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BROCCO MC. Efeitos da utilizagdo intraperitoneal de ropivacaina 0,2% na resposta
inflamatoria, histopatologia e na sobrevida de ratos submetidos a peritonite fecal. Belo
Horizonte, 2012. 65 p. Tese (Doutorado em Medicina) — Faculdade de Medicina da

Universidade Federal de Minas Gerais.

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a sobrevida, o aspecto histopatologico do pulmao, peritonio e figado, e
as dosagens séricas das citocinas IL-6 ¢ TNF-a em ratos submetidos a peritonite fecal e
tratados com lavagem peritoneal com ropivacaina 0,2%. METODOS: Utilizaram-se 36 ratos
Wistar, pesando entre 280 e 320 g divididos em dois grupos A (n=20) e B (n=16), submetidos
a laparotomia seis horas apds a indugdo de peritonite fecal e distribuidos, aleatoriamente, em
quatro subgrupos de cinco (Grupo A) e quatro (Grupo B) ratos: I- Controle, nenhum
tratamento; II- enxugamento da cavidade abdominal; III- Lavagem da cavidade abdominal
com 3 mL de soro fisiologico 0,9% e enxugamento ; IV- Lavagem da cavidade abdominal
com 3 mL de ropivacaina 0,2% e enxugamento. No grupo A os animais que morreram foram
necropsiados e o horario do 6bito foi anotado. Os animais sobreviventes foram mortos no 11’
dia do pos-operatorio e realizou-se a necropsia com retirada de fragmentos de figado, pulmoes
e peritonio para estudo histopatologico. No grupo B, seis horas apds a laparotomia os animais
foram submetidos a pun¢do cardiaca com retirada de 1 mL de sangue para dosagem das
citocinas e, a seguir eutanasiados. RESULTADOS: Os animais do grupo A que receberam
lavagem peritoneal (subgrupos III e IV) apresentaram maior sobrevida que os subgrupos (I e
IT). A lavagem com ropivacaina 0,2% reduziu a mortalidade e manteve o pulmao, peritonio e
figado sem alteracdes histologicas importantes. No grupo B a lavagem com ropivacaina
apresentou valores de TNF-a menores do que os observados com os outros tratamentos
(»<0,05). Em relacdo aos valores da IL-6, o subgrupo da ropivacaina apresentou valores
menores que os observados com os subgrupos I e II, mas ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05) em relagdo ao subgrupo ITl. CONCLUSAO: A lavagem peritoneal com ropivacaina
a 0,2% no tratamento da peritonite fecal em ratos reduziu a mortalidade e as alteragdes
histologicas relacionadas a resposta inflamatéria como também reduziu os niveis plasmaticos

de IL-6 € do TNF-o.
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BROCCO MC. Effects of intraperitoneal ropivacaine 0,2% in the inflammatory response,
histopathology and in the survival of rats subjected to fecal peritonitis. Belo Horizonte, 2012.
65 p. Thesis (PhD degree in Medicine) — Medical School of the Universidade Federal de

Minas Gerais.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the survival, the histopathological features in lungs, peritoneum,
liver and to asses the cytokine serum levels of IL-6 and TNF-a in rats subject to fecal
peritonitis and treated with peritoneal lavage with 0,2% ropivacaine by peritoneal lavage.
METHODS: We subject 36 Wistar rats (280-320 g) divided in two groups A (n=20) and B
(n=16) to laparotomy six hours after the induction of fecal peritonitis with autogenous stool
and subseqently divided the rats randomly into four subgroups of five (Group A) and four
(Group B) animals: I- Control , no treatment; II- Drying of the abdominal cavity; III- Lavage
of abdominal cavity with 3 mL of 0,9% normal saline and drying; IV- Lavage of the
abdominal cavity with 3 mL of 0,2% ropivacaine and drying. In the group A the animals of
that died underwent necropsy, and the surviving ones were subjected to euthanasia on the 11"
day post-surgery. Fragments of liver, lungs and peritoneum were removed for histological
evaluation. In the group B six hours following the laparotomy, the animals underwent cardiac
puncture, and 1 mL of blood was collected for cytokine assessment before the animals were
euthanized. RESULTS: The animals of group A that received peritoneal lavage (subgroups
III and IV) showed greater survival than the drying and control subgroups. Lavage with
ropivacaine prevent dead and maintained the architecture of the lung, peritoneum and liver
without any important histological alterations. In the group B the lavage with ropivacaine
resulted in smaller TNF-a levels compared with those observed in other treatment groups
(»<0,05). Regarding IL-6 ropivacaine group showed lower cytokine levels than those
observed in groups I and II, but there was no significant difference (p>0,05) between
subgroups III and IV. CONCLUSION: Peritoneal lavage with 0,2% ropivacaine
demonstrates a reduction the mortality and histopathological alterations related to
inflammatory response and was show to reduce plasma levels of IL-6 and TNF-a.

Keywords: Ropivacaine; IL-6; TNF-a; Histological features; Peritonitis; Rats; Survival
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1. INTRODUCAO

A incidéncia da sepse assim com sua mortalidade aumentaram ao longo dos
ultimos anos. Nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se uma incidéncia anual de
750.000 pacientes com sepse apresentando mortalidade de 28,6%, o que representa um custo
de US$ 16,7 bilhdes em cuidados de satide.' A peritonite ¢ um processo inflamatorio do
peritdnio sendo uma das causas mais importantes de sepse e Obito nas unidades cirurgicas e
de terapia intensiva.

A sepse associada a peritonite ocorre quando um foco infeccioso intra-abdominal
desencadeia uma resposta inflamatoria sistémica. Esta resposta se caracteriza por ativacao de
diversos sistemas (complemento, coagulagdo, cininas e fibrinolise), células (endoteliais,
leucdcitos, mondcitos, macrofagos e mastocitos) e liberacdo de mediadores (radicais livres de
oxigénio, histamina, eicosanoides, fatores de coagulagio e citocinas). >~

Quando uma infeccdo ¢ capaz de liberar e ativar a cascata de eventos
inflamatorios sist€émicos ela ¢ chamada de sepse. Na sepse grave essa inflamagdo gera uma
disfuncdo organica e quando surge uma hipotensao nao responsiva a fluidos, estd estabelecido
o choque séptico’. Na maioria dos casos, a sepse é causada por um agente bacteriano, mas
virus, principalmente o da influenza A, e fungos também podem levar a tal situagio’.

Apés o reconhecimento do agente agressor, as células mononucleares
desempenham o papel central na inflamacdo através da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, mediadores lipidicos, fator tecidual, prostaglandinas, fator ativador de
plaquetas e 6xido nitrico °. A ativa¢io da cascata do complemento gera o C5,, capaz de
aumentar a producio de citocinas na sepse.’

Quando ndo combatidas, essas citocinas levam a hipotensdo refrataria,
enfraquecimento endotelial com edema grave e, por ultimo, disfun¢io organica e morte.>’
Dentre as citocinas pro-inflamatorias o fator alfa de necrose tumoral (TNFa) e as interleucinas
1 ¢ 6 (IL-1, IL-6) atuam sinergicamente durante a inflamagio.'*"?

Além de ativarem os neutrofilos, linfocitos e células endoteliais vasculares, esses
mediadores induzem a produgio local de 6xido nitrico', prostaglandinas, proteinas de fase
aguda manifestada clinicamente através da febre.'* A IL-6 esta elevada na maioria dos
pacientes com sepse grave e niveis elevados estdo relacionados a eventos desfavoraveis no

Logl 15,1
choque séptico.'*'®



O tratamento classico das peritonites consiste na remo¢do mecanica dos
contaminantes, restauracdo da integridade anatomica e administragdo sistémica de
antimicrobianos. O uso indiscriminado dos antibidticos contribuiu para o desenvolvimento de
resisténcia em varias cepas de microorganismos. Nos EUA, em 1946, apenas 5% dos
estafilococos eram resistentes a penicilina. Em 1949, 1950, 1959 a resisténcia a penicilina era
descrita em 29, 50 e 80%, respectivamente, dos estafilococos isolados em hospitais
americanos. No Brasil, atualmente, mais de 80% dos S. aureus isolados de pacientes
hospitalizados e cerca de 70% dos isolados de pacientes da comunidade apresentam
resisténcia as penicilinas naturais."’

A crescente incidéncia de resisténcia bacteriana associada a uma dificuldade no
desenvolvimento de novos antibidticos direciona as pesquisas para a utilizagdo de técnicas
alternativas de tratamento da peritonite. Varios estudos tém investigado a modulagdo da
resposta inflamatoria visando aumentar a sobrevida e reduzir a mortalidade na sepse. Neste
contexto, diversas publicagdes sugerem uma ampla gama de acdes anti-inflamatorios dos
anestésicos locais através de seus efeitos sobre as células do sistema imunologico, bem como
plaquetas, eritrocitos e o proprio microorganismo'®. De fato, estes agentes tém sido utilizados
no tratamento de vdarias condicdes associadas a processos inflamatorios como: cistite
intersticial, proctite ulcerativa, artrites, infec¢des herpéticas e queimaduras. '

O mecanismo de acdo anti-inflamatorio dos anestésicos locais ndo ¢ totalmente
compreendido, porém parece envolver uma interacdo reversivel com as proteinas e lipidios da
membrana, bem como regulacdo da atividade metabdlica celular, migragdo, exocitose e
fagocitose."”

A lidocaina e a bupivacaina ja foram utilizadas experimentalmente em
laboratério, em vérias concentragdes, e se mostraram eficazes contra algumas bactérias.”

Até a presente data poucos estudos tem comprovado o efeito anti-inflamatério da
ropivacaina, um enantiomero levogiro puro, pertencente ao grupo dos anestésicos locais

amino-amidas e amplamente utilizado em anestesiologia.



2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da lavagem peritoneal com solucdo de ropivacaina 0,2% na
sobrevida, histopatologia de fragmentos de pulmao, figado e peritonio, e resposta inflamatoria

de ratos com peritonite fecal experimental, produzida por fezes autégenas.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 PERITONITE: FISIOPATOLOGIA

A superficie peritoneal responde a lesdo com reagdo inflamatoria inespecifica, de
forma idéntica a qualquer outra estrutura do organismo. A resposta peritoneal a agressdo ¢
comparavel a resposta inflamatoria sistémica e utiliza os mesmos mecanismos de interagcao
humoral e celular associada a exagerada producdo local de citocinas pro-inflamatorias tais
como o TNFa, IL-1, IL-2 e IL-6 e outras, além da liberagdo de histamina pelos mastocitos do
peritonio, em quantidade que depende da gravidade da lesdo e destruicdo da superficie
mesotelial. Em geral, a producdo de citocinas determina concentragdes superiores aos niveis
normais, com significado de gravidade que é inversamente proporcional 4 sobrevida.”' >’

O processo inflamatorio ou infeccioso, entdo, que acomete, de forma localizada
ou generalizada, a membrana-peritoneal ¢ denominado peritonite. Os elementos causais sao
varios e o resultado final depende da intensidade da agressdo, da persisténcia, do tipo de
reagdo local e, principalmente, de fatores individuais. De fato, a peritonite, principalmente a
generalizada, supurativa ou nao, desencadeia um processo complexo de reagdes inflamatorias
locais e sistémicas cuja gravidade depende mais de fatores relacionados ao hospedeiro do que
ao agente agressor.”*

A agressdo intra-abdominal provoca uma sequéncia de respostas envolvendo a
membrana peritoneal, os intestinos, os compartimentos dos liquidos orgdnicos com
subsequentes respostas cardiovasculares, respiratorias, renais, neuroenddcrinas e metabolicas.
As respostas cardiovasculares e respiratorias sdo as mais precoces.

A reacdo aos insultos organicos passa por duas fases diferentes e antagdnicas que
se equilibram ou se anulam e compdem duas sindromes, segundo a hipotese de Bone.”?® A
primeira ¢ a sindrome da reacdo inflamatdria sistémica (fase pro-inflamatéria), com producao
de TNFa , IL-I e IL-6, ¢ a segunda ¢ a sindrome da resposta anti-inflamatério compensatoria
(fase anti-inflamatdrio) com liberagdo de substancias anti-inflamatérios tais como IL-4, IL-10,
IL-1I, IL-13 que tém como finalidade restaurar a homeostase. E tido como certo que a
gravidade da primeira fase contribui para o inicio e continuidade da sepse e que a segunda
fase, reativa, tem papel na sua patogénese.”’

A alteracdo da dindmica cardiaca, precocemente manifestada pelo aumento da

frequéncia cardiaca e, depois, da respiratoria (taquipnéia) sdo os detectores imediatos do



inicio da fase pro-inflamatoria, quando as citocinas sdo liberadas. Se a agressdo assume
proporcdes indesejaveis ou surgem novos fatores desencadeadores de mais inflamacao local,
os mecanismos de compensacdo anti-inflamatorio sdo despertados para a manuten¢do da
homeostase. Ha, de acordo com o postulado de Bone ', trés circunstincias em que o
equilibrio ndo ocorre:

1. quando a agressdo ¢ macica,

2. quando hé a concorréncia de uma segunda lesdo e

3. quando ha producio local de quantidade excessiva ou escassa de um mediador.

Quando ha o desequilibrio, os mediadores pré-inflamatorios se espalham por via
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sistémica e, se abundantes, aparecem os sinais clinicos da sepse®*. Niveis elevados de
mediadores anti-inflamatorios, resposta significativa do organismo a primeira fase, provocam

27 4 .
333% ha tentativa de restabelecer a

depressdo imunoldgica. > Esse ciclo se retroalimenta
homeostase ou, se ndo, persistird o quadro até a morte.
A reducdo da contaminacdo peritoneal, passo importante do tratamento, ¢ feita
com aspiragdo do conteudo infectante, dos exsudatos purulentos, de restos alimentares ou
particulas fecais, num esquema de debridamento radical *°, seguida de lavagem da cavidade

36,37-38

com soro fisioldgico, aquecido a 37 °C e cuidadosamente aspirado no final da

limpeza.”

3.2. PERITONITE: LAVAGEM PERITONEAL

Segundo Schein et al*® a lavagem intraperitoneal na presenca de peritonite
purulenta com agua esterilizada foi realizada por Joseph Price, um ginecologista, em 1905.
Ap6s seis anos, Torek reduziu a mortalidade por peritonite de 100% para 33%, por meio da
lavagem peritoneal com soro fisiologico 0,9%. A lavagem peritoneal , no entanto, foi
contestada por alguns cirurgides, entre os quais Deaver, nos EUA, e Lord Moynihan, no
Reino Unido.™

Apesar de controverso, a lavagem da cavidade peritoneal para tratamento de
peritonite com solu¢des contendo ou ndo substancias adicionais ¢ amplamente utilizado por

. “n . . 40
cirurgides e descrito em diversos estudos.



3.2.1. Lavagem peritoneal com solug¢des antissépticas

O uso de antissépticos € uma possibilidade terapéutica por causa do aumento da
resisténcia bacteriana aos antibioticos. Uma comparacdo entre cinco antissépticos (taurolin
2%, iodopovidine 2%, noxitiolina a 1% e 2%, hipoclorito a 2%, clorexidine a 0,02% e 0,05%)
no tratamento de peritonite em camundongos induzida com injecdo intraperitoneal de 10
vezes a dose letal média (LDsg ) de Escherichia coli, demonstrou que apenas a clorexidine a
0,02% e a 0,05% foi eficaz e reduziu a mortalidade para 14% e 50%, respectivamente.
Entretanto quando foi administrado uma hora ap6s a inducdo da peritonite, esse antisséptico
ndo foi tio eficaz, demonstrando a importancia do inicio do tratamento.*!

Demonstrou-se em ratos a ineficidcia e uma possivel toxicidade com o uso de
iodopovidine e noxitiolina a 2,5% na lavagem peritoneal apos a inducdo de peritonite fecal
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com inoculacdo de bactérias.

3.2.2. Lavagem peritoneal com antibidticos

O uso de antibiotico por 16 a 36 horas em 14 pacientes (2 g de ampicilina em dois
pacientes e 10 milhdes de unidades de penicilina e 1 g de kanamicina em 12 pacientes), na
lavagem peritoneal continua em peritonites generalizadas de origem ginecoldgica, mostrou-se
atil, eficaz e seguro.*

Apoés a inducdo de peritonite em ratos, avaliou-se a sobrevida e formagdo de
aderéncias com a realizacdo de lavagem peritoneal com soro fisiologico ou rifampicina em
duas doses (15 ou 12,5 mg/kg). O experimento demonstrou que a terapia com rifampicina
reduziu a mortalidade e a quantidade de aderéncias.*

Estudo experimental demonstrou que a lavagem peritoneal com soro fisioldgico e
a instilagdo topica de gentamicina e clindamicina foi mais eficaz na diminui¢do da
mortalidade que a lavagem com soro fisiologico isolada na peritonite em ratos provocada por
fezes do proprio animal.*

Uma recente meta-analise envolvendo a eficidcia da lavagem peritoneal em
modelos experimentais de peritonite demonstrou uma reducao da mortalidade nos estudos que
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utilizaram antibidticos associados a lavagem peritoneal.



3.2.3. Lavagem peritoneal com anestésicos locais

Comparado a soro fisioldgico, a lidocaina a 1% e a bupivacaina a 0,5%, se
mostraram eficazes na prevengdo da peritonite induzida por 4cido cloridrico 0,1 M.*’

Camundongos com peritonite séptica induzida segundo modelo experimental,
tratados com lidocaina a 5% e a 10% e com bupivacaina a 1% e a 2% por via subcutinea, em
bomba de infusdo, apresentaram diminui¢do da mortalidade e protecdo contra disfungdes
hepaticas e renais ao atenuar a resposta inflamatoria.*®

Ratos tratados com lidocaina 2% e bupivacaina 0,5% diluidas em soro fisiologico
0,9%, apresentaram 100% de sobrevida em modelo experimental de peritonite séptica
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induzida com fezes autogenas.*°

3.3. ANESTESICOS LOCAIS

Além da acdo anti-inflamatoéria, diversos estudos demonstraram o efeito

.. . o] - 20,51,52
antimicrobiano dos anestésicos locais.?% >!5% 33

3.3.1. Acio antimicrobiana

Foram estudados os efeitos da agdo dos anestésicos locais sobre a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ¢ a Candida albicans. A ropivacaina
ndo inibiu nenhum destes microorganismos. A bupivacaina a 0,5% e a 0,25%, a lidocaina a
5% e 2% e a prilocaina a 2% reduziram a viabilidade das colonias dos microorganismos
testados. A prilocaina a 1% reduziu a viabilidade da Escherichia coli, do Staphylococcus
aureus e da Pseudomonas aeruginosa. A lidocaina a 1% reduziu apenas a viabilidade da
Pseudomonasa aeruginosa, e a prilocaina 0,5% reduziu apenas a da Escherichia coli.*

A lavagem bronquica com lidocaina reduziu o crescimento do Streptococus
pneumoniae de modo mais eficaz que o soro fisiologico. Entretanto, soro fisioldgico normal
reduziu o crescimento da Moxarella catarrhalis, quando comparada a lidocaina. Finalmente,
as duas solugdes ndo tiveram efeito sobre o Haemophilus influenzae, a Pseudomonas
aeruginosa e a Candida albicans.”

A lidocaina (1%, 2% e 4%), com ou sem adrenalina, foi testada em cepas isoladas

de bactérias comumente encontradas em feridas hospitalares como: Enterococus faecalis,



Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus e, em cepas resistentes a
meticilina e vancomicina de Staphylococus aureus e Enterococus. A lidocaina inibiu de forma
dose dependente o crescimento das cepas das bactérias testadas. A grande sensibilidade a
lidocaina foi mostrada contra organismos Gram negativos. A menor sensibilidade a lidocaina
foi contra o Staphylococus aureus. A adi¢cdo de adrenalina ndo alterou a sensibilidade de
bactérias a lidocaina.>

Avaliou-se os efeitos antimicrobianos dos anestésicos, in vivo e in vitro, por meio
de uma revisdo de literatura desde 1950 em um banco de dados. Concluiu-se que os
anestésicos locais possuem propriedades antimicrobianas contra um amplo espectro de
patdgenos. Varios anestésicos em concentragdes semelhantes as utilizadas na pratica clinica
inibem o crescimento de inimeras bactérias e fungos. Demonstraram que a bupivacaina e a
lidocaina possuem um espectro maior do que a da ropivacaina. O maior tempo de exposi¢ao e
a maior concentragdo correlacionam-se com o aumento proporcional da atividade

antibacteriana dos anestésicos.”

3.3.2. Acao anti-inflamatoria

Analisou-se o efeito da ropivacaina, in vivo, na interagdo do leucdcito com o
endotélio, induzido por inoculagdo de TNF-o na microcirculacdo do cremaster de ratos.
Concluiram que a ropivacaina reduziu a adesdo leucocitaria e o recrutamento tissular dos
leucocitos, podendo ser atil no controle farmacoldgico da resposta inflamatéria aguda.™

Através de estudos com células in vitro, analisou-se os efeitos anti-inflamatorios
dos anestésicos locais. Demonstraram que a ropivacaina e lidocaina inibiram a proliferagcdo de
fibroblasto. A ropivacaina e bupivacaina inibem a agregacdo plaquetdria induzida por
epinefrina.”

A lidocaina e bupivacaina diminuem os niveis plasmaticos de TNF-a indicando
que os anestésicos locais exercem acao anti-inflamatoria em peritonite induzida por ligadura e
pungio do ceco e tratadas com anestésicos locais por via subcutinea.*® Avaliou-se o efeito de
diferentes doses de lidocaina na estimulacdo de mondcitos humanos com lipopolissacarideo
(LPS), e os efeitos da estimulagdo e secrecdo de uma proteina quimio atraente para monodcitos
(MCP-1). O resultado foi que a lidocaina modula a produgdo de MCP-1 e suprime seus efeitos

e gy 56
quimiotaticos.



Os efeitos anti-inflamatorios da lidocaina na prevencdo da lesdo hiperdxica nos
pulmdes de ratos foram avaliados com as dosagens laboratoriais de leucdcitos, citocinas
(TNF-a e IL-1B), albumina e proteinas do complemento no lavado broncoalveolar. Com a
redug¢do dos fatores analisados, demonstrou-se que a lidocaina exerce efeito profilatico na
resposta inflamatéria da lesdo pulmonar hiperoxica.’’

Estudo experimental em pulmdes isolados de ratos analisou a resposta anti-
inflamatoria da lidocaina e mepivacaina. A ativacdo dos polimorfonucleares era induzida com
um andlogo de peptideos de membrana de bactérias (N-formil-L-leucina-metionil-L-
fenilalanina — FMLF). O tratamento prévio com os anestésicos locais reduziu as lesdes
histologicas, como a alveolite granulocitica e apresentou menores valores de pressdo de
artéria pulmonar. >®

Avaliando-se o efeito do pré-condicionamento pulmonar com lidocaina, venosa e
inalatéria, em ratos com endotoxemia induzida pela injecdo de LPS, observou-se a redugao

significativa na concentragdo de TNF-a e IL-1P no lavado broncoalveolar mas ndo no plasma.
59
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4. METODO

Apbs a aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), de acordo com o protocolo 028/09 (COEP-
CETEA), foram operados 36 ratos Wistar machos, pesando entre 280 ¢ 320 g, provenientes
do Biotério do Centro de Pesquisa da Emescam (Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa
de Misericordia de Vitdria, Espirito Santo), divididos em dois grupos distintos de 20 (Grupo
A) e 16 (Grupo B) ratos, distribuidos, aleatoriamente, por sorteio em quatro subgrupos com
cinco e quatro animais cada.

No grupo A avaliou-se a sobrevida dos animais e a histopatologia do pulmao,
peritonio e figado. No grupo B realizou-se as dosagens de marcadores inflamatorios IL-6 e
TNF-a, por meio da coleta de 1 mL de sangue através de pungdo cardiaca com agulha 25G x
5,5.

Estes animais foram mantidos em condigdes ambientais constantes e,
aclimatizados por um periodo de 7 dias antes de se iniciar o experimento, em gaiolas com
cinco animais cada e alimentados com dieta apropriada (Nuvital® ) e 4gua ad libitum.

Os animais foram anestesiados pela injecdo de cloridrato de S(+) cetamina
(Cristalia® , Sdo Paulo, Brasil), na dose de 10 mg/kg de peso do animal, no misculo da face
anterior da coxa direita, para serem submetidos a uma pun¢do abdominal com cateter de
teflon 16G no quadrante inferior esquerdo do abdome. A seguir foi injetada, na cavidade
abdominal, uma suspensdo de fezes autdgenas, recém-defecadas, preparada com 2 g de fezes
diluida em 17 mL de soro fisiologico (Figura 1). Antes da injecao filtrou-se a suspensdo em
uma gaze para permitir a sua livre passagem pelo interior da agulha. Dessa suspensdo foi

injetada 10 mL/kg de peso do animal na cavidade abdominal.®
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Figura 1 - Puncdo abdominal em rato para inoculacao
de suspensado de fezes e solugdo salina.

Seis horas apos a indugdo da peritonite, os ratos foram anestesiados com uma
mistura de cloridrato de xilazina 10 mg/kg (Lab. Kénig. SA®, Argentina) e cloridrato de S(+)
cetamina 50 mg/kg (Cristalia® , Sdo Paulo, Brasil) e submetidos a laparotomia mediana, com
incisdo de aproximadamente 2 cm de comprimento, ¢ exame da cavidade abdominal, para a

comprovagdo da peritonite e procedimento por subgrupo (Figura 2).

Figura 2 - Peritonite purulenta em rato 6 horas apds a
inoculacdo de fezes autdgenas.
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Os animais de ambos os grupos foram distribuidos aleatoriamente em quatro
subgrupos de cinco animais no grupo A e de quatro animais no grupo B: Subgrupo I-
Controle: nenhum tratamento; Subgrupo II- Enxugamento suave do conteido da cavidade
abdominal com gaze seca; Subgrupo III- Lavagem da cavidade abdominal com 3 mL de soro
fisioldgico 0,9% e enxugamento; Subgrupo IV- Lavagem da cavidade abdominal com 3 mL
de ropivacaina 0,2% e enxugamento. Nos Subgrupos III e IV, foi injetada na cavidade soro
fisiologico (Subgrupo 3), ou ropivacaina 0,2% (Cristalia® , Sdo Paulo, Brasil) (Subgrupo 4), e
ai deixada por trés minutos. Nesse periodo a solugdo foi manipulada cuidadosamente entre as
visceras abdominais para permitir um maior contato com o peritonio. Apds esse procedimento
enxugou-se o liquido peritoneal suavemente com gaze seca para retirar a maior quantidade
possivel do liquido. A parede abdominal foi suturada em plano inico com pontos separados
utilizando fio mononylon (4-0). Todos os animais foram acondicionados em gaiolas,
alimentados com dieta apropriada (Nuvital®) e agua ad libitum. A hidratagdo foi realizada
com a injecdo de 5 mL de soro fisioldgico 0,9%, por via subcutanea, a cada 24 horas, durante
dois dias ®'. Na analgesia utilizou-se cloridrato de nalbufina, 0,3 mg/kg de peso do animal, por
via subcutinea, de 8 em 8 horas, durante dois dias.

Os animais do grupo A que morreram foram necropsiados e anotados os horarios
dos 6bitos. Os animais sobreviventes foram eutanasiados no 11° dia do pds-operatorio com
pentobarbital (Cristalia®, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 50 mg/kg de peso do animal via
intramuscular, para necropsia. Retirou-se fragmentos do figado, pulmdes e do peritdénio dos
animais que foram a dbito e dos eutanasiados para estudo histopatolégico. O material colhido
foi fixado em formaldeido a 10% e armazenado em um volume de solugdo de 10 vezes o
volume da peca. Processado em autotécnico da marca Lupe”™, 11 banhos e, emblocados em
blocos de parafina e cortados em micrétomo (SLE®) a 2,5 micra. O material foi corado em
hematoxilina e eosina.

No grupo B, seis horas apds a intervengao cirurgica, foi coletada amostras de
sangue (1 mL) de cada animal, de todos os subgrupos, por pun¢ao cardiaca com agulha 25G
X 5,5, para avaliar os niveis de IL-6 ¢ TNF-a. Apos a coleta sanguinea todos os animais
foram eutanasiados com pentobarbital (Cristalia®, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 50 mg/kg de
peso do animal via intramuscular. Estas amostras sanguineas coletadas foram centrifugadas
para separagdo do plasma, congeladas e transportadas em recipiente fechado contendo gelo
seco.

A andlise das citocinas foi realizada pelo método Citometric Bead Array (CBA)

(Figura 3) no Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz, Belo Horizonte. Neste sistema, os
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niveis dos analitos avaliados foram quantificados utilizando o kit BD Pharmingen's CBA que
emprega uma mistura de esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e
distintas, recobertas com anticorpos especificos para os analitos de interesse, que sao
detectados nos canais FL3/FL4 da citometria de fluxo. Essa metodologia permite a avaliagao
simultanea de até vinte analitos em um mesmo ensaio, empregando-se um pequeno volume de
amostra.

Neste estudo, a metodologia de CBA foi adaptada do protocolo original proposto pelo
fabricante, com algumas modificagdes: aliquotas de 25 uL de plasma foram utilizadas sem
dilui¢do prévia. Aliquotas de 25 uL dos padrdes de citocinas e quimiocinas foram submetidas
a diluicdo seriada com diluente G (solucdo diluente tamponada), "Padrao sem dilui¢ao" —
5000 pg/mL, 1:2 — 2500 pg/mL, 1:4 — 1250 pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL, 1:16 — 312,5 pg/mL,
1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e 1:256 — 20 pg/mL e 25 uL de
diluente G apenas (controle negativo). As amostras e os padrdes foram transferidos para tubos
de poliestireno de 5 mL. A cada tubo foi adicionado 15 uL da mistura de esferas de captura,
conjugadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas e quimiocinas, IL-12p70, TNF-a., IL-
10, IL-6, IL-1B, CXCL-8 (Human Inflammation Kit, BD, Pharmingen, E.U.A.) ¢ GM-CSF,
CCL24, G-CSF, IL-4, IL-3 (Human Allergy Mediators Kit II, BD, Pharmingen, E.U.A.) mais
18uL do coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas € quimiocinas, conjugados com
ficoeritrina - PE (reagente B) e incubados por 3 horas, a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. Apds a incubacao, as esferas de captura foram lavadas com 500 uL da solucdo F (Tampao
fosfato salinico) e centrifugadas a 340 g, por 7 minutos a 18°C. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado e os dados imediatamente adquiridos e analisados no citdmetro de

fluxo (FACScalibur, BD, E.U.A.).

Apos as etapas de marcacdao, um total de 1.800 eventos/regido (R1) foi obtido com
base na selecdo da populagdo de microesferas em graficos de densidade de tamanho versus
granulosidade. Selecionada a populagdo de interesse, para a analise dos dados, as microesferas
foram separadas em graficos de densidade FL3 x FL2, onde as seis esferas com intensidades
de fluorescéncia distintas ocuparam posi¢des especificas ao longo do eixo Y (FL3). A analise
do deslocamento das esferas ao longo do eixo X (FL2) foi empregada como variavel
proporcional a concentracdo de cada analito presente na amostra.

Para a obtencdo dos resultados da analise quantitativa dos analitos uma curva padrdo
foi construida, baseada nos dados dos padrdes de citocinas em concentragdes de 20 pg/mL a

5.000 pg/mL. Um modelo de ajustamento, por meio da constru¢do da curva do 4° pardmetro
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logistico, que permite o ajuste da melhor curva ndo linear para dados detectaveis, foi

utilizado. Dessa forma, foi possivel extrapolar valores de intensidades de fluorescéncia de

amostras fora dos limites da curva padrao. Os resultados foram expressos em pg/mL.
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Figura 3 - Ilustracdo do método de Citometria de Fluxo
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5. TRATAMENTO ESTATIiSTICO

O célculo amostral utilizado nos experimentos de dosagem das citocinas foi
baseado em estudo prévio que demonstrou uma diferenga de 40 pg/mL com um desvio padrao
de 15 pg/mL na dosagem de IL-6 entre os animais, com significancia de 5% e poder de teste
de 95%. Com estes pardmetros foi obtido um valor de amostra de 4 animais.®*

No grupo A, para analisar as curvas de sobrevida entre os quatro subgrupos de

animais submetidos a peritonite fecal foi utilizada a curva de sobrevida de “Kaplan Méier”.

No grupo “B” os valores de IL-6 ¢ TNF-a dos 4 subgrupos foram comparados
utilizando-se o teste ndo paramétrico de T. Mann-Whitney, por ser a amostra pequena (n=4) e
as comparagdes utilizando um grupo fixo (Ropivacaina).

Foi utilizado o software IBM SPSS Statistics 19 (Statistical Package for the Social

Sciences) para analise dos dados.



6. RESULTADOS

6.1 GRUPO A
6.1.1 Sobrevida
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A figura 4 mostra que a sobrevida dos animais onde se realizou lavagem

peritoneal foi superior aos subgrupos controle e enxugamento. A curva de sobrevida mostrou

uma mortalidade de 100% com 12 horas para os animais do subgrupo I e 16 horas para o

subgrupo II. O subgrupo III apresentou 60% de mortalidade com 24 horas. A lavagem com

ropivacaina impediu o 6bito até o ultimo dia de acompanhamento em todos os animais desse

subgrupo.
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Figura 4 - Curva de sobrevida entre subgrupos I, 11, 11, IV.



6.1.2 Histopatolégico

Figura 5 - Microfotografia de peritonio de rato do subgrupo III (lavagem da cavidade
abdominal com soro fisiologico 0,9% e enxugamento), com inflamag¢ao granulomatosa do
tipo corpo estranho (seta).

Coloragao (HE) aumento 10X
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Figura 6 - Microfotografia de peritonio de rato do subgrupo III (lavagem da cavidade
abdominal com soro fisiologico a 0,9% e enxugamento), com inflamagao cronica e areas de
necrose central (seta).

Coloragdo (HE) aumento 4X
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Figura 7 - Microfotografia de peritonio de rato do subgrupo I'V (lavagem da cavidade
abdominal com ropivacaina a 0,2% e enxugamento), com escasso infiltrado inflamatorio
cronico linfocitico.

Coloragao (HE) aumento 10X
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Figura 8 - Microfotografia de peritonio de rato do subgrupo II (enxugamento da cavidade
abdominal), com presenca de corpo estranho ( seta ) e reacao inflamatéria intensa
predominantemente linfocitica.

Coloragao (HE) aumento 10X
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Figura 9 - Microfotografia de peritonio de rato do subgrupo I (controle nenhum tratamento),
com intensa reacao inflamatoéria com predominio de linfécitos (seta).
Coloragao (HE) aumento 4X
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Figura 10 - Microfotografia de peritonio de rato do subgrupo III (lavagem da cavidade
abdominal com soro fisiologico a 0,9% e enxugamento), com intenso infiltrado de
plasmocitos (seta).

Coloragdo (HE) aumento 4X
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Figura 11 - Microfotografia de pulmao de rato do subgrupo I (controle nenhum tratamento),
com ocupagao dos espagos alveolares por macréfagos e mondcitos, hemorragia alveolar
difusa (seta) e espessamento dos septos alveolares.

Coloragao (HE) aumento 4X
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Figura 12 - Microfotografia de pulmao de rato do subgrupo I (controle nenhum tratamento),
com intensa inflamacdo predominantemente linfocitica ( seta ).
Coloragdo (HE) aumento 4X
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Figura 13 - Microfotografia de pulmao de rato do subgrupo II (enxugamento da cavidade
abdominal), com exsudato linfohistioplasmocitario e neutrofilico (seta).
Coloragao (HE) aumento 4X
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Figura 14 - Microfotografia de pulmao de rato do subgrupo III (lavagem da cavidade
abdominal com soro fisiologico 0,9% e enxugamento), com infiltrado linfocitario em
disposi¢ao nodular peribronquiolar (seta).

Coloragao (HE) aumento 10X
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Figura 15 - Microfotografia de pulmao de rato do subgrupo IV (lavagem da cavidade
abdominal com ropivacaina a 0,2% e enxugamento), dentro dos limites da normalidade.
Coloragao (HE) aumento 4X

27



Figura 16 - Microfotografia de pulmao de rato do subgrupo IV (lavagem da cavidade

abdominal com ropivacaina a 0,2% e enxugamento), dentro dos limites da normalidade.
Coloragao (HE) aumento 40X
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Figura 17 - Microfotografia de figado de rato do subgrupo I'V (lavagem da cavidade
abdominal com ropivacaina a 0,2% e enxugamento), com arquitetura acinar preservada.
Coloragao (HE) aumento 40X
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Figura 18 - Microfotografia de figado de rato do subgrupo III (lavagem da cavidade
abdominal com soro fisiologico a 0,9% e enxugamento), com espaco porta normal € com
presenga de pequenos linfocitos (seta).

Coloragao (HE) aumento 10X
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Figura 19 - Microfotografia de figado de rato do subgrupo II (enxugamento da cavidade
abdominal), com intensa inflamag¢do predominantemente de mononucleares (setas).
Coloragao (HE) aumento 40X
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Tabela 1. Estatisticas descritivas da resposta inflamatdria (contagem celular) de Pulmdes de

ratos submetidos a peritonite fecal em campo de grande aumento (CGA 40X).

Subgrupos N Média Desvio-padrao
I - Controle 5 305,33 8,74
II - Enxugamento 5 257,33 5,51
III - Soro Fisiolégico 5 80,33 2,52
IV - Ropivacaina 5 24,67 2,08

Os resultados da histopatologia de peritonio de ratos do grupo A, submetidos a
peritonite fecal experimental, mostraram que os animais dos subgrupos controle (subgrupo I)
e enxugamento (subgrupo II) apresentaram intensa reag@o inflamatoéria linfocitica (Figuras 8 e
9).

Os animais do subgrupo soro fisiologico 0,9% (subgrupo III) apresentaram
histopatologia com reag¢do inflamatéria do tipo cronica (Figura 6) e granulomatosa do tipo
corpo estranho (Figura 5) com intenso infiltrado de plasmdcitos (Figura 10).

Nos animais do subgrupo ropivacaina (subgrupo IV) os achados histopatoldgicos
mostraram escasso infiltrado inflamatdrio cronico linfocitico (Figura 7).

Os achados histolégicos em pulmdes dos animais do subgrupo controle (subgrupo I)
apresentaram intensa infiltragdo do tipo linfocitaria (Figura 12), hemorragia alveolar difusa
com espessamento dos septos alveolares ocupados por macréfagos e mondcitos (Figura 11).

No subgrupo enxugamento (subgrupo II) a histopatologia mostrou infiltrado com
exudato linfohistioplasmocitario e neutrofilico (Figura 13).

No subgrupo soro fisiologico 0,9% (subgrupo III) a histopatologia mostrou uma
infiltragdo linfocitaria peribronquiolar (Figura 14).

No subgrupo ropivacaina (subgrupo IV) foram encontrados achados histologicos
compativeis com a normalidade (Figuras 15 e 16).

Os achados histopatologicos em pulmoes sdo compativeis com a contagem de células
inflamatorias em campo de grande aumento de 40X (CGA 40X), mostrados na tabela 1, isto

porque os animais que tiveram a cavidade abdominal lavada com soro fisioldgico a 0,9%
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(subgrupo III) ou ropivacaina (subgrupo IV) apresentaram menor numero de células
inflamatorias.

A histopatologia de figado dos animais do subgrupo enxugamento (subgrupo II)
apresentaram reagao inflamatéria com infiltrado hepatico de mononucleares (Figura 19).

Os animais do subgrupo soro fisiologico 0,9% (subgrupo III) apresentaram resultados
histopatologicos dentro da normalidade e com presenga de pequenos linfocitos (Figura 18).

No subgrupo ropivacaina (subgrupo IV) a histopatologia do figado apresentou-se com

arquitetura acinar preservada (Figura 17).
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6.2 GRUPO B
6.2.1 Dosagem de TNF-a

Tabela 2 - Estatisticas descritivas da dosagem de TNF-a em ratos submetidos a peritonite

fecal.
Valores de p
Max — Min
Subgrupos Mediana(pg/mL)
/mL) Soro . )
(pg Ropivacaina
Fisioldgico

I — Controle 441,44 512 -370 0,56 0,021
II - Enxugamento 459,50 563 — 350 0,38 0,021
III - Soro

327,65 515-157 - 0,021
Fisiologico
IV - Ropivacaina 32,45 60 —24 0,021 -

Teste estatistico — teste de Mann-Whitney entre os subgrupos

PR valor<=0,05

Observa-se pela tabela 2 que as dosagens de TNF-a em picogramas por mililitro
(pg/mL) foram menores nos subgrupos em que houve lavagem da cavidade abdominal com
soro fisiologico 0,9% (subgrupo III) e, ou com ropivacaina 0,2% (subgrupo IV). O subgrupo
ropivacaina (subgrupo IV) apresentou diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05) em
relacdo aos demais subgrupos controle (subgrupo I), enxugamento (subgrupo II) e soro
fisiolégico 0,9% (subgrupo III). O subgrupo soro fisiologico (subgrupo III) ndo apresentou
diferengas estatisticamente significantes (p > 0,05) em relacdo aos subgrupos controle
(subgrupo I) e enxugamento (subgrupo II) mas foi estatisticamente significante (p < 0,05) em

relacdo ao subgrupo ropivacaina (subgrupo IV).
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6.2.2 Dosagem de IL-6

Tabela 3 - Estatisticas descritivas da dosagem de IL-6 em ratos submetidos a peritonite fecal

Mediana Max — Min Valores de p
Subgrupos

(pg/mL) (pg/mL) Soro Fisiologico Ropivacaina
I - Controle 22.344,07 26450 -11618 0,08 0,021
II - Enxugamento 14.791,69 15083-13807 0,073 0,021
III - Soro

6.993,76 14301-1717 - 1,0

Fisiologico
IV - Ropivacaina 3.220,87 4563-2329 1,0 -

Teste estatistico — teste de Mann-Whitney entre os subgrupos

P <=0,05

Na tabela 3 observamos que as dosagens de IL-6 em picogramas por mililitro
(pg/mL) foram menores no subgrupo ropivacaina (subgrupo IV) em comparagdo aos
subgrupos controle (subgrupo I), enxugamento (subgrupo II) e soro fisioldgico 0,9%
(subgrupo III). Embora, a dosagem de IL-6 tenha sido menor no subgrupo ropivacaina
(subgrupo IV) em comparagdo com o subgrupo soro fisiologico 0,9% (subgrupo III), esta
diferenga ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05). No entanto o subgrupo ropivacaina
(subgrupo IV) foi estatisticamente significante (p < 0,05) em relagdo aos demais grupos
controle (subgrupo I) e enxugamento (subgrupo II). O subgrupo soro fisioldgico (subgrupo
IIT) apresentou menores valores de IL-6 em picogramas por mililitro (pg/mL) do que os
subgrupos controle (subgrupo I) e enxugamento (subgrupo II) mas apresentou maiores
valores de IL-6 do que o subgrupo ropivacaina (subgrupo IV). Este subgrupo soro
fisiolégico (subgrupo III) ndo foi significante (p > 0,05) em relagdo aos demais subgrupos

controle (subgrupol), enxugamento (subgrupo II) e subgrupo ropivacaina (subgrupo IV).
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7. DISCUSSAO

O modelo de peritonite experimental mais amplamente difundido ¢ a ligadura e
pungio cecal (LPC) que foi descrita por Wichterman et al (1980) , técnica esta que utiliza
um procedimento cirurgico para a inducdo da peritonite. Nesse estudo optou-se por coleta das
fezes autogenas diluida em soro fisiologico 0,9% e inoculada na cavidade peritoneal, por
apresentar a vantagem de nao necessitar a reintervengao cirurgica no animal.

Todos os animais submetidos ao procedimento desenvolveram sinais
macroscopicos de peritonite, evidenciados pela presenca de secre¢dao purulenta comprovada
seis horas ap0ds por laparotomia (Figura 2). Cumpre ressaltar que os animais dos subgrupos I,
IT e III, que morreram, e os dos subgrupos III e IV, que sobreviveram, ja apresentavam no
pos-operatorio imediato manifestagdes de sepse tais como taquipnéia, adinamia, anorexia,
pilo erecdo e halo escuro em torno dos olhos. Os mesmos sinais foram observados em estudo
realizado por Guilgen e col. (1998).%*

A dose letal média (LDsg) da ropivacaina via intraperitoneal ¢ de 54 mg/kg em
ratos adultos e de 155 mg/kg em ratos jovens (Kohane 1998).° Nesse estudo a dose média de
ropivacaina foi de aproximadamente 20 mg/kg, em ratos jovens.

Estudos anteriores demonstraram redu¢do da mortalidade em ratos com peritonite
fecal quando tratados por meio de lavagem peritoneal com lidocaina® ou bupivacaina®. No
presente estudo, a ropivacaina, apesar de apresentar efeito anti-inflamatorio e antimicrobiano
mais discreto que os outros anestésicos’’, também impediu a mortalidade no subgrupo IV.

As caracteristicas histopatologicas dos fragmentos dos 6rgdos avaliados foram
condizentes com a maior sobrevida dos animais dos subgrupos IIl e IV. A contagem de
células inflamatdrias do pulmdo, em campo de grande aumento de 40 X, demonstrou um
menor nimero de células inflamatérias nos subgrupos III e IV (Tabela 1). Os achados
histopatologicos de fragmentos de pulmao, figado e peritonio dos animais que tiveram a
cavidade abdominal lavada com soro fisiolégico 0,9% (subgrupo III) ou com solugdo de
ropivacaina 0,2% (subgrupo IV) apresentaram menores alteragdes que os animais dos
subgrupos controle (subgrupo I) e enxugamento (subgrupo II).

A ropivacaina apresentou, conforme nossos resultados, menor aumento dos niveis
plasmaticos de TNF-a do que o os demais subgrupos. Por outro lado, apesar da dosagem de

IL-6 ser menor no subgrupo ropivacaina quando comparada com os outros subgrupos, esta
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diferenga ndo foi significativa em relacdo ao subgrupo que utilizou soro fisioldgico 0,9%.
Estes resultados corroboram dados da literatura que sugerem a eficacia da utilizagdo de
anestésicos locais na modulacdo do processo inflamatério nos modelos experimentais de
peritonite séptica.

Os anestésicos locais atuam em varias etapas da cascata inflamatoria. Varios
estudos demonstraram uma redugao reversivel e dose-dependente da adesdo dos leucéceitos em
paredes vasculares.®”®® A migracio leucocitaria também parece ser afetada pelos anestésicos,
provavelmente por agdo no citoesqueleto ou por atenuagdo na liberacdo de agentes
quimiotaxicos pelos leucocitos.*

Os anestésicos locais produzem uma inibicdo dose-dependente e reversivel da
fagocitose dos granuldcitos.”” A administragdo sistémica intravenosa de lidocaina nas doses
recomendadas para o tratamento antiarritmico reduziu significativamente a atividade
fagocitaria dos leucocitos do liquido sinovial das articulagdes com sinovite.”” No entanto,
com a ropivacaina, demonstrou-se efeitos discretos ou nulos sobre a atividade fagocitica de
granuldcitos, ao contrario de outros agentes anestésicos locais.®® O mecanismo mais plausivel
para explicar a inibicdo da atividade fagocitaria ¢ a diminuicdo da expressdo do receptor de
superficie de leucécitos’' e inibigdo da atividade dos filamentos de actiomiosina.”

A aplicagdo topica de levobupivacaina na dose de 10 mg/kg de peso, em ratos
com colite experimental induzida por acido sulfonico e etanol, demonstrou a diminui¢ao de
lesdes histopatologicas confirmando o efeito anti-inflamatdrio desse anestésico local neste

modelo experimental.”

Apesar da eficacia da lavagem peritoneal ser controversa na literatura médica, "
estudo anterior demonstrou uma redugdo significativa da mortalidade quando utilizados
anestésicos locais por via peritoneal.”” Os anestésicos locais aumentaram a sobrevida em
varios estudos em modelos experimentais com camundongos” e cdes,’® mesmo quando
administrados de modo sistémico.

Além dos efeitos modulatérios na inflamagdo, os anestésicos locais apresentam
comprovada agdo antimicrobiana. Os dados da literatura mostram que a poténcia
antimicrobiana dos anestésicos locais esta essencialmente relacionada com a sua concentragao
€ em menor grau com sua estrutura quimica, podendo ser efetivos contra a maioria das
bactérias quando em concentra¢des suficientemente altas.”’

O mecanismo preciso de a¢do antibacteriana ainda nao esta claro, mas pode estar
relacionada a interagdo dos anestésicos locais com a parede bacteriana ou com

macromoléculas na superficie celular das bactérias. Interagdes eletrostaticas entre os
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anestésicos locais catidnicos e componentes anionicos da membrana poderiam induzir
alteragdes funcionais da membrana celular, reduzindo a fluidez da membrana.”™

No presente estudo, a lavagem peritoneal com soro fisioldgico (subgrupo III) ndo
apresentou resultados estatisticamente significantes em relagao as dosagens de IL-6 e TNF-q,
quando comparada com os subgrupos controle (subgrupo I) e enxugamento (subgrupo II).

Estudos demonstraram que o TNF-a, citocina pré-inflamatoria produzida por
macrofagos, mondcitos e linfocitos e, que estd envolvida com a resposta inflamatoria aguda e
sua transi¢do para cronica com persisténcia da mesma, apresenta um pico de concentragdo
plasmatica de 2 horas, sendo seguido de um rapido declinio (meia vida de 18,2 min).** A IL-
6, citocina pro-inflamatéria produzida por células endoteliais, fibroblastos, macrofagos,
monocitos e linfocitos e que estd envolvida com os mecanismos de citotoxicidade e morte
celular sendo inclusive preditora de morte, ¢ detectdvel em 60 minutos e apresenta um pico de
concentragdo bifasico com 6 e 74 horas, com duragdo de 10 dias ap6s exposicdo a
endotoxinas.** Como a coleta foi realizada 12 horas apds a indugdo da peritonite, as
concentragdes de TNF-a provavelmente apresentavam-se em declinio, aproximando
estatisticamente os subgrupos.”

A nio significancia estatistica dos valores de IL-6 nos subgrupos ropivacaina e soro
fisioloégico 0,9%, ocorreu devido aos valores do intervalo de confianga do subgrupo
ropivacaina estarem totalmente contidos no intervalo do subgrupo do soro fisiologico.

Os anestésicos locais sdo farmacos de grande disponibilidade nos hospitais, baixo
custo e seguros — quando utilizados em doses apropriadas. O seu uso como modulador da
resposta inflamatdria na sepse pode representar uma excelente alternativa de tratamento,
como demostrado em varios modelos experimentais. **>*%73

Novos estudos poderdo ser desenvolvidos para avaliar outros anestésicos nas mesmas
doses e em outros modelos de peritonite, associados ou ndo a outros recursos terapéuticos.*

Mesmo admitindo que os dados obtidos em ratos, no laboratério de cirurgia
experimental, ainda ndo tenham aplicagdo direta na conduta dos cirurgides em seres humanos,
esse estudo pode ser util no planejamento de futuras pesquisas clinicas que atestem o real
valor da adicdo de anestésicos locais na irrigagdo da cavidade peritoneal, em casos de

peritonite.
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8. CONCLUSAO

A lavagem peritoneal com ropivacaina a 0,2%, no tratamento da peritonite fecal
induzida com fezes autégenas em ratos, impediu a mortalidade no periodo avaliado,
apresentou menor contagem de células inflamatorias e alteragdes histopatologicas no figado,
pulmido e peritonio e, reduziu os niveis plasmaticos da IL-6 e do TNF-a relacionados a

resposta inflamatéria e sepse.
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10. ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 28/2009, relativo ao projeto intitulado " Efeitos
do tratamento intraperitoneal com ropivacaina 0,2% na sobrevida de ratos
submetidos 3 peritonite’, que tem como responsavel(is) Renato Santiago
Gomez , estd(30) de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG),
tendo sido aprovado na reunido de 20/ 05/2009.

Este certificado expira-se em 20/ 05/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 28/2009, related to the project entitled
“Effects of treatament with intraperitoneal ropivacaine 0,2% on the
survival of the rats submitted to peritonitis’, under the supervisiors of Renato
Santiago Gomez, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in May 20, 2009.

This certificate expires in May 20, 2014.

Belo Horizonte, 26.de Maio de 2009.

Prof. Humberto Pereira Oli
Coordenador do CETEA/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpqg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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Resumo

BROCCO, Marcos Célio et al. Histological features of peritoneal lavage with
ropivacaine in rats with fecal peritonitis. Acta Cir. Bras. [online]. 2012, vol.27, n.2,
pp. 193-199. ISSN 1678-2674. http://dx.doi.org/10.1590/50102-86502012000200016.

PURPOSE: To evaluate the histological features in lungs, peritoneum and liver of rats
subjected to fecal peritonitis and treated with peritoneal lavage with 0.2%

ropivacaine. METHODS: Twenty Wistar rats were subjected to laparotomy 6 h after the
fecal peritonitis induction with autogenous stool. Rats were randomly distributed into 4
groups: I - (n=5) Control, no treatment; II - (n=5) Drying of the abdominal cavity; III -
(n=5) Abdominal cavity lavage with 3 ml 0.9% saline solution and drying; and IV - (n=5)
Abdominal cavity lavage with 3 ml 0.2% ropivacaine and drying. The animals that died
underwent necropsy, and the surviving ones were subjected to euthanasia on the 11th
day post-surgery. Fragments of liver, lungs and peritoneum were removed for
histological evaluation. RESULTS: The animals that received peritoneal lavage (groups
III and IV) showed greater survival than the drying and control groups. Lavage with
ropivacaine prevented death during the observed period. Peritoneal lavage with
ropivacaine maintained the architecture of the lung, peritoneum and liver without any
important histological alterations. The histopathological findings analyzed correlated with
greater survival of group IV. CONCLUSION: Treatment of fecal peritonitis in rats with
peritoneal lavage using 0.2% ropivacaine demonstrated a reduction in histopathological
alterations related to inflammatory response and sepsis.

Palavras-chave : Peritonitis; Peritoneal Lavage; Anesthetics; Sepsis; Rats
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Resumo

BROCCO, Marcos Célio et al. A study of interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) serum levels in rats subjected to fecal peritonitis and
treated with intraperitoneal ropivacaine. Acta Cir. Bras.[online]. 2012, vol.27, n.7,
pp. 494-498. ISSN 1678-2674. http://dx.doi.org/10.1590/50102-86502012000700011.

PURPOSE: The objective of this study was to assess the cytokine serum levels of IL-6
and TNF-a in rats subjected to fecal peritonitis and treated with peritoneal lavage with
0.2% ropivacaine by peritoneal lavage.METHODS: We subjected 16 Wistar rats to
laparotomy 6 hours after the induction of fecal peritonitis with autogenous stool and
subsequently divided the rats randomly into 4 groups: I-control, no treatment; II- drying
of the abdominal cavity; III- lavage of the abdominal cavity with 3 mL of 0.9% normal
saline and drying; IV- lavage of the abdominal cavity with 3 mL of 0.2% ropivacaine and
drying. Six hours following the laparotomy, the animals underwent cardiac puncture, and
1 mL of blood was collected for cytokine assessment before the animals were
euthanized. RESULTS: The lavage with ropivacaine resulted in smaller TNF-a levels
compared with those observed in the other treatment groups (p <0.05). Regarding IL-6,
the ropivacaine group showed lower cytokine levels than those observed in groups I and
II, but there was no significant difference (p> 0.05) between groups III and

IV. CONCLUSION: Peritoneal lavage with 0.2% ropivacaine was shown to reduce plasma
levels of IL-6 and TNF-a in the treatment of fecal peritonitis in rats.

Palavras-chave : Peritonitis; Anesthesia; Sepsis; IL-6; TNF-a.
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FACULDADE’DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533 =
~ ~ s a,‘m(lﬁ
Belo Horizonte — MG - CEP 30.130-100 1911
Fone: (031) 3409.9641  FAX: (31) 3409.9640
ne: (031) 3 (D3 UENG

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO DE MARCOS CELIO BROCCO,
n° de registro 2010654263.

As quatorze horas do dia 06 de agosto de dois mil e doze, reuniu-se na Faculdade
de Medicina Universidade Federal de Minas Gerias, a Comissdo Examinadora de
tese indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho
intitulado:  “EFEITOS DA UTILIZA(}AO INTRAPERITONEAL DE
ROPIVACAINA 0,2% NA SOBREVIDA DE RATOS SUBMETIDOS A
PERITONITE FECAL ”, requisito final para a obtengdo do grau de Doutor em
Ciencias Aplicadas a Cirurgia e a Oftalmologia, pelo Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a Oftalmologia. Abrindo a sessao, o Presidente
da Comissao, Prof. Renato Santiago Gomez, apos dar a conhecer aos presentes o
teor das normas regulamentares do trabalho final passou a palavra ao candidato
para apresentagao de seu trabalho. Seguiu-se a arguigdo pelos examinadores,
com a respectiva defesa do candidato. Logo apds, a Comissdo se reuniu sem a
presenca do candidato e do publico para julgamento e expedi¢do do resultado
final. Foram atribuidas as seguintes indicagoes:

Prof. Renato Santiago Gomez/Orientador Instituicdo: UFMG Indica@éozzgdgﬂ@

Prof. Danilo Nagib Salomé&o Paulo/ Co-orientador  Instituigdo: EMESCAM  Indicagao:

Prof. Joao Baptista de Rezende Neto /‘bﬂ)’% Instituicdo: UFMG Indicagaog ‘(
Prof. Marcelo Eller Miranda Instituicdo: UFMG Indicagéo:
Prof. Antonio Roberto Carraretto Instituicdo: UFES Ind|cag:a pa A2

Profa. Angela Maria Sousa Instituigdo: USP Indicagéo: ;‘,me'g uré?‘

/

Pelas indicacdes, o candidato foi considerado I/%f/\ﬁﬂ{ﬂd@

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo Presidente da
Comissao. Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessao e lavrou a
presente ATA, que sera assinada por todos os membros participantes da
Comissao Examinadora. Belo Horizonte, 06 de Agosto de 2012.

Prof. Renato Santiago Gomez/Orientador f\,wujg jv‘«//t:aﬂ) (Bwv\/
Prof. Danilo Nagib Salomé&o Paulo/ Coorientador AUXE NTE
Prof. Jodo Baptista Rezende Neto _ — > — - }( ]

Prof. Marcelo Eller Miranda /<//[ -

Prof. Antonio Roberto Carr%re{m:twmﬂ@(

Prof. Angela Maria Sousa /ﬁ/\ n //M ¢ ')WL 7 / ////
M

Prof. Marcelo Dias Sanches/Coc{rdenador
Obs.: Este documento néo tera validade sem a assinatura e cariyé; doP'&W

50



ANEXO 5

FACULDADE’DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACADO

A Comissédo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores Doutores,
Renato Santiago Gomez, Danilo Nagib Salomao Paulo, JoZo Baptista de Rezende Neto,
Marcelo Eller Miranda, Anténio Roberto Carraretto e Angela Maria Sousa, aprovou a
defesa da tese intitulada: “EFEITOS DA UTILIZACAO INTRAPERITONEAL DE
ROPIVACAINA 0,2% NA SOBREVIDA DE RATOS SUBMETIDOS A PERITONITE
FECAL ”, apresentada pelo doutorando MARCOS CELIO BROCCO, para obtengéo do
titulo de Doutor em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e & Oftalmologia, pelo Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a Oftalmologia da Facu!dade de

Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 06 de Agosto de 2012.
Prof. Renato Santiagd Gom
Orientador

Prof. Danilo Nagib Salomé&o Paulo

Co-orientador

Profa.%ﬁﬁé‘b Maria Sousa
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