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RESUMO

INTRODUCAO: A lavagem da cavidade peritoneal é amplamente difundida no tratamento da
peritonite, no entanto alguns estudos questionam seu uso e demonstram que ela pode ser
deletéria ao mesotélio. OBJETIVO: O presente estudo objetiva avaliar se a lavagem da
cavidade peritoneal com solucdes salinas a 0,9% e a 3% apresenta efeito na injuria pulmonar
precoce em gerbis com peritonite induzida. MATERIAIS E METODO: 34 gerbis machos foram
distribuidos nos seguintes grupos: Controle (n=9), submetidos a laparotomia no tempo zero,
relaparotomia apds 2h, e sacrificio apds um total de 6h; Sem lavagem (n=8), submetidos a
inducdo de peritonite por ligadura e puncdo do ceco (LPC) no tempo zero, relaparotomia
para secagem da cavidade e ressec¢do do segmento isquémico apds 2h, e sacrificio apds um
total de 6h; Salina (n=8), submetidos a inducdo de peritonite por ligadura e punc¢do do ceco
(LPC) no tempo zero, relaparotomia para lavagem da cavidade com solucdo salina morna a
0,9% e resseccao do segmento isquémico apds 2h, e sacrificio apés um total de 6h; e
Hiperténico (n=9), submetidos ao mesmo procedimento do grupo salina, porém utilizando
solugdo salina a 3%. Apds a eutanasia, foi coletado o pulmao esquerdo de cada animal para
analise morfométrica. RESULTADQOS: Nos grupos salina e hiperténico, houve redugdo
significativa na contagem nuclear média no pulmdo quando comparado ao grupo sem
lavagem (p<0,01). CONCLUSAO: O presente estudo demonstrou que a lavagem da cavidade
peritoneal com solucGes salinas mornas a 0,9% e a 3% tem efeito benéfico na resposta
inflamatdria sistémica precoce em gerbis sépticos, modulando e reduzindo a injuria
pulmonar.

PALAVRAS CHAVE: Peritonite. Lavagem Peritoneal. Sindrome de Resposta Inflamatdria
Sistémica. Sindrome do Desconforto Respiratdrio do Adulto. Solucdo Salina Hipertonica.

Cloreto de Sadio.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Peritoneal cavity lavage is widely spread in the treatment of peritonitis.
Nonetheless, some studies question its rationale and prove it to be deleterious to the
mesothelium. OBJECTIVE: The present study aims to determine whether 0.9% and 3% saline
lavage of the peritoneal cavity has an effect on early lung injury of gerbils with induced
peritonitis. METHODOLOGY: Thirty four male gerbils were divided into four groups: Control
(n=9), submitted to laparotomy at time zero, re-laparotomy after 2 h, and sacrifice after a
total of 6 hours from start; Untreated (n=8), submitted to peritonitis induction through cecal
ligation and puncture (CLP) at time zero, re-laparotomy intended for drying of abdominal
cavity and resection of the ischemic cecum after 2 h, and sacrifice after a total of 6 h from
start; Saline (n=8), submitted to peritonitis induction through CLP at time zero, re-
laparotomy intended for warm 0.9% saline lavage of the abdominal cavity and resection of
the ischemic cecum after 2 h, and sacrifice after a total of 6 h from start; and Hypertonic
(n=9), submitted to the same procedure as the saline group only using a 3% saline solution.
After the sacrifice, we collected the left lung for morphometric analysis. RESULTS: In the
saline and hypertonic group there was a significant decrease in the mean nuclei count in the
lungs, when compared to the untreated group (p<0,01). CONCLUSION: The present study
demonstrated that peritoneal lavage with warm 0.9% and 3% saline has a beneficial effect
on the early systemic inflammatory response in septic gerbils, modulating and reducing the

lung injury.

KEYWORDS: Peritonitis. Peritoneal Lavage. Systemic Inflammatory Response Syndrome.

Adult Respiratory Distress Syndrome. Hypertonic Saline Solution. Sodium Chloride.
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1 INTRODUCAO

O peritbnio reage aos varios estimulos nocivos de forma relativamente uniforme,
havendo uma complexa reac¢do inflamatodria locorregional e sistémica. Quando ocorre a
peritonite, a rapida proliferagao bacteriana pode causar disfungao da resposta inflamatéria,
gerando translocacdo bacteriana, sepse, faléncia de érgdos vitais e morte’,

Existem trés mecanismos principais pelos quais o peritonio reage a infec¢ao: rapida
remocao de bactérias para a circulacdo sistémica, destruicdo de bactérias pelo complexo
mecanismo da cascata do complemento e fagocitose e contencdo da infeccdo com formacgao
de abscesso®.

A reacdo de defesa do peritonio a um estimulo nocivo se inicia com a ativa¢do do
complemento, gerando opsoniza¢gdo dos microorganismos e fagocitose. Os mastdcitos sao
células de primordial importancia nessa fase inicial, devido a sua localizacdo estratégica na
membrana submesotelial e a sua habilidade em degranular e liberar substancias vasoativas
(histamina e prostaglandinas), complemento, citocinas e opsoninas’. As citocinas
pro-inflamatérias, sobretudo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 beta
(IL-1B), agem localmente (estroma, mesotélio e endotélio) e sistemicamente ao iniciar a
cascata quimica e celular que caracteriza a resposta de fase aguda®. As células mesoteliais
respondem ao estimulo do TNF-a e IL-1B, produzindo altos niveis de interleucina 8 (IL-8), um
potente quimiotatico de neutréfilos polimorfonucleares (PMN), recrutando células
fagocitdrias para a cavidade peritoneal de forma a combater o agente nocivo®. Além disso, as
células mesoteliais expressam a molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM 1) e a molécula de
adesdo de células vasculares 1 (VCAM 1) em sua membrana celular. Essas moléculas, cuja
expressao se encontra aumentada durante a peritonite, permitem o acoplamento de
neutrdfilos e facilitam sua passagem da corrente sanguinea para a cavidade peritoneal®.

O resultado final da infiltracdo fagocitaria e ativacdo do complemento é um ambiente
intraperitoneal hostil, que pode levar a resultados antagbnicos: da mesma forma como
ocorre um ataque aos agentes patogénicos, pode haver dano ao periténio®. Os radicais livres
do oxigénio, por exemplo, podem destruir as bactérias, mas também podem ter efeito

deletério sobre o mesotélio, e, em algumas circunstancias, todo o mesotélio pode ser
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lesado®. A modulacdo dessa resposta inflamatdria local e, consequentemente, sistémica é
um dos principais objetivos no tratamento da peritonite, ja que minimiza os efeitos
deletérios e incrementa a defesa organica.

Estabelecido o processo infeccioso intra-abdominal, advém uma alteracdo na
homeostase causada por mediadores celulares e humorais, citocinas inflamatdrias e radicais
livres de oxigénio, que passam a circulagdo e atingem diversos érgaos-alvos, causando lesdes
e disfuncdes nesses, caracterizando a sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS)".
Um dos principais orgdos-alvos acometido é o pulmao, e a principal causa de mortalidade na
sepse abdominal é a Sindrome do Desconforto Respiratorio do Adulto (SDRA), na qual ha

6,7,8,9
H%7 causando

aumento da permeabilidade capilar e alteragao da fungao dos neutrofilos
dano tissular, por vezes irreversivel.

Um dos métodos empregados no tratamento da peritonite, a lavagem peritoneal, é
amplamente utilizado por cirurgides e tem como finalidade a remocdo de particulas que sdo
potenciais focos de contaminacdo e que poderiam provocar persisténcia ou exacerbacado do
processo inflamatério peritoneal, além de reduzir as citocinas pro-inflamatdrias na cavidade
abdominal e, consequentemente, na circulacdao sistémica™. Apesar de amplamente usada, a
lavagem peritoneal ndo é consenso entre os cirurgides. Muitas varidveis da técnica sdo
realizadas de forma empirica (como os métodos de realizacdo da lavagem, os fluidos, o
volume utilizado, dentre outros) e as evidéncias sobre o assunto ainda sdo escassas, sendo
dependente da experiéncia de cada cirurgido.

Um questionario aplicado na Inglaterra revelou que 97% dos cirurgidoes sdao adeptos
da lavagem, e tal pratica é realizada até que o fluido aspirado esteja limpido, sem sinais de
contaminantes, sendo a solugdo salina a 0,9% a mais comumente utilizada'.

O tratamento adequado da sepse abdominal envolve pelo menos trés pilares:
antibidtico sistémico, controle da fonte da infeccao e retirada dos contaminantes grosseiros.
No que se refere a lavagem da cavidade abdominal, varias pesquisas mostram resultados
conflitantes e ainda n3ao ha consenso na literatura sobre o seu real papel. Jd esta
comprovado o beneficio da lavagem em situacdes em que ha contaminacdo grosseira da

410 sendo esta utilizada para a limpeza do peritdnio. No entanto, ainda

cavidade
permanecem duvidas quanto a lavagem exaustiva da cavidade, quando nao ha residuos

macroscopicos, até que o efluente se torne limpido, por exemplo®. Alguns estudos propdem
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gue a lavagem peritoneal interfere nos mecanismos de defesa peritoneal, sendo nociva aos
neutrofilos e mesotélio, além de reduzir o fluido que contém todas as citocinas envolvidas
nos mecanismos de defesa local, tendo pouco efeito sobre os patdgenos, uma vez que estes

1*1213 Outros autores

se aderem as células mesoteliais e invadem o espaco submesotelia
sugerem que tal prdtica modula a resposta inflamatdria (sobretudo nos compartimentos
extra-abdominais) e reduz a les3o em 6érgdos-alvo, melhorando a sobrevida®®.

O uso intravenoso de solugdo salina hipertonica é comprovadamente benéfico como
parte do tratamento da sindrome de faléncia de multiplos érgdos devido a
peritonite™ "8 Shih et al.*® demonstraram que a aplicacdo de solucdo salina hipertdnica
intravenosa em animais foi capaz de gerar niveis reduzidos de 6xido nitrico e interleucina 1
no plasma, e de radicais livres de oxigénio em drgdos-alvo, além de prevenir a faléncia
circulatéria e reduzir a mortalidade e a disfungao de 6rgaos. Essa solugao apresenta efeito
imunomodulador, que se traduz na reducdo do edema das células endoteliais, alterando a
velocidade de fluxo na microcirculagdao, o que melhora a perfusao periférica, além de reduzir

16,17

a perda de liquidos para o intersticio””~'. Também parece inibir a ativacdo, adesdo e

transmigragao de neutrofilos aos tecidos, com menor atividade oxidativa e menor liberagao

1516 "Em animais com SDRA, a

de radicais livres de oxigénio e citocinas proé-inflamatorias
solugdo salina hipertonica se provou eficaz em reduzir a permeabilidade da membrana
alvéolo-capilar e a infiltragdo de neutrdfilos, atenuando assim a injuria pulmonar'’. N3o se
sabe se tal efeito imunomodulador poderia também se estender ao uso tépico na lavagem
da cavidade peritoneal, reduzindo a resposta inflamatéria sistémica e a lesdao em 6rgaos-

alvos.
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2 OBJETIVO

Avaliar a injuria pulmonar precoce em gerbis com peritonite induzida apds

tratamento da cavidade peritoneal com solucdes salinas a 0,9% e a 3%.
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3 RELEVANCIA

A busca de tratamentos que minimizem a injdria pulmonar na sepse de origem
abdominal é de grande importancia devido a alta morbimortalidade do quadro. Busca-se
ainda identificar formas de tratamento praticas e pouco onerosas capazes de atenuar a

resposta inflamatdria local e sistémica vistas nesses pacientes.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Animais utilizados e cuidados dispensados

O projeto foi submetido ao Comité de Ftica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) e aprovado com protocolo 186/2011
(Anexo A). O n amostral foi calculado a partir do desvio-padrdo de 1,97 obtido por meio de
dados relativos a peritonite induzida em gerbis, derivados de estudos prévios ndo publicados
conduzidos em nosso laboratdrio de pesquisa experimental, aplicando nivel de significancia
de 5% e teste de hipdtese bicaudal com poder de 80%.

Foram estudados 34 gerbis machos, com 12 semanas de vida e pesando 75-90g. Os
animais foram obtidos do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e acomodados no depositario de pequenos
animais da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (FM/UFMG) por
pelo menos 15 dias antes da experimentacdo. Todos os animais foram acondicionados em
caixas coletivas, com no maximo 10 animais por caixa, dimensdo 20x30x45cm, de
poliuretano com tampas de aco inoxidavel, forradas com serragem de madeira branca e
atdxica. O recipiente para agua era graduado, de polietileno e atdxico. As caixas foram
mantidas em ambiente seco, a temperatura ambiente, obedecendo a ciclos naturais dia-
noite. Os animais tiveram livre acesso a agua filtrada e a racdo para roedores (Labina®,

Purina) antes do experimento.

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:
Controle (n=9): Laparotomia exploradora na hora zero, nova laparotomia na segunda

hora e sacrificio na sexta hora.
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Sem lavagem (n=8): Laparotomia exploradora com ligadura e punc¢do do ceco na hora
zero, nova laparotomia com secagem da cavidade e resseccdo do segmento de ceco
isquémico na segunda hora e sacrificio na sexta hora.

Salina (n=8): Laparotomia exploradora com ligadura e pun¢do do ceco na hora zero,
nova laparotomia com resseccao do segmento de ceco isquémico e lavagem da cavidade
com solugdo salina a 0,9% na segunda hora e sacrificio na sexta hora.

Hipertonico (n=9): Laparotomia exploradora com ligadura e pungao do ceco na hora
zero, nova laparotomia com ressec¢do do segmento de ceco isquémico e lavagem da

cavidade com solucdo salina a 3% na segunda hora e sacrificio na sexta hora.

4.3 Anestesia e técnica operatodria

4.3.1 Indugao da Peritonite

Os gerbis foram anestesiados com injecdo intraperitoneal (IP) de uma solucdo de
xilazina, 8mg/kg/dose (Schering-Plough, Cotia-SP) e quetamina, 60mg/kg/dose (Cristdlia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira-SP). Depois de alcancado o plano anestésico,
os animais foram posicionados em placa de cortica em decubito dorsal e imobilizados
através de contengao das patas e da cauda com fita adesiva. Foi realizada tonsura da parede
abdominal anterior junto a linha mediana e antissepsia de toda a parede abdominal anterior
com solugdo de clorexidina degermante a 2%, seguida da laparotomia mediana de dois cm
de extensdo e a diérese por planos. Nos grupos “sem lavagem”, “salina” e “hipertonico”,
induziu-se a peritonite pelo método da ligadura e puncdo do ceco (LPC), que consiste na
ligadura da borda antimesentérica do ceco, em topografia distal a juncdo ileocecal, com fio
de Seda 5-0 e secc¢do da bolsa cecal com tesoura, em uma extensdo de dois mm (Figura 1).
Em seguida, procedeu-se a laparorrafia em dois planos (musculoaponeurdtico e cutdaneo)
com sutura em chuleio continuo, utilizando fio de Nylon 4-0. No grupo “controle”, foi feita a
laparotomia com a mesma técnica operatéria, realizando-se, entdo, apenas o inventario da

cavidade e a laparorrafia conforme descrito acima. Todos os animais foram novamente
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acondicionados em caixas coletivas, permanecendo os animais de um mesmo grupo

contidos na mesma caixa. A partir de entdo, os animais permaneciam com livre acesso

apenas a agua filtrada.

I 4 a e

Figurarlz Técnica Operatdria — Indugdo da Peritonite. A: Laparotomia mediana. B: Identificagdo do ceco. C:
Ligadura da borda antimesentérica do ceco. D: Incisdo na bolsa cecal.

4.3.2 Lavagem da Cavidade Peritoneal

Apds duas horas da inducdo da peritonite, os animais foram novamente
anestesiados, utilizando-se a mesma técnica descrita no item 4.3.1. Em seguida, a cavidade

peritoneal foi reaberta e realizou-se a resseccdo da bolsa cecal isquémica (nos grupos em
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que a mesma foi realizada) e o tratamento da cavidade peritoneal conforme cada grupo

experimental (Figura 2).

Figura 2: Técnica Operatdéria — Lavagem da Cavidade Peritoneal. A:
Reabertura da cavidade peritoneal e identificagdo da bolsa cecal isquémica
(seta azul). B: Ressecgdo do tecido cecal isquémico, mantendo-se a ligadura
do ceco.

No grupo “salina” foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal com 10 mL de
solugdo aquecida (38°C) de cloreto de sddio a 0,9% por trés vezes (a solugdo permaneceu em

contato com a cavidade por cinco minutos em cada uma das trés vezes), seguido da secagem
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da cavidade com gaze estéril e sintese da parede abdominal conforme item 4.3.1 (Figura 3).
No grupo “hipertonico” foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal com 10 mL de solugdo
aquecida (38°C) de cloreto de sddio a 3% por trés vezes (totalizando 15 minutos de lavagem
total), seguido da secagem da cavidade com gaze estéril e sintese da parede abdominal. No
grupo “sem lavagem”, a cavidade foi apenas secada com gaze estéril e a laparrorafia
realizada conforme descrito no item 4.3.1. No grupo “controle”, foi realizado apenas o
inventario da cavidade e a sintese da parede abdominal. Nos grupos “controle” e “sem
lavagem”, a cavidade abdominal permaneceu aberta por 15 minutos, de forma a padronizar
a duragao da laparotomia aos grupos “salina” e “hiperténico”. Em todos os animais (inclusive
no grupo “controle”) foi ministrada uma dose de 30mg/kg de Ceftriaxona (TRIAXIN®,

Eurofarma, Sdo Paulo-SP), por via intramuscular (IM), apds a segunda operagao.

LT R

i % ( 1 g/ 3
Figura 3: Técnica Operatoria — Lavagem da Cavidade Peritoneal. A: Lavagem da cavidade peritoneal com 10 mL

da solucdo aquecida a 38° C. B: Secagem da cavidade peritoneal com gaze estéril.

4.3.3 Necropsia

Apds um periodo total de estudo de seis horas, os animais foram submetidos a

eutandsia por sobredosagem de anestésico (200mg/kg quetamina + 25mg/kg xilazina, IP) e
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realizada reabertura da cavidade abdominal estendida com esternotomia mediana, por meio
da qual foi coletado o pulmdo esquerdo de cada animal. Cada fragmento foi armazenado
separadamente em um eppendorf preenchido com solucdo de formol a 10%.

As carcagas desses animais foram armazenadas sob congelagdo em um congelador
exclusivo para esse fim no Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais (FM/UFMG) e, posteriormente, encaminhadas a
Divisdo de Material Bioldgico e Hospitalar da Superintendéncia de Limpeza Urbana (SLU) de
Belo Horizonte, 6rgdo responsavel pela coleta e tratamento de material bioldgico do

municipio.

4.4 Anadlise Morfométrica

O fragmento de pulmao esquerdo foi incluso em parafina, sendo realizados cortes de
5,0 um, corados com hematoxilina-eosina e preparados em laminas de vidro.

A analise morfométrica do infiltrado inflamatério pulmonar foi realizada utilizando-se
10 capturas de imagem aleatérias em cada plano (superior, médio e inferior) do pulmao
esquerdo, vistos com a lente objetiva de 40X e digitalizadas utilizando uma microcamera
(JVC TK-1270/RGB), totalizando uma &rea analisada de aproximadamente 1,6 x 10° um?.

Todas as células de cada imagem foram quantificadas utilizando o “software” KS300
do analisador Carl Zeiss Image Analyzer. Os nucleos dos leucdcitos e das outras células
presentes no tecido pulmonar foram contados por meio de selegao de pixel da imagem real
e subsequentemente transformados em imagem bindria para posterior analise. Para a
anadlise final da morfometria pulmonar, os valores de contagem nuclear adquiridos em cada
uma das imagens capturadas nos diferentes planos foram agrupados para determinar a
contagem celular total do pulmdo de cada animal. Esta andlise foi realizada por um
pesquisador encoberto aos grupos examinados. O resultado do niumero total de células por
animal foi expresso em numero de células x 10%/30 imagens analisadas. Para a analise final
de cada grupo foram considerados os valores encontrados para cada animal e,

posteriormente, calculadas a média e o desvio-padrao.
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4.5 Analise estatistica

Os resultados da andlise morfométrica foram expressos como média + desvio padrao
x 10°. Para a andlise estatistica, utilizou-se o programa Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) versdo 17.0 para Windows, SPSS Incorporation, Chicago, lllinois, Estados Unidos da
América, 2008. Os dados quantitativos foram comparados entre os grupos (dois a dois)

através do teste de Mann-Whitney, considerando-se significativos valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Mortalidade

N3o houve mortalidade de animais em nenhum dos grupos analisados durante todo

0 experimento.

5.2 Morfometria pulmonar

No grupo “controle”, a média de nucleos somados em 30 campos aleatérios foi de
8,3+ 1,6 x 10° (Figura 4). No grupo “sem lavagem”, a contagem média de nucleos foi de 11,7
+1,7 x 10° (Figura 5), com diferenca significativa quando comparado ao grupo “controle”

(p=0,01).
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Figura 4 - Imagens digitalizadas do pulmdo esquerdo (lente objetiva de 40X). Grupo “controle”
mostrando arquitetura preservada.
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Figura 5 - Imagens digitalizadas do pulmdo esquerdo (lente objetiva de 40X). Grupo “sem

lavagem”, com destruicdo completa do parénquima, colapso alveolar, edema, espessamento da
parede alveolar, infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear e exsudato hemorragico.

O grupo “salina” apresentou uma contagem nuclear média de 9,2 + 1,6 x 10 (Figura
6), apresentando diferenga significativa quando comparado ao grupo “sem lavagem”
(p=0,003), porém sem diferenca significativa quando comparado ao grupo “controle”

(p>0,05).

R
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Figura 6 - Imagens digitalizadas do pulmio esquerdo (lente objetiva de 40X). Grupo “salina”
com congestdo e infiltrado inflamatdério moderado.

O grupo “hiperténico” apresentou uma contagem média de nucleos de 9,2 + 1,3 x 10°
(Figura 7), apresentando diferenca significativa quando comparado ao grupo “sem lavagem”
(p=0,005), porém sem diferenca significativa quando comparado ao grupo “controle”

(p>0,05).
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Figura 7 - Imagens digitalizadas do pulm3o esquerdo (lente objetiva de 40X). Grupo “hiperténico”
com infiltrado inflamatério moderado.

O grupo “hipertonico”, quando comparado ao grupo “salina”, ndo apresentou

diferenca significativa na contagem nuclear - p>0,05 - (Grafico 1).
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Grafico 1 — Contagem nuclear média no pulmao, expressa como média * desvio-padrao.
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6 DISCUSSAO:

A cavidade peritoneal e suas células constitutivas (sobretudo o mesotélio) possuem
papel primordial, que vai além de facilitar o deslizamento das superficies peritoneais, sendo
fundamental na resposta imune contra patégenos’. Quando ha agressdo a homeostase

1314 inflamatérios'’ ou irritativos4), advém uma

peritoneal (seja por agentes infecciosos
resposta local intrinseca e complexa, gerando a peritonite. As células mesoteliais e as células
do sistema imune interagem gerando uma reacdo inflamatoria local, seguida de resposta
sistémica®.

As repercussdes sistémicas da peritonite bacteriana secunddria, como o choque
séptico e a sindrome da faléncia multipla de 6rgaos, ainda sdo importantes causas de morte
na pratica cirurgicalg. A fisiopatologia desse processo envolve ndo apenas a injuria local, mas
também a lesdo a 6rgdos-alvos, o que ocasiona um alto indice de mortalidade na sepse de
foco abdominal. O pulmao é o drgdo-alvo mais comumente afetado, estando acometido em
cerca de 74% dos casos®®, e é frequentemente o primeiro a entrar em faléncia, tornando a
injuria pulmonar uma das principais causas de 6bito em pacientes com peritonite21. 0]
acometimento sistémico nesses casos decorre da presenca de endotoxinas na circulagdo e
da liberacdo macica de citocinas pré-inflamatorias.

As endotoxinas sao produzidas por bactérias Gram-negativas e agem como um dos
principais mediadores da sepse e da faléncia de multiplos 6rgdos na peritonite difusa. Ao se
ligarem a receptores de membrana em mondécitos e macréfagos, como o CD 14 ou receptor
“Toll-like”, desencadeiam a producdo e liberacdo macica de citocinas pro-inflamatorias
como, por exemplo, o TNF-a, IL-1 e IL-6, além de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e
IL-12, com predominio das primeiras®*. Além disso, aumentam a expressdo de moléculas de
adesdo celular, como a ICAM-1, que é expressa no endotélio e ajuda a capturar os
neutrdfilos da circulagdo para migrarem aos tecidos inflamados. Had também superexpressao
de enzimas como a oxido nitrico sintetase e a ciclooxigenase, com liberacdo sistémica de
radicais livres do oxigénio, gerando dano tecidual grave e, por vezes, irreversivel>?*,

Existem varios modelos experimentais para a inducdo da sepse, como a injecdo de
lipopolissacarides (intraperitoneal ou intravenoso), ligadura e puncdo do ceco, injecdo

intraperitoneal de bactérias, dentre outros. Desses, a ligadura e pun¢do do ceco é o mais
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comumente utilizado e difundido, devido ao alto indice de sucesso, reprodutibilidade,
facilidade técnica e possibilidade de gerar uma peritonite controlada. Esse modelo cria um
ambiente peritoneal semelhante ao que ocorre em situacbes de abdome agudo
inflamatdrio, como na apendicite e diverticulite, ocorrendo contaminacdo da cavidade por
uma microbiota mista do trato gastrointestinal na presenca de tecido desvitalizado®.
Diversos estudos ja provaram sua eficicia em reproduzir o modelo de sepse®®?,
manifestando todas as caracteristicas cardinais da SIRS de forma precocezg. No entanto,
alguns autores ndo conseguiram provar que a ligadura e pung¢do do ceco isoladamente é
capaz de induzir injuria pulmonar®. De fato, tal método apresenta algumas variabilidades,
como o tamanho da incisdo a ser realizada (no caso deste trabalho foi padronizado em dois
mm), a extensdo da laparotomia (fator que determina o componente de trauma tecidual), a
quantidade de fezes remanescente na bolsa cecal (fator que determina o componente
infeccioso da peritonite) e o tamanho da bolsa cecal (fator que determina o componente
isquémico da peritonite), razao provavel pela qual ha essa divergéncia na literatura®>>3%33,
Este estudo demonstrou que a ligadura e puncdo do ceco utilizando tesoura foi capaz de
induzir peritonite, sepse e injuria pulmonar de forma uniforme e controlada, o que foi
comprovado pelo aumento de células no pulmao de animais sem tratamento.

O modelo experimental de ligadura e puncdo do ceco induz alteragGes
hemodinamicas, imunitdrias, inflamatérias e bioquimicas semelhantes aquelas vistas na
sepse em seres humanos, além de grande similaridade na morbidade, mortalidade e
imunossupressﬁo“. No entanto, é importante notar que modelos animais ndo refletem
completamente a fisiopatologia da sepse em seres humanos>. Por isso, os resultados de
trabalhos experimentais devem ser vistos com ressalvas antes da adogao de seus resultados
para a pratica clinica. Dentre algumas causas desta discrepancia, pode-se citar a idade
(usualmente se realiza estudos em animais jovens), a homogeneidade da amostra (peso,
género, semelhanca genética), o estado imunitario e nutricional adequado em modelos
animais, além da auséncia de comorbidades nesses, o controle ambiental e social (auséncia
de tabagismo, etilismo) e o tratamento em tempo padronizado e precoce da sepse em
animais®*®.

Doengas de carater inflamatério e infeccioso podem causar aumento na atividade

oxidativa dos pulmdes, resultando na peroxidacdo da membrana basal e secrecdo de
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citocinas proé-inflamatdrias pelos macréfagos ativados, o que gera aumento na
permeabilidade alvéolo-capilar e afluxo persistente de neutrdfilos para os pulmoes,

culminando no estabelecimento da SDRA®3®

. A lesdo pode ser resultado tanto de injuria
direta (toxica) ao parénquima pulmonar ou indiretamente (esta a principal responsavel pelas
anormalidades fisioldgicas) como consequéncia da ativagdo de resposta inflamatdria aguda,
levando a liberacdo de produtos citotdxicos derivados de leucdcitos, incluindo espécies
reativas de oxigénio, enzimas proteoliticas, proteinas catidnicas, fatores de crescimento,
eicosanoides e citocinas®’. A injuria pulmonar aguda precoce se caracteriza histologicamente
por um infiltrado alveolar neutrofilico difuso, com hemorragia e edema pulmonar. As
citocinas proé-inflamatérias produzidas perpetuam o processo inflamatério, gerando cada vez
mais lesdo alvéolo-capilar, o que exacerba o edema pulmonar e a atelectasia e, em ultima
instancia, gera hipoxemia’. Em torno de 50% dos casos de SDRA, ha estimulo nocivo
infeccioso, sendo o foco abdominal o mais comumente encontrado®®. Uma vez que todo o
débito cardiaco passa pelo pulmao, e ele possui ampla rede capilar, ndo é de se estranhar
que seja o principal 6rgdo-alvo acometido na SIRS*. H4 comprovacdo em dados da literatura
de que o infiltrado leucocitario pulmonar aumenta até atingir um platé com cinco horas apds
a inducao da peritonite21. Logo, apesar de ser incomum uma abordagem cirurgica tdo
precoce na pratica clinica, o periodo de observacdo deste experimento é suficiente para
avaliar a injuria pulmonar precoce apds a peritonite secundaria.

Nas ultimas décadas, tém-se debatido muito a respeito do uso da lavagem peritoneal
como tratamento adjuvante da peritonite secundaria, e os resultados obtidos por varios

autores n3o apontaram para um consenso'®**'*,

O primeiro cirurgido a propor uma
abordagem cirurgica na peritonite foi Mikulicz, em 1889". Ele definiu gue a operagao
precoce, com eliminacdo do foco infeccioso e a lavagem da cavidade peritoneal poderiam
interromper a cascata inflamatéria e aumentar a sobrevida dos pacientes. Tais conceitos
ainda fundamentam a base desse tratamento, e Seiler et al.** demonstraram, em uma
anadlise prospectiva de 258 pacientes com peritonite difusa, que 88% destes foram tratados
com sucesso seguindo os preceitos de Mikulicz. Em seu estudo, Mikulicz ndo detalhou o
mecanismo pelo qual os pacientes tratados com a lavagem peritoneal e contencdo do foco

apresentavam melhor sobrevida. Atualmente acredita-se que o principal mecanismo seja o

clareamento e a neutralizacdo das endotoxinas™.
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A lavagem da cavidade peritoneal também tem efeitos comprovadamente negativos
nos mecanismos de defesa do peritdnio. Edmiston et al.'? e Haagen et al.> mostraram que
as bactérias se aderem a membrana mesotelial e que a lavagem ocasiona apenas redugao
tempordria de populacdo bacteriana. Além disso, a lavagem também remove mediadores
inflamatdrios importantes na resposta local contra o agente agressor (por exemplo,
proteinas de complemento, proteases, opsoninas e imunoglobulinas), afetando
negativamente os mecanismos de defesa peritoneal*’. A lavagem da cavidade parece
retardar o processo de cicatrizacdo das células mesoteliais lesadas e, em alguns casos, pode
causar ainda mais les3o 3 membrana mesotelial’®*. Entretanto, na maioria dos estudos, a
lavagem da cavidade peritoneal mostrou ser capaz de reduzir a carga bacteriana e inibir sua
proliferacdo, sendo mais eficaz do que n3o realizar tratamento algum da cavidade***. O
presente estudo corrobora os dados da literatura ao mostrar que a lavagem da cavidade é
melhor do que o tratamento clinico exclusivo com uso de antibioticoterapia sistémica.

N3ao ha consenso quanto a melhor técnica de lavagem peritoneal, nem quanto a
melhor solucdo a ser utilizada. Qadan et al.* conduziram uma metanalise que mostrou que
o uso de antibidticos na solucdo de lavagem apresentou resultados favoraveis. Contudo,
outros estudos ndo conseguiram provar o beneficio do uso da lavagem com antimicrobianos,
desde que a antibioticoterapia sistémica fosse utilizada®. Solu¢des com antissépticos (tais
como iodopovidine ou clorexidina) e com diferentes valores de pH apresentaram resultados

1,10

conflitantes em diferentes estudos™ . Solu¢bes com anestésicos locais, como a lidocaina, a

bupivacaina e a ropivacaina, parecem melhorar a sobrevida e a injuria pulmonar em animais

47,4849 Sugimoto et al.>® demonstraram gue a lavagem da cavidade

com peritonite secundaria
com grandes volumes de solugdo é mais eficaz do que com volumes menores. Esses autores
utilizaram em média 25L para um adulto com peso estimado de 70kg, o que corresponde a
uma razdo de 0,36L/kg. No presente trabalho, usou-se 30mL para um animal de peso médio
de 85g, atingindo uma razdo de 0,35L/kg, semelhante a descrita por Sugimoto et al. e com
eficacia terapéutica semelhante.

O uso da solugdo salina hiperténica a 7,5% por via intravenosa ja foi estudado no
tratamento da SIRS e da SDRA decorrente de diversas causas (pancreatite, isquemia-

15,16,17,18

reperfusdo, choque hemorragico, embolia gordurosa, peritonite) . Grande parte dos

estudos com solugdo salina hipertonica intravenosa foi desenvolvida em modelos de choque



36

hipovolémico e o beneficio dessa solucdo, nesses casos, ja estd bem estabelecido, com
efeito imunomodulador nos macréfagos alveolares, reduzindo a razdo citocinas

pro-inflamatérias  /  anti-inflamatérias°™?, além de reduzir a infiltragio de

455 0 seu

polimorfonucleares no pulm3o™ e a expressio de ICAM-1 em vasos pulmonares
uso é seguro e, aparentemente, ajuda a modular a resposta inflamatdria sistémica ao
reestabelecer o volume sanguineo circulante, exercendo efeito benéfico na contratilidade
cardiaca, pressdo arterial, permeabilidade capilar e perfusdo periférica17 e melhorando,
assim, a sobrevida®. A soluc3o salina a 3% intravenosa ja foi testada no tratamento do
edema cerebral causado por traumatismo cranioencefalico, tendo demonstrado efeito

favoravel nos parametros hemodinamicos e na pressao intracraniana®”%.

Essa solucdo
administrada por via venosa também ja foi estudada em modelos de choque hemorragico
e mostrou-se eficaz em elevar os valores de pressdo arterial média, além de ter efeito
imunomodulador, demonstrado pela reducdo nos valores de TNF-a e IL-6 plasmaticos e pela
reducdo do escore histolégico de injuria pulmonarGO. Apés diversos estudos com o uso
intravenoso da solucdo hipertdnica, Shields et al.®* testaram o uso tépico de solucdo salina a
7,5% (por via intratraqueal) e provaram que mesmo quando usada localmente, esta foi
capaz de reduzir a injuria pulmonar mediada por neutréfilos decorrente da pancreatite,
diminuindo assim o risco do uso da terapia hipertonica sistémica, como mielindlise pontina,
por exemplo. O presente estudo investigou o uso da terapia hipertonica local como
imunomoduladora no foco primario da sepse, tentando demonstrar que a modulacdo da
resposta inflamatdria no peritonio reduziria também a injuria pulmonar. Neste estudo, como
se usou a solucdo na cavidade peritoneal, optou-se por usar a solugdo salina a 3% para
reduzir a osmolaridade, com menor desidratacdo e disturbios hidroeletroliticos nos animais.

A lavagem com solucdo salina a 0,9% foi capaz de reduzir a contagem de nucleos no
pulmdo a valores semelhantes ao grupo controle, o que demonstra sua eficacia ndao apenas
para conter, mas também para reverter a injuria pulmonar. Ndo foi comprovado beneficio
adicional com o uso de solugao de cloreto de sddio a 3% quando comparado a solugdo salina
a 0,9%, o que provavelmente indica que o efeito local da solugao salina € meramente o de
remoc¢ao mecanica dos contaminantes e clareamento das endotoxinas™.

Este estudo apresenta algumas limitagdes. Apesar de o grupo “sem lavagem”

apresentar maior contagem nuclear no pulmdo, o que sugere uma resposta inflamatdria
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sistémica, ndao foram medidos parametros hemodinamicos que definem o choque séptico
nos animais estudados. Além disso, ndo foi realizada ressuscitacdo volémica nesses animais,
0 que seria um ponto crucial no tratamento da sepse. Nao obstante, faz-se mister observar
gue o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos precoces da peritonite. Logo, ndo se
esperava a ocorréncia de disturbios metabdlicos e alteragdes hemodinamicas relevantes
nesses animais, razao pela qual se optou por ndo realizar a ressuscitacdo volémica. Acredita-
se que, consequentemente, o efeito dessa terapéutica no resultado final do estudo foi
anulada. Ja foi demonstrado que ndo hd absor¢do sistémica de liquidos pela cavidade
abdominal quando o periténio se encontra inflamado®. Logo, nos animais dos grupos
“salina” e “hipertonico”, que tiveram sua cavidade lavada, supdem-se ndo ter ocorrido
ressuscitacdo volémica decorrente do liquido infundido. Também é importante salientar
que, na pratica clinico-cirurgica, € muito raro se tratar pacientes em uma fase tdo precoce da
sepse.

Em outros érgdos, também poderiam ocorrer alteracdes devido a sepse, porém
optou-se pela analise apenas do pulmdo por ser o primeiro érgao acometido e o mais
comumente afetado, o que representa mais fidedignamente a resposta sistémica.

Os resultados obtidos apontam para a eficiéncia da lavagem da cavidade peritoneal
como meio de reduzir a injuria pulmonar na sepse abdominal. O estudo de diferentes
concentracdes de solucdo salina serd objeto de investigacdes futuras, de forma a se
determinar a concentracdao que gera menos resposta inflamatoria sistémica nos diferentes

tempos de peritonite.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a lavagem da cavidade peritoneal com solugdes
salinas mornas a 0,9% e a 3% tem efeito benéfico na injuria pulmonar precoce em gerbis
sépticos. No entanto, ndo houve beneficio no uso de solugao salina hipertonica a 3% em
relacdo ao uso da solucdo salina a 0,9%, ndo se comprovando o beneficio adicional em

termos de imunomodulagao local da solugao hipertonica.
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Abstract

Background: Peritoneal cavily lavage |s widely spread in the treatment of pelonits.
Feonatheless, some siudies quesion s rationale and prove 1 o be deleleriows fo the
mesothelium. The present study alms to determine whather 0.9% and 3% saline lavage
of the peritoneal cavity has an effect on the early systemic inflammalony response,
namely, n the lung injury and spdenic cellularity of gerbils with induced peritonitis,

Meihods: Thily four mase gerbils were divided inlo fouwr groups: Conted (e8],
submitted Lo lapamiomy al iime zem, re-lapantomy afler 2 h, and sacrifice after a iotal
of & howrs from starl, Untreated (n=8), subméttad 1o perfionits induction throwgh cecal
ligation and punciwe (CLP) at Gme zero, re-lepamtormy intended for drying of
abdominal cavity and resecton of the lschemic cecum after 2 h, and sacrifice after a
total of 6 h from start Sedne (n=3), submitied o perionitis Indwction through CLP at
mme zero, re-taparabomy intended for wamm 0.9% saline Bvage of the abdominal cavity
and mesection of the ischemie cecum after 2 h, and sacrifice after a total of 6 h from
start; and Hyperdonic (r=8), submitied to peritonils indwcton through CLF at Bime zero,
re-laparctomy Intendad for warm hypertonic saline (3%) lavage of the abdominal cawity
and resection of the schemic cecum sfier 2 h, and sacrifice afier a iotal of 6 h from
slart Afer seacrifice, we collected the left lung and the spleen for morphometric

analysis.

Fesulls: In the saline and hypertonic group thens was 8 signficant decrease In the
mean nsclel count in the lungs, when compared o the untreated group (p<0,01} These

was no difference in temma of nucked count In Bhe aplean among groups (pe=0,05)

Conchmslons: The present study demonstrated thal the peritoneal levage with lerge
wolemes of wamm 0.8% and 3% saine has a beneficial eflect on the ealy sysiemic
Inflammaltory response In seplic animala, modulating and redwcing the lung injury, bt

no effect on splenks cell count.
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Introduction

Peritonaum reacts 1o noxdous simull in & relathvely uniform manner, creating a
local and systermdc inflammatory reaction. When periionfis occurs, fast bacterial
prolferaton  impairs the peritoneal inflammatory response, leading be bactesal
transbocation and sepais]1].

Desplte advances in prevention, diagnosis, trestmant, and cane in recent years,
e mortelty rates have remained unchanged(Z).

Lavape of the paritonsal cavity is a reatment method widely used by sungeons,
almed at removing e paricles that are polential sources of contamination, which
could cause perstsbence or execerbation of the pentonesl inflammatory responsa|3].

ARhowgh commonly used, lavage of the peritoneal cavity has no ConSensus
amang surgeons. Many varlables of the lechnique are still empifical (such as the
methoda of performing the lavage, type of fluld and volume wsed, amdong the ofens),
and evidence iz stll scarce on the subject, being dependent on e experience of each
EAMTJEONL

A guestionnaire conductad in England revealed that 97% of the surgeons are
adherent to the practice of washing the perffioneal cavity, It also showed that most of
the surgeons perfonm the lavage unil the aspiraled flukd is clear, with no signs of
contaminates, which ususly occurs with S00—1000 mi[4].

There are many lines of research on this subject with conflicting resulis. Some
studies propose that the lavage mterferes with defense mechanisma, prometing the
gpread of pathogens In the abdominal cadly, with Biie or no intererence in the
progrcals of patients[S]. Others suggest that it modulstes the Inflammatory response
and reducas end-organ damage, enproving e sundvalls).

Mary Ann Liebert Inc., 140 Huguenot Strest; New Rochelle, NY 10801
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The intravenous (V) wse of hyperonic saline has been proven beneficial as a
part of the reatment of muliiple organ dysfunction syndrome due to peritonitis[7]. Shin
of ai. [T} demonstrated that animals treated with IV hypertonic saline had reduced levels
of nitric oxide 8nd intedeukin 18 in plasma and ocopgen free radicals in omgans, &nd i

alsa prevented circulatory collapse, reduced mortality, and organ dysfuncion.

The present shedy aims o determine whether hyperionic saline lavage of the
peritoneal cavity has an effect on eatly systemic nflammatory response, namely, in the

lung Injury &nd splenic callularty of gerbils with induced pertondis.

Materials and Methods

This work was approved by the Ethics Committee of Aremal Resaarch (CETEA)
of the Uiniversidade Federal de Minas Gerats (UFMG). acconding to protocal 1868055011

Subjects and Expenmental Groups

Thirty-four male gerbds, 12 weeks old and weighing 7590 g. wers wused in the
experiments. The aremals wenre oblained from the Institulo de Ciénclas Bloddgicas da
Unkemsidade Federal de Minas Gerals ()CB — UFMG) and were maintmned In
cofiactive cages, and provided mdent chow (Labing ®. Puwina) and waler ad Abifum

prior o the experiments.
Thee arémals were divided into four following experimeantal groups:

Control {n=9), subjected to lapanstomy at ime zero, re-apanociomy afler 2 h, and

sacrifice afier & iotal of 6 howrs from start

Untraated (n=8), subjectad to pertonibis induction through cecal ligalion and
punciure (CLP} &l time 2eno, re-laparcionmy intended for drying of sbdominad cavity and

regection of the lschemic cecurm after 2 h, and sacrifice after a total of & h from start.

Mary Ann Liebert Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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Saline (n=8), sutdected io permonitis induction theough CLP a8t tme zero, me-
lapanotomy Inended for warm 0.9% saline levage of te sbdominal cawvity and

resection of te lschemic cecwn after 2 h, and sacrifice after a iotal of & h from start.

Hypertonic (n=9]), subjecied to peritonits induction through CLP at me zen0, re-
laparciomy Intended for warm hyperons: saling (3%) Bvage of the abdominal cavity
and resection of the ischemic cacum after 2 h, and sacrifice after a totad of 6 h from

slart

Induction of Pertionits

Gerbils were anasthetized with intrapertonsal injection of & solution of xylazne
{8 mpiKg) and ketarnine (S0 mgg). The abdominal wall was dsinfecied with 0.05%
chlorhexding, and 8 2-cm midline laparotomy wes pedomed. Pertonitis was induced
by CLP, which conalsied of the kgation of the antimesenteric surface of the cecwm with
a 5.0 silk and punciure of the cecal sac with scssors (2mm extension). The abdominal
wall was closed using a2 4.0 nylon total continuous subure. In the control group, a
laparciomy was performed and only the viscera were manipulated, followed by closure
of the abdominal wall. Aremals hed access 1o waler sd libifum fght after the procedure.

Perftoncal Levage

After a 2-h cbservation perod, the andmals were submitted to re-lsparotomy
under anestheata, the ischemic cecal sac was excied, and the peritoneal cavity was
reated Bcocofding to eech group. In the unlreated group, the cavily was dried with
slerile gaure and dosed. In the saline group, he levage was performed with 10 ml of
warrm (2BoC) 0.9% sodurmn chlorde solution for Bves times (five minstes for sach of the
twee lavapes), foliowed by drying of the cavilty and closure of the abdominal wall. in
e hyperionic group, the lavage was camed out with 10 mi of warrm (360C) 3% sodium
chioride solution for three times {five minutes for each of the twee lavages), followed
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by drying of the cavity and coswne of the abdominal wall. In the confrol growp, the
animals were submitied 1o re-laparoicmy, with viscera manipulation and dosure of the
abdominal wall. All andmats received one dose of inframusculsr ceftriaxone (30 mgikg)

after this second swhgery.

MNecropsy

Al the end of a wotal of 6-h obearvation pedod, the anmals were submatied to
euthanasia by enesthetic overdose (infregeioneal 200 mgfKg ketamine + 25 mgkg
=ylazing), the spleen was obtained through laparotomy, and the lefl lung was obtained
Ewouigh stemotomy, and both were flxad in 10°% buffered formalin.

Momphometnic analysis

The aplean and laft lung were embedded in paraffiin and sections of 4 pm were
prepaned in slides and steined with hematoxylin and ecsin. The morphometric analysis
of the pulmonary inflammatory infifirate was conducted 1o produce 10 randomily
captured mages on each plane (upper, middle, and bower) of the left keng, which wes
wisualized using a 40w objectve and digiized wsing & microcamera (VC TE-
1270/GE), measuring a tolal of approwimately 1.6 % 106 pm” of the analyzed flasue.
On the ather hand, the morphamelric analysis of splenic celluarity was delemmined by
producing 30 mndomly caplured Images of the red pulp, following the same

mechaniam described for the lung.

All celds in each image were quantified using the KS300 software progeam from
e Card Zelas Image Analyzer. The nucleus of leukocytes and other call types usually
present in kg and splenic Bssws ware counled throwgh nuclear piesd sefection from
e redl imapge, end subssguently fransformed info & Binary image for lster anatysis.
For te final analysis, the images caplured on the different planes were grouped 1o
deterrmane the celular count in each animal's lung. The pathological changes weare
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asapssed by @ pathologist blinded to the animal groups. The msults of tetal nucel

count were expressed as number of cails x 107,
EStailelicsl snalysis

The results ware expressed as mean + Standard Deviation. Statistical analysis
was performed wsing e Mann-Whilney tesl, with p <005 accepled as statisteally
sagnificant

Results

Lung

In the control group, the mean nuclel count in 30 random fields was 83+ 16. In
e untreated group, the mean nuclel count was 117 £ 1.7, with a significant

difference, when compared with the cantrol group (p=00001).

The saline group had & mean 8.2 + 16 nwclkd cound, with a significant
difference, when compared with the untreated group (g<00005), and no significan

difference, when compared with the control growp (pe-0005).

The hypertonic group had 8 mean 9.2 = 1.3 nuclal count, with a significant
difference, when compared with e untreated group (p<0.003), and no significan

difference, when compared with the control group (pe-0005; Fig. 1)

The hypenonic group, when compared with the saline group, had no significant
difference in lerms of nucel couwnt (pe0005; Fig.2 |

Splaen

In the control group, the mean nuclel count In 30 rendom flelds was 18 £ 3.7. In
e untreated group, the mean nucel count was 186 2 3.7, with no significan

difference, when compared with the contral group (p>0.05).

Mary Ann Liebert Inc., 140 Huguenot Street, Mew Rochelle, NY 10801

Page 10 of 19



Page 11 of 19 Surgical Infections

NENEENREZaSsARER AT ONPAVLON S

SEEONLEERUERERBUEREE

a7

BEEYUHRLBR8E8

The saline group had & mean 17.2 £ 51 nucled count, with no significant
difference, when compared with the untreated group (p=0.05) end control group
(p=0.05).

Thie hyperonic group had & mean 149 + 3.7 nuckel counl, with no significant
difference, when compared with e untreated growp (p=0.05) and control group

(0,05 Fig 3).

Discussion

Sscondary bacterial peritonitts and its complications, such as seplic shock and
multiple organ dysfunction syndrome, are still important causes of death in surgical
practice[8]. lls physiopathalogy not cnly invalves local injury, but atso end-grgan injury
{such &s the lung) which are assoclated with greater mostalily in abdominal sepsis.
The lungs have been considered &3 the remote organ most commonly affected (74% of
the cases[8]}. and is uswally the first organ fo fail and one of the main causes of death
In patients with pemtonitizs[10] Inflammatory conditions can cauze increased owdative
activity of the heng, resulting in peroxidation of the membrane and secretion of
cylokines by activated macrophages, causing & persistent inflow of neutrophils o the
lung[11.12].

It has ales been proven thet pulmonary neatrophd count increases and reaches
a platead at 5 hoafier inducing peritoniBs[10). Therefore, although swch an early
intarvention during abdominal sepsis is marely seen in dinical practice. our

observational period suffices to evaluate the eardy pulmonary inflammatory responss.

The precise mmunologec role of the splzen in sepsis is stll debated. It has
already been established that spleneciomized patients ane ai higher risk of developing
Iethal septic shock[13]. Nonetheless, some recent sludies have conceded that

splenaciomy does not worsen survival during polymicroblal abdorminal sepsis, bt
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actually reduces Iver damape and decreases lethality[13.14]. The mechanism involved
in this prodection invedves the reduction of systemic HMGB1 (high mobility group box 1)
and maintenance of Thi-dependant serum cylokine response, reducing segsais-induced
liver injury{14]. Santos ef af.[15] demanatrated that splenic exudation oocwrs 48 h aftsr
peritonis indecton. due o which we could not detect any change in splenic cellutasity

in the pressant study.

Crwer e past decadas, the adjunclive use of padtonaal lavage by swgeons has
besn widely debated, and dinical studies have not come fo & consensus. The first
swrgical approach to peritondls was proposed by the surgedn Mikulicz in 1889{16]. His
oconcept was that an early opergtion, with elimination of the focus and lavege of e
cavity, could intermupt the vicous circle of inflammation and Improve swrvival of the
patients. Such concepls are siil the basis of the ireatment, and Seller st al
demonstrated thal among 258 patients dagnosed with difuse peritonits, 88% were

successhully treated acoonding 1o Mikulicz's concepts[17].

It s already dear that washing the peritoneal cavity also has s adverse
aspects In e penlones delense mechanisms. Haagen e alf18] and Edmiston af
&if19] found that bactena adhere to the mesothellal cells and the lavage resulls in only
transient reductions In the bacteral poputations. Moreover, lavage redmove
Important inftammatory  mediators (Le., complement proteins. proteases, opsonic
probeing, and immunoglobuling), impaiing  peritoneal defense mechanisrs20].
Washing the cavity can also retard the healing process of the compromised mesothelial

cells and cause even more njury 1o the mesathalial cell membranas[3.21).

Nonetheless, most studies have proved that the lavage of the perioneal cavity
can reduce baclerlal load, inhibdt bactedal proliferation, and = better than no

reatment]{2,20,22]. Owr study confirmed that washing the peritoneal cavity with 0,9%
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or 3% saline solubons |2 betier than systermsc antivodics alone in the eatment of

parianits.

S far, there & neither & corsensus on the bast echnique of periboneal BBvage,
nar an the best solution to be employed. A recent meta-analyais favored the wse of
antiblotic In the lavage solution(2]. Other sludies fownd no appreciable advantsge n
using them as long &8 Systemic enfiblobics se being used(23] Solutions with
antiseptics (such as povidonedodine or chiorhexiding) and altered pH demonstrated
controversial effects among different studles[1.3] Local anesthetics (e, lidocaine)
seem o improve the survival when used in the Bvape solutioni24]. It has already been
suggesied that large volumes of solution ame more efficacious[25], a principle that was

assured In M sudy.

The use of [V 7,5% hypenonic saline has already been studied in the treatment
of systemic inflarmmeatory response syndrome (SIRS) and adull respiraiory distrass
gyndreme  (ARDS) due to varous causes (pancreatis, |schemia-reperfusion,
hemorrhagic shock, fat embollsm, peritonits)7,26,27 28.29). Bs wse is safe and
apparently heips i0 modulsie the sysiemic infiammaiory response by resioang the
cnculating volume and exerting favorable effect on candiac contractiity, blood prassure,
and perpheral tssue pedusion(iG]. In our experiment, we hypothesized o local
treatmeant with & hypertonic {3%) saline could have an mmunomadulatory effect in the
peritoneum, teefore decreasing the syslemic inflammatory response and end-cagan
damage caused by perfionits. We were not able to prove any sdditional bensafita from
e intrepedtones] use of 3% ssfne i contrast to the O.8% saline, which probably
Indicates that the ocal effect of e hyparonic scluson 8 merely of mechanical removal
of contarmanants and endatoxin cearance, We opled for a 3% concantration instead of
T.5% descrbed m the Werature becawse the latier is used syatemecally and we used
e former iocally. Considenng the fact that the solution was used exdssively in the
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abdominal cavity and that the greater omenturn presents & gh permeabiity, the use of
a hgh osmolarty solution would be responsible for & great amount of lguld
extravasstion inlo the pestoneal cavity, enhancing the hypovolemia, fact that explains

the eafy death of & the animals in which a T,5% solution was used in the pliot

experimeant.

resuscitation of sbdominal sepsis, and we did not obtain deta regarding whether the
animals were in sapiic shock or &8 hypoperfused siele, Le. no lactate or base deficlt was
obtained. Monetheless, it s Important to notice that we simed to analze the eary
effects of perilonitis, therefore, we did not expect relevant hemodynamic and melabolic
disturbances in these animals, reason why we opted nol 1o resuscitate in ooder 1o ennul
the eflects of volemic resuscitation. I hes already been proven thal fluid & not
absorbed from the abdominal cavity of an inflamed peritoneun{30]. Hence, In the
experimental groups that had thelr cavity washed there was no fluid resusciiation
consequent from the lavage Bsell. The lngs and spleen were examined. but other
organs (e liver and the kidneys) which are slgo prone o and organ damage in sepsia
and seplic shock states were nol examined In this study. Alsa, no data regarding
peritoneal bacteriology were obtained. These data would provide important imformation
regarding the lcal effect of Me peroperative penfloneal lavage siralegies. Also
Important to nofice ts that in dinlcal practice, it ls very rane to et patients inosuch an
early phase of sepsis. The shor duration of the study s & significant study limitation
and additional stedies will be reguired to ivestigate the late inflammatory response in
this axpenimental abdominal sepsls model.

Conclusions
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The present study demonstrated that the peritonesl lavage with arge volemes
of warm 0.9% sabne has a beneficial effect on the eary systemic inflammatony
response @n seplic erdmals. modulating and reducing e ung injury, which & in
accordance with the medical lileralrelB] Moreower, It revealed that washing the cavity
with large wolurnes of warm hypertonas (3% ) saline I8 also benefliclal and reduces early

pulmonary nflammatory response. Both saline and hyperionic groups presantad no
difference in teems of lung leukooyte InfBtration, when compared with the condiod group,

Indicating that lavage was not anly able o withhold the inflarmmetory response, but also
reverse the process. We could not prove any difference between the 3% and 0.9%

saline groups.
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Figure Legends:

Fig. 1 - Lung nucled count expressed &8 mean £ Slandand Deviation:
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; Fig.2 — Digitalized image of the lefl keng (40« objectve lens). A — Conirol group
o dizplaying nomal afchieciure; B — Unireated grosp (mesaive destrucion of
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parenchymsa with aheolar collapss, sdema, thickening of the alveolar wal,
polymanphonuciear cellular infitration, and hemarhagc exudate) © — Saline group; D
- Hypertonic groep. Bom © and O present congeston and moderste inflammatory
Irftration.

Fig. 3 — Spésen nuclel count expressed as mean + Standand Deviation.
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APENDICE B - TABELAS DE MORFOMETRIA PULMONAR

Tabela 1 — Contagem nuclear em 30 campos aleatérios no pulmao esquerdo de animais do

grupo controle

Campo Controle 1 Controle 2 Controle 3 Controle 4 Controle 5 Controle 6 Controle 7 Controle 8 Controle 9
1 204 247 290 155 151 124 230 185 208
2 142 240 351 183 202 144 271 211 224
3 193 260 324 237 260 208 240 166 328
4 246 255 389 252 224 212 264 160 250
5 278 288 390 227 346 207 296 191 347
6 197 319 292 171 359 128 358 187 340
7 390 338 377 176 323 224 342 210 314
8 236 373 357 155 306 298 216 186 339
9 272 337 338 181 410 315 248 189 201
10 446 386 390 162 280 311 250 277 187
11 332 363 278 242 230 408 243 192 129
12 415 355 251 144 297 339 292 214 159
13 341 351 358 269 347 339 316 185 258
14 431 265 224 194 251 354 298 168 286
15 351 419 301 116 461 377 315 191 213
16 337 340 287 132 494 412 383 191 227
17 284 284 266 170 403 346 362 219 294
18 346 293 326 159 288 379 270 217 138
19 338 286 344 177 294 421 295 290 140

20 317 245 247 185 407 323 372 182 182
21 296 351 236 231 265 300 318 234 222
22 318 374 297 201 333 274 265 212 285
23 284 414 296 273 177 154 261 262 233
24 364 225 359 166 375 238 243 263 267
25 373 255 401 110 308 344 420 243 270
26 288 289 315 176 362 457 361 246 276
27 349 300 304 147 308 361 260 163 317
28 344 354 304 124 388 276 294 190 256
29 316 405 382 149 368 221 325 179 197

w
o

386 367 355 200 328 225 293 166 370
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Tabela 2 — Contagem nuclear em 30 campos aleatdérios no pulmao esquerdo de animais do

grupo sem lavagem

Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem
Campo Lavagem1l Lavagem2 Lavagem3 Lavagem 4 Lavagem 5 Lavagem 6 Lavagem 7 Lavagem 8

1 379 337 417 413 459 369 418 336
2 351 378 404 489 427 388 368 460
3 482 404 389 387 524 414 451 401
4 279 399 406 276 559 401 404 352
5 312 312 401 488 464 410 352 334
6 422 381 402 417 474 421 484 368
7 364 399 405 463 524 395 379 383
8 408 376 457 405 457 377 344 395
9 299 344 429 430 450 388 357 370
10 358 351 487 448 446 349 362 324
11 348 419 441 476 487 375 292 272
12 361 372 375 464 512 389 340 337
13 364 318 405 400 458 344 314 376
14 413 378 527 435 495 403 432 281
15 418 408 419 441 523 378 363 360
16 326 413 380 361 467 334 270 312
17 403 375 391 461 535 379 347 152
18 306 316 380 442 599 404 332 264
19 330 349 411 453 509 373 372 290
20 413 349 368 465 578 289 349 246
21 362 357 401 437 474 327 354 241
22 408 321 450 430 430 373 376 301
23 328 335 351 479 517 335 408 299
24 344 428 316 434 493 342 309 264
25 409 366 471 479 424 330 309 128
26 305 347 386 425 511 366 415 161
27 328 350 407 691 501 307 384 321
28 393 317 389 446 468 324 403 383
29 402 314 480 412 429 340 277 300
30 334 345 486 434 508 334 347 301
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Tabela 3 — Contagem nuclear em 30 campos aleatdérios no pulmao esquerdo de animais do

grupo salina
Campo Salina 1 Salina 2 Salina 3 Salina 4 Salina 5 Salina 6 Salina 7 Salina 8
1 228 342 313 251 149 442 285 292
2 289 311 202 345 185 425 277 329
3 344 319 318 288 214 496 335 385
4 413 257 216 237 274 399 398 360
5 266 310 122 208 271 478 372 452
6 340 284 115 327 435 375 182 423
7 329 261 117 249 289 476 177 381
8 326 224 148 222 355 548 180 350
9 238 199 156 433 335 380 263 312
10 209 211 212 346 247 486 303 335
11 260 230 236 389 269 377 370 410
12 171 263 149 410 291 403 281 333
13 245 313 159 362 263 321 240 338
14 189 308 248 396 206 360 251 380
15 249 304 249 470 330 457 244 297
16 325 316 357 431 302 429 280 361
17 355 304 365 431 308 477 325 362
18 231 287 401 445 340 406 316 261
19 274 365 243 259 218 405 318 327
20 295 291 294 262 335 295 290 352
21 259 311 316 257 325 453 350 305
22 230 353 182 239 294 553 282 412
23 322 282 173 325 263 452 300 305
24 253 305 211 355 248 407 300 267
25 252 330 269 261 296 449 350 319
26 225 252 206 218 244 391 278 283
27 300 297 316 235 271 480 143 313
28 288 231 206 269 412 248 188 247
29 238 286 297 150 373 253 251 186
30 209 291 270 301 475 386 243 257
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Tabela 4 — Contagem nuclear em 30 campos aleatdrios no pulmao esquerdo de animais do

grupo hipertonico

Hipertonico Hipertonico Hipertonico Hipertdnico Hipertonico Hiperténico Hipertonico Hiperténico Hipertonico

Campo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 262 269 319 242 148 155 351 163 179
2 246 226 270 205 255 251 408 271 127
3 295 216 227 436 220 279 328 289 158
4 285 303 206 374 352 303 383 361 132
5 202 287 247 278 301 216 458 475 94
6 230 261 252 320 111 282 349 399 116
7 200 319 189 260 84 259 368 406 121
8 233 320 258 365 245 301 384 360 47
9 233 387 251 332 226 437 318 392 53
10 331 438 244 281 157 331 331 308 37
11 242 359 310 233 204 271 292 208 33
12 199 448 327 112 248 312 403 297 56
13 287 420 283 272 306 361 288 355 30
14 247 398 220 216 334 301 296 409 38
15 263 448 257 354 275 264 383 325 121
16 369 398 267 305 264 192 379 292 91
17 353 448 208 297 354 279 371 423 143
18 343 396 389 296 269 322 389 316 113
19 375 387 293 394 257 255 336 354 42
20 356 329 276 413 150 205 411 253 101
21 339 385 234 270 205 264 332 307 61
22 320 450 280 235 348 231 390 285 107
23 375 438 278 382 306 418 383 279 96
24 312 409 240 409 284 372 434 264 17
25 336 417 380 352 296 370 367 341 22
26 286 397 250 331 111 319 392 384 63
27 271 382 208 385 264 303 283 276 27
28 240 416 234 185 172 269 371 357 71
29 316 432 306 317 279 367 403 294 10

w
o

269 408 213 165 302 336 150 310 33




ANEXO A - CERTIFICADO DO CETEA

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

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 186/2011, relativo ao projeto intitulado “ Efeito
da lavagem da cavidade peritoneal com solucdo salina a 3% na resposta
inflamatoria sistémica de Gerbis com peritonite induzida’, que tem como
responsavel(is) Ivana Duval de Araujo , esta(do) de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
24/ 08/2011.

Este certificado expira-se em 24/ 08/ 2016.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 186/2011, related to the project entitled
“Effect of washing the peritoneal cavity with 3% saline in the systemic
inflammatory response of Gerbils with induced peritonitis’, under the
supervisiors of Ivana Duval de Araujo, is in agreement with the Ethical Principles
in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal

\

Experimentation (CETEA/UFMG), atid was approved in August 24, 2011.

Agosto de 2011.

Profa, Jacquelih Isaura Alvarez-Leite
Coordenadora do CETEA/UFMG

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

www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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ANEXO B - ATA DA DEFESA DA DISSERTAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A U F b
OFTALMOLOGIA s

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DO ALUNO
VINICIUS RODRIGUES TARANTO NUNES- 2012655550

Realizou-se, no dia 12 de agosto de 2013, as 14:00 horas, Centro de Pés Graduagéo
da Faculdade de Medicina da UFMG, sala 526 5° andar, da Universidade Federal de
Minas Gerais, a defesa de dissertagéo, intitulada “EFEITO DA LAVAGEM DA
CAVIDADE PERITONEAL COM SOLUCOES SALINAS A 09% E A 3% NA
INJURIA PULMONAR PRECOCE DE GERBIS COM PERITONITE INDUZIDA”,
apresentada por VINICIUS RODRIGUES TARANTO NUNES, graduado no curso de
MEDICINA, como requisito parcial para a obteng&o do grau de Mestre em CIENCIAS
APLICADAS A CIRURGIA E A OFTALMOLOGIA, & seguinte Comisséo
Examinadora: Prof?. lvana Duval de Araujo - Orientador (UFMG), Prof. Rafael Calvao
Barbuto - Coorientador (UFMG), Prof. Cleber Dario Pinto Kruel (UFRGS), Prof.
Antonio Lacerda Filho (UFMG).

A Comiss&o considerou a dissertacso:
(Q Aprovada

() Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 12 de agosto de 2013.
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Profs. Ivana Duval de Araujo | 97
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ANEXO C - FOLHA DE APROVAGCAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A U F m G
OFTALMOLOGIA it}

FOLHA DE APROVACAO

EFEITO DA LAVAGEM DA CAVIDADE PERITONEAL COM SOLUGOES SALINAS
A 09% E A 3% NA INJURIA PULMONAR PRECOCE DE GERBIS COM
PERITONITE INDUZIDA

VINICIUS RODRIGUES TARANTO NUNES

Dissertacdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A OFTALMOLOGIA, como
requisito para obtengdo do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA, area de concentragdo RESPOSTA INFLAMATORIA A AGRESSAO

Aprovada em 12 de agosto de 2013, pela banca constituida pelos membros:

Prof®. Ivand Duval de Araujo - Orientador
UFMG

Prof. Rafael Calvdo Barbuto - Coorienfador
UFMG S

4
7/

Prof. Ellcber Dario T;into Kruel /
UFRGS

/? /L =
m C s

4/ / {
/(/L rof. Antonio Lacerda Filho
/ UFMG

4 Belo Horizonte, 12 de agosto de 2013.



