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RESUMO

7

Introducédo: a peritonite é a inflamacdo de peritbnio secundaria de um grupo
heterogéneo de afec¢cbes muito comuns na pratica cirdrgica cuja gravidade varia
desde infeccdes leves até quadros catastroficos. A abordagem laparoscopica dessa
afeccdo tem sido empregado com sucesso. Dados da literatura sugerem que o tipo
de gas utilizado na realizacdo do pneumoperitdbnio pode afetar a resposta
inflamatoria local e sistémica. Objetivo: verificar o grau de inflamagé&o local e o
comportamento da resposta imunoldgica sistémica em ratos submetidos a ligadura e
puncao do ceco (LPC) com laparoscopia utilizando-se gas Hélio ou CO,. Método:
ratos Wistar, machos, foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos. No grupo
PC (n=8), fez-se inducéo da peritonite e realizou-se método laparoscopico utilizando-
se CO,. No grupo CC (n=8), procedeu-se a cirurgia simulada e ao método
laparoscopico, utilizando-se CO,. No grupo PH (n=8), induziu-se peritonite e
realizou-se a abordagem laparoscépica, utilizando-se Hélio. No grupo CH (n=8), fez-
se cirurgia simulada e realizou-se a abordagem laparoscoépica utilizando-se Hélio.
Em todos os animais foi feito o tratamento da cavidade com lavagem com solucéo
salina e foi usado antibidtico sistémico. Apdés 24 horas foi acessada a cavidade
abdominal para analise macro e microscopica, coletado sangue para leucometria e
dosagem de cortisol, interleucina IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e
0os animais foram mortos por sobredose. Os dados foram comparados entre o0s
grupos pelo teste do qui-quadrado e T de student, consideradas diferencas p<0,05.
Resultados: a macroscopia ndo se observou abscesso residual. Aderéncias
estavam presentes em todos os grupos sem diferenca significativa. Também néo
houve, a microscopia, diferenca entre os grupos quanto a edema de células
mesoteliais, exsudato fibrinoso, angiogénese, microabscessos e relacdo macréfago-
fibroblasto (M/F). A concentracéo sérica de cortisol e TNFa nao foi diferente entre os
grupos (p=0,17 e 0,18, respectivamente). A concentracdo de IL-1 foi maior nos
grupos com peritonite nos quais se empregou CO, (CC) ou Hélio (PH) em relacéo
aos grupos sem peritonite (p<0,001), mas sem diferenca entre eles (p=1,0).
Resultado semelhante foi encontrado na concentracao sérica de IL-6. Concluséo: a
inflamacéo local e a resposta imunoldgica sistémica em ratos submetidos a LPC e
abordados por via laparoscépica com insuflagdo com CO, ou Hélio ndo mostrou
diferenca.

Palavras-chave: Sepse. Imunossupressao. Ligadura e Puncdo do Ceco. Citocinas e
Pneumoperiténio.



ABSTRACT

Background: peritonitis is inflammation of the secondary peritoneum of a
heterogeneous group of conditions very common in surgical practice whose severity
varies from mild infections to catastrophic. The laparoscopic approach to this
condition has been successfully employed. Data from the literature suggest that the
type of gas used to perform the pneumoperitoneum can affect the local and systemic
inflammatory response. Objective: Verify local inflammation and the systemic
immune response in rats submitted to laparoscopic cecal ligation and puncture (CLP)
using helium or CO,. Method: Male Wistar rats were randomly assigned to four
groups. In the PC group (n = 8), peritonitis was induced and a laparoscopic method
was performed using CO2. In the CC group (n = 8), we performed simulated surgery
and the laparoscopic method using CO2. In the PH group (n = 8), peritonitis was
induced and the laparoscopic approach was performed using Helium. In the CH
group (n = 8), a simulated surgery was performed and the laparoscopic approach
was performed using Helium. All animals were treated with saline lavage and a
systemic antibiotic was used. After 24 hours the abdominal cavity was accessed for
macro and microscopic analysis, blood was collected for leucometria and dosage of
cortisol, interleukin IL-1, IL-6 and tumor necrosis factor alpha (TNFa) and the animals
were killed by overdose. Data were compared between the groups by qui-quadrado
and Student's T test, considered differences p <0.05. Results: Residual abscess
wasn’t observed at macroscopy. Adhesions were present in all groups without
significant difference. There was also no difference in microscopy between groups,
such as angiogenesis, mesothelial cell edema, fibrinous exudate, presence of
microabcesses and macrophage/fibroblast (M/F) ratio. The serum concentration of
cortisol and TNFa was not different between the groups (p=0.17 and 0.18,
respectively). The concentration of IL-1 was higher in the groups with peritonitis in
which CO; (CC) or helium (PH) comparing to the groups without peritonitis (p<0.001)
but without difference between them (p=1,0). A similar result was observed in the
serum concentration of IL-6. Conclusion: The local inflammation and systemic
immune response in rats submitted to cecal ligation and puncture (CLP) and treated
by laparoscopy with CO, or helium insufflation showed no difference.

Keywords: Sepsis. Immunosuppression. Cecal ligation and puncture. Cytokines and
Pneumoperitoneum.
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1 INTRODUCAO

O termo peritonite refere-se a inflamacdo do peritdnio por qualquer causa,
enquanto o termo infeccédo intra-abdominal diz respeito a peritonite causada por
microorganismos patogénicos. Como a maior parte das peritonites que cursam com
repercussao organica, sinais e sintomas como: dor abdominal, febre, taquicardia e
taquipnéia sdo causadas por bactérias, esses termos s&o usados como sindnimos™>.
Essa inflamacao é a expresséao final de um grupo heterogéneo de afec¢cdes muito
comuns na pratica cirdrgica, cuja gravidade da apresentacdo clinica varia
consideravelmente, desde infecgcbes de menor repercussdo na fisiologia com
discreta manifestacdo clinica ou nenhuma alteracdo dos dados vitais do individuo
com possibilidade de tratamento domiciliar até quadros catastroficos com faléncia
multipla de 6rgdos e sistemas (FMOS) ou morte*°.

Uma sequéncia de eventos bioldgicos mediados por moléculas e efetivadas
por produtos celulares, células, tecidos, 6rgdos e sistemas inicia-se um a partir do
contato de particulas imunologicamente ativas, presentes na superficie de
microorganismos patogénicos, com células de reconhecimento presentes da
cavidade peritoneal com objetivo de eliminar a particula invasora e reestabelecer a

homeostase local e sistémica®’® ¢ °,

Essas particulas chamadas endotoxinas
bacterianas entram em contato com as células do sistema imune desencadeando o
que é chamado resposta inata’. Os primeiros resultados dessa interacdo s&o
caracterizados no tecido por achados histopatolégicos como: vasodilatacdo, edema
e exsudacdo local, que favorece a incorporacdo de moléculas imunogénicas, restos
celulares e os proprios microrganismos pelo sistema imune. Assim, o material
incorporado alcanca a circulacdo sistémica por via hematogénica e linfatica -
linfaticos peritoneais que drenam para o ducto toracico®. Essa exsudac&o favorece o
aumento na producgdo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucinas (IL)
pré-inflamatérias pelos macrofagos peritoneais, 0 que ocorre precocemente na
sepse’.

A sindrome de faléncia multipla de 6érgdos e sistemas (FMOS) associada a
sepse abdominal parece relacionar-se a incapacidade de células do sistema imune
promoverem a fagocitose, com producdo aumentada de moléculas pro-inflamatérias
e de prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2 e PGI2)"°. Acredita-se que essa

resposta seja proporcional a intensidade da leséo tecidual, e presumivelmente é
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correspondente as alteracdes na resposta imunolégica do individuo'®. Com efeito,
uma resposta exagerada a infecgdo com uma fase pré-inflamatdria muito exuberante
serda prejudicial ao promover feedback negativo no sentido de coibir esse estado
“hiperinflamatdrio” que, paradoxalmente, promove um estado de imunossupressao™”.
A amplitude do ciclo imunossupressor que segue ao estado pro-inflamatério inicial
também é proporcional & intensidade da lesdo tecidual’>. O comprometimento
imunologico a que se faz referéncia acima corresponde clinicamente as
complicacBes pos-operatdrias caracterizadas pelo aumento da morbidade cirurgica,
sindrome da resposta inflamatéria sistémica, sepse e morte™®,

A laparoscopia tem sido empregada com sucesso no tratamento da sepse de
origem abdominal e foi demonstrado ndo haver diferenca na mortalidade pos-
operatoria e no indice de reoperacfes precoce quando se compara essa via de
acesso com a resseccao cirurgica tradicional, por laparotomia, em pacientes com
peritonite®. Especialistas utilizam essa via de acesso desde o fim do século XIX com
finalidade de diagnéstico’®. A partir da incorporacdo de novas tecnologias, do
aumento da utilizacdo pelos médicos e do préprio avanco experimentado pela
ciéncia, especialmente pela cirurgia, no século XX ela expande suas potencialidades
para procedimentos terapéuticos’®. Verifica-se que a partir do relato da
colecistectomia laparoscoépica realizada em 1987 por Philippe Mouret em Lyon na
Franca ocorre aumento exponencial do seu uso terapéutico'®. A melhora de
indicadores clinicos séo atribuidas a essa via de acesso em relacao a laparotomia,
como: taxas de infeccdo da ferida cirGrgica menores, necessidade menor do uso de
analgésicos no pds-operatorio imediato, reducdo da morbidade considerando
cirurgias ndo complicadas, sem necessidade de re-internacdo, e,
consequentemente, periodos mais curtos de internacdo™. A laparoscopia classica
exige aumento da pressdo intra-abdominal, que é obtida tradicionalmente por
insuflacdo de gas na cavidade peritoneal e denominada: pneumoperitbneo. Foi
postulado que a resposta enddcrino metabdlica evocada nos individuos submetidos
a laparoscopia é influenciada, entre outras coisas, pelo tipo de gas utilizado nesse
processo’®. Essa resposta inflamatéria, citada por Rosch como sendo influenciada
pelo tipo de gas utilizado para confecgéo do pneumoperitdnio™® acontece a partir de
modificacdes iniciadas por linfaticos, macrofagos e pela migracdo de neutrdéfilos
polimorfonucleares peritoneais estimulados pela acdo de microorganismos

patogénicos®*. Os macréfagos sdo continuamente renovados a partir da populacéo
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de mondcitos circulantes e conhecidos por sua intensa atividade antimicrobiana®. A
ativacdo dessas células se expressa pela producédo de receptores de membrana Fc
e C3, aumento da capacidade fagocitaria, apresentacdo de antigenos da resposta
imunologica mediada por linfocitos, além da liberacdo de outras moléculas
importantes na inflamacéo local e sisttmica como citocinas pro-inflamatorias,
prostagladinas e leucotrienos®’.

Nos casos de peritonite, os macrofagos assumem fendtipo caracteristico,
reduzem a atividade da adenosina monofosfato (AMP) ciclico'® e, sob estimulo de
endotoxinas, secretam espontaneamente grandes quantidades de prostaglandinas
vasodilatadoras, como a PGE2 e PGI2, além de citocinas proé-inflamatoérias, como
interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8), além de TNFa*®. As moléculas secretadas por essas
células séo responsaveis pela exsudacao peritoneal, ativacdo das defesas locais,
quimiotaxia para polimorfonucleares e estimulo a fagocitose?®. Todavia, quando
existe producdo exagerada de citocinas pro-inflamatéria, o processo evolui com
leséo tecidual por aumento dos niveis de Oxido nitrico, reducdo da opsonizacédo de
bactérias e FMOS" %1%,

Considerando a importancia do macréfago na modulacdo da inflamacao,
propde-se nesse experimento registrar sua atividade verificando os niveis séricos de
IL-1, IL-6 e TNFa, com finalidade especifica de comparar a influéncia de dois
diferentes gases: gas Hélio e CO; na atividade celular no organismo vivo. Em tese,
essa producao reflete a funcionalidade dessas células e a capacidade delas de
promover a defesa do organismo contra microrganismos patogénicos.

O gas mais utilizado para a insuflacdo da cavidade abdominal durante o
procedimento de laparoscopia é o didxido de carbono (CO,)%. A utilizacdo do CO;
nos procedimentos de laparoscopia remonta a década de 1920, por Richard
ZolliKofer, que propés seu uso defendendo tratar-se do gas de eleicdo devido a sua
rapida absorcdo, a existéncia de via de eliminacdo fisiolégica e a facilidade na
obtenc&o™®. Ele é um gas inodoro e incolor, com massa molecular de 44,01 g/mol,
tem alta solubilidade, com coeficiente de solubilidade de Oswald de 0,5195%*, 60
vezes maior que a do Hélio, por exemplo®™. No pneumoperitdnio com CO,, ha
reabsorcdo desse gas e, consequentemente, uma hipercarbia que é diretamente
proporcional a pressdo intra-abdominal estabelecida para o pneumoperiténio?.

Modificacdes celulares, enddcrinas, metabdlicas, cardiopulmonares, peritoneais e
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imunoldgicas sao esperadas a partir da injecéo intraperitoneal de CO, com vistas ao
estabelecimento de pneumoperiténio?’.

O Hélio € um gas inerte, incolor, inodoro, ndo combustivel e relativamente
barato, que se supde ter a mesma capacidade do CO, de promover a exposi¢cao dos
orgaos abdominais, sem os efeitos metabolicos indesejaveis atribuidos a este ultimo,
portanto estudos que investiguem a utilizacdo do hélio como alternativa ao gas
tradicionalmente utilizado para pneumoperitdneo devem ser estimulados?’. Contudo,
o Hélio é muito menos soluvel que o CO,, 0 que se associa a alguns inconvenientes
para seu uso clinico®™. Destacam-se, entre esses riscos, embolia gasosa e a
auséncia de uma via de eliminacéo fisioldgica para esse gas. Foram descritos casos
de enfisema subcutaneo com durag¢do de cinco dias em pacientes submetidos a
colecistectomia videoassistida*. J4 a embolia gasosa assintomatica € um evento
relativamente frequente, mas eventos trombdticos clinicamente significativos sdo
raros. Tem-se mostrado que a embolia por Hélio € bem mais importante quando
comparada com CO, e pequena quantidade do gas, como 2 mL/kg, pode ser fatal.
Portanto, em pacientes submetidos a laparoscopia utilizando o Hélio deve ser
considerado um sistema de monitorizacao adicional com ecografia transesofagica ou
dopller transtoracico, assim como estudo pré-operatoério que exclua o diagnéstico de
persisténcia do forame oval*’. Outro desafio é a dificuldade na obtencédo do gas
Hélio com a pureza necessaria para uso clinico, além das dificuldades legais para
aplicacdo em seres humanos®?

Modificacbes na funcdo do sistema imunolégico promovidas pelo
pneumoperitbnio com CO, foram estudadas em modelo animal no qual utilizou-se
esse gas a uma pressao de 15 mmHg por 60 minutos com o objetivo de verificar a
perfusdo intestinal, a liberacdo de radicais livres do oxigénio e a translocacéo
bacteriana, comparando 0s microrganismos encontrados no ceco com aqueles
recuperados dos linfonodos e ¢6rgdos abdominais?®®. Nesse experimento os
resultados encontrados sugerem que a pressdo intra-abdominal elevada causa
isquemia intestinal e liberacdo de radicais livres do oxigénio e facilita a translocacéo
bacteriana®®. Outro estudo que também mostrou que procedimentos laparoscépicos
reduzem a capacidade do individuo se defender de microrganismos patogénicos foi
realizado inoculando amostras de Listeria monocitogenes em ratos e verificando-se
gue o pneumoperitbnio com CO, diminuem a resposta imunoldgica intraperitoneal e

impbe dificuldades a eliminacdo dos microrganismos nos ratos que receberam
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CO,”. Outros experimentos que estudaram a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias sugerem também existir inibicdo da atividade do macrofago, mesmo
gue transitoria e que o mecanismo responsavel por esse efeito esta relacionado a
diminuicéo do potencial hidrogeniénico (pH) do meio intra e extracelular®®=3,

A inibicdo da resposta inflamatéria apds a cirurgia laparoscépica deve ocorrer
e ser mediada pela acidificacdo verificada nas células peritoneais, sendo protetora
para os individuos que se submetem ao procedimento por essa via de acesso®*3° .
Por outro lado, niveis de TNFa menos pronunciados foram considerados um efeito
deletério verificado nos individuos submetidos ao pneumoperitdnio com CO, e sua
ocorréncia associou-se a elevado numero de metastase peritoneais e incisionais em
modelo animal®*’. Foi encontrada inflamac&o peritoneal discretamente aumentada em
ratos sépticos que receberam CO; e verificaram-se niveis de bacteremia inferiores
em ratos que receberam Hélio®®. Também se registrou mortalidade semelhante entre
animais submetidos a peritonite, por inoculacdo de bactéria viva e bario, e
laparotomia ou pneumoperiténio com CO,, porém menor que 0s do grupo que nao
recebeu CO, e concluiu-se a partir dessa experimentacdo que o procedimento de
insuflacdo da cavidade com CO, tem efeito inibidor na evolucdo da inflamacgéao
peritoneal induzida por E. coli, esse efeito foi atribuido também a propriedades
bacteriostaticas do CO,*. A atividade inflamatéria medida pela atividade da
mieloperoxidase foi comparada em grupos de animais com pancreatite e submetidos
a laparotomia e pneumoperitdbnio com CO,, cujos resultados foram controversos.
Niveis semelhantes da enzima foram descritos nos dois grupos®. Outros autores
relataram beneficio do procedimento de insuflacdo com niveis de mieloperoxidase
reduzidos no grupo submetido ao pneumoperitbnio com CO, em relacdo ao grupo

controle®.

Ensaios clinicos tém revelado que a utlizacdo do Hélio para promover
pneumoperitbnio é relativamente segura e exerce menos influéncia na regulacao

acido-base dos pacientes* 4%,

Contudo o experimento realizado em suinos
evidenciou que as alteracdes fisiologicas induzidas pelo pneumoperitbnio parecem
ter estreita relacdo com o desenvolvimento de acidose metabélica®®. Observou-se
nesse estudo que as alteracdes hemodinamicas notadas cursam com hipofluxo
renal; independem do gas utilizado para confecgdo do pneumoperitbnio se Hélio ou

CO,; promovem reducdo no débito cardiaco; pioram a perfusdo; agravam o edema
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tissular; e resultam em aumento de metabdlitos do processamento anaerdbico, em
particular do &cido latico, consequentemente, com reducéo do pH*. Considerando-
se dados desse experimento*®, pressupde-se que as alteracdes de pH se relacionem
mais a pressao intraperitoneal do que as propriedades do gas utilizado no
procedimento. Porém, outros autores afirmam que a acidificacdo peritoneal
promovida pelo peneumoperiténio com CO, € um atributo especifico desse géas e
gue nao € abolida nem mesmo pela intubacéo traqueal e hiperventilacdo que seria é
capaz de eliminar pela via pulmonar parte do CO, responsavel pela acidose®’.
Independente da origem, a acidose encontrada em individuos submetidos a

laparoscopia®®*’

€, segundo Hanly (2005), responsavel pelos efeitos benéficos
associados a cirurgia minimamente invasiva classica quando comparada a
laparotomia ou quando se confronta os resultados do procedimento tradicional,
pneumoperitdnio com CO,, com o mesmo procedimento utilizando Hélio*®. Foi
demonstrado que a preservagdo da resposta imunolégica foi mais efetiva no grupo
que utilizou Hélio quando comparado aquele que usou CO,, mas a medida de
citocinas pré-inflamatérias, como a IL-6, foi semelhante®®.

Em modelo experimental que estudou o impacto do pneumoperiténio de CO,
ou Hélio comparando-os com a laparotomia, encontrou-se que o procedimento
utilizando CO, aumenta a sobrevida ap0s a sepse abdominal e pode ser benéfico
em condices de contaminacdo bacteriana da cavidade abdominal®®*. Também se
verificou mais sobrevida no grupo de animais submetidos a insuflacdo da cavidade
abdominal com CO, em modelo de sepse induzida por lipopolissacarideo (LPS), o
que ndo foi observado na insuflacdo da cavidade com Hélio ou ar**. Além disso,
nesse estudo o pneumoperitbnio com CO, promoveu aumento da IL-10 e reduc¢éo do
TNFa, sugerindo que esse procedimento reduziu a mortalidade provavelmente por
um mecanismo de retroalimentacéo negativa da IL-10-mediada pelo TNFa**. Esse
efeito estd associado a acidificagcdo da cavidade peritoneal, seja por insuflacéo
abdominal com CO; ou por instilacdo local de &cido tamponado, e o nivel de
acidificacdo do meio correlaciona-se com o0 grau de supressao da resposta
inflamatoria. O Hélio € um gas inerte e portanto segundo Hanly (2006) teria uma
capacidade inferior ao CO, de promover a acidificacdo da cavidade peritoneal e
consequentemente de conseguir efeito protetor sobre a mortalidade®®.

Considerando a hipétese que existe diferencas comportamento dos dois tipos

de gases utilizados para insuflacdo da cavidade abdominal como as relatadas



22

relatadas acima empreendeu-se essa experimentagdo que teve por objetivo
comparar o efeito do gas sobre a resposta inflamatéria.

2 OBJETIVOS

Verificar a intensidade da resposta inflamatoria peritoneal e sistémica em
ratos com sepse de origem abdominal e tratados com irrigacdo de solucéo fisiologica
a 0,9% pela via laparoscépica utilizando-se dois gases diferentes, CO, e Hélio, para

confecgcdo do pneumoperiténio.
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3 RELEVANCIA

A sepse abdominal continua sendo uma condi¢cdo associada a alta morbidade
e mortalidade. Apesar de recentes progressos na compreensdo dos eventos a essa
afeccdo, verifica-se que o niumero de pacientes acometidos vem aumentando e 0s
indices de recuperacdo Vvém se alterando pouco. Assim, muitos aspectos
relacionados a fisiopatologia da sepse abdominal e repercussdes de seu tratamento
merecem mais elucidagdo, visando determinar tratamentos mais eficazes com
menor dano colateral. Tendo em vista a crescente utilizacdo da cirurgia
laparoscopica em seu tratamento, os resultados do presente estudo podem vir a ser
Gteis na compreensao da resposta organica ao tratamento cirlrgico de pacientes
com sepse de origem abdominal que tenha indicacdo de tratamento cirlrgico no

curso de sua evolugéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

Segue abaixo um descritivo dos meterias e dos métodos utilizados durante a

elaboracao da pesquisa e confeccéo da presente tese.

4.1 Animais utilizados e cuidados dispensados

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFMG) sob o registro namero 417/2015. Utilizaram-se 32 ratos Wistar,
machos, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB-UFMG) e acomodados no depositario de pequenos animais da Faculdade
Medicina da UFMG pelo periodo de aclimatacdo de 20 dias antes da
experimentagao.

Todos os animais foram acomodados em gaiolas coletivas de poliuretano,
com populacdo maxima de seis animais por gaiola, com dimensdes de 20X30X45
cm, tampas de ago inoxidavel, forradas com serragem de madeira branca e atoxica.
Utilizou-se recipiente para agua graduado, de polietileno e atéxico. As gaiolas foram
colocadas em ambiente seco, a temperatura ambiente, com fotoperiodo de 12 horas
(claro/escuro), agua potavel e racdo padrdo para ratos (NOVILABE/MERCAVET
S/A.) oferecido livremente em quantidades recomendadas para a espécie/idade.

4.2 Delineamento experimental
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Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos
experimentais:
PC (n=08), confeccdo pneumoperitbnio com CO,, inducdo da peritonite, tratamento
padrao sob laparoscopia com COy;
CC (n=08), confeccdo de pneumoperitbnio com CO,, laparoscopia, tratamento
padrao sob laparoscopia com COy;
PH (n=08), confeccdo pneumoperitbnio com Hélio, inducdo da peritonite,
tratamento padréo sob laparoscopia com hélio;
CH (n=08), confeccdo de pneumoperitbnio com Hélio, laparoscopia, tratamento
padrdo sob laparoscopia com Hélio.

4.3 Inducédo da peritonite

Os animais foram retirados do Centro de Bioterismo no dia do experimento,
identificados, pesados e seus dados anotados em planilha do Microsoft Office Excel
Home Business 2016.

Para anestesia dos animais, as drogas foram previamente diluidas, o animal
contido pelo pesquisador e um auxiliar fez a aplicagéo. Utilizou-se para a anestesia a
associacdo de quetamina (Cristalia Prod Quim Farmac Ltda. Itapira SP) na dose de
40 mg/kg em associacdo com xylazine (Schering-Plough, Cotia SP) na dose de 8
mg/kg. Os anestésicos foram administrados por via intramuscular no dorso posterior
a esquerda. Todos os animais receberam também 30 mg/kg de Cefitriaxona
(ROCEPHIN, Roche), via intramuscular no dorso posterior a direita em dose Unica.
No pés-operatério ofereceu-se por gavagem gastrica dose Unica diaria de ibuprofeno
correspondente a 10 mg/kg durante o periodo de observacdo®.

Em seguida, o animal foi posicionado em placa de cortica em decubito dorsal
e imobilizado com a contencdo das patas e da cauda com fita adesiva para inducéo
da peritonite segundo modelo ja estabelecido®. Foi realizada tonsura da pelagem da
parede abdominal anterior e antissepsia da regido com solucao de clorhexidine a
2%. Para o procedimento cirargico utilizaram-se luvas e instrumentos cirlrgicos
estéreis e um trocarte de 2 mm foi colocado na linha mediana a 3 cm do apéndice

xifoide para introducdo da Optica. Fez-se incisdo de 6,0 mm na fossa iliaca
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esquerda, onde se posicionou dispositivo de ligadura elastica. Foi realizada sutura
com fio categute cromado 4.0 no contorno do trocarte e do dispositivo de ligadura
elastica para impedir o escape de ar.

Em seguida, confeccionou-se pneumoperitbnio até 12 mmHg com o gas
correspondente  ao grupo estudado, por insuflador automético eletrdnico
desenvolvido pelo grupo de pesquisadores, cujas especificacdes técnicas seguem
os padrdes do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).
O insuflador foi conectado a um jelco niamero 14 posicionado no hipocondrio direito
do animal, propiciando o monitoramento: da presséo intraperitonea; do volume de
gas infundido; e da determinacéo da velocidade do fluxo de infuséo.

Utilizando-se videolaparoscopio convencional e optica 0° e 2 mm, fez-se o
inventario da cavidade com identificacdo do ceco. Por meio do dispositivo de
ligadura introduziu-se pingca de preensdo com 20 cm de comprimento, compativel
com trocarte de 2 mm, com a qual o ceco foi pincado e tracionado 10 mm para o
interior da canula do dispositivo. Disparou-se a banda elastica do dispositivo,
formando um estrangulamento semelhante a um diverticulo. Essa bolsa cecal foi
perfurada seccionando-se 30% da circunferéncia da mesma com tesoura de 20 cm
de comprimento, compativel com trocarte de 2 mm, e introduzida pela canula do
dispositivo de ligadura, permitindo extravasamento de conteudo fecal para a
cavidade abdominal (FIG. 1).

No grupo-controle foi seguida a metodologia até a identificacdo do ceco, com
sua preenséao, sem que fosse feita a ligadura com confec¢éo da bolsa e a sec¢céo da
parede cecal. Passados 15 minutos, o pneumoperitonio foi desfeito, retirados o
trocarte e o dispositivo de ligadura, as incisdes suturadas com fio categute cromado

4-0 e o animal acomodado em gaiola apropriada, conforme descrito anteriormente.
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FIGURA 1 — Laparoscopia mostrando confec¢éao da bolsa cecal em rato Wistar

A) Preensdo do ceco do rato. B) Pincamento e tracdo do ceco para o interior do dispositivo de
ligadura elastica (seta preta). C) Seccdo de 30% da circunferéncia da bolsa cecal. D)
extravasamento de conteudo fecal para cavidade abdominal.

Fonte: Autoria propria.

4.4 Tratamento da peritonite

Duas horas apo0s a inducdo da peritonite, os animais foram novamente
anestesiados, posicionados e submetidos a antissepsia da regido epilada, conforme
descrito anteriormente. Desfez-se a sutura da parede abdominal e posicionou-se
novamente no mesmo sitio, linha mediana a 3 cm do apéndice xifoide, um trocarte

de 2 mm. Nos rebordos costais direito e esquerdo dois jelcos numero 14 foram
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posicionados (FIG. 2) e realizou-se sutura com fio categute cromado 4.0 no contorno
do trocarte para impedir o escape de gas. Em seguida, confeccionou-se
pneumoperitbnio até 12 mmHg com gas correspondente ao grupo de estudo, por
insuflador automatico eletrénico ja descrito. Utilizando-se videolaparoscopio
convencional e 6tica 0° e 2 mm, foi feito o inventario da cavidade com identificacdo
da bolsa cecal seccionada. Em seguida, a cavidade abdominal foi lavada irrigando-
se duas vezes com 5 mL de solucédo salina a 0,9% aquecida a 37°C, no total de 10
mL, por meio de seringa de 10 mL conectada ao jelco. Utilizando-se 0 mesmo
dispositivo conectado a uma seringa de 20 mL, foi feita a aspiracao de todo o liquido
livre na cavidade. Passados 15 minutos, o pneumoperitbnio foi desfeito, retirados o
trocarte e os jelcos e, entédo, procedeu-se ao fechamento da parede abdominal em

plano Unico com categute cromado 4-0.

FIGURA 2 — Posicionamento do trocante e dispositivos plasticos para tratamento da
peritonite em rato Wistar
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Fonte: Autoria Propria

4.5 Coleta de amostras

Depois de 24 horas da realizacdo das cirurgias, os animais foram novamente
anestesiados para coleta das amostras de tecido para histologia e sangue da veia
cava inferior para quantificacdo de citocinas e cortizol. Em seguida, procedeu-se a
eutanasia dos animais por meio de superdosagem de quetamina (Cristalia Prod
Quim Farmac Ltda. Itapira SP) na dose de 120 mg/kg. Feita nova laparotomia, foram
identificadas e classificadas as alteragBes macroscoépicas no coto da bolsa cecal. As
alteracdes macroscopicas pesquisadas foram o nimero e o grau das aderéncias
(frouxas — I; firmes - 1I; e muito firmes — Ill, QUAD. 1).

Foram também avaliados os érgaos envolvidos, a existéncia de abscessos pericecal,
se havia ou néo peritonite generalizada ou localizada, e em quantos quadrantes, e
fistulas tamponadas e por quais 6rgéos>?.
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QUADRO 1 - Classificacdo das aderéncias entre a ligadura e o peritbnio ou outras
visceras

Classificacao Caracteristicas
Grau | - Frouxa Desprendendo facilmente & manipulagéo.
Grau Il - Firmes Desprendendo facilmente a tracdo das estruturas.
Grau Il - Muito firmes N&o desprendendo facilmente a tracdo das estruturas.

Fonte: Bicalho (2013)52.

4.6 Histologia

Fragmentos de peritbnio parietal foram colhidos na linha média na regido
superior e inferior do abdome que em seguida foram fixados em formol a 10% e,
apos 24 horas, incluidos em blocos de parafina. A partir desses foram obtidos cortes
histoldgicos corados pela hematoxilina-eosina. No material fez-se o exame
histopatoldgico com vistas a determinar a angiogénese (ausente, leve, moderada ou
acentuada) e o grau de inflamacdo a partir da quantificacdo do edema e
descamacdo das células mesoteliais (ausente, leve, moderada ou acentuada), a
presenca e a concentracdo de exsudato de fibrina sobre sobre o epitélio do peritbnio
parietal (ausente, leve, moderada ou acentuada), a formacéo de microabscessos e a
relacdo entre o numero de macréfagos e o numero de fibroblastos por campo de

maior aumento

4.7 Dosagem do cortisol, IL-1, IL-6, TNFa e leucometria

Foi coletado volume total de 4 mL de sangue venoso da veia cava inferior,
que foi distribuido em dois tubos de eppendorff com 2 mL cada, sendo em um deles
adicionado acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e no outro ndo foi adicionado
anticoagulante.

No dia do experimento, a amostra de sangue tratada com EDTA foi utilizada
para contagem e classificacdo eletrénica de células no sistema Sysmex SE 9500 e
Cell Dyn 4000. O valor referente a leucocitos bastonetes de cada animal foi anotado

para analise.
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A outra amostra, sem anticoagulante, foi centrifugada por 10 minutos,
separando-se 0 soro da porcéo celular. Esse procedimento foi repetido duas vezes.
Em seguida, o soro foi congelado a -80°C e descongelado somente no dia do
processamento. No dia da andlise, o soro foi descongelado a temperatura ambiente
e adicionou-se a placa de 96 pocos 50 ul do soro a 50 ul de solugéo tampéo e 18 pl
do reagente de deteccéo dos kits (cortisol FPIA ELISA Kit; RLBOO - Rat IL-1 beta/IL-
1F2 Quantikine ELISA Kit; LEGEND MAX™ Rat TNFa ELISA Kit; LEGEND MAX™
Rat IL-6 ELISA kit). Esse material foi incubado a temperatura ambiente por duas
horas. A seguir, lavou-se a placa com 500 yL da solucdo tampéao e centrifugou-se a
2.500 rotagbes por minuto (rpm), temperatura ambiente, por 10 minutos. O
sobrenadante foi entdo aspirado e adicionado a 200 pL de solucdo tampao. A
solucéo foi levada ao fotoespectémetro e anotados os valores relativos aos niveis

das citocinas segundo o programa computadorizado fornecido pelo fabricante.

4.8 Estatistica

Os resultados da macroscopia e da histologia foram comparados entre os
grupos pelo teste do qui-quadrado, com correcdo de Yates, sendo considerados
significativos valores de p<0,05. Os niveis de cortisol, citocinas e contagem de
leucdcitos bastonetes foram submetidos ao teste de normalidade, e aqueles com
distribuicdo normal comparados entre os grupos por meio do teste de analise de
variancia (ANOVA). Valores que apresentaram diferengca significativa foram
comparados dois a dois pelo teste t de Student e consideradas diferencas no nivel
de p<0,05. Variaveis com distribuicdo ndo normal foram comparadas pelo teste de

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

5 RESULTADOS
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Seréo apresentado abaixo os resultados obtidos na referida pesquisa

5.1. Microscopia

Nenhum animal apresentou sinal

macroscopico de peritonite residual,

abscesso intracavitario, fistulas ou dilatacdo de alcas. Porém, aderéncias foram

observadas em sete animais do grupo PC (87,5%) e em seis do grupo PH (75,0%),

mas nenhum animal do grupo CC ou/e CH teve aderéncia. No grupo PH, as

aderéncias foram frouxas em 25%, firmes em 50,0% e muito firmes 12,5% dos

animais. Ja no grupo PH as aderéncias foram frouxas em 12,5%, firmes em 12,5% e

muito firmes em 50,0% dos casos (TAB. 1). Os 6rgdos aderidos a ligadura foram no

grupo PC: omento, parede abdominal e intestino delgado. No grupo PH as

aderéncias ocorreram com: omento, parede abdominal (FIG. 3) e intestino delgado.

TABELA 1 — Numero e intensidade das aderéncias observadas a partir da inspecao

da cavidade peritoneal

Aderéncias Grupo PC Grupo CC Grupo PH Grupo CH p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
NdUmero 7 (87,5%) 0 6 (75,0%) 0
Intensidade  Grau | 2 (25%) 0 1(12,5%) 0
Grau I 4 (50%) 0 1 (12,5%) 0 0,091
Grau lll 1 (12,5%) 0 4 (50%) 0

Fonte: Autoria Propria
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FIGURA 3 — Aderéncia entre a ligadura e a parede abdominal (seta preta)

Fonte: Autoria Prépria

5.2 Microscopia do peritdnio parietal

A verificacdo de edema e descamacao de células mesoteliais mostraram
auséncia nos grupos PC e PC; no grupo PH um animal apresentou edema e
descamacdao leve (12,5%); também em dois animais do grupo CH foi constatada
essa mesma intensidade de edema e descamacao (25,0%), mas sem diferenca
estatistica entre os grupos (p=0,270). O exsudato de fibrina, estava ausente em
cinco animais (62,5%) do grupo PC, leve em dois (25,0%) e moderado em um
(12,5%); no grupo CC estava ausente em sete animais (87,5%) e leve em um
(12,5%); no grupo PH foi ausente em quatro casos (50,0%) e leve também em
quatro (50,0%); no grupo CH trés animais exibiam achados leve considerando essa
variavel (37,5%) e em cinco animais (62,5%) estavam ausentes; o exsudato de
fibrina sobre o epitélio teve distribuicdo semelhante entre os grupos (p=0,477). A
angiogénese verificada no grupo PC apresentou intensidade leve em dois animais
(25,0%), moderada em dois (25,0%) e acentuada em quatro (50,0%); no grupo CC,
foi moderada em cinco casos (62,5%) e acentuada em trés (37,5%); no grupo PH, foi



34

leve em um caso (12,5%), moderada em trés (37,5%) e acentuada em quatro
animais (50,0%); e no grupo HC foi leve em quatro animais (50,0%), moderada em
um (12,5%) e acentuada em trés (37,5%); ndo houve diferenca entre 0s grupos
(p=0,383). Microabscessos somente foram detectados nos grupos PH e CH, sendo
dois casos (25,0%) em cada um dos grupos, porém sem diferenca (p=0,51). A média
da relacdo macrofago/fibroblasto foi no grupo PC 0,21 + 0,02, no grupo CC 0,24 +
0,02, no grupo PH 0,25 + 0,04 e no grupo CH 0,33 + 0,09, sem diferenca entre os
grupos (TAB. 2 — FIG. 4 - p=0,629).

TABELA 2 — Apresentacéo dos achados histopatolégicos do periténio parietal

. Grupo PC Grupo cC Grupo PH  Grupo CH
Variavel _ _ — p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ausente 8 (100%) 8 (100%) 7 (87,5%) 6 (75%)
Edema e Leve 0 0 1(12,5%) 2 (25%)
descamacdo das
células mesoteliais Moderado 0 0 0 0 0,270
Acentuado 0 0 0 0
Ausente 5(62,5%) 7 (87,5%) 4 (50%) 5 (62,5%)
Exsudato fibrinoso Leve 2(25,5%) 1(12,5%) 4 (50%) 3 (37,5%)
Moderado 1(12,5%) 0 0 0 0,477
Acentuado 0 0 0 0
Angiogénese Ausente 0 0 0 0
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Leve 2 (25,5%) 0 1 (12,5%) 4 (50%)

Moderada 2 (25,5%) 5 (62,5%) 3 (37,5%) 1(12,5%) 0,383

Acentuada 4 (50%) 3 (37,5%) 4 (50%) 3 (37,5%)
Microabscessos Ausente 8 (100%) 8 (100%) 6 (75%) 6 (75%)

Presente 0 0 2 (25%) 2 (25%) oot
Relacédo macrofago 0,21 +0,02 0,24 +0,02 0,25+0,04 0,33+0,09 0,629

[fibroblasto

Fonte: Autoria Propria

FIGURA 4 — Histologia de peritbnio parietal mostrando macréfago peritoneal. Grupo
PC.
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Fonte: Autoria Prépria

5.3 Quantificacao de cortisol, IL-1, IL-6 e TNFa

A mediana e os valores maximos e minimos dos niveis sérico de cortisol sdo
apresentados na TAB. 3.

TABELA 3 — Medianas, valores minimos e maximos dos niveis séricos de cortisol

CORTISOL

Grupo PC cC PH CH
Mediana 0,7 0,8 0,6 0,6
Min 0,31 0,58 0,42 0,16
Max 1,19 1,4 1,24 0,99

Fonte: Autoria Prépria

Como pode ser observado no GRAF. 1, as amostras analisadas revelaram
gue a média de cortisol, (expressa em ng/mL), foi de 0,72 + 0,33 no grupo PC; 0,88
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+ 0,28 no grupo CC; 0,69 = 0,27 no grupo PH; e 0,56 + 0,26 no grupo CH, sem

diferenca entre os grupos (p=0,17).

GRAFICO 1 - Comparagéo da variacdo verificada nos valores dos niveis de cortisol

aferidos no sangue da veia cava gos grupos PC, CC, PH e CH
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1,00

0,757
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0,257

0,004

0,88 +0 28 ‘|'
0.72/+0,33
0,69 +0.27
- T 0.56+0 26
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As médias correspondem aos nimeros inscritos dentro da caixa. Medianas,
valores maximos e minimos e a variacio interquatilica sdo mostradas no eixo y.

Fonte: Autoria Propria

A TAB. 4 apresenta os dados referentes as medianas, maximos e minimo

para os niveis de IL-1, IL-6 e TNFa para os grupos PC, CC, PH e CH

TABELA 4 — Medianas, valores minimos e maximos dos niveis séricos das citocinas:

IL-1, IL-6 e TNFa
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Grupo PC CcC PH CH
IL-1
Mediana 183,32 47,17 211,305 33,24
Min 63,25 11,26 99,7 6,97
Max 290,53 82,55 326,98 91,12
IL-6
Mediana 175,045 33,75 166,51 40,135
Min 72,15 17,5 41,59 14,09
Max 305,09 74,11 361,63 146,44
TNFa
Mediana 12,35 30,52 92,03 36,01
Min 0 0 0 0
Max 48 168 103 83

Fonte: Autoria Propria

Analisando-se 0 GRAF. 2 pode-se observar que a concentragédo de IL-1,
expressa em pg/mL apresentou uma média de 176,35 + 73,07 no grupo PC, 48,45 +
27,18 no grupo CC, 207,29 + 81,65 no grupo PH e 41,99 + 27,21 no grupo CH.

GRAFICO 2 — Comparacéo da variacdo verificada nos valores de IL-1 medidos no
sangue da veia cava dos animais dos grupos PP, CC, PH e CH
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As médias correspondem aos nimeros inscritos dentro da caixa. Medianas,
valores maximos e minimos e a variacéo interquatilica séo mostradas no eixo y.

Fonte: Autoria Propria

A andlise multivariada revelou diferengca entre os grupos (p<0,001).
Comparando os grupos dois a dois, a concentracao de IL-1 mostrou diferenca entre
os grupos PC e CC (p<0,001) e PH e CH (p<0,001).

Analisando-se 0 GRAF. 3 pode-se concluir que a concentracdo da IL-6,
expressa em pg/mL, apresentou uma média de 189,19 + 69,10 no grupo PC, 41,50 +
20,02 no grupo CC, 179,32 + 111,64 no grupo PH e de 56,11 + 44,49 no grupo CH.

A andlise multivariada do referido grafico leva-se a concluir que apresenta-se
uma diferenca nos valores de IL-6 entre os grupos (p<0,001) e as comparacdes
entre dois grupos mostraram diferencas entre os grupos PC e CC (p<0,001) e os
grupos PH e CH (p=0,009). N&ao houve diferenca significativa entre os grupos PC e
PH (p=1,000), CC e CH (p=1,000).

GRAFICO 3 — Comparacéo da varia¢do verificada nos valores de IL-6 aferidos no
sangue da veia cava dos animais dos grupos PC, CC, PH e CH
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Fonte: Autoria Prépria

Quanto ao fator de necrose tumoral alfa, as médias de concentracdes
encontradas, expressas em ng/mL, foram de 16,59 = 19,07 para o grupo PC, de
52,87 £ 62,85 para o grupo CC, 61,88 £+ 47,52 para o grupo PH e de 39,91 + 35,81
para o grupo CH. Nao houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,181). Tais

dados podem ser observados no GRAF. 4

GRAFICO 4 — Comparac&o da variagio verificadas nos valores de TNFa aferidos no
sangue da veia cava dos animais dos grupos PC, CC, PH e CH
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As médias correspondem aos nimeros inscritos dentro da caixa. Medianas, valores
mMaximos e minimos e a variacao interquatilica sdo mostradas no eixoy.

Fonte: Autoria Propria

A contagem de células jovens, bastonetes, nas amostras, teve como
resultado nos grupos PC, CC, PH e CH, respectivamente, 326 + 306,13, 109 *
56,148, 257,25 + 139,43, 92,50 + 55,14, com diferenca entre os grupos (p=0,018).
Comparando os grupos dois a dois, verificou-se que existia diferenca somente entre
os grupos PH e CH (p=0,015), sendo que o grupo PH mostrou maior contagem

leucocitaria do que o grupo-controle. Tais dados podem ser observados no GRAF. 4

GRAFICO 5 — Comparagcéo da variacdo verificada nos valores de bastonetes
aferidos no sangue da veia cava dos animais dos grupos PC, CC, PH e CH
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Fonte: Autoria Prépria

6 DISCUSSAO
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A peritonite é afeccdo que cursa com elevados indices de mortalidade, e o
controle da fonte de infeccdo é a principal condicdo para o0 sucesso do
tratamento™°°°. A utilizacdo de taticas cir(rgicas menos invasivas, em particular a
drenagem percutanea e a cirurgia laparoscoépica, tem sido op¢ao para os cirurgides
gue em seu cotidiano sao confrontados com infec¢cées abdominais complexas em
pacientes com caracteristicas desfavoraveis e comorbidades como diabetes,
obesidade, idade avancada e imunossupressdo. Nesses casos, 0 impacto de uma
laparotomia, apesar de primordial para controle da fonte de infeccdo, pode ser um
preco alto a ser pago considerando condigbes fisiolégicas limitrofes®. A utilizacdo
cada vez maior de taticas de abordagem cirargica menos invasivas justifica a
realizacdo de estudos que investiguem a influéncia da via de acesso para tratamento
da sepse abdominal na resposta do organismo a agressao cirdrgica, principalmente
nos mecanismos imunoldgicos, 0 que pode influenciar a tomada de decisdo entre
uma conduta mais ou menos invasiva ou uma via de acesso mais ou menos
traumatica, considerando-se as particularidades de cada caso e riscos e beneficios
dos procedimentos propostos.

A necessidade de investigar aspectos da sepses abdominais relacionados a
resposta local e sistémica incita a busca de modelos de experimentacédo animal que
reproduzam o comportamento do sistema imunolégico na vigéncia de sepse de
origem abdominal. Modelos experimentais tém sido empregados para inducdo de
peritonite, tais como deposicdo intraperitoneal de fezes com ou sem adjuvantes;
inoculagcdo de microrganismos com cepas e quantidade definidas com ou sem
adjuvantes ou por meio da confeccao de uma fonte enddégena de contaminacao
fecal, promovendo-se uma solu¢do de continuidade no intestino do animal. Neste
altimo, sdo bem estabelecidas a ligadura a puncao do ceco (LPC) e a aplicacdo de
prétese tubular no célon ascendente®.

O modelo que melhor representa uma cirurgia com peritonite polimicrobiana é
a LPC'*" que foi descrito por de Wichterman (1980) e resulta em choque séptico e
morte do animal em 24 a 48 horas ap0s a indugdo da peritonite, na auséncia de
tratamento®®. Observa-se que animais submetidos & LPC apresentam infecgéo
polimicrobiana associada a bacteremia, septicemia e alteragcbes hemodinamicas
caracterizadas por uma fase hiperdindmica precoce e hipodinamica tardia,
semelhante aquelas observadas na pratica clinica. Todavia, a quantificagdo precisa

do agravo continua representando um desafio para utilizacdo do modelo proposto
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por Wichterman (1980), justificado pela dificuldade em se reproduzir o procedimento
em alto nimero de animais>®. Além disso, como foi originalmente descrito, a LPC
nao prevé reposicado volémica nem o emprego de antimicrobianos, o que aumenta a
mortalidade e promove a falta de correlacdo entre o modelo e a realidade clinica. No
presente estudo animais foram tratados com antimicrobianos, essa modificagéo no
método foi sugerida por revisores de outros trabalhos do grupo e acatada
considerando a relevancia ética da sugestao.

A utilizacdo da LPC permite prever com relativa seguranca o indice de
mortalidade e o tempo de sobrevida dos animais calibrando o volume de fezes
liberado na cavidade peritoneal dos animais pelo calibre da agulha usada para
puncao e pelo nimero de puncdes produzidas no ceco dos individuos®®. O emprego
de um molde plastico de 3 mm de didametro como modificacdo do método para
realizagédo da LPC, buscando uniformiza¢do tamanho da “bolsa cecal” no modelo, foi
sugerido por Salgado Jr.®*. O uso de dispositivo de ligadura eléstica LPC foi descrito
pelos autores do presente estudo®, com o intuito de também de padronizar o
tamanho da bolsa cecal, homogeneizando o volume de tecido intestinal apreendido
em cada ligadura, facilitando o procedimento e reduzindo as discrepancias relatadas
por Mathiak®®, equiparando o dano sofrido por todos os animais dos grupos
submetidos ao procedimento e permitindo sua reproducgédo confiavel.

A escolha do modelo experimental é muito importante para 0 sucesso e
aplicabilidade clinica do estudo proposto, interferindo diretamente na avaliacdo da
variavel em estudo e, portanto, nos resultados obtidos. O modelo ideal de inducdo
de peritonite deve ser simples, tecnicamente facil de aprender e executar,
reprodutivel em grande numero de animais e deve proporcionar resultados
confiaveis, ou seja, indices de mortalidades previsiveis e consistentes, além de ter
boa padronizacdo, ser econdmico e dentro das normas estabelecidas pelos érgaos
de fiscalizagdo. Infelizmente, ndo existe um modelo com todas essas caracteristicas,
e entre os mais estudados a LPC tem sido eleita como método padrdo por varios
pesquisadores para avaliar a resposta imunologica em situagfes de sepses de
origem abdominal***’.

Pequenos animais sdo o0s mais frequentemente utilizados, pois as
caracteristicas das espécies proporcionam custo relativamente baixo de aquisicao,
acomodacéo e manutengéo62. Além disso, pode-se dispor de representativo niumero

de individuos geneticamente semelhantes com certa facilidade, rapidez e a custo
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acessivel. Outra vantagem é a existéncia, em escala comercial, de reagentes para
andlises bioquimicas, laboratérios com boa padronizacdo da citometria e
morfometria, sondas biolégicas para deteccéo de estruturas celulares e moleculares,
bem como numero crescente de animais com modificacbes genéticas especificas
permitindo o estudo de situacées clinicas particulares®*®*. Por outro lado, pequenos
roedores sao relativamente resistentes a endotoxinas, possuem perfil hemodinamico
diferente da espécie humana e volume circulante pequeno, o que prejudica analises
séricas repetidas e afericdo de parametros hemodinamicos de interesse.

A reduzida dimensédo dos animais também limita algumas terapias, que sao
rotineiramente utilizadas na unidade de cuidados intensivos em seres humanos em
estado critico, por exemplo, agueles com sepse de origem abdominal. O tamanho
dos animais também dificulta algumas afericbes importantes para avaliacdo da
evolugéo clinica®™ e também poderia interferir nos resultados, ocultando discretas
alteracdes relacionadas a variavel estudada, tendo em vista que procedimentos
utilizados como controle também iriam promover uma resposta endécrino-metabdlica
ao trauma e, consequentemente, alteracdes inflamatérias e imunoldgicas cujas
diferencas sejam indetectaveis pela metodologia aplicada, embora de fato existam.
Essa pode ser uma das justificativas para auséncia de diferenca nos valores de
cortisol encontrada entre os grupos neste trabalho.

Foram utilizados ratos Wistar nesse trabalho a sepse foi induzida por um
método semelhante a LPC por via laparoscopica com um dispositivo de ligadura
elastica. Nenhum dos animais estudados desenvolveu sinais macroscopicos de
peritonite, contrariando as observacdes de Hanly®®, que ddo conta da ocorréncia de
liquido peritoneal turvo, compativel com peritonite, 24 horas depois dos animais
serem submetidos & LPC também por via laparoscépica®®. Ha que se considerar que
a metodologia proposta por Hanly®® ndo previa o tratamento local da peritonite com
irrigacdo de SF 0,9%, como realizado pelos autores nesse modelo & semelhanca do
gue se realiza na pratica clinica.

A sepse é uma sindrome clinica potencialmente fatal induzida por infeccéo e
caracterizada por uma reacao inflamatoria disfuncional, que se inicia pela producao
de um conjunto de citocinas pro-inflamatorias a partir de células de reconhecimento,
conhecida como resposta imunologica inata, que ira se estender por alguns dias, e a
gual a maioria dos pacientes sobrevive. A essa fase inicial segue-se um periodo de

imunossupressdo, considerada a principal responsavel pela morbidade e
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mortalidade associadas & sepse®. A gravidade do quadro clinico da sindrome
depende, em parte, da agressividade dos patégenos envolvidos e também, talvez
principalmente, da disfuncdo imunolégica desenvolvida pelo hospedeiro e
caracterizada pela imunossupressao que se segue a producéo inicial das citocinas
pré-inflamatérias que Deng chamou de “tempestade de citocinas” (“cytokine
storm”)**. Em seu estudo Deng conclui que um dia apés a indugéo de peritonite em
ratos ocorre o “ponto de viragem” (turning point) da fase pro-inflamatoéria para
imunossupressao™. Portanto, é o momento ideal para se estudar o pico da citocinas
pro-inflamatodrias, como se realizou no presente estudo. Concebeu-se entdo essa
experimentacdo para compreender melhor como os gases utilizados para confecgéo
do pneumoperitonio irdo interferir na resposta imunologica de individuos sépticos
tratados por laparoscopia no pico da fase pré-inflamatéria, quando as citocinas
caracteristicas dessa fase estardo no momento de sua maior produgdo. O modelo
utilizado para esse fim verificou 0s niveis séricos das cictocinas pro-inflamatorias
produzidas um dia apés a inducéo da peritonite, portanto, exatamente no momento
proposto por Deng™! como sendo o do “ponto de viragem”.

Alteracdes fisiopatolégicas verificadas em modelos experimentais, que
ocorrem durante a evolucao dessa sindrome, sao caracterizadas por elevacdo dos
niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6 e TNFa, reducéo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e a ativacdo de véarias vias de sinalizacao
intracelulares nos leucdcitos, com expressdo aumentada de genes transcritores
especificos e cujo gatilho de deflagracdo ainda é incompreendido*®®®. Assim, tem-se
nos modelos animais de sepse uma fase inicial em que h&a aumento da producéo
das citocinas pré-inflamatérias, seguida de disfuncdo imunoldgica tardia, muito
semelhante ao que acontece na sepse clinica>®. A produgdo aumentada de IL-6 é
considerada fator independente de mau progndstico na sepse clinica e, da mesma
forma, altos niveis de IL-6 estdo estreitamente relacionados ao aumento da
mortalidade em ratos submetidos a LPC. Portanto, no modelo utilizado os niveis de
IL-6 indicam a gravidade da doenca em cada grupo’®.

O CO; € o gas mais utilizado para a insuflacdo da cavidade abdominal
durante o procedimento de laparoscopia®. Alguns autores tém demonstrado que a
insuflacdo da cavidade peritoneal com esse gas contribui para a atenuacdo da

30-33

resposta imunologica discutida anteriormente® =", In vitro e in vivo, a produgéo de

TNFa e IL-1 foi menor no grupo exposto a CO, em comparacédo ao Hélio**. Também
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foi observado em estudo in vitro que a reducdo do pH intra e extracelular e a
producdo menor de citocinas no grupo tratado com CO. foi atribuida a acidificacéo
do meio. Verificou-se, concomitantemente, que uma reducéo farmacologica do pH
intracelular também €& acompanhada de um efeito inibitdrio na producdo de
moléculas pré-inflamatérias de maneira semelhante ao que foi observado in vivo. A
partir desses referenciais, adotou-se como pressuposto que a acidificagdo induzida
pelo pneumoperitdnio com CO, contribui para a atenuacdo da resposta inflamatoria
durante a cirurgia laparoscopica, independentemente de sua origem. Entdo, o
presente estudo comparou parametros inflamatérios e imunolégicos de animais que
utiizaram CO, ou Hélio na confeccdo do pneumoperitbnio para tratamento
laparoscopico da sepse de origem abdominal, com irrigacdo de soro fisiolégico a
0,9%.

Eleftheriadis (1996)® utilizando modelo animal empregou CO, para confeccéo
do pneumoperitbnio a pressdo de 15 mmHg por 60 minutos e concluiu que a
pressdo intra-abdominal elevada causa isquemia intestinal, libera radicais livres do
oxigénio e facilita a translocacdo bacteriana. Essas condicfes estdo associadas a
hipercarbia e a acidose que, pelo menos em tese, sdo responsaveis pelo aumento
do numero e da resisténcia de aderéncias peritoneais. Portanto, espera-se mais
formacao de aderéncias em individuos submetidos a laparoscopia utilizando o CO,
para confeccdo do pneumoperitbnio quando comparados a um grupo em gque se
realiza o mesmo procedimento utilizando um gas inerte como, por exemplo, o Hélio,
admitindo-se que a acidificagéo do peritdnio ocorra em funcéo do tipo de gas*’.

No presente estudo, o nimero e a resisténcia das aderéncias foram maiores
nos grupos com peritonite em relacdo aos controles, porém sem diferenca em
relacdo ao tipo de gas utilizado. Esses resultados corroboram os encontrados por
Rosch, que ndo encontrou diferenca entre o CO, e o Hélio quando comparado a
incorporacdo de biomateriais e a formacdo de aderéncias™. Ainda assim, a
formacdo de aderéncias pode estar relacionada a acidificacdo e a isquemia
peritonial, porém essa queda no pH poderia estar relacionada ao aumento da
pressdo intra-abdominal como consequéncia da reducdo da perfusdo e drenagem
renal e ndo seria diferente quando comparado o CO, e o Hélio*. Por outro lado, a
literatura registra menos aderéncias no grupo tratado com Heélio em comparacdo ao
CO, em caso de peritonite. E apesar desse modelo ser mais parecido com o do

presente estudo, os resultados sdo conflitantes’?. Essa variacdo pode ser atribuida &
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diferenca na presséo do gas utilizado, que no trabalho de Jacobi’? foi de 8 mmHg e
a que se utilizou nesta pesquisa foi de 12 mmHg. Em seu estudo, Rosch’ atribuiu a
formacdo de aderéncias a hipoxemia superficial das estruturas e argumentou que
elas poderiam ser prevenidas com o enriquecimento do meio com oxigénio - mais
um dado que corrobora as afirmaces de Shuto®®. A andlise histolégica das
amostras de peritdnio obtidas nesse estudo ndo mostrou diferenca entre 0os grupos
nas variaveis verificadas, ndo se podendo inferir a partir dos dados ora divulgados a
ocorréncia ou nao de isquemia relacionada ao tipo de gas utilizado na confeccéo do
pneumoperitdnio porque a pressao foi constante nos quatro grupos estudados e nao
foi objeto desta experimentagéo.

Os resultados dessa experimentacao relativos a resposta inflamatéria e sua
mediacado imunoldgica revelam diferenca na concentracdo sérica dos mediadores
imunolégicos da inflamacdo entre os animais com e sem infecgdo. Mas nédo foi
constatada diferenca no comportamento dessa resposta em relacdo ao tipo de gas
utilizado. Os valores aferidos para as citocinas pré-inflamatérias IL-1 e IL-6 foram
corroborados pelo aumento das células jovens no sangue periférico. Ja o TNFa nao
apresentou diferenca entre os grupos, o0 mesmo resultado que Clary encontrou
avaliando o efeito dos mesmos gases em porcos submetidos a peritonite pela
inoculacdo de 20 mg/kg de fezes frescas em 5 mL de solucéo salina®.

Sietses, analisando a resposta inflamatéria e a producdo de citocinas pro-
inflamatérias em 33 pacientes sem comorbidades que seriam submetidos a
colecistectomia laparoscopica, ressaltou que o pneumoperitbnlo com CO, € capaz
de atenuar a resposta inflamatéria pos-operatéria, preservando a capacidade de
reacao imunoldgica dos pacientes e, portanto, conservando a capacidade de esses
pacientes reagirem contra a infeccdo ou, no caso de cirurgias oncolégicas, contra o

4
[ 8

crescimento tumoral™. No entanto, em estudos experimentais, essa capacidade tem

sido posta a prova e o CO, tem sido responsabilizado pelo declinio da capacidade
de macréfagos reagirem a agressbes infecciosas®®. Por outro lado, o
pneumoperitdnio confeccionado com CO, reduziu a mortalidade em animais com

34-36

peritonite bacteriana induzida® ", o que, em tese, confere ao CO, papel protetor da

funcdo imunitaria em individuos submetidos a procedimentos por via laparoscopica
utilizando esse gas na confeccdo do pneumoperitonio.
A partir dos dados obtidos nessa experimentacao, nao foi possivel comprovar

34-36

a protecdo imunologica encontrada® ", uma vez que inexistiu diferenca entre os
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gases estudados quando se comparou a producdo das citocinas IL-1 e IL-6.
Considerando que esses resultados foram encontrados em condi¢cdes especificas
em animais de pequeno porte sugere-se que novos estudos sejam planejados para
que se conheca em outras situacdes experimentalmente planejadas, utilizando
espécies diferentes de ratos wistar por exemplo para comprovar a inexisténcia do
papel protetor do CO, em relagdo a outros gases alternativos. Portanto, diante dos
dados verificados nessa experimentacdo ndo ha vantagem na utilizacdo de um
desses gases sobre o outro relacionada a preservacao da resposta imunitaria em
modelo de sepse abdominal, ndo se justificando o emprego sistemético do Hélio em
pacientes com peritonite.

7 CONCLUSAO
A intensidade da inflamacédo local e sistémica em ratos submetidos a LPC

modificada tratados por via laparoscopica com insuflacdo de CO, ou Hélio nao

mostrou diferenca significativa.
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