http://dx.doi.org/10.1590/1678-69

Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.5, p.1406-1412, 2014
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RESUMO

Estudos tém mostrado efeitos toxicos da enrofloxacina em diversos tecidos. Assim, testou-se a hipotese
de que a enrofloxacina pode interferir no desenvolvimento placentario e gerar efeitos adversos ao feto. A
enrofloxacina (Baytril®) foi administrada em ratas, na dose de 5mg/kg, diariamente, IM, durante
toda a gestagdo. As placentas foram analisadas morfologicamente, morfometricamente e
imuno-histoquimicamente aos sete, 14 e 21 dias de prenhez. Os resultados mostraram que a enrofloxacina
reduziu o namero de sitios de implantacdo, o peso e a &rea total do disco placentario aos 14 e 21 dias de
desenvolvimento, além dos elementos constituintes da placenta. A andlise histoquimica ndo revelou
alteracBes significativas no teor de fibras colagenas, elasticas e reticulares. O teste de Tunel mostrou
atividade apoptdtica apenas nas placentas com 14 dias de desenvolvimento de ambos os grupos, sendo
mais intensa no grupo tratado. N&o foi observado nenhum indicio de malformacéo na cabega, no tronco e
nos membros dos neonatos. No entanto, houve uma reducdo significativa no nimero e no peso dos
neonatos no grupo tratado, porém sem afetar o seu comprimento. Assim, concluiu-se que a enrofloxacina
administrada na dosagem de 5mg/kg durante prenhez em ratas interfere no ndmero de embrides
implantados e no desenvolvimento placentério. Isto sugere cautela na administracdo da enrofloxacina
durante a gestacao, pois a exposi¢do continua a esse antibiotico pode ter reflexos na reducdo do nimero e
do peso da prole.
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ABSTRACT

Some studies have shown the toxic effects of enrofloxacin in various tissues. Thus, the hypothesis that
enrofloxacin could interfere with placental development and generate adverse effects to the fetus was
tested in this study. Enrofloxacin (Baytril®) was administered in the dose of 5mg/kg daily, i.m.,
throughout gestation in rats. The placentas were analyzed morphologically, morphometrically, and
immunohistochemically on the 7, 14, and 20" days of pregnancy. The results showed that enrofloxacin
reduced the number of implantation sites, weight, and placental disk total area at 14 and 20 days of
development, in addition to the element components of the placenta. The histochemical analysis did not
reveal significant changes in the content of collagen, reticular, and elastic fibers. The TUNEL test
showed apoptosis only in placenta development at 14 days in both groups and more intense in the treated
group. Head, trunk, and limb malformations were not observed in the neonates. A significant reduction in
the number and weight of neonates were observed in the treated group, however, without affecting their
length. Thus, it was concluded that the administration of enrofloxacin, at the dosage of 5 mg/kg during
pregnancy in rats, interferes in the number of implanted embryos and placental development. This
suggests caution in the administration of enrofloxacin during pregnancy because continuous exposure to
this antibiotic may have adverse effects, reducing the number and weight of the offspring.
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INTRODUCAO

Fluoroquinolonas sdo agentes antibacterianos
que tém um amplo espectro de atividades contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
utilizados tanto na medicina humana, como na
veterinaria (Abd-Allah et al., 2000). Apesar de
esses agentes serem geralmente bem tolerados,
efeitos adversos tém sido relatados, tais
como: vomito, diarreia, tonturas, dor de cabeca,
insdnia e fototoxicidade (Owens e Ambrose,
2005). Somando-se a esses  sintomas,
algumas fluoroquinolonas, como ciprofloxacina,
pefloxacina, DW-16 e moxifloxacina, podem
causar danos tanto na matriz de tecidos
conjuntivos como das cartilagens e dos tendBes
(Van der Linden et al, 2003), além de
cardiotoxicidade e altera¢des no sistema nervoso
central (Stahlmann, 2002; Kim et al., 2000,
2003). Esses efeitos colaterais resultaram na
restricdo dessas fluoroquinolonas em criancgas e
mulheres gravidas (Shehata e Nelson-Piercy,
2001).

A enrofloxacina (1-ciclopropil-7-(etil-1-
piperazinil)-6-fluoro-1, 4dihydro-4-oxo-3- &cido
quinolonacarboxilico) é uma fluoroguinolona,
desenvolvida apenas para uso em animais
(Elmas et al., 2001), indicada para tratamento
de infeccbes respiratdrias, gastrointestinais,
urinarias, piodermatites, otites, entre outros
processos infecciosos (Marin et al., 2007). Parte
da atividade antimicrobiana da enrofloxacina é
atribuida ao seu metabdlito principal, a
ciprofloxacina (Otero et al., 2001).

Alguns estudos tm mostrado efeitos toxicos da
enrofloxacina em diversos tecidos. Gurbay et al.
(2006) e Lim et al. (2008) relataram inibigdo da
proliferacdo celular, indugdo da apoptose e
fragmentagdo do DNA em células do tenddo e
condrécitos em cdes e cavalos. Minta et al.
(2005) evidenciaram in vitro citotoxicidade da
enrofloxacina em células do mesencéfalo em
ratos. Esse efeito toxico da enrofloxacina,
semelhantemente as outras fluoroquinolonas,
pode ser devido a tendéncia de ela se acumular
como residuo em varios tecidos e 6rgdos, tais
como: musculo, intestino, noédulos linfaticos,
figado, rins e Utero, 0 que, muitas vezes, provoca
toxicidade (Lemus et al., 2008).

Na reproducdo, Aral et al. (2008), ao
administrarem enrofloxacina, na dosagem de
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150mg/kg/dia durante 15 dias, em ratos machos,
observaram reducdo da quantidade e da
mobilidade dos espermatozoides, anormalidades
morfolégicas no epididimo, além de danos
estruturais no tecido dos testiculos. Lemus et al.
(2009) demonstraram ainda que a enrofloxacina
e a ciprofloxacina podem provocar a mortalidade
de embrides de aves, pelo fato de interferirem no
teor de vitelo e no desenvolvimento do saco
vitelino. No entanto, ndo ha relatos da acdo desse
farmaco sobre desenvolvimento da toxicidade
quando administrado durante a prenhez em
mamiferos, principalmente em relagdo a
formacéo da placenta.

Crescimento e desenvolvimento da placenta
sdo cruciais para o feto, e uma alteracdo
nesses processos pode estar intimamente
relacionada com a deficiéncia no
desenvolvimento fetal (Katayama et al., 2002).
Em camundongos e ratos, varias substancias
toxicas podem induzir o desenvolvimento
excessivo da apoptose placentaria e prejudicar o
crescimento fetal (Thota et al., 2005). Assim,
testou-se a hipotese de que a enrofloxacina,
administrada durante o periodo gestacional,
pode interferir no desenvolvimento placentério.
Dessa forma, avaliaram-se histologicamente,
morfometricamente e imuno-histoquimicamente
0s sitios de implantacdo aos sete dias e as
placentas aos 14 e 21 dias de prenhez.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 40 ratas albinas (Rattus
norvergicus albinus) da linhagem Wistar, com
90 dias de idade, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. O protocolo experimental foi
aprovado pela Comisséo de Etica institucional de
nimero: 23082.010602/2010. As fémeas que
apresentaram trés ciclos estrais regulares foram
acasaladas e distribuidas ao acaso, em dois
grupos: G | — ratas prenhes sem tratamento, e G
Il — ratas prenhes tratadas com enrofloxacina.
Utilizou-se o Baytril® (enrofloxacina), na
dosagem de 5,0mg/kg a cada 24 horas, via
intramuscular, por um periodo de sete, 14 e 21
dias de prenhez. O grupo | recebeu solucdo
fisiologica na mesma dosagem por Vvia
intramuscular, por um periodo de sete, 14 e 21
dias de prenhez (Elmas et al., 2007).
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Cinco fémeas de cada grupo foram anestesiadas
no sétimo, 14° e 21° dias de prenhez com
hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina
(6mg/kg), IM (Andrade, 2002), para retirada dos
cornos uterinos contendo sitios de implantagao e
placentas, os quais foram fixados em formol a
10% e incluidos em parafina. Os sitios de
implantacdo foram contados, e as placentas
pesadas. Os cortes foram corados pela
hematoxilina-eosina (H. E.), tricromico de
Mallory (fibras colagenas), orceina nitrica (fibras
elasticas), impregnacdo argéntica  (fibras
reticulares) e analisados em microscépio de luz,
da marca Olympus® BX49. A morfometria foi
realizada pela captura de imagens por meio de
camera de video Sony®, acoplada ao microscépio
Olympus® BX50, e essas imagens foram
submetidas ao aplicativo morfometria de linhas,
calibrado em micrometros, associado ao
programa ImagemLab 2000 para Windows.
Foram utilizadas de cada grupo cinco laminas de
placenta com 14 e 21 dias. A andlise dos
elementos do disco placentario foi realizada
segundo a metodologia de Mayhew (2006). Em
cada lamina foram contados 10 campos
aleatorios, com quatro repeticOes, perfazendo um
total de 1000 pontos por Ilamina, sendo
quantificados os seguintes pardmetros: na regido
do labirinto: 1-trofoblasto sincicial, 2- vasos
fetais e 3- vasos maternos; na regido do
trofospongio/células trofoblasticas gigantes: 1-
células trofoblasticas, 2- trofoblasto sincicial e 3-
células trofoblasticas gigantes. Para a detecgdo
de apoptose, cinco laminas silanizadas de cada
grupo, as quais continham cortes de sitio de
implantacio e placentas com 14 e 21 dias de
desenvolvimento, foram submetidas ao teste de
Tunel.

As cinco fémeas restantes de cada grupo foram
acompanhadas durante toda a gestacdo até o
nascimento dos filhotes, os quais foram
contados, pesados em balancga analitica, medidos
com o auxilio de um paquimetro e analisados
macroscopicamente para observagdo de alguma
malformacdo visivel. Os dados da quantificacdo
dos sitios de implantagfes, o nimero de neonatos
e seus respectivos pesos e tamanhos, além das
mensuracBes do disco placentario, foram
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submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, e as médias foram comparadas pelo teste
de Wilcoxon-Mann-Whitney (p<0,05).

RESULTADOS

A andlise estatistica do nimero de sitios de
implantacio nos animais dos  grupos
experimentais revelou que o tratamento com a
enrofloxacina reduziu significativamente 0s
sitios em relacdo ao controle. Houve uma
reducdo estatisticamente significativa no peso
das placentas das ratas tratadas com
enrofloxacina, tanto aos 14 como aos 21 dias de
desenvolvimento, quando se comparou ao peso
dos animais do grupo controle (Tab. 1).

Os sitios de implantacdo nas ratas do grupo
controle apresentaram-se totalmente inseridos na
parede do utero (Fig. 1A). Histologicamente
esses sitios mostraram-se constituidos por
trofoblastos, alguns com atividade mitdtica,
citotrofoblastos poliploides e rica vascularizagéo.
O epitélio luminal no grupo controle apresentou-
se caracteristico do tipo simples colunar, e na
decidua foram visualizadas varias glandulas
endometriais. Os sitios de implantacdo no grupo
tratado apresentaram as mesmas caracteristicas
histol6gicas do controle (Fig. 1B).

A analise morfoldgica das placentas, com 14 e
21 dias de desenvolvimento, dos grupos
experimentais ndo mostrou alteracbes
histol6gicas significativas. Foi observada a
regido da decidua bastante vascularizada e a
regido do disco placentario bem desenvolvido,
com as trés camadas: a camada do labirinto,
regido mais externa e a mais espessa,
caracterizada pela presenca de numerosas
lacunas contendo vasos maternos e fetais; a
camada do trofospongio, na qual se observam
trofoblastos indiferenciados; e a Gltima camada,
formada pelas células trofoblasticas gigantes, as
quais se misturam com a decidua (Fig. 1C, 1D,
1E e 1F). A analise histoquimica ndo revelou
alteracbes significativas no teor de fibras
colagenas, elasticas e reticulares (Tab. 2).
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Tabela 1. Médias e desvio-padrdo do nimero de sitios de implantacéo (7 dias) e peso(g) das placentas aos
14 e 21 dias de prenhez das ratas dos grupos experimentais

Dias Gl Gll =
7 13,60 + 2,07a 10,40 + 1,51b 2,18200%°
14 0,301 +0,018a 0,216 +0,059b 1,4300007
21 0,650 % 0,070a 0,503 % 0,044b 2,765%0111

*Meédias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(P<0,05).

Tabela 2. Histoquimica do sitio de implantacéo e
disco placentario (14 e 20 dias) nos grupos
experimentais. Reacdo intensa (++), moderada
(%) e fraca (+)

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

A anélise estatistica das médias da &rea total do
disco placentario mostrou que os animais do
grupo Il apresentaram as menores médias, tanto
aos 14 como aos 21 dias de prenhez, o que difere
significativamente do grupo controle (Tab. 3).
No grupo II, também foram evidenciadas

diferencas significativas na regido do labirinto
para os parametros trofoblastos sinciciais e
vascularizagdo materna e fetal (Tab. 4). Na
camada de trofospongio, a média das células
trofoblasticas e dos trofoblastos sinciciais
também foi menor em relacdo ao controle,
diferindo significativamente (Tab. 5). O teste de
Tunel mostrou atividade apoptdtica apenas nas
placentas com 14 dias de desenvolvimento de
ambos 0s grupos, sendo mais intensa no grupo
tratado (Fig. 2A-H). Nao foram observados
indicios de malformacdo na cabega, no tronco e
nos membros dos neonatos. No entanto, houve
uma reducéo significativa no nimero e no peso
dos neonatos no grupo tratado com o
enrofloxacina em relagéo ao controle, porém sem
afetar o seu comprimento (Tab. 6).

Tabela 3. *Médias e desvio-padrio da area (um?) total do disco placentério aos 14 e 20 dias de prenhez

das ratas dos grupos experimentais

Dias Gl Gll P
14 3754,98 + 18,65a 2487,66 +12,43b 5 27000557
20 584550 + 17,71a 3143,09 + 14,05b 1,584%91%0

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(p<0,05).

Tabela 4. *Médias e desvio-padrdo dos elementos constituintes da regido do labirinto do disco
placentario, com 14 dias de desenvolvimento nos grupos experimentais

DIAS Gl Gl F
VM 16,55+ 1,21a 14,98 + 1,09 3,363°7%

14 VF 13,22 1,73a 11,00 + 0,80b 2,546%%%
TS 63,11 + 1,322 58,67 + 2,19b 5,1120%4

VM 22,86+ 0,37a 18,94 + 1,09 1,85400276

20 VF 18,99 + 1,11a 16,45 + 0,65b 2,111004
TS 70,73+ 1,06a 67,18 + 2,35b 4,197°%%

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(P<0,05).

VM = vasos maternos; VF = vasos fetais e TS = trofoblasto sincicial.
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Tabela 5. *Médias e desvio-padrdo dos elementos constituintes da regido do trofospongio e das células
trofoblasticas gigantes do disco placentario, com 14 dias de desenvolvimento, nos grupos experimentais

Dias Gl Gl P
CT 45,22 +1,56a 41,02 +1,92b 1,845 %0+

14 TS 8,44 +0,83a 6,27 +0,47b 41320048
CTG 68,85 + 1,84a 63,68 + 2,77b 5511 00483

cT 57,19+ 1,94a 54,99 + 1,26b 2,303%%%

20 TS 16,69 + 1,53a 14,01 + 1,08b 1,756%0574
CTG 75,39 + 1,64a 72,15 +2,33b 4,197°%%

*Meédias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(P<0,05).

CT = células trofoblasticas; TS = trofoblasto sincicial e CTG = células trofoblasticas gigantes.

Tabela 6. *Médias e desvio-padrdo do peso (g) e comprimento (cm) dos filhotes com um dia de nascido

dos grupos experimentais

Gl GlI =
Namero 12,00 + 1,58a 9,20 +1,78b 1,543 7%
Peso 7,65+ 0,28a 6,54 + 0,38b 4,113 00015
Comprimento 6,70 + 0,24a 6,56 + 0,26a 1,001 %99%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(P<0,05).
DISCUSSAO

A implantacdo embrionaria é o processo pelo
qual o embrido, sob a forma de blastocisto,
adquire uma posicdo estavel no endométrio, de
modo a tornar possivel a manutencdo de um
eficiente sistema de trocas metabolicas e de
informacBes entre o organismo materno e o
embrionario. O uso de medicamentos na
gestacdo merece especial atencdo pelos riscos
potenciais ao feto em desenvolvimento (Red-
Horse, 2004). Os resultados mostraram uma
diminuigdo significativa no nimero de sitios de
implantacéo nas ratas tratadas com enrofloxacina
na dosagem de 5mg/kg, durante os sete primeiros
dias de gestacdo, em relacdo ao grupo controle.
No periodo da implantacdo, o blastocisto parece
ser muito sensivel a acfes de substancias
quimicas, 0 que resulta, muitas vezes, na morte
dele (Kim et al., 2003). Isto sugere que a
enrofloxacina pode ter tido uma agdo embriocida
e, como consequéncia, reduzido, de forma
considerdvel, o ndimero de  neonatos,
semelhantemente a0  que  ocorreu  as
fluoroquinolonas DW -16 e norfloxacina, que,
quando administradas em altas dosagens
(500mg/kg e 400mg/kg, respectivamente) em
ratas (Kim et al., 2000) e macacas (Corrado et
al., 1987), produziram perda de embriGes.
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A reducdo do peso, da area total e dos
constituintes das placentas com 14 e 20 dias de
desenvolvimento, observada nas fémeas do
grupo tratado, pode estar relacionada ao fato de
que as fluoroquinolonas podem produzir um
retardo no crescimento uterino ou, ainda,
promover a diminui¢do na ingestdo de alimentos
(Kim et al., 2000). De uma forma ou de outra,
mesmo ndo havendo malformagdo, houve um
reflexo no peso da prole em decorréncia dessas
alterac@es, pois nos mamiferos a implantacéo é
considerada o ponto critico da gravidez, e o
sucesso da gestagdo requer o desenvolvimento
normal de uma interacdo sincronizada entre o
endométrio e o blastocisto (Cross et al., 1994), a
qual permite o desenvolvimento fetal normal
(Weissbluth e Bakos, 1992).

O aumento do indice apoptético das células da
placenta, como o trofoblasto, pode afetar sua
funcdo placentéria e, consequentemente, resultar
em gestacGes complicadas (Smith et al., 1999), o
que, em humanos, por exemplo, leva ao retardo
do crescimento uterino e ao aumento de aborto
espontaneo no primeiro trimestre de gravidez
(Kokawa et al., 1998). Em camundongos e ratos,
varias substancias toxicas podem induzir a
apoptose placentaria excessiva bem como
prejudicar o crescimento fetal (Thota et al.,
2005), como, por exemplo, as fluoroquinolonas,

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.5, p.1406-1412, 2014



Efeito da enrofloxacina...

as quais agem inibindo as enzimas que sdo
fundamentais para replicacdo e transcricdo do
DNA e, assim, promovem a morte celular
(Bhanot et al., 2001). Além disso, analises
imuno-histoquimicas em placenta de vacas com
quatro, seis e nove meses de gestacdo mostraram
que a apoptose estava presente em todos 0s
periodos gestacionais estudados, sendo maior no
grupo com nove meses de gestacdo, o que indica
que a via apoptética € mais ativa durante a
maturacdo placentaria (Meca et al., 2011). Isso
poderia explicar a atividade apoptética mais
intensa observada apenas nas placentas com 14
dias de desenvolvimento, periodo de maturacdo
placentaria nos roedores (Caluwaerts et al.,
2005), porém o tratamento com a enrofloxacina
parece estimular essa atividade, pois foi mais
intensa no grupo tratado.

A andlise histoquimica revelou que ndo houve
alteracBes significativas no teor de fibras
colagenas, elasticas e reticulares. Esse resultado
pode estar associado a dosagem utilizada
neste experimento, visto que, em doses
elevadas (superiores a 30mg/kg), algumas
fluoroquinolonas  causam  degradagdo  dos
constituintes fibrosos da matriz extracelular dos
tendBes, devido a quelacdo do magnésio que
alteraria as proteinas dos tend@es, principalmente
0 colageno, a elastina e a fibronectina
(Stahlmann, 2003).

CONCLUSAO

A enrofloxacina na dosagem de 5mg/kg durante
prenhez em ratas interfere nimero de embriGes
implantados e no desenvolvimento placentério.
Isto sugere cautela na administracdo da
enrofloxacina durante a gestagdo, pois a
exposicdo continua a esse antibidtico pode ter
reflexos na reducdo do nimero e no peso da
prole.
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