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RESUMO

Introducéo: clorhexidina € um anti-séptico com amplo espectro de agdo e baixa
toxicidade, em concentracdes terapéuticas, tanto em modelos animais quanto na
pratica clinica. Alguns estudos, em animais, tem sugerido um efeito deletério da
peritonite na cicatrizacdo das anastomoses, particularmente no célon. Este estudo
teve como objetivo investigar os efeitos da clorhexidina na cicatrizagdo de
anastomoses coldnicas em presencga de peritonite.

Método: induziu-se peritonite em 16 ratos pela técnica de ligadura e pungéo do ceco
(LPC), no grupo controle ndo foi promovido infeccdo. Apds 2 horas, os animais
foram submetidos a relaparotomia e divididos em 3 grupos: controle (mobilizacédo
cecal e anastomose, grupo A, n 08); Salina (indugdo de peritonite, anastomose e
irrigacdo de solugdo salina, grupo B, n 08) e clorhexidina (indugcdo de peritonite,
anastomose e irrigacdo de solugao de clorhexidina, grupo C, n 08). Os ratos foram
mortos no 7 ° dia pods-operatorio, colhidas bidpsias peritoneais, e ressecado
seguimento coldnico contendo a anastomose, para afericdo da pressao de ruptura
das anastomoses e avaliag&o histopatologica.

Resultados: ndo houve diferenga na mortalidade (p = 0,27), nem na incidéncia de
aderéncias entre os grupos A, B e C com média de 1,6 £0,9; 1,1+ 04 e 1,8 £ 0,8
respectivamente, entretanto, elas foram firmes em todos os casos (100%) no grupo
tratado com clorhexidina. A média do grau de inflamacéo peritoneal foi 2,75 + 1,03
no grupo A; 2,43 + 1,13 no grupo B; e 0,83 £ 0,75 no grupo C (p = 0,01). A pressao
de ruptura também foi menor de nos animais do grupo C (156,7 £ 53,2) comparados
aos animais tratados com solugédo salina (208,6 +72,7), e controle (196,3 £+ 49,8), p =
0,06.

Conclusao: o grau de inflamagdo do peritbnio visceral foi menor nos animais
tratados com clorhexidina quando comparados aqueles em que a cavidade foi

lavada com solucdo salina.



ABSTRACT

Background: Chlorhexidine is an antiseptic that has a broad spectrum of activity and
low toxicity profile, at therapeutic concentrations, in both animal models of peritonitis
and clinical setting. Some animal studies, the delaying effect of intraperitoneal sepsis
on the healing of colonic anastomoses has been shown. This study aimed to
investigate the effects of Chlorhexidine on the healing of colonic anastomoses in the
presence of polymicrobial sepsis.

Methods: intra-abdominal infection was produced in 16 rats by the cecal ligation and
puncture technique (CLP), at control grup no infection was made. After 2 hours, the
animals underwent relaparotomy and divided into 3 groups: control (cecal
mobilization and anastomosis, group A, n 08); Saline (Intra-abdominal infection,
anastomosis and saline solution lavage, group B, n 08); and Chlorhexidine (Intra-
abdominal infection, anastomosis and chlorhexidine lavage, group C, n 08). The rats
were killed on 7th postoperative day, harvested peritoneal biopsies and resected
colon containing anastomosis to measure the bursting pressure and examined the
resected specimens histologically.

Results: no difference in mortality was found (p = 0.27). The incidence of adhesions
was 1.6 £ 0.9, 1.1 £ 0.4 and 1.8 £ 0.8 in groups A, B and C respectively, however,
they were strong in all cases (100%) in the group treated with chlorhexidine. The
average of peritoneal inflammation degree was 2.75 + 1.03 in group A; 2.43 £ 1.13 in
group B; and 0.83 = 0.75 in group C (p = 0.01). The bursting pressures was also
lower in animals of group C (156.7 + 53.2) than that treated with saline (208.6 + 72.7)
and control (196.3 £ 49.8), p = 0.06.

Conclusions: the visceral peritoneum inflammation was lower in animals treated

with chlorhexidine than those of saline group.



1. INTRODUCAO

A peritonite secundaria € uma afeccdo de ocorréncia comum na clinica
cirargica, e a perfuragao col6nica encontra-se entre uma de suas causas. Nessa
circunstancia, a sutura primaria do célon, principalmente aquela realizada em seus
segmentos distais € evitada pelo risco de fistula que poderia manter a infecgéo,
originando quadro de imunodepressao e inflamagéao sistémica.! A incapacidade de
conter o processo infeccioso, seja por persisténcia da agressao pelo patégeno ou

2,3,4,5,6

por imunodepressdo, associa-se com elevadas morbidade e mortalidade, ea

cicatrizagdo das algas intestinais poderia ser prejudicada pela contaminagdo da
cavidade peritoneal, aumentando o risco de reparo inadequado e fistula.”8:1%11:12

O tratamento atual da peritonite secundaria consiste na ado¢ao de medidas
gerais como monitorizagdo, reposigao volémica, terapia antimicrobiana de amplo
espectro e, principalmente, controle do foco infeccioso® 1415161718 " A ytilizacZo da
irrigacao da cavidade peritoneal € usada para reduzir a contaminagao bacteriana e a
solucdo salina tem sido utilizada como tratamento padrao para irrigacao peritoneal
na peritonite.” A adicdo de substancias como antissépticos e antimicrobianos foi
proposta em estudos clinicos e experimentais®®:2!222324.25.26.27.28,29,30,31,32,33,34,35
Entretanto, em diversos estudos, ndo houve demonstracdo clara da superioridade
dessa adicdo ao uso de solugado salina quando comparados?2":29:32:3637

Estudos realizados relatam reducdo da mortalidade em modelos
experimentais de peritonite apds a irrigagéao peritoneal com solugdes de clorhexidina
0,05%.2% 222633 Entretanto, o acréscimo de substancias ao liquido de irrigacédo ndo
é indcuo®®. Sabe-se que irrigacdo com solucdes, per si, pode remover células e
cininas importantes na cicatrizacao, além de células mesoteliais da superficie serosa
das alcas intestinais e do peritonio parietal®’**%°, Também esses anti-sépticos
podem interferir na fungdo celular, inibindo a fungdo de macréfagos e de outras
células envolvidas no processo de cicatrizagdo de feridas*®.

Com adequado controle da peritonite e da resposta inflamatoria gerada pela
infeccdo, supde-se que ocorra uma cicatrizagdo mais eficiente da sutura intestinal,
reduzindo o risco de fistulas no pds-operatério. Dessa forma, ao se realizar a

limpeza da cavidade com uma solugao anti-séptica de baixa toxicidade local, como
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clorhexidina, haveria redugao da agao bacteriana na cavidade peritoneal, redugao da
inflamacéao local e, com isso, favorecimento da fibroplasia que, em ultima analise,
resultaria em cicatrizagcdo mais eficiente da anastomose col6énica em presenca de
peritonite.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PERITONITE

O termo peritonite significa inflamagdo do peritbnio por qualquer causa,
enquanto o termo infeccdo intra-abdominal diz respeito a peritonite causada por
bactérias. Como a maior parte das peritonites clinicamente significativas sao
causadas por bactérias, na pratica, ambos os termos sdo usados como sinénimos, o
que também sera feito nesse trabalho.'® Esta inflamac&o é a expressao final de um
grupo heterogéneo de afec¢des muito comuns na pratica cirurgica, cuja gravidade
da apresentagdo clinica varia consideravelmente’™. A maioria dos casos é
relativamente simples e resolvidos com antibioticoterapia de largo espectro e
controle do foco infeccioso.” Todavia, ha situacdes de infeccéo generalizada,
ativagdo exagerada do sistema imune, instabilidade hemodindmica e faléncia
multipla de 6rgaos. Nestes casos, quando advém o choque séptico, a mortalidade
estd em torno de 35% e pode chegar a 70%?. A evolugdo do processo depende do
resultado da interacdo entre as defesas sistémicas e peritoneais, de um lado, e o
dano provocado pelo volume, natureza e duracéo da contaminago, de outro."

Tem-se classificado as peritonites em primaria, nas quais ha infecgao
peritoneal difusa associada a integridade do tubo digestivo e cuja etiologia esta
associada a um unico patégeno; secundaria, que se caracteriza por infeccéo
peritoneal aguda resultante ou de perfuracdo de viscera oca, ou deiscéncia da
anastomose ou pancreatite necrotizante infectada, geralmente polimicrobiana; e
finalmente terciaria que se refere aqueles pacientes que ndao conseguem conter a
infeccdo, por contaminagao persistente ou imunodepresséo. A origem das infecgdes
intrabdominais adquiridas na comunidade s&o, geralmente, doengas perfurativas do
apéndice, do colon e do estdmago e entre os pacientes internados a principal causa
de peritonite s&o as fistulas gastrointestinais?.

O periténio, cuja fungdo é manter a integridade dos 6rgaos intrabdominais,
possui duas faces; uma parietal e outra visceral. A superficie dessa membrana é
macia, lisa e umida, protege as visceras e permite a livre movimentagdo dos

intestinos. Desenvolve-se a partir do endotélio embrionario e é formado por tecido
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conjuntivo sobre o qual esta assentada a membrana basal, constituida de uma
camada de células mesoteliais, as quais assumem, na por¢ao muscular do
diafragma, caracteristicas anatdomicas e funcionais especializadas. Nessa regido,
arranjam-se na forma de inumeros orificios chamados “estomas”, cujo tamanho varia
de 4 a 12 um, e se comunicam diretamente com canais linfaticos, as lacunas. Estes
estdo posicionados paralelamente as fibras musculares do diafragma, exibem
valvulas que impedem o refluxo da linfa, drenam para os linfonodos mediastinais e
destes para o ducto toracico. Os linfaticos e macrofagos peritoneais, além da
migracao de neutrdéfilos polimorfonucleares constituem os trés maiores mecanismos
de defesa nos casos de peritonite*”.

Os macréfagos sado continuamente renovados a partir da populagdo de
monaocitos circulantes e conhecidos por sua intensa atividade antimicrobiana. Essa
atividade se caracteriza pela presenga de receptores Fc e Cs, pela grande
capacidade fagocitaria e por sua funcéo na apresentagao de antigenos da resposta
imunoldgica mediada por linfocitos. Também sado responsaveis pela liberagao de
inumeras substancias importantes na inflamagdo local e sistémica, como
prostagladinas e leucotrienos*. Em presenca de infeccéo, os macrofagos peritoneais
assumem um fendtipo caracteristico,*> com reducédo da atividade do AMP ciclico,
secregao espontanea, e sob estimulo de endotoxinas, de grandes quantidades de
prostaglandinas vasodilatadoras como a PGE2 e PGI2, citocinas pro-inflamatorias
como interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8), além de fator de necrose tumoral a (TNFa)*?
Essas citocinas sao responsaveis pela exsudagao peritoneal, ativagcao das defesas
locais, quimiotaxia para polimorfonucleares, e estimulo & fagocitose.** Mas, nos
casos em que ha a sua super-expressao, ocorre aumento de lesdo tecidual por
aumento dos niveis de 6xido nitrico, redugao da opsonizacédo de bactérias e faléncia
organica>*®.

A acao das endotoxinas bacterianas sobre as defesas do peritdbnio promove
exsudagao peritoneal, que, somada a vasodilatacdo, favoreceria a absor¢cao de
toxinas e bactérias e a passagem de produtos toxicos para a circulagéo sistémica
por via hematogénica e pelos linfaticos peritoneais via ducto toracico*®. O aumento
na produgdo do TNFa e interleucinas pelos macréfagos peritoneais em presenga de
sepse parece ocorrer precocemente, provavelmente estimulado pelas endotoxinas

|47

presentes no liquido de exsudagao peritoneal™. A participagdo desses macrofagos

superestimulados na peritonite caracteriza-se pela incapacidade de produzir e/ou
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secretar o fator estimulador de colénias de macrofagos responsavel pela
diferenciagdo de mondcitos e quimiotaxia de macréfagos para a regido acometida.*®
A incapacidade do sistema imune de prevenir adequadamente a faléncia orgénica
apdés uma infecgao peritoneal pode estar associada com a perda da capacidade
fagocitaria e aumento da sintese, pelos macréfagos, das citocinas de fase

inflamatdria,*® e das prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2 e PGI2).°

2.2 TRATAMENTO DA PERITONITE

Os principios do tratamento da peritonite foram preconizados por Poppert
(apud Poppert)®, e estabelecidos, dez anos mais, tarde por Martin Kirschner. Este
conseguiu reduzir em 50% a mortalidade da doencga, introduzindo conceitos que
perduram até os dias atuais, por exemplo, o controle do foco infeccioso como
principio do tratamento'™. A intervencdo terapéutica precoce é importante para
interromper a cadeia de autoperpetuagdo do processo inflamatoério, que gera a
sindrome da resposta inflamatéria sistémica mediada pela liberagdo de grandes
quantidades de 6xido nitrico, com consequente asfixia das células por interrupgao do
ciclo de Krebs'84°,

O ponto chave no tratamento da peritonite € a interrupcdo da fonte de
contaminagao e a remogao de substancias irritantes, como bile, sangue e fezes."”
Todas as outras medidas, como reposigao volémica e terapia antimicrobiana sao
inuteis sem o controle adequado do foco™®. A irrigacéo peritoneal com solug&o salina
para o controle do foco infecioso na peritonite bacteriana secundaria mostrou
resultados significativos na reducdo da mortalidade em experimentos?*?427:28:34:51,
Esse tratamento reduz, em modelos experimentais, complicagbes pioinflamatorias,
deiscéncia de anastomoses e mortalidade?®, além de facilitar a remocéo de fibrina,
pus e tecido necrético™ ™.

A irrigagao peritoneal com solugao salina tem sido usada com seguranca,
sendo esta considerada como solugdo padrdo para este fim e utilizada
rotineiramente pela maioria dos cirurgides com o objetivo de reduzir contaminagao
bacteriana e remover coagulos, fezes e tecido necrético’. Seus resultados sdo
controversos, pois, aparentemente, a irrigagdo peritoneal nao teria efeito sobre a

mortalidade ou indice de complicacdes pds-operatdrias®'®?"*2, Observa-se ainda
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que apos irrigagao peritoneal com solugao salina, ha comprometimento da defesa
celular do peritdnio, com reducao de células inflamatérias, diminui¢cdo e bloqueio da
funcdo dos macrofagos peritoneais, mediada pela produgdo inadequada de
citocinas®® 40

A irrigagao peritoneal com solugéo salina acrescida de antimicrobianos ou
antissépticos tem sido advogada por outros autores®?%23242526.27.28,30323553 = A
adicdo de antimicrobianos mostra também resultados controversos'’'®. Embora em
alguns estudos se mostre superior ao uso da solugdo salina, outros né&o

evidenciaram beneficios relacionados ao seu uso?'*°

, além disso podem disseminar
infecgdo.>® Existem varios argumentos contra a utilizagdo dos antimicrobianos no
liquido de irrigacdo, como o fato que essa terapéutica ndo elimina as bactérias da

2938 nromove absorgdo ndo controlada da droga®,

cavidade?®', apresenta toxicidade
favorece a formacao de aderéncias, aumenta a producdo de endotoxinas e inibe a
atividade microbicida dos neutréfilos*®, além do que a bactéria deve ser exposta ao
antimicrobiano por horas para haver efeito”.

A adicdo de antissépticos ao liquido de irrigagdo parece produzir efeitos
téxicos.*® Essas substancias, além de n3o mostrarem resultados conclusivos na
reducdo da morbimortalidade na peritonite, sdo citotoxicos para macrofagos
humanos e parecem inibir a cicatrizagao?®'3¢°+°°,

A irrigagdo peritonel de solugdo de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI), o
antiséptico mais estudado nessas circunstancias, tem resultados controversos,
havendo mais opositores do que defensores do seu uso?%?238:29%52932 Contra seu
uso, argumenta-se que a irrigagdo da cavidade com PVPlI aumentou
significativamente a mortalidade de ratos ap6s infusdo de bactérias?®?%. Acredita-se
ainda que qualquer efeito deletério do uso do PVPI se deve mais a toxicidade
sistémica, como a acidose metabdlica observada em céeszg, do que aos efeitos
téxicos locais®. Localmente, observou-se que o uso do PVPI reduziu o percentual
de neutrdfilos na populacéo de células peritoneais® sendo capaz de causar danos
sérios ao peritdneo, principalmente na presenca de peritonite?®. Além disso, o PVPI
poderia estimular a liberagao pelos macrofagos de grandes quantidades de TNFa e
IL 6, citocinas que, além da capacidade de induzir a fase catabdlica, interferem com
a funcao de células fagocitarias circulantes®.

A adicdo de clorhexidina ao liquido de irrigagcdo peritoneal também n&o

mostrou resultados conclusivos®®. Estudos utilizando modelos animais de peritonite
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demonstraram que a clorhexidina a 0,05% foi a solugao mais eficiente na reducéo da

mortalidade®%?%:26:33

, sugerindo que o uso dessa substancia reduz complicagcbes
infecciosas. Em contrapartida, estaria associado ao aumento de aderéncias

peritoneais®’.

2.3 CICATRIZAGAO DAS SUPERFICIES SEROSAS NA PERITONITE

A cicatrizacdo dos tecidos caracteriza-se por uma sequéncia de eventos
celulares e bioquimicos que resultam na recuperacao da integridade apdés uma
lesdo. Nas algas intestinais esse processo se da de maneira unica no organismo,
com diferengas em relagcdo a pele e outros tecidos tanto na sintese do colageno
quanto na migracao de fibroblastos®®. A resposta dos tecidos a les&o caracteriza-se
pela infiltracdo de células inflamatérias de fase aguda, seguida da persisténcia de
macroéfagos. A sintese do colageno, mediada por fibroblastos na anastomose, é uma
das condigdes responsaveis pela aquisicdo da forca ténsil capaz de tornar as
cicatrizes resistentes com o tempo e, aparentemente, ocorre ndo somente na linha
de sutura, mas ao longo de todo o trato digestivo®’.

A proliferacdo de fibroblastos é uma das primeiras fases da fibroplasia,
precedendo a deposicdo de colageno nas feridas®. Sabe-se que a funcdo intacta
dos macréfagos peritoneais € indispensavel para geragdo de uma resposta
inflamatdria adequada®® e que a peritonite é causa do enfraquecimento das
anastomoses intestinais, facilitando a formacdo de fistulas no periodo pés-

1238 Observa-se, in vitro, que os macréfagos sdo os principais

operatério
responsaveis pela secre¢cao de monocinas e fatores de crescimento que influenciam
a proliferagdo de fibroblastos e a sintese de colageno?.

A variagao nos indices da presenca e da concentragao de citocinas da fase
inflamatdéria pode estar relacionada a perda da funcdo de iniciador da resposta
cicatricial em presenca de peritonite*®. Segundo Hawley et al (1970), em presenca
de peritonite, a ativagdo dos macrofagos ndo se da no sentido de favorecer a
cicatrizacdo, nessa situagdo a resposta inflamatéria acontece reduzindo a
capacidade de cicatrizacdo das feridas,’ talvez por uma modificacéo fenotipica dos

macréfagos peritoneais mediada pela infeccdo.*?



3. OBJETIVOS

- Avaliar a cicatrizacdo do célon de ratos apds tratamento com clorhexidina ou
solucao salina pela pressao de ruptura e de parametros histoldgicos de cicatrizagao

(inflamacéo, fibroplasia, angiogénese);

- Avaliar o grau de inflamacgao do peritdnio parietal e visceral de ratos com peritonite

tratados com solugdo salina ou clorhexidina.
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4. RELEVANCIA

A sepse grave continua sendo uma complicagdo associada a alta morbidade
e mortalidade apods cirurgia abdominal. Apesar de recentes progressos na
compreensao dos eventos associados a sepse abdominal, verifica-se que o numero
de pacientes acometidos vem aumentando, e os indices de recuperagdo vém se
alterando pouco. Assim, muitos aspectos relacionados a fisiopatologia da sepses
abdominal e repercussdes de seu tratamento merecem maior elucidacéo, visando

determinar tratamentos mais eficazes com menor dano colateral.
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5. MATERIAIS E METODO

5.1 ANIMAIS UTILIZADOS E CUIDADOS DISPENSADOS

O experimento foi realizado de acordo com as Normas Internacionais para a
Pesquisa Biomédica em Animais (1990) e com a Lei Federal n°. 6.638, de 08 de
maio de 1979, portanto dentro dos preceitos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais (CETEA/UFMG) em 10 de outubro de 2007 sob o protocolo 38/2007.
Utilizaram-se 24 ratos Wistar, machos, com 12 semanas de idade. Os animais do
grupo A (controle) apresentaram média de peso de 258,1 + 46,9g (mediana 267,5q,
variando entre 155,0 e 315,0 g), os do grupo B (solugédo salina) 283,1 + 28,49
(mediana 277,5g, variando entre 250,0 e 340,0g) e os do grupo C (limpeza com
clorhexidina) 258,3 + 31,6g (mediana 257,5g, variando entre 215,0 e 300,0 g). Todos
os animais foram procedentes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e acomodados
no depositario de pequenos animais da Faculdade Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) por pelo menos 20 dias antes da experimentagéao.
Todos os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas (no maximo seis
animais por gaiola), dimensao 20X30X45 cm, de poliuretano com tampas de aco
inoxidavel, forradas com serragem de madeira branca e atdxica. O recipiente para
agua era graduado, de polietileno e atdoxico. As gaiolas foram colocadas em
ambiente seco, a temperatura ambiente, com fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro),
agua potavel e racdo (NOVILABE/MERCAVET S/A) oferecidos livremente em

quantidades recomendadas para a espécie/idade.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 24 ratos estudados foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos

experimentais:
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A (n=8): cirurgia simulada e anastomose colbnica em plano unico
extramucoso;

B (n=8): indugédo da peritonite, ressec¢cdo da parte necrética do ceco,
limpeza com gaze umedecida em salina a 0,9%, irrigagdo, por quatro
vezes, com 05 ml dessa solugdo aquecida a 37°C e anastomose
colénica em plano unico extramucoso;

C (n=8): indugdo da peritonite, ressecgao da parte necrotica do ceco,
limpeza com gaze umedecida em salina a 0,9%, irrigacéo, por quatro
vezes, com 05 ml solugdo de clorhexidina 0,05% aquecida a 37°C e

anastomose coldnica em plano unico extramucoso;

5.3 INDUCAO DA PERITONITE

Os animais foram retirados do depositario no dia do experimento,
identificados, pesados e seus dados anotados em planilha do Microsoft Office Excel
2003-2007 (Microsoft Corporation, California USA).

Para anestesia dos animais, as drogas foram previamente diluidas, o animal
contido pelo pesquisador e um auxiliar procedeu a aplicagcdo. Utilizou-se para a
anestesia quetamina (Cristalia Prod Quim Farmac Ltda. Itapira SP) na dose de 40
mg/kg intra-muscular, xylazine (Schering-Plough, Cotia SP) 8 mg/kg dose de intra-
muscular.

Uma vez anestesiado, foram ministrados a todos os animais 30mg/Kg de
Ceftriaxona (ROCEPHIN, Roche), por via intramuscular, uma vez ao dia durante trés
dias. O animal foi posicionado em placa de cortica em decubito dorsal e imobilizado
através da contengdo das patas e da cauda com fita adesiva. Foi realizada
tricotomia de toda a parede abdominal anterior e antissepsia da regido epilada com
solucao de clorhexidina a 0,5%. A cavidade peritoneal foi acessada por incisdo de
trés cm na linha mediana, nos animais dos grupos B e C, e o ceco identificado e
apreendido com uma pinga de 20 mm introduzida através de um dispositivo de
ligadura elastica, tracionando-se 5 mm da parede intestinal para dentro do referido
dispositivo que disparado formou uma bolsa (FIGURA 1)66. Essa “bolsa” foi

puncionada duas vezes com agulha oca 40X12, permitindo a exteriorizagdo do
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conteudo fecal. Nos animais do grupo A (controle) as algas foram manipuladas sem
que se realizasse qualquer procedimento.

Foi realizado entdo o fechamento da parede com sutura continua, em plano
unico com acido poliglicélico 4-0 e, apdés um intervalo de duas horas, os animais
foram novamente anestesiados e a cavidade abdominal tratada conforme o grupo

para o qual o animal foi distribuido.

Figura 1- Confecgéo da bolsa cecal com dispositivo de ligadura elastica em rato para indugao de
peritonite.

5.4 TRATAMENTO DA PERITONITE COM SOLUGAO SALINA A 0,9%

O animal foi novamente posicionado em decubito dorsal, imobilizado com fita
adesiva feita antissepsia da regido epilada e retirada a sutura da parede abdominal
com exposicao da cavidade abdominal, que foi limpa com gaze cirurgica umedecida
em solucdo salina a 0,9% aquecida a 37° C em aquecimento indireto, “banho maria”.
Em seguida, foi feita a irrigagdo com a mesma solugéo, em jato, com seringa de
cinco ml, por quatro vezes, num total de 20 ml da solugdo também aquecida a 37°C
em aquecimento indireto, “banho maria”. Entdo, procedeu-se a secagem da

cavidade peritoneal com gaze cirurgica, ressecagdo da parte necrética do ceco,
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confecgdo da anastomose col6nica e o fechamento da parede abdominal em dois
planos continuos, sendo o primeiro com categute cromado 4-0 e o segundo com

acido poliglicélico 4-0.

5.5 TRATAMENTO DA PERITONITE COM SOLUGAO DE CLORHEXIDINA

O animal foi novamente posicionado em decubito dorsal, imobilizado com fita
adesiva, feita antissepsia da regido epilada e retirada a sutura da parede abdominal
com exposicao da cavidade abdominal, que foi limpa com gaze cirurgica umedecida
em solugdo salina a 0,9 aquecida a 37° C em aquecimento indireto, “banho maria”.
Em seguida, foi feita a irrigagéo de clorhexidina na concentracéo de 0,05%, em jato,
com seringa de cinco ml, por quatro vezes, num total de 20 ml da solugdo também
aquecida a 37° C em aquecimento indireto, “banho maria”. Entdo, procedeu-se a
secagem da cavidade peritoneal com gaze cirurgica, ressecgdo da parte necrotica
do ceco, anastomose col6nica e o fechamento da parede abdominal em dois planos
continuos, o primeiro com categute cromado 4-0 e o segundo com acido poliglicélico
4-0.

5.6 REALIZACAO DA ANASTOMOSE COLONICA

Apos o tratamento da peritonite ou relaparotomia no grupo A, foi feita a
identificacdo do colon ascendente com seccédo, em seu terco médio, de 75% da
circunferéncia, na borda antimesentérica, preservando a vascularizagéo. A seguir foi
confeccionada anastomose por sutura manual com pontos separados em plano
unico extramucoso invertente, utilizando o fio de poligalactina 910 5-0 montado em
agulha atraumatica, sendo realizado em média de seis pontos por sutura (FIGURA
2).
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Figura 2- Anastomose no colon direito de rato (seta). No detalhe, anastomose concluida.

5.7 COLETA DE AMOSTRAS

Apos sete dias da realizagdo das cirurgias, os animais foram mortos com
superdosagem de quetamina (Cristalia Prod Quim Farmac Ltda. Itapira SP): trés
vezes a dose utilizada para anestesia, verificava-se os sinais vitais, se presentes,
aguardava-se trés minutos e repetia-se a superdosagem, assim sucessivamente até
a verificacdo da morte do animal. Apés a morte dos animais, foi feita nova
laparotomia, e realizada a avaliagdo da anastomose em trés niveis: macroscopico,

funcional e microscopico.
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5.8 AVALIACAO MACROSCOPICA

Foram identificadas e classificadas as alteracbes macroscoépicas na linha da
anastomose colbnica: presencga, numero, e grau das aderéncias (QUADRO 1 e
FIGURA 3), e o6rgaos envolvidos, presenca de abscessos perianastomoticos,
presenca de peritonite generalizada ou localizada e o numero de quadrantes
acometidos, presenca ou auséncia de fistulas em peritdnio livre ou tamponadas e
nesse caso quais o6rgaos envolvidos, presenga ou auséncia de dilatagcdo de algas

coldnicas ou entéricas a montante da linha da anastomose (QUADRO 2).

Quadro 1- Classificagdo das aderéncias entre a anastomose colbnica e o peritdnio, ou com outras
visceras.

GRAU I - FROUXA Desprendendo facilmente a manipulagéo

GRAU Il - FIRMES Desprendendo facilmente a tracao das estruturas

GRAU Il - MUITO FIRMES nao desprendendo facilmente a tracdo das

estruturas

Quadro construido a partir de compilado da literatura.

Quadro 2- Classificagdo da dilatagdo das algas intestinais a montante da linha da anastomose.

GRAU | - POUCO DILATADA Até uma vez o calibre normal
GRAU Il - DILATADAS Até duas vezes o calibre normal
GRAU Il - MUITO DILATADAS duas ou mais vezes o calibre normal

Quadro construido a partir de compilado da literatura.



Figura 3- Aderéncias de algas de delgado a anastomose colbnica em rato 7 dias apds confecgéo da
anastomose e apos tratamento da peritonite.

5.9 AVALIACAO FUNCIONAL

Depois de colhidos todos os dados para macroscopia foi feita a retirada do
segmento coldnico, contendo a anastomose e, eventualmente, 6rgaos a ela aderidos
para verificagao da pressao de ruptura.

O segmento colbnico contendo a anastomose com margens de célon
macroscopicamente inalterado foi removido com extensdo de cerca de 2 cm
proximal e distal & anastomose. Esse segmento foi estudado com relagdo a pressao
de ruptura conforme técnica padronizada em nosso meio®’.

A pressao de ruptura foi avaliada insulfando-se ar em uma das extremidades,
sob fluxo constante, com uma péra de borracha e valvula unidirecional, estando a
peca imersa em uma cuba contendo solugao salina a 0,9% e a outra extremidade

ligada com fio de seda 2.0 e obstruida por uma pin¢a a jusante (FIGURA 4). O
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cateter pelo qual o ar é insuflado conecta-se também a um mandémetro anerdide por
uma conexao em “U”, que afere a pressao exercida na anastomose. A medida da
pressdo de ruptura € dada pelo valor registrado no momento da ruptura da alga,

verificado pela presenga do borbulhamento do liquido contido na cuba.

Figura 4- Sistema para mensuragéo da pressao de ruptura de anastomoses intestinais.

5.10 AVALIACAO MICROSCOPICA

Apds a morte do animal foi colhido um fragmento de bidpsia do peritdnio
parietal nos quadrantes superior esquerdo e inferior esquerdo do abdome, com
pinga de endoscopia curta, 15 cm comprimento e 75 mm de abertura. Os
fragmentos, com aproximadamente 50X50 mm, foram fixados em formol a 10% e,
apos 24 horas, realizou-se inclusdo em parafina e foram obtidos cortes histologicos
e corados pela hematoxilina-eosina. Nesse material foi feita avaliagao
histopatolégica por microscopia 6ptica (Alphaphot-2-Nikon-Tokyo-Japan), aumento
de 400x, com vistas a determinar o grau da angiogénese (ausente, leve, moderada,
ou acentuada), da fibroplasia (ausente, leve, moderada, ou acentuada), a relagéo
macrofago/fibroblasto, e também o grau de inflamagdo através da presenca e

quantificacdo do edema e da descamacgao das células mesoteliais, a presencga e a
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concentracdo de exsudato de fibrina e a formacdo de microabcessos. Essa
avaliacao foi feita em todos os casos pelo mesmo patologista o médico Daniel
Gomes de Alvarenga.

Os segmentos col6nicos também foram fixados em formol a 10%, a partir dos
quais foram obtidos cortes histolégicos corados pela hematoxilina-eosina. Essas
laminas foram avaliadas com relagdo a presenca e grau do infiltrado inflamatério do
peritbnio parietal préximo a linha de sutura, de maneira semelhante a avaliagao feita
para os fragmentos de peritbnio visceral, e a partir desses dados fez-se a
classificagdo da gravidade da peritonite em graus de 0 a 9, conforme descrito no
QUADRO 3.

Quadro 3- Parametros histoldgicos de classificagao da gravidade da peritonite.

EXUDATO DE  ausente Presente em até Presente de6a Presente em 11
FIBRINA 5 campos 10 campos OuU mais campos
EDEMA DE ausente Presente em até Presente de 6 a Presente em 11
CELULAS 5 campos 10 campos OuU mais campos
MESOTELIAIS

MICRO- ausente Presente em até Presente de6a Presente em 11
ABSCESSOS 5 campos 10 campos OuU mais campos

Quadro construido a partir de compilado da literatura.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da macroscopia e da histologia foram comparados, entre os
grupos através do teste do Qui-Quadrado, com correcdo de Yates, sendo
considerados significativos valores de p<0,05. Os valores do numero de aderéncias,
da pressao de ruptura das anastomoses colénicas, da severidade da peritonite e a
relacdo macréfago/fibroblasto foram comparados entre os grupos através do teste

de Kruskall-Wallis, sendo considerados significativos valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 ANALISE DE SOBREVIVENCIA

Todos os animais do grupo A sobreviveram até o sétimo dia de observagao,
no grupo B, sobrevivéncia de 87,5% e no grupo C 75%, sem diferenca entre os
grupos (p = 0,27). Nenhum animal morreu antes do tratamento da peritonite. As duas
mortes no grupo C e uma do B ocorreram nas seis horas subsequentes ao
tratamento cirurgico da sepses o que pode ser atribuido a evolugdo natural da

doenca.

6.2 ANASTOMOSE INTESTINAL

6.2.1 Macroscopia (TABELA 1)

Apos a morte, no 7° DPO, nenhum animal apresentou sinal de macroscopico
de peritonite residual ou abcesso intracavitario. Na analise macroscopica da
anastomose colénica do presente estudo, houve observacado de aderéncias em seis
animais do grupo A (75%), em sete do grupo B (100%) e seis do grupo C (100%),
porém nao foi observada diferencga significativa entre os grupos.

A média do numero de aderéncias no grupo A foi de 1,6 £0,9 (mediana de 1,
variando entre 1 e 3); no grupo B, houve 1,1 £ 0,4 aderéncias (mediana de 1,
variando de a 2); no grupo C foram 1,8 £ 0,8 aderéncias (mediana de 1, variando de
1 a 3), sem diferenca significativa entre os grupos.

No grupo A (controle), as aderéncias foram frouxas em 50% dos animais,
firmes em 33% e muito firmes em 16,7%. Ja no grupo B (solugdo salina) as
aderéncias foram frouxas em 14,3% dos casos e firmes em 85,7%. No grupo C
(clorhexidina) as aderéncias foram firmes em 100% dos casos. Houve maior
incidéncia de aderéncias frouxas no grupo sem peritonite quando comparado aos
grupos com peritonite, independente do tratamento empregado (p=0,04) (FIGURA
5).
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Figura 5- Intensidade das aderéncias perianastomoticas em 21 animais distribuidos nos grupos A
(sem peritonite), B (limpeza com solugao salina) e C (limpeza com solugéo de clorhexidina).
* p=0,04.

Os érgaos mais frequentemente aderidos a anastomose foram, no grupo A, o
intestino delgado e omento (33,3%), intestino delgado e ceco (16,7%), e intestino
delgado e omento (16,7%). No grupo B as aderéncias ocorreram mais
frequentemente com o intestino delgado (57,1%) e com o omento (42,9%). No grupo
C, as aderéncias foram mais comuns com o intestino delgado (33,3%), intestino
delgado e ceco (33,3%), seguido do omento (16,7%) e, em 16,7%, intestino delgado
e omento.

Foram identificadas fistulas tamponadas em apenas dois animais do estudo,
um do grupo A (12,3%) e outro do grupo B (14,3%), sem diferenga significativa entre
os grupos. Dilatagdo de algas a montante da anastomose foi vista em quatro ratos
do grupo A (50%), quatro do grupo B (57,2%) e quatro do grupo C (66,7%), sem
diferenca entre os grupos. O grau dessa dilatagao foi leve em 100% (4) dos animais
do grupo A; no grupo B, essa dilatagao foi considerada leve em 50% (2) dos casos,
moderada em 25% (1) e acentuada nos outros 25% (1). No grupo C, a dilatacao foi
moderada em 50% (2) dos animais e acentuada nos outros 50% (2). Nas dilatacdes
grau |, houve diferenca significativa quando comparados os animais do grupo A (4

casos - 100%) e aqueles do grupo C (nenhum caso, p=0,04). Nado houve diferenca
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(p=0,6) do grupo controle (A) em relagcdo ao grupo B, com dois casos (50%)

(FIGURA 6).

C
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Figura 6- Intensidade da distens&o de al¢as a montante da anastomose em 21 animais distribuidos
nos grupos A (sem peritonite), B (limpeza com solugdo salina) e C (limpeza com solugdo de
clorhexidina). * P = 0,04

Tabela 1- Resultados da inspe¢do macroscopica da cavidade peritoneal e da anastomose do célon
de 21 ratos sem peritonite (Grupo A) ou com peritonite induzida e tratados com irrigacdo da cavidade
peritoneal com solugdo salina (Grupo B) ou com solugéo de clorhexidina (Grupo C).

PARAMETRO GRUPO A GRUPO B GRUPO C
AVALIADO (n=8) (n=7) (n=6) P
Presenca 6 (75,0%) 7 (100,0%) 6 (100,0%) N.S.
Numero 1,6+0,9 1,1+04 1,8+0,8 N.S.
Aderéncias Grau | 3 (50,0%) 1 (14,3%) 0 (0,0%) N.S.
Grau I 2 (33,3%)* 6 (85,7%) 6 (100,0%)* *0,04
Grau lll 1 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) N.S.
Fistula 1 (12,5%) 1 (14,3%) 0 (0,0%) N.S.
Presenca 4 (50,0%) 4 (57,2%) 4 (66,7%) N.S.
Dilatacdo de Grau | 4 (100,0%)* 2 (50,0%) 0 (0,0%)* *0,04
alcas Grau ll 0 (0,0%) 1 (25,0%) 2 (50,0%) N.S.
Grau lll 0 (0,0%) 1 (25,0%) 2 (50,0%) N.S.
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6.2.2 Microcroscopia

6.2.2.1 Microscopia do peritonio visceral (Tabela 2)

A microscopia dptica de fragmentos do peritdnio visceral obtidos do célon
direito, observou-se no grupo A angiogénese moderada em trés (37,5%) e intensa
em cinco (62,5%) animais, no grupo B foi moderada em dois (28,6%) e intensa em
cinco animais (71,4%); e no grupo C, observou-se intensidade leve em dois,
moderada em dois e intensa também em dois animais (33,3% em cada). A
fibroplasia no grupo A foi moderada em seis animais (75%) e intensa em dois (25%);
no grupo B moderada em quatro (57,1%) e intensa em trés (42,9%); e no grupo C foi
leve em um (16,7%), moderada em quatro (66,6%) e intensa em outro animal
(16,7%,).

A relacao macrofago fibroblasto (M/F) foi no grupo A, de 0,9 £ 0,5, no grupo B
1,1 £ 0,6, e no grupo C 0,5 + 0,3 com diferenga significativa entre aqueles animais
com peritonite tratados com solug&o salina ou com clorhexidina (p = 0,02) (FIGURA
7).

B macrofago
O fibroblasto

Figura 7- Relagao macroéfago fibroblasto (M/F) a microscopia 6ptica (aumento de 400X) do peritdnio
visceral em 21 animais distribuidos nos grupos A (sem peritonite), B (limpeza com solugéo salina) e
C (limpeza com solugéo de clorhexidina)* P = 0,02.
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No grupo A, o edema de células mesoteliais foi observado com intensidade
moderada em quatro animais (50%) e intensa também em quatro animais (50%); no
grupo B, leve em um (14,3%), moderada em dois (28,6%) e intensa em quatro
animais (57,1%); no grupo C foi leve em dois (33,3%) e moderada em quatro
(66,7%) n&do havendo nenhum animal com edema de células mesoteliais intenso
nesse grupo. Houve menos edema de células mesoteliais intenso nos animais do
grupo C, quando comparados aos grupos A (p =0,05) e B (p =0,07) como observado
na FIGURA 8.

B Leve
O Moderado
B Intenso

A B C

Figura 8- Intensidade do edema de células mesoteliais, a microscopia 6ptica (aumento de 400X), do
peritdnio visceral em 21 animais distribuidos nos grupos A (sem peritonite), B (limpeza com solugéo
salina) e C (limpeza com solugao de clorhexidina). *p = 0,05; « p = 0,07.

A presencga de exsudato de fibrina leve foi verificada no grupo A em sete
animais correspondendo a 87,5% destes, sendo diferente dos grupos B e C, nos
quais nao se observou presenca de exsudato de fibrina leve (p = 0,001 e 0,004
respectivamente) (FIGURA 9).

25



120 -

100 A
80 A
B Ausente
60 - OLeve
B Moderado
40 -
20 A
O -

A B C

Figura 9- Intensidade de exsudato de fibrina, a microscopia 6ptica (aumento de 400X), no peritdnio
visceral em 21 animais distribuidos nos grupos A (sem peritonite), B (limpeza com solugéo salina) e
C (limpeza com solugao de clorhexidina). p = *0,001 e p = «0,004 respectivamente.

Os microabscessos foram observados em quatro amostras (50%) do grupo A,

quatro (57,1%) do grupo B e quatro (66,6%) do grupo C, sem diferenca significativa.
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Tabela 2- Resultados da avaliagdo microscépica do peritbnio visceral de 21 ratos sem peritonite
(Grupo A), ou com peritonite induzida e tratados com irrigagdo da cavidade peritoneal com solugao
salina (Grupo B), ou com solugéo de Clorhexidina (Grupo C).

PARAMETRO

AVALIADO GRUPO A (n=8) GRUPOB (n=7) GRUPO C (n=6) P
Ausente 0 (0 0 (0 0 (0) N.S.

Angiogénese Leve 0 (0) 0 (0) 2 (33,3%) N.S.
Moderada 3 (37,5%) 2 (28,6%) 2 (33,3%) N.S.

Acentuada 5 (62,5%) 5 (71,4%) 2 (33,3%) N.S.

Ausente 0 (0 0 (0 0 (0) N.S.

Fibroplasia Leve 0 (0 0 (0) 1 (16,7%) N.S.
Moderada 6 (75%) 4 (57,1%) 4 (66,6%) N.S.

Acentuada 2 (25%) 3 (42,9%) 1 (16,7%) N.S.

Ausente 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Edema Leve 0 (0) 1 (14,3%) 2 (33,3%) N.S.
de células Moderado 4 (50%) 2 (28,6%) 4 (66,7%) N.S.
mesoteliais Acentuado 4 (50%)* 4 (57,1%) Q 0 0*Q * 0,05
Q0,07

Exsudato Ausente 0 (0) 0 (0) (0) N.S.
fibrinoso Leve 7 (87,5%)* 0 (0)Q 0)*Q *0,01
Q0,04

Moderado 1 (12,5%) (0) 0 (0 N.S.

Acentuado 0 (0) 0 (0 (0) N.S.

Microabscesso Ausente 4 (50%) 3 (42,9%) 2 (33,3%) N.S
Leve 4 (50%) 4 (57,1%) 4 (66,6%) N.S.

Moderado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Acentuado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Relagao 0,9+0,5* 1,1+0,6 0,5+0,3" * 0,02

macrofago /

Fibroblasto

27



6.2.2.2 Microcroscopia do peritdnio parietal superior (TABELA 3)

A histologia dos fragmentos do peritbnio parietal obtidos do abdome superior
mostrou no grupo A, angiogénese leve em todos os oito animais (100%). No grupo
B, a angiogénese foi leve em trés casos (42,9%) e moderada em quatro animais
(57,1%); no grupo C, angiogénese leve em dois (33,3%), moderada em trés (50,0%)
e intensa em um animal (16,7%). Quanto a fibroplasia, foi leve em dois (25%) e
moderado em seis animais (75%) do grupo A. No grupo B, foi leve em um (14,3%),
moderado em cinco (71,4%), e intenso em um (14,3%). No grupo C foi leve em um
(16,7%) e moderado em cinco (83,3%) casos. A relacao macréfago/fibroblasto no
grupo A foi de 0,50+0,0, no grupo B 0,50+0,30 e no grupo C com 0,70£0,30, sem
diferenca entre os grupos. Edema de células mesoteliais ndo foi observado em
nenhum animal dos trés grupos estudados (p = n.s.), bem como o exsudato de
fibrina que também nao foi observado nos trés grupos estudados (p = n.s.).
Microabscessos estavam ausentes na totalidade dos exames dos grupos A, Be C (p

=n.s.).
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Tabela 3- Resultados da avaliagdo microscopica do peritdnio parietal superior de 21 ratos sem
peritonite (Grupo A), ou com peritonite induzida e tratados com irrigagcao da cavidade peritoneal com
solugéo salina (Grupo B), ou com solugao de Clorhexidina (Grupo C).

PARAMETRO GRUPO A GRUPO B GRUPO C P
AVALIADO (n=8) (n=7) (n=6)

Ausente 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Angiogénese Leve 8 (100%) 1 (14,3%) 1 (16,7%) N.S.
Moderada 0 (0) 5 (71,4%) 5 (83,3%) N.S.

Acentuada 0 (0) 1 (14,3%) 0 (0) N.S.

Ausente 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Fibroplasia Leve 2 (25%) 0 (0) 1 (16,7%) N.S.
Moderada 6 (75%) 4 (57,1%) 4 (66,6%) N.S.

Acentuada 0 (0) 3 (42,9%) 1 (16,7%) N.S

Edema de células Ausente 8 (100%) 7 (100%) 6 (100%) N.S.
endoteliais Leve 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
Moderado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Acentuado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Exsudato fibrinoso Ausente 8 (100%) 7 (100%) 6 (100%) N.S.
Leve 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Moderado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Acentuado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Microabscesso Ausente 8 (100%) 7 (100%) 6 (100%) N.S.
Leve 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Moderado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Acentuado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Relacéo 0,50 £ 0,0 0,50 £ 0,30 0,70 £ 0,30 N.S

macrofago/fibroblasto
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6.2.2.3 Microcroscopia do peritdnio parietal inferior (TABELA 4)

A avaliagdo histologica dos fragmentos de peritbnio parietal obtidos do
abdome inferior mostrou no grupo controle (A), angiogénese leve em todos os oito
(100%) animais. No grupo tratado com solugao salina (B) a angiogénese foi avaliada
como leve em trés (42,9%) animais e moderada em quatro (57,1%); e no grupo
tratado com clorhexidina (C) foi leve em cinco (83,3%) e moderada em um (16,7%).
A fibroplasia foi leve em cinco (62,5%) e moderada em trés (37,5%) animais do
grupo A. No grupo B foi leve em um (14,3%), moderada em cinco (71,4%) e intensa
em um (14,3%); no grupo C, foi moderada em trés (50%) e intensa também em trés
(50%) casos. A relagdo macrofago/fibroblasto foi, no grupo A, 0,50+0,0; no grupo B
foram 0,50 + 0,20 e, no grupo C, 0,40 £ 0,30. Houve redugao dessa relagdo quando
comparados os animais do grupo C (clorhexidina) e aqueles do grupo controle (p =
0,06). A intensidade do edema das células mesoteliais foi no grupo A leve em sete
(87,5%) e intenso em um (12,5%) animal. No grupo B foi leve em cinco (71,4%) e
moderada em dois (28,6%); e no grupo C foi leve em dois (33,3%), moderada em
trés (50,0%) e intensa em apenas um (16,7%) animal, cem diferenca entre os
grupos. Observou-se exsudato fibrinoso leve em sete (87,5%) e moderado em um
(12,5%) animal do grupo A, e nos outros grupos foi leve em todos os animais. Os
microabscessos estavam ausentes em sete (87,5%) e presente em um (12,5%)

animal do grupo A, estando ausentes na totalidade de casos dos grupos B e C.
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Tabela 4- Resultados da avaliagdo microscopica do peritdnio parietal inferior de 21 ratos sem
peritonite (Grupo A), ou com peritonite induzida e tratados com irrigagcao da cavidade peritoneal com

solugéo salina (Grupo B), ou com solugao de Clorhexidina (Grupo C).

PARAMETRO GRUPO A (n=8) GRUPOB (n=7) GRUPO C (n=6) P
AVALIADO

Ausente 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
Angiogénese Leve 8 (100%) 3 (42,9%) 5 (83,3%) N.S.
Moderada 0 (0) 4 (57,1%) 1 (16,7%) N.S.
Acentuada 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
Ausente 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
Fibroplasia Leve 5 (62,5%) 1 (14,3%) 3 (50%) N.S.
Moderada 3 (37,5%) 5 (71,4%) 3 (50%) N.S.
Intensa 0 (0) 1 (14,3%) 0 (0) N.S.
Edema de Ausente 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
células Leve 7 (87,5%) 5 (71,4%) 2 (33,3%) N.S.
endoteliais Moderado 0 (0) 2 (28,6%) 3 (50%) N.S.
Acentuado 1 (12,5%) 0 (0) 1 (16,7%) N.S.
Exsudato Ausente 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
fibrinoso Leve 7 (87,5%) 7 (100%) 6 (100%) N.S.
Moderado 1 (12,5%) 0 (0) 0 (0) N.S.
Acentuado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
Microabscesso Ausente 1 (12,5%) 0 (0) 0 (0) N.S.
Leve 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
Moderado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.
Acentuado 0 (0) 0 (0) 0 (0) N.S.

Rel. macréfago 0,50 £ 0,0* 0,50 £ 0,20 0,40 £ 0,30* * 0,06

[fibroblasto




6.3 GRAVIDADE DA PERITONITE

A média da inflamacgao peritoneal foi 2,75 + 1,03 no grupo A, 2,43 + 1,13 no
grupo B e 0,83 + 0,75 no grupo C. Houve diferenga significativa quando comparada
a magnitude da resposta inflamatéria, que foi menor no grupo clorhexidina (C)
quando comparado com os animais dos grupos controle (A) e irrigacdo com solugao
salina (B, p = 0,01) como observado na FIGURA 10.

A B C

Figura 10 — Gravidade da peritonite de 21 animais distribuidos nos grupos A (sem peritonite), B
(limpeza com solugao salina) e C (limpeza com solugéo de clorhexidina). (* p = 0,01, « p =0,01)

6.4 PRESSAO DE RUPTURA

A pressao de ruptura das anastomoses coldnicas foi de 196,3 + 49,8 grupo A
(controle), 208,6 72,7 no grupo B (limpeza com solugao salina) e 156,7 + 53,2 no
grupo C (limpeza com solugdo de clorhexidina). Houve reducdo da pressdo de
ruptura nos animais do grupo C quando comparados aqueles do grupo B (p = 0,06,
figura 10). As medianas, valores minimos e maximos das pressdes de ruptura estdo
listados no quadro abaixo (TABELA 5).
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Figura 11- Pressao de ruptura das anastomoses de 21 animais distribuidos nos grupos A (sem
peritonite), B (limpeza com solugao salina) e C (limpeza com solugéo de clorhexidina, * P = 0,06).

Tabela 5- Medianas, valores minimos e maximos das pressdes de ruptura, em milimetros de mercurio
(mmHg) das anastomoses colbnicas de 21 ratos sem peritonite (Grupo A), ou com peritonite induzida
e tratados com irrigagéo da cavidade peritoneal com solugdo salina (Grupo B), ou com solugéo de
Clorhexidina (Grupo C).

Mediana Minino Maximo
GRUPO A 215 100 240
GRUPO B 220 60 280
GRUPO C 155,1 80 220

Nota: graficos das secfes 6.2 expressam no eixo “Y” percentuais e na sec¢ao 6.3 valor absoluto.
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7. DISCUSSAO

A peritonite € uma afeccéo que cursa com elevados indices de mortalidade. A
conduta operatéria apos perfuragao de viscera oca e a infecgdo que se segue ainda
tem pontos controversos, e em situagbes como perfuragdo por doencga inflamatdria,
cancer ou trauma extenso, a ressec¢gao com anastomose pode ser necessaria. A
presenca de fatores como peritonite generalizada, edema de alga, alteracdes
patolégicas ou anatbmicas da alga, isquemia, senilidade e/ou comorbidades
prejudicam a cicatrizacdo e aumentam o risco de fistula, todavia, ndo contra-indicam
a anastomose primaria.'® Para sustentar a conduta de realizar a anastomose em
presenca de peritonite, estudos em seres humanos e em modelos experimentais,
tém sido uteis para aumentar o conhecimento sobre eventos que envolvem a
cicatrizacdo das algas intestinais em condicbes adversas. A evolugao desse
conhecimento esta modificando a conduta de cirurgides gerais e especialistas, em
relacéo a opgéao de realizar uma anastomose primaria do colon em situagdes clinicas
limitrofe ou criticas, como observado em um levantamento realizado no Reino
Unido." Conard et al (2000) afirma que a anastomose primaria deve ser realizada em
casos de trauma do célon, mesmo em presenca de peritonite difusa, considerando o
custo do tratamento e a qualidade de vida no pds-operatoério, embora, continue a ser
assunto controverso™. Assim, justifica-se a realizacdo de estudos que investiguem a
cicatrizacdo em condi¢cbes adversas, como em vigéncia de peritonite, também
avaliem fatores capazes de aumentar a seguranga das anastomoses realizadas
nessas condicoes.

Para estudo experimental da sepse abdominal tém-se induzido essa condicéo
com deposicao intraperitoneal de fezes com ou sem adjuvantes; inoculacdo de
microorganismos com cepas e quantidade definidas com ou sem adjuvantes, ou
através da confeccdo de uma fonte endégena de contaminagéo fecal, promovendo-
se uma solugcdo de continuidade no intestino do animal. Neste ultimo, sdo bem
estabelecidos a ligadura e pungao do ceco (LPC) e a aplicagao de proétese tubular no
célon ascendente®. O modelo de peritonite experimental mais amplamente difundido
e considerado como padréo ouro®' é a LPC que foi descrita por de Wichterman et al

(1980)%2. Esse modelo resulta em choque séptico e morte do animal em 24 a 48
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horas apds a indugao da peritonite na auséncia de tratamento. Além disso, promove
infeccdo polimicrobiana associada a septicemia, bacteremia e alteragoes
hemodinamicas caracterizadas por uma fase hiperdindmica precoce e hipodinamica
tardia semelhante aquelas observadas na pratica clinica. Todavia, a quantificagao
precisa do agravo continua representando um desafio, e isso, criaria alguma
dificuldade para se reproduzir o procedimento em um grande ntimero de animais®.
Além disto, como foi descrito, a LPC nao prevé reposi¢cdo volémica nem o emprego
de antimicrobianos, o que aumenta mortalidade e promove falta de correlagao entre
o modelo e a realidade clinica. Por ouro lado, a utilizacdo da LPC permite prever
com relativa segurancga o indice de mortalidade e o tempo de sobrevida dos animais,
pode ser modulada pelo calibre da agulha usada para pung¢do, bem como pelo
nimero de puncdes®. A utilizacdo de um molde plastico de 3 mm de diametro para
realizacdo da LPC, buscando uniformizagdo do dano nesse modelo, foi sugerida por
Salgado Jr. et al (2001)%. A utilizagcdo de um dispositivo de ligadura elastica para
realizacdo da LPC foi descrita, com o intuito de facilitar o procedimento e também

16, reduzindo as discrepancias relatadas na

padronizar o tamanho da bolsa ceca
literatura®, equiparando a agressao dentro do experimento e permitindo sua
reprodugao confiavel.

A escolha do modelo experimental de peritonite € muito importante para o
sucesso e aplicabilidade clinica do estudo proposto, e interfere na avaliagdo da
medida terapéutica em estudo, que deve ser um método adjuvante a terapia padrao.
O modelo ideal de inducado de peritonite deve ser simples, tecnicamente facil de
aprender e executar, reproduzivel em grande numero de animais e proporcionar
resultados confiaveis, ou seja, indices de mortalidades previsiveis e consistentes,
além de apresentar boa padronizagdo, ser econdmico e ético. Infelizmente, nao
existe um modelo com todas essas caracteristicas, e dentre os modelos mais
estudados, a LPC tem sido escolhida por varios pesquisadores para avaliar a
cicatrizacdo de anastomoses intestinais®'#%,

Os estudos com pequenos animais sdo os mais frequentemente utilizados,
pois as caracteristicas dessas espécies proporcionam custo relativamente baixo com
aquisicdo, acomodacdo e manutencdo®’. Além disso, pode-se dispor de grande
numero de individuos geneticamente semelhantes com certa facilidade, rapidez, e a
custo acessivel. Outra vantagem € a existéncia, em escala comercial, de reagentes

para analises bioquimicas, laboratérios com boa padronizacdo da citometria e
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morfometria, sondas biolégicas para deteccao de estruturas celulares e moleculares,
bem como numero crescente de animais com modificagdes genéticas especificas
permitindo o estudo de situagdes clinicas particulares®®®. Por outro lado, pequenos
roedores sdo relativamente resistentes a endotoxinas, possuem perfil hemodinamico
diferente da espécie humana e um volume circulante pequeno, o que prejudica
analises séricas repetidas. A reduzida dimensao dos animais também limita algumas
terapias, que sao rotineiramente utilizadas na unidade de cuidados intensivos em
seres humanos em estado critico. O tamanho dos animais também dificulta algumas
afericdes importantes para avaliagdo da evolugao clinica’.

Neste estudo utilizou-se ratos Wistar e a sepse foi induzida pela LPC com um
dispositivo de ligadura elastica para a ligadura do ceco. Todos o0s animais
submetidos ao procedimento desenvolveram sinais macroscopicos de peritonite,
evidenciados pela presenga de liquido peritoneal seroso apds duas horas,
semelhante a outros resultados observados por Hanly et al (2003), que relata a
ocorréncia de liquido peritoneal turvo, compativel com peritonite, 24 horas depois
dos animais serem submetidos a LPC por via laparoscépica’".

O ponto central do tratamento da peritonite secundaria € o controle do foco
infeccioso'®. Devido ao grande nimero de pacientes, & gravidade da apresentagao,
e aos resultados, nem sempre favoraveis, obtidos com os métodos de tratamento
disponiveis existe necessidade constante de aprimorar o conhecimento sobre o
assunto e realizar pesquisas que busquem melhorar o prognostico de pacientes
nessas condi¢cdes. Preconiza-se a limpeza da cavidade abdominal pela aspiragcéo de
todo o liquido turvo, seguida da remogao, com compressas cirurgicas, de material
necrotico, sangue e fibrina, além, do material responsavel pela contaminagao

1>°2 Discutem-se os

grosseira como bilis, fezes ou conteudo gastrointestina
beneficios da irrigacdo da cavidade peritoneal com solugao cristaldide ou outras
solucdes, pois ndo tem sido observada reducdo nos indices de mortalidade e na
incidéncia de complicagdes quando comparada ao uso de antibioticoterapia
sistémica isoladamente’®. Conssidera-se também o risco, pelo menos tedrico, da
irrigacao da cavidade peritoneal estimular a disseminagdo de microrganismos para
outras regides do abdome e aumentar a absorgdo sistémica desses via ducto
toracico, além, de diluir de fatores quimiotaxicos secretados por células mesoteliais
reduzindo a capacidade de migragao de neutrofilos®. Além disso, na presenca de

interface liquida sobre o peritbnio, os macréfagos locais desprendem-se da
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superficie serosa e ficam “flutuando”, o que dificulta a fagocitose e a migragéo*'. Por
outro lado, a simples aspiragdo associada ao uso de compressas cirurgicas poderia
ser insuficiente para evitar complicacdes infecciosas’?.

A utilizagdo clinica da irrigagcado peritoneal foi descrita em 1905, e pouco
tempo depois, em 1910, ja era condenada por alguns cirurgides, o que mostra que
desde o inicio 0 emprego dessa pratica € motivo de controvérsias. Na década de
1960, varios pesquisaores se dedicaram a demonstrar cientificamente o valor da
irrigacdo da cavidade peritoneal com solugdo salina com ou sem antimicrobianos.
Dez anos mais tarde, com o surgimento de cepas bacterianas resistentes a
antimicrobianos se propds a irrigagado da cavidade abdominal por drenos, lavagem
peritoneal fechada e o uso de antissépticos. Em seguida, também defendendo a
proposicdo que uma exaustiva retirada de contaminantes da cavidade abdominal
seria benéfica, sugere-se a lavagem da cavidade com grandes volumes de solugéo
fisioldgica entre outras medidas de controle local da infecgdo, contudo, sem se
estabelecer uma regra de conduta. A inexisténcia de estudos bem delineados sobre
o tema mostra a dificuldade de se defender a utilizagdo sistematica da irrigagcéo
peritoneal'”'%">™  Alguns estudos experimentais sugerem efeitos deletérios dessa

39,21 252651 Dentre os efeitos

pratica™“', embora, outros justifiquem seu emprego
deletérios poderiam ocorrer a inibicdo da fagocitose pelos macrofagos peritoneais e
a diluicdo das opsoninas, promovendo redugdo da fagocitose pelos
polimorfonucleares*®®. Nesse experimento estudou-se a irrigagdo peritoneal com
clorhexidina, um antisséptico guanidinico de amplo espectro. Observa-se que essa
substancia é ativa contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos, e
alguns virus, e se mantém ativa por 5 a 6 horas mesmo na presencga de substancias
organicas como sangue e/ou pus®’, além de possuir baixa toxicidade na
concentracido de 0,05%, considerada terapéutica, tanto em modelos animais?®?226:31,
como em seres humanos®. Verificou-se ainda que esta substancia é atdxica,
acessivel, de baixo custo, e altamente potente, mesmo quando aplicada por curto
periodo de tempo e em baixa concentracdo>®. Em contrapartida, estaria associada
ao aumento de aderéncias peritoneais®’.

A partir dessas observagoes, utilizou-se, nesse estudo, a solucdo de
clorhexidina a 0,05% como antisséptico para irrigacéo peritoneal comparando-a com
solucgéo fisioldgica, considerada padrao ouro. Os estudos na literatura com o uso da

clorhexidina para irrigagdo da cavidade abdominal avaliaram a mortalidade, a
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reducao na contagem de bactérias no efluente abdominal e aderéncias abdominais

20222631 Entretanto, outros dados como

como marcadores de controle de infeccao
reducdo da resposta inflamatéria e melhora dos parametros hemodinamicos nao
foram avaliados.

Apesar dos numeros desse estudo ndao mostrarem diferenga significativa na
mortalidade entre os grupos tratados com solugdo salina ou clorhexidina sao

conflitantes com o estudo de Sortini et al.®* (

2006) que observou aumento da
mortalidade associada ao uso de antissépticos no liquido de irrigacéo, resultado
divergente daquele visto por outros Bondar et al® (2000), que associou a reducao da
mortalidade por peritonite em camundongos, a reducédo da populagcédo bacteriana no
efluente peritoneal. Apds tratamento com clorhexidina o que se observou a
microscopia do peritdnio visceral foi uma menor resposta inflamatéria com menos
edema das células mesoteliais, relacionado ao menor indice de gravidade da
peritonite observado neste grupo. Portanto, aparentemente, o uso do clorhexidina
promoveria um controle mais eficaz da inflamagao peritoneal do que a solucao
salina, o que estaria relacionado a menor mortalidade, como descrito por Bondar et
al®® (2000).

Nao se verificou, nesse estudo, diferenca significativa na incidéncia de
aderéncias nos animais tratados com clorhexidina quando comparados aqueles sem
peritonite ou aqueles tratados somente com solucéo salina, resultados semelhantes
aqueles ja observados®, porém diferentes daqueles relatados por Malekas et al*'
(2004). Um viés que pode ter havido nesse estudo € o critério subjetivo da avaliagao
tanto da presenca quanto da intensidade das aderéncias. Entretanto, outros
meétodos de estudo dessas aderéncias também esbarram nesse viés, pois todos séo
examinador-dependentes. As discrepancias no resultado podem se dever também
as diferencas no método de inducéo da peritonite. Supbde-se que um controle mais
efetivo da contaminagao na cavidade peritoneal com menor formagao de biofiime e
reacao inflamatdria menos exuberante contribuiriam para reduzir a formacido de
fibrina e, consequentemente, de aderéncias peritoneais. Entretanto, tal fato nao foi
observado no grupo tratado com clorhexidina nem no grupo tratado com salina ou no
grupo controle sem peritonite. Como se observa em roedores, resposta inflamatoéria
mais exuberante e eficaz, o resultado visto nesse estudo e em outros pode estar
mais relacionado ao modelo experimental utilizado. Entretanto, quando se avaliou o

grau dessas aderéncias, 0 que se observa € que no grupo tratado com clorhexidina
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elas foram constituidas por um tecido bem mais organizado, formando aderéncias
firmes mais precocemente. Isso parece apontar para o fato de que, em periodos de
estudo mais tardios, esse grupo talvez apresente aderéncias em uma frequéncia
maior do que o observado em animais tratados com solug¢ao salina.

A presenca de peritonite tem sido associada a alteragdes no processo de

cicatrizagdo da anastomose®®*.

Nessa sequéncia de eventos celulares e
bioquimicos que resultam na recuperacado da integridade apos uma agressao, a
inflamacédo é fator determinante e ocorre naturalmente a partir do momento da
lesd0®®. Mas se esse processo é exagerado, a cicatrizagdo das anastomoses é
prejudicada devido ao aumento da destruicdo do colageno e reducdo da sua
producao®. Isso ocorre como resultado de uma producgdo exacerbada de citocinas
pré-inflamatérias e quimiotaxicos proximo da area da anastomose, tanto por ativacao
de neutrdfilos circulantes induzida pela sepse, quanto pelo proprio processo de
cicatrizacdo da anastomose que também é regulado pelos mesmos mediadores.
Portanto, essa area é critica, pois acumulam duas fontes de substancias
inflamatérias e seus produtos, como enzimas proteoliticas, radicais livres de
oxigénio, neutréfilos ativados, leucécitos circulantes e oxidases, aumentando a
colagendlise, reduzindo a biossintese protéica e, conssequentemente, prejudicando
o reparo da alga suturada'. Ocorre que no mecanismo de cicatrizagdo tecidual a
resposta inflamatdria tem papel central na modulagdo da dindamica responsavel pela
sintese do colageno, que, em ultima analise, sera a responsavel por fornecer forga
ténsil a cicatriz*®*®°". Apesar de, nesse estudo, avaliar-se o periodo em que o final
da fase inflamatdria se superpbe a etapa inicial da fibroplasia, ou seja, sem a
organizagdo da fibrose em feixes mais rigidos, esta seria a fase na qual,
clinicamente, ha maior incidéncia de fistulas no periodo pds-operatorio. Quando
observada a resposta cicatricial no grupo com peritonite tratado com clorhexidina e o
grupo tratado com solugéo salina, a angiogénese esteve, no primeiro grupo, menos
intensa, bem como a fibroplasia e a relagdo entre macréfagos e fibroblastos,
resultado semelhante aquele observado ao se comparar o grupo controle (sem
peritonite) e o grupo tratado com clorhexidina. E notavel também que,
acompanhando a tendéncia de resposta inflamatdria mais leve vista a histologia nos
animais tratados com clorhexidina, tenha-se observado também menor pressao de
ruptura nas alcas colbnicas desses animais. Esse dado, de certa forma, colocaria

sob discusséo a indicagao de irrigacdo da cavidade peritoneal com clorhexidina se
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houvesse a proposta de realizagdo de uma anastomose primaria, mesmo que, nesse
estudo, ndo tenha sido observado aumento significativo na incidéncia de fistulas
nesse grupo.

Baseado nos resultados desse estudo, portanto, na peritonite bacteriana
secundaria experimental a irrigagdo da cavidade peritoneal com clorhexidina parece
ser eficaz no controle da infeccdo peritoneal, o que pode ter reflexos positivos na
reducdo da mortalidade, mas teria um efeito adverso na cicatrizacdo de alcas
intestinais, reduzindo a pressao de ruptura, talvez por interferéncia na acdo dos
macrofagos na linha de sutura e inibigdo de uma inflamacéo adequada com ativagao
dessas células na fase inicial da cicatrizagao tecidual. Como até o momento nao
esta estabelecido o provavel beneficio da utilizacdo da clorhexidina na pratica
clinica, seu uso deve ser reservado para aqueles casos de peritonite secundaria
grave, nos quais o cirurgiao julgue que a eventual redugcdo na mortalidade supere os
riscos decorrentes da formacdo de aderéncias e menor resisténcia de uma
anastomose intestinal. Embora admitindo que os dados obtidos no laboratério de
cirurgia experimental ndo tenham aplicagéo direta na conduta dos cirurgides, esses
dados podem ser uteis no planejamento de pesquisas clinicas que atestem o real
valor da adi¢cao de antissépticos ao liquido de irrigacdo da cavidade peritoneal em

presenca de peritonite.
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8. CONCLUSAO

O grau de inflamagdo do periténio visceral foi menor nos animais tratados
com clorhexidina quando comparados aqueles em que a cavidade foi lavada com

solucao salina.
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