. Esses dados sugerem
gue, a partir da faixa concentracdo de 60mg/mL de ampicilina, a viabilidade celular

diminui por um periodo de 30 minutos de exposi¢éo ao antimicrobiano.
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Grafico 5. Avaliacao da viabilidade das HUVEC por modelagem matematica (SOARES,2013).
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Grafico 6. Quantificagdo das HUVEC por modelagem matematica.

Ambos os graficos 5 e 6 mostram os dados experimentais e os resultados do
modelo matematico. O resultado da modelagem, em cor verde, apresenta um bom
ajuste com os dados experimentais, ou seja, 0os dados experimentais (pontos azuis)
estdo proximos da curva (linha verde). O ajuste sugere que as incertezas dos dados
experimentais foram levemente sub-estimadas. O parametro K foi determinado
através do método dos Minimos Quadrados N&o Lineares (Cunha, 2003). Este
método determina o parametro K de modo que o erro quadréatico do dado real e do

dado modelado seja minimizada.

Todos os resultados apresentados nesta dissertagcdo foram realizados em

triplicata.
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6 DISCUSSAO

Como o objetivo de analisar a acdo do antimicrobiano ampicilina e os seus
efeitos nas células endoteliais humanas, in vitro, este estudo foi realizado com
células de corddo umbilical humano (HUVEC), cultivadas como previamente descrito
por ALVES et al. (2011).

As células HUVEC tem sido um dos modelos mais frequentemente utilizados
para estudar a angiogénese in vitro. Estas células proliferam ativamente e mantém a
sua morfologia, além de serem de obtencdo e manutencao relativamente faceis
(GIFFORD et al., 2004).

Em condicdes fisiologicas, o endotélio é responsavel pela manutencédo do
tdbnus vascular e da homeostase intravascular. Atua conservando o fluxo sanguineo
laminar, preservando a fluidez da membrana plasmética, criando mecanismos
anticoagulantes, inibindo a proliferacdo e migracdo celulares e controlando a
resposta inflamatoria (BEHRENDT e GANZ, 2002). Em condi¢cdes normais, as
células endoteliais aderem umas as outras e interagem com células circulantes do
sangue. Citocinas pro-inflamatorias, virus, bactérias e fatores de crescimento podem
alterar a fungéo de barreira do endotélio (BOGATCHEVA, GARCIA & VERIN, 2002).
Além disso, devido a sua disposicdo e funcdo que se assemelham a um epitélio
(RISAU, 1995), também atuam como barreira semipermeavel entre a circulagdo
sanguinea e a parte tecidual, mantidas por interacdes célula-célula e célula-matriz.

Jaffe e colaboradores (1973) realizaram trabalho com células endoteliais de
corddo umbilical humano, para identificacdo celular por critérios morfolégicos e
imunoldgicos e mostraram que, apos cultivo, as células apresentavam crescimento
em monocamada, com células poligonais, com nucleo centralizado e bordas
celulares indistinguiveis.

Os resultados apresentados neste trabalho de morfologia celular e histologia
foram visualizados por microscopia de contraste de fase e também por marcacéo
celular com hematoxilina e eosina, que sdo corantes adequados para evidenciar
caracteristicas estruturais. As células HUVEC, antes do tratamento com ampicilina,
apresentaram-se aderentes, em formato espraiado, uninucleadas e em
monocamada. Apés o tratamento com a ampicilina, no periodo de 30 minutos, as

células demonstraram variacbes importantes na sua arquitetura tais como
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diminuicdo do citoplasma e do volume celular. Além disso, as células HUVEC em
cultura, a partir do aumento de concentracdo da ampicilina, diminuiram
abruptamente em nimero, como verificado através de quantificacdo celular em que
a partir da concentragdo de 60mg/mL do antimicrobiano, apresentou significancia
estatistica para desadesdo das HUVEC (p<0,05), sugerindo que o medicamento
atua como um potente causador de injuria celular in vitro.

LesBes observadas na clinica, dependendo do potencial vesicante da droga,
podem levar a um quadro de flebite, caracterizando-se por apresentar células
endoteliais da parede venosa, que apresentam processo inflamatério e com aspecto
irregular, permitindo aderéncia de plaquetas e predispondo a veia a flebite
(HARRIGAN, 1984). Silva (1992) descreveu que as drogas podem ser classificadas
em vesicantes, se causarem danos gerados no sitio de inser¢do, desencadeando
necrose tecidual, apds extravasamento. Essas informacdes estdo diretamente
relacionadas com a concentracdo e com o pH dos medicamentos utilizados nesse
estudo. Risau (1995) mostrou que a célula endotelial é sensivel a sinais variaveis,
seja em um estado quiescente, nao proliferativo ou em um estado dito ativado, tipico
dos processos angiogénico e inflamatério. Trabalho realizado por Drouet et al.
(2015a), faz a recomendacdo de novas formas de utilizacdo do antimicrobiano
vancomicina por via periférica para prevencdo de irritagdo venosa e flebite
localizada.

A MEC é uma rede complexa de macromoléculas importantes para as fun¢des
celulares e arquitetura dos tecidos, proporcionando suporte e resisténcia. Proteinas,
polissacarideos e fatores de crescimento sdo componentes da MEC. As células
endoteliais precisam aderir a matriz extracelular para proliferar, migrar, estabelecer
polaridade, formar tubos e manter um formato celular apropriado a angioarquitetura.
A adesao endotelial a MEC é essencial a sobrevivéncia e estabilizacdo endotelial. A
adeséo a matriz extracelular € uma das condi¢cdes que regulam a sobrevivéncia da
célula endotelial que quando impedida de aderir ao substrato entra em apoptose (RE
et al., 1994). Sinalizacdes quimicas e biofisicas do microambiente circundantes a
célula sdo necessarias para a manutencdo da homeostase celular, em que as
células permanecem integras funcional e morfologicamente (MURPHY-ULRICH,
2001). Em caso de desestabilizacdo do contato célula-matriz, ocorre uma retracao

da célula, o que provoca perda da aderéncia com a matriz extracelular e a células
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vizinhas. Neste caso, € possivel que se inicie o processo de apoptose (ALVES et al.,
2011) dependente de caspases e com isso levar a uma rapida involucdo das
estruturas vasculares (MERIDITH et al.,, 1993). Caso a diminuicdo das adesdes
intercelulares ou adesBes a matriz da célula seja suficiente para impedi-la de
interagir com as células vizinhas e/ou com o substrato, a célula se destaca e morre
por apoptose (MURPHY-ULRICH, 2001).

Dentre o0s constituintes da MEC referenciam-se varios tipos de
macromoléculas (proteoglicanas e glicosaminoglicanas) além das proteinas fibrosas
como colageno e elastina, ambas com funcéo estrutural e as glicoproteinas adesivas
como, laminina, tenascina e fibronectina (POTTS e CAMPBELL, 1996). Neste
trabalho podemos observar que tanto o Colageno IV quanto as glicoproteinas
Fibronectina e Laminina em células HUVEC foram expressas em abundéancia no
grupo controle. Entretanto, apds a exposicao ao antimicrobiano ampicilina, verificou-
se um decréscimo da sintese dessas proteinas a medida que a concentracdo do
antibiético aumentava. As células foram visualizadas por fluorescéncia e
guantificadas por densitometria. Este resultado sugere que as proteinas de MEC
Fibronectina, Colageno IV e Laminina quando em contato com a ampicilina
apresentaram alteracfes importantes na sua organizacdo, com diminuicdo das
interacdes celulares e da ancoragem apropriada da célula endotelial, provocando
desadeséo das células e destruicdo do endotélio.

A interacdo entre esse complexo protéico e fibroso, proteinas sollveis e
receptores de superficie influencia muitas propriedades das células (BORNSTEIN,
2002). A Laminina é uma glicoproteina associada a membrana basal que funciona
como adesina, ligando as células basais do epitélio ao Colageno IV. Tem sido
relacionada diretamente a estagios avangados de diferenciagdo celular, sendo pré-
requisito para diferenciacdo terminal e execucdo de funcdes especializadas, por
interagir com as integrinas e outros componentes da superficie celular assim como
controlar a migragéo celular, polarizacéo, proliferacado e apoptose (KOSMEHL et al.,
1999).

Sendo assim, as células endoteliais sdo os primeiros componentes do
sistema vascular expostos aos fatores de risco, que podem levar a consequéncias

celulares drasticas tais como a injuria vascular e a outras patologias decorrentes
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desse processo, como cancer, por exemplo, discutido pelo nosso grupo em Lima et
al (2012).

Nesse trabalho a modelagem matemética foi utilizada como argumento
gualitativo na comparacéo de dois experimentos: viabilidade celular e quantificacao.
A modelagem matematica de fenémenos bioldgicos ndo é capaz de prever ou
fornecer resultados milimetricamente precisos, mas pode fazer a avaliacdo
gualitativa. Especialmente no sentido de se simularem fendmenos que estabelecem
cendrios que iriam resultar de estratégias adotadas. Estes cenarios ndo vao ser
exatamente precisos, mas sdo suficientes para indicarem possiveis situacfes que
podem ser adotadas ou evitadas.

Nesse estudo, a modelagem matematica podera colaborar no sentido de ser
possivel prever, entre as concentracfes ja estudadas, que em determinada
concentracdo de ampicilina, qual o numero de células por condicdo, pela aplicacao
da equacdo X=1+In(1-c/K), sem que haja necessidade de novos experimentos, que

demandaria em tempo e custo.

6.1 IMPLICACOES PARA A PRATICA DE ENFERMAGEM NEONATAL

O planejamento dos cuidados aos recém-nascidos que necessitam de terapia
intravenosa deve ser baseado em diretrizes que englobem a escolha do melhor tipo
de acesso e dispositivos intravasculares, considerando a duracdo da terapia, as
caracteristicas e compatibilidade entre os farmacos e avaliagcdo das condicbes da
rede venosa. A qualidade na terapia intravenosa é alcancada quando conseguimos
reduzir as complicacdes relacionadas, o numero de puncgdes, custos, a otimizacao o
trabalho e a seguranca. Contudo, se a prética da terapia intravenosa € desenvolvida
através de procedimentos técnicos isolados, sem diretrizes que norteiem toda a
equipe, os indices de complicacbes tendem a aumentar, comprometendo a
seguranca do paciente e do profissional de saude (RODRIGUES, 2008). As
caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos administrados nos recém-nascidos,
através das veias periféricas, sdo um dos fatores determinantes para ocorréncia dos
efeitos adversos relacionados a terapia intravenosa e a perda do acesso venoso.

Os niveis de pH, osmolaridade e a compatibilidade entre os farmacos contribuem
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para a ocorréncia de flebite, infiltracdo e extravasamento (RODRIGUES, 2008;
GOMES et al., 2011).

Os antimicrobianos estdo entre os principais farmacos utilizados em recém-
nascidos e quando infundidos por veias periféricas ocasionam efeitos adversos
como o desgaste da rede venosa e falhas de infuséo.

Estudos demostraram que antibiéticos tais como vancomicina, anfoterecina B
e B-Lactam aumentam o risco de flebite e sdo capazes de induzir uma resposta
inflamatéria e apoptose celular (CAMPBELL, 1998). O endotélio controla a
permeabilidade e o tbnus vascular, regula a coagulacédo e trombose e direciona a
passagem de leucécitos para as areas de inflamacédo. Desarranjos nas funcdes
normais do endotélio podem contribuir para uma resposta inflamatéria falha levando
a inflamacao sistémica e falha mdltipla dos 6rgdos (HACK e ZEERLEDER, 2001).
Células endoteliais exercem um papel importante nos estagios iniciais da
inflamacg&o, uma vez que regulam o recrutamento de células inflamatorias através da
expressdo de receptores de superficie, producdo de quimiocinas e alteracdo da
permeabilidade vascular (POBER e COTRAN, 1990; MANTOVANI, BUSSOLINO &
DEJANA, 1992). Drouet e colaboradores (2015b) demonstraram a necessidade de
mais pesquisas na prevencao da flebite, quando do uso de vancomicina associada a
outros medicamentos e maior conhecimento dos mecanismos de incompatibilidade
de drogas.

Os achados deste estudo in vitro sugerem gue na concentracao de 40mg/mL,
a ampicilina jA& ocasiona lesdes em nivel celular, o que poderia levar ao
entendimento do processo de desgaste da rede venosa observado nos recém-
nascidos que utilizam esse antimicrobiano por via periférica. No entanto, deve-se ter
cautela em relacéo a extrapolagcdes de trabalhos in vitro para o in vivo 0 que poderia
gerar resultados que néo representam a realidade em individuos. Estudos adicionais
sd80 necessarios para que possamos avaliar a relagdo tempo de

infus&do/concentragéo e a viabilidade celular.
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7 CONCLUSAO

Nesse estudo, tivemos como foco a administracdo do antimicrobiano

ampicilina e os seus efeitos nas células endoteliais de corddo umbilical humano

(HUVEC), na tentativa de aproximar um modelo in vitro, com o0 que € encontrado na

préatica clinica. Concluimos que:

As células HUVEC em cultura sofreram alteracdes morfologicas a partir da

concentracdo de 40mg/mL de ampicilina.

O tratamento das células em cultura com ampicilina apresentou uma
diminuicao celular significativa a partir de 60mg/mL, sendo intensificada pelo

aumento da concentragao.

A glicoproteina de MEC Fibronectina, quando em contato com a ampicilina na
concentracdo de 40mg/mL mostrou importante diminuicdo da sintese desta
proteina, se intensificando com 80mg/mL.

A proteina de MEC Colageno IV quando em contato com a ampicilina na
concentragdo de 28mg/mL apresentou um rearranjo da distribuigcao fibrilar
para um aspecto entrelagado e desorganizado, embora se perceba uma
diminuicdo da sintese desta proteina, na concentracdo de 60mg/mL.

A glicoproteina de MEC Laminina quando em contato com a ampicilina na
concentragédo de 21mg/mL apresentou uma grande diminuigdo na expressao

da glicoproteina, se tornando bastante escassa a partir de 100mg/mL.

Com esse estudo, pretendemos gerar evidéncias para a pratica clinica,

contribuindo para a evolucdo da Enfermagem Neonatal e areas afins.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Estudar os efeitos do antimicrobiano ampicilina nas HUVEC de cordao
umbilical de RN prematuro.

e llustrar o processo de morte celular através do efeito dindmico por
videomicroscopia, no decorrer do tempo de exposicdo ao antimicrobiano
ampicilina nas HUVEC.

e Analisar a acdo dos glicosaminoglicanos (GAGS) na expressao de proteinas
da MEC das células HUVEC em contato com o antimicrobiano ampicilina.

e Estudar as possiveis vias de sinalizacdo envolvidas na morte das HUVEC
expostas ao antimicrobiano ampicilina.

e Contribuir com o levantamento de novos saberes na Enfermagem Neonatal e
areas afins, com dados inéditos sobre a acdo do antimicrobiano ampicilina
sobre as HUVEC.
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Protocolo n° 024/2010

Titulo do Projeto: Lesdes endoteliais produzidas por ampicilina em recém-nascidos: um estudo
experimental in vitro e as contribui¢des para a enfermagem neonatal.

Pesquisadora Responsavel: Jane Cristina de Oliveira Faria
Instituicdo onde a pesquisa sera realizada: EEAN

Data de Entrega do Protocolo ao CEP: 22/03/2010

Parecer

O Comité de Etica em Pesquisa da EEAN/HESFA atendendo o previsto na Resolucéo
no. 196/96 do Conselho Nacional de Saide APROVOU o referido projeto na reuniao realizada
pelos membros do Comité de Etica e Pesquisa, em 30 de margo de 2010.

Caso a pesquisadora altere a pesquisa € necessario que o projeto retorne ao CEP para

https://mail.anato.ufrj.br/sre/printer friendly bottom.php?passed ent id=0&mailbox=INB... 5/4/2010
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uma futura avaliagéo e emissdo de novo parecer.

Lembramos que a pesquisadora devera encaminhar o relatorio da pesquisa daqui a 01
(HUM) ANO E/OU AO TERMINO DA MESMA, COM UM CD, INDICANDO O
NUMERO DO PROTOCOLO ATUAL, como um compromisso junto a esta Instituicdo e o
CONEP.

Rio de Janeiro, 31 de margo de 2010.

Maria Aparecida Vasconcelos Moura

Coordenadora do Cpmité de Etica EEAN/HESFA/UFRI

Prof*. Maria Aparecida Vasconcelos Moura
Coordenadora do Comité de Etica e Pesquisa — EEAN/HESFA
Baixar como um arquivo
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Os efeitos da ampicilina nas células endoteliais humanas: um estudo experimental in
vitro e as contribui¢cdes para o saber da Enfermagem Neonatal.

Pesquisador: Maureen Meira Vieira Soares

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 46890415.3.0000.5238

Instituicdo Proponente: Escola de Enfermagem Anna Nery
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.499.642

Apresentacéo do Projeto:

As Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) contam com uma evolucdo farmacéutica e tecnoldgica
significativa nos dias atuais, e isso tem promovido uma maior sobrevida nos recém-nascidos pré-termo de
idades gestacionais cada vez menores. No entanto, o tempo de internacdo tem sido maior, 0 que acarreta
no aumento de infecgBes, e consequentemente o uso de antibidtico, incluindo, majoritariamente, a
ampicilina. As complicac¢des oriundas da puncdo venosa e da administracdo de antibiéticos por essa via, ja
sdo conhecidas e citadas em vérias literaturas, mas pouco se tem de informacao sobre essas lesbes a nivel
celular.

Este estudo experimental avaliara a agdo de componentes da matriz extracelular frente ao tratamento com
ampicilina utilizando modelo de células endoteliais de veia de corddo umbilical humano.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Avaliar a acao do antimicrobiano ampicilina e seus efeitos nas células endoteliais humanas, in

Endereco: Rua Afonso Cavalcanti, 275

Bairro: Cidade Nova CEP: 20.211-110
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2293-8148 E-mail: cepeeanhesfa@gmail.com
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vitro.

Objetivo Secundario:

Analisar a morfologia das células endoteliais antes e apds o tratamento com o antibiético ampicilina em
diferentes concentracdes e em tempos variados. Analisar a organizacdo da matriz extracelular (MEC) da
célula endotelial, apés tratamento com ampicilina, em tempos variados, com especial atencédo para as
glicoproteinas laminina, fibronectina e tenascina, como elementos importantes de adesao celular. Estudar a
acdo dos Proteoglicanos (PGs), como o heparan sulfato proteoglicano, e suas interacdes com os fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFs) e de crescimento e transformacéo (TGF).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos biologicos relacionados a esse estudo podem ocorrer por meio de contaminagao por
microorganismos como bactérias, fungos, parasitas,

virus, que quando em contato com o homem, podem provocar inUmeras doencas. Com a finalidade de
minimizar os riscos bioldgicos que o pesquisador se expde ao manipular células humanas, as células
endoteliais adquiridas comercialmente (HUVEC) que serdo utilizadas nesse trabalho sédo testadas
previamente contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) 1 e 2; o virus da Hepatite B (HBV) e C (HCV)
pelo fornecedor.

Além disso, o pessoal do laboratério deve ser apropriadamente imunizado. A pesquisa se fundamenta na
aplicacdo das boas praticas de laboratério (BPL) baseadas nas diretrizes gerais para o trabalho em
contencdo com agentes biolégicos, que preconizam a utilizacdo de equipamentos de protecdo e a
adequacao das instalacdes, com énfase em indicadores de Biosseguranca (BRASIL, 2010). Os
pesquisadores obrigatoriamente devem

utilizar Equipamento de Protecdo Individual (EPI) e Coletivo (EPC), tais como: jaleco, luvas de
procedimento, touca, mascara, sapatos fechados e manipulacdo das células dentro de uma capela de fluxo
laminar, que garante a prote¢&o do operador e do ambiente contra agentes bioldgicos de risco, protegendo
0s materiais de estudo de contamina¢des externas. Apds os experimentos, o material biolégico sofre
tratamento quimico com hipoclorito para que possa ser descartado de forma a proteger o meio-ambiente e
0s seres humanos. Sao descartados em sacos brancos marcados com o logotipo de risco bioldgico e a
palavra “INFECTANTE”", na lixeira de cor branca destinada a lixos infectantes. Em caso de contato acidental

Endereco: Rua Afonso Cavalcanti, 275
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com o material biol6gico a conduta ser& lavar com agua corrente em abundéncia as membranas mucosas e

a pele, podendo ser usado soro fisiolégico 0,9%, repetindo a operacdo por varias vezes. Como as células

sdo previamente testadas, ndo ha indicagéo de quimioprofilaxia.

Entretanto, o laboratorio fara o encaminhamento para o atendimento médico necessério e acompanhara o

caso até sua resolucao.
Beneficios:

Os beneficios de estudar as lesdes em células endoteliais, a partir de HUVEC, sé&o: a reproduc¢éo in vitro dos

fendmenos bioldgicos que ocorrem in vivo, sem comprometer 0s seres vivos; a contribui¢cdo para o

conhecimento de novos saberes sobre o antimicrobiano ampicilina e o aumento da seguranc¢a do paciente

na realizacéo da TIV.

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de grande relevancia para a compreensdo do papel dos agentes microbianos em uma

perspectiva celular e molecular.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

1) Folha de Rosto para pesquisa envolvendo seres humanos: adequado

2) Projeto de Pesquisa: apresentado

3) Orcamento financeiro e fontes de financiamento: adequado

4) Requerimento da Liberagéo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: adequado
5) Cronograma: adequado

6) Anuéncia da Instituicdo cenério: adequado

7) Instrumentos de coleta de dados: adequado

Recomendagdes:
Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto de pesquisa encontra-se apto a ser executado em consonancia com toda a normativa

Endereco: Rua Afonso Cavalcanti, 275
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ética que envolve a pesquisa com seres humanos, sendo dispensada a apresentacéo do TCLE.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica em Pesquisa da EEAN/HESFA/UFRJ atendendo o previsto na Resolugdo 466/12 do
CNS/MS APROVOU o referido projeto ad referendum em 14 de abril de 2016. Caso o(a) pesquisador(a)
altere a pesquisa é necessario que o projeto retorne ao Sistema Plataforma Brasil para uma futura avaliacdo

e emissao de novo parecer. Lembramos que o(a) pesquisador(a) devera encaminhar o relatério da pesquisa

apos a sua conclusdo, como um compromisso junto a esta instituicdo e o Sistema

Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS 698995 14/04/2016 Aceito
do Projeto El.pdf 00:32:13
Outros EMENDACEPMaureenSoares.pdf 14/04/2016 |Maureen Meira Vieira] Aceito
00:26:57 | Soares

QOutros ORCAMENTOFINANCEIRODOPROJET| 14/04/2016 |Maureen Meira Vieira| Aceito

ODEPESQUISADETALHADO.pdf 00:26:21 | Soares

Outros TERMODEPARCERIA.pdf 14/04/2016 |Maureen Meira Vieira| Aceito
00:25:19 | Soares

Projeto Detalhado / | ProjetosubCEPcomEMENDA.pdf 14/04/2016 |Maureen Meira Vieira| Aceito

Brochura 00:24:54 | Soares

Investigador

Outros Encaminhamento CEP Maureen.pdf 19/06/2015 Aceito
18:48:46

Outros CronogramaMaureen.pdf 19/06/2015 Aceito
18:48:16

Outros Carta Anuéncia Maureen.pdf 19/06/2015 Aceito
18:47:24

Outros Liberagcdo TCLEMaureen.pdf 19/06/2015 Aceito
18:46:57

Folha de Rosto CEP_Maureen.pdf 19/06/2015 Aceito
16:04:35

Situacéo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
Endereco: Rua Afonso Cavalcanti, 275
Bairro: Cidade Nova CEP: 20.211-110
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2293-8148 E-mail:

cepeeanhesfa@gmail.com
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RIO DE JANEIRO, 14 de Abril de 2016

Assinado por:
Maria Aparecida Vasconcelos Moura
(Coordenador)

Endereco: Rua Afonso Cavalcanti, 275
Bairro: Cidade Nova CEP: 20.211-110
UF: RJ

Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2293-8148

E-mail: cepeeanhesfa@gmail.com

Pagina 05 de 05



