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PARREIRA, Ricardo Silva. Comparagdao das aderéncias peritoneais apos
laparoscopia e laparotomia convencional em modelo experimental de
peritonite em ratos. 2013. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a quantidade e a qualidade das aderéncias peritoneais apés
laparoscopia e laparotomia convencional na vigéncia de peritonite bacteriana, em
um modelo de experimental ja descrito. Método: Foram utilizados 40 ratos machos,
da linhagem Wistar, divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
(n=10/grupo): CoLC (Controle Laparotomia Convencional), CoL5 (Controle
Laparoscopia a 5 mmHg), PeLC (Peritonite Laparotomia Convencional) e PelL5
(Peritonite Laparoscopia a 5 mmHg). A peritonite bacteriana foi estimulada pela
inoculacdo de Escherichia coli ATCC 25922 na concentracdo de 10* UFC/ml, por
puncdo transparietal. Apds 24 horas, os animais foram submetidos as cirurgias de
implante de pelicula de silicone lateral a artéria epigastrica direita, tanto por técnica
aberta como laparoscopica. No 14° dia pds cirurgico, os ratos foram submetidos a
laparotomia exploradora e avaliagdo macro e microscopica das aderéncias. A
avaliacado qualitativa foi realizada, através do escore de Diamond modificado, em
que a pontuagao € realizada de acordo com a tenacidade, tipo e extensdo. A
tenacidade é a resisténcia encontrada ao tentar soltar a aderéncia da pelicula:
ausente (0), solta parcialmente (1), solta com tracao (2) ou com dissecgéo fina (3). O
tipo da adesao é avaliado pelo aspecto da aderéncia sobre a pelicula: ausente (0),
fina (1), densa sem vaso (2), densa com vasos pequenos(<50um) (3) e densa com
vasos grandes(50-100um) (4). A extensdo € avaliada pela porcentagem da area da
pelicula coberta pela aderéncia epiplon peritoneal: sem aderéncia (0), menor que
25% (1), entre 25 e 50% (2), entre 50 e 75% (3) e maior que 75% (4). A avaliagéo
quantitativa foi realizada através da microdensidade vascular (MDV), de imagens
endoteliais marcadas por anticorpos anti CD-34, pela técnica de imunohistoquimica.
Resultados: A contagem de leucdcitos do grupo com peritonite (23,53 cel/mm?®) foi
superior ao grupo controle (16,29 cel/mm?®)(p=0,048). A presenca de epiplon aderido
na pelicula ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os 4 grupos
(p=0,395). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os escores de
aderéncia dos 4 grupos (p=0,849; p=0,379). A MDV dos grupos CoLC(3,66%=0,73),
CoL5(3,56%+0,49), PeLC(3,40%%0,59) e PelL5(3,53%+0,40) n&do apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p=0,775). Conclusao: Conclui-se que pelos
critérios de avaliacdo utilizados, a quantidade e qualidade das aderéncias
peritoneais foram iguais tanto na laparotomia convencional quanto na laparoscopia,
independentemente de existir peritonite.

Palavras chave: Adesdo. Peritbnio. Laparoscopia. Pneumoperitdnio. Peritonite.
Ratos.



PARREIRA, Ricardo Silva. Comparison of peritoneal adhesions after
conventional laparoscopy and laparotomy in experimental peritonitis in mice.
2013. 59 f. Dissertation (Master of Health Sciences) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the quantity and quality of peritoneal adhesions after
conventional laparoscopy and laparotomy in the presence of bacterial peritonitis, in a
model of adherence already described. Methods: A total of 40 male rats, Wistar,
randomly divided into 4 groups (n = 10/group): CoLC (Control Laparotomy
Conventional), CoL5 (Control Laparoscopy 5 mmHg), PeLC (Peritonitis Laparotomy
Conventional) and PelL5 (Peritonitis Laparoscopy 5 mmHg). The bacterial peritonitis
was stimulated by inoculation of Escherichia coli ATCC 25922 at a concentration of
10* CFU/ml, puncture transparietal. After 24 hours, the animals underwent surgery to
implantation of silicone film side epigastric artery to the right, both open and
laparoscopic technique. At 14 ° day after surgery, the rats underwent laparotomy and
macroscopic and microscopic evaluation of adhesions. A qualitative assessment was
performed using the modified Diamond score, where the score is performed
according to the toughness, type and extension. The toughness is evaluated by the
resistance when trying to loosen the grip of the film: absent (0), partially loose (1),
with loose traction (2) or with fine dissection (3). The type of adhesion is evaluated by
the appearance on the film adhesion: absent (0), thin (1), without dense vessel (2) is
dense with small vessels (<50um) (3) and dense with large vessels (50 - 100um) (4).
The extension is measured by the percentage of the area covered by the film
adhesion peritoneal omentum: no adhesion (0), less than 25% (1) between 25 and
50% (2) between 50 and 75% (3) and greater than 75% (4). The quantitative
evaluation was performed using the micro vascular density (MVD), endothelial
labeled photos by anti-CD 34, by immunohistochemistry.

Results: WBC group with peritonitis (23.53 cells/mm3) was superior to the control
group (16.29 cells/rmm3) (p = 0.048). The presence of omentum adhered to the film
showed no statistically significant difference among the 4 groups (p = 0.395). There
was no statistically significant difference between the adhesion scores of the 4
groups (p = 0.849, p = 0.379). The MVD of CoLC groups (3.66% % 0.73), CoL5
(3.56% = 0.49), PeLC (3.40% = 0.59) and PelL5 (3.53 £ 0.40%) showed no
statistically significant difference (p = 0.775). Conclusion: It is concluded that the
evaluation criteria used, the quantity and quality of peritoneal adhesions were equal
in both conventional laparotomy and laparoscopy laparotomy, regardless of whether
peritonitis.

Keywords: Adhesion. Peritoneum. Laparoscopy. Pneumoperitoneum. Peritonitis.
Mice.
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1 INTRODUGAO

1.1 ADERENCIA PERITONEAL

A aderéncia peritoneal tem sido motivo de pesquisa, in vitro e in vivo,
ha mais de 120 anos, desde os estudos de Von Dembrowski em 1889" Entretanto a
literatura ndo apresenta uma definicdo oficial e nem classificagdo padronizada para
avaliacdo objetiva da extensdo e severidade das adesdes. Ela pode ser definida
como jungao estavel entre duas ou mais estruturas peritoneais, que normalmente
encontram-se separadas, decorrente de alguma situagcdo anormal na cavidade

peritoneal.

1.1.1Peritbnio

O peritbnio é a maior membrana serosa do corpo, reveste totalmente
a cavidade abdominal, pélvica (peritdnio parietal) e seus orgéos (peritbnio visceral),
exceto os ovarios e tem como funcdo proteger os 6rgdos destas cavidades. E
composto de trés camadas: mesotélio, camada unica de células, mais superficial;
ldmina basal, intermediaria e sub mesotélio, mais profunda e composta por matriz
extracelular, rica em colageno, fibroblastos, macrofagos, mastdcitos, adipdcitos,
capilares sanguineos e linfaticos®. A homeostase da cavidade peritoneal é mantida
pela difusdo e reabsorgao de liquidos € moléculas através do mesotélio e espago
submesotelial, o que permite a presenca de liquido peritoneal, importante no
funcionamento dos 6rgéos da cavidade abdominal e pélvica. A lesdo do peritdnio por
causas cirurgicas, infecciosas ou isquémicas, promove o desnudamento da
superficie peritoneal local com liberagdo de mediadores inflamatoérios pelas células
endoteliais e mesoteliais lesadas, o aumento da permeabilidade capilar dos vasos
locais e extravazamento de células inflamatorias do tipo polimorfonucleares (PMN).
A exposicao da membrana basal ao sangue e a liberagdo de extratos teciduais
estimulam a ativacdo da cascata de coagulacao local e resulta na produgao de
fibrina, que é depositada no leito da lesdo juntamente com o liquido exsudativo
inflamatorio; formando uma matriz fibrinosa, com objetivo de controlar o
sangramento local. Raftery (1973) demonstrou a importancia dos PMN leucdcitos

nas primeiras 48 horas, através de exame por microscopia eletrbnica em ratos.
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Paralelamente, ha ativagao do sistema fibrinolitico que tem como elemento principal
o ativador de plasminogénio tecidual (tPA) produzido pelas células endoteliais,
células mesoteliais e macréfagos, que transforma o plasminogénio em plasmina. A
plasmina degrada a fibrina em produtos da degradacgéao da fibrina (PDF) e desfaz as
aderéncias. A atividade do tPA é amenizada por 2 inibidores da atividade do
plasminogénio (PAI): tipo 1 (PAI-1) e tipo 2 (PAI-2), sendo o primeiro mais ativo®.

As aderéncias peritoneais sao responsaveis pelo suprimento
sanguineo das areas isquémicas do intestino apds cirurgia, mas com o passar do
tempo, ocorre involugdo dos vasos e permanece tecido fibrético *°. Alguns autores
demonstraram, em modelos experimentais com ratos, a presenca de vasos na
aderéncia a partir da sexta hora apos a lesédo peritoneal, com pico da angiogénese

entre o oitavo e décimo segundo dia ®”.
1.1.2 Evolucao Clinica das Aderéncias Peritoneais

As aderéncias peritoneais sao classificadas em congénitas,
geralmente assintomatica, ou adquiridas pos-processo inflamatério ou cirurgia®. As
aderéncias estao presentes em 10% dos casos de pacientes sem cirurgia prévia e
em 90% no grupo de pacientes pds-cirtirgico®. Dor abdominal, obstrugdo intestinal e
infertilidade feminina sdo as complicagcdes mais comuns das aderéncias®''. Szo
responsaveis por 70% das causas de readmissado hospitalar por obstru¢do do
intestino delgado, representa 6nus para os sistemas de saude: o custo com
internagdes e cirurgias para lise de aderéncias foi de US$ 1,3 bilhdes, em 1994, nos
EUA e com reinternacdes hospitalares por queixas relacionadas a aderéncia
peritoneal na Finlandia foi de £ 2 milhdes, no ano de 1999'""*. A aderéncia
peritoneal é responsavel por 65-75% das obstrugdes do intestino delgado e destas,
16% necessitam de fibrindlise cirdrgica, com mortalidade entre 15 a 20%'*". E a
maior responsavel pela infertilidade feminina secundaria, representa mais de 20%
dos casos, e 40% das causas de dor abdominal baixa em pacientes submetidos a

cirurgia®'"1%18,
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1.2 LAPAROSCOPIA

O acesso laparoscopico no tratamento das afecgdes abdominais tem
sido amplamente utilizado nas cirurgias gastrointestinais, ginecolégicas, urolégicas e
de urgéncia. As indicagbes de cirurgia laparoscopica cresceram e, hoje, incluem
doencgas associadas a peritonite, como colecistites, apendicites e diverticulites, entre
outras.

Embora a laparoscopia apresente vantagens em relagcdo a
laparotomia, estudos mostram que esta técnica cirurgica nao € isenta de danos ao
peritbnio, pois provoca hipoxia e dissecgao peritoneal na vigéncia de elevada

press&o intra abdominal™

. A instalacdo do pneumoperiténio desencadeia retragdes
das células mesoteliais, formam-se fendas entre células que expde a lamina basal,
ativa os sistemas inflamatério e fibrinolitico; e a cascata da coagulagdo. Células
inflamatdrias tém sido encontradas no peritdnio de ratos a partir de 2 horas apés o
inicio do pneumoperitbnio, enquanto apds 24 horas, observa-se a presenca de
infiltrado inflamatdrio cronico e ilhotas de células mesoteliais?®®. O gas mais utilizado
para realizacdo do pneumoperiténio é o diéxido de carbono (CO,), devido a sua
seguranga, alta solubilidade na agua e pelo fato de ser exalado pelos pulmdes; mas
ja se sabe que este gas afeta a morfologia e a homeostase peritoneal. Longos
periodos de pneumoperitdbnio com CO, e alta pressao de insuflagcdo diminuem o
fluxo capilar peritoneal, elevam a hipdoxia mesotelial e desenvolvem acidose
peritoneal, que podem modular diretamente ou indiretamente a produgdo de
citocinas e fatores de crescimento das células mesoteliais, macrofagos e
fibroblastos?’. Observou-se que o acréscimo de gas oxigénio (O,) ao CO, insuflado
diminuiu o nimero de aderéncias peritoneais®>. Raros estudos comparam a acg&o
fibrinolitica do peritbnio entre as cirurgias abertas e laparoscopicas em seres

humanos.
1.3 PERITONITE

Muitos autores demonstraram que a inflamagao peritoneal é uma
causa de aderéncia peritoneal. A presenca de bactérias na cavidade peritoneal
desencadeia a ativagcdo da cascata de coagulacao, reduz a atividade fibrinolitica e

resulta na formagao de aderéncia.
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Ince et al. e vanGoor et al. estudaram as atividades coagulatéria e
fibrinolitica no peritbnio humano em condicbes de normais e sob peritonite e
observaram diminuicdo da atividade fibrinolitica em biopsia de peritbnio com
peritonite em consequéncia do decréscimo da expressdo do tPA e aumento da
expressao do PAI-1 e PAI-2%24,

Frente a caréncia de estudos que relacionem a peritonite e o
pneumoperiténio na formagao de aderéncia peritoneal, este estudo foi desenvolvido

a partir de um modelo de aderéncia ja proposto em estudo anterior’.



18

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da laparoscopia e da peritonite bacteriana na
formacgao de aderéncia epiplon-peritoneais sobre a pelicula de silicone implantada
no periténio de ratos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar quantitativamente e qualitativamente as aderéncias

peritoneais decorrentes da laparoscopia e laparotomia convencional nas situacdes

com e sem peritonite aguda bacteriana em ratos.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo experimental controlado em modelo animal com peritonite

aguda, utilizando técnica de laparoscopia e laparotomia convencional.

3.2 AMOSTRA

Foram utilizados 40 ratos machos, da linhagem Wistar, precedentes
do Biotério da Universidade Estadual de Maringa (UEM), com peso médio de 369
9(321-443), que permaneceram 7 dias, no minimo, em adaptagdo no Biotério do
Hospital Universitario de Londrina(HUL) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL).

Os animais foram mantidos confinados no Biotério do HUL-UEL,
alojados em gaiolas de polipropileno, medindo 33X40X18 centimetros (cm) com
maravalha, em ambiente padrdao de temperaura (22° Ct 2°C) e luminosidade (ciclo
de 12 horas claro/escuro), recebendo dieta sélida e agua ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratorio do Biotério
do HUL-UEL. Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, no momento da
inoculagao peritoneal, em quatro grupos experimentais (n=10/grupo) (figura1):

Grupo Controle (Co)

Grupo CoLC: Animais sem peritonite bacteriana que receberam o
implante da pelicula de silicone pela técnica de laparotomia convencional.

Grupo ColL5: Animais sem peritonite bacteriana que receberam o
implante da pelicula de silicone pela técnica de laparoscopia a 5 mmHg.

Grupo Peritonite (Pe)

Grupo PeLC: Animais com peritonite bacteriana que receberam o
implante da pelicula de silicone pela técnica de laparotomia convencional.

Grupo PelL5: Animais com peritonite bacteriana que receberam o

implante da pelicula de silicone pela técnica de laparoscopia a 5 mmHg.
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Figura 1 — Organograma representativo da distribuicdo dos ratos nos grupos CoLC,

ColL5, PelLC e PelL5

40 Ratos machos

Controle Peritonite
(Co) (Pe)
20ratos 20ratos
] |
| | | |
Laparot Conv Laparos 5mmHg Laparot Conv Laparos SmmHg

(CoLC) (ColL5) (PeLC) (PeL5)
10 ratos 10 ratos 10ratos 10ratos

3.3 PROCEDIMENTOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) da UEL, processo n’ 67/10 (Anexo A).

Os seguintes procedimentos foram realizados conforme o esquema

da figura 2:

Figura 2 — Cronograma dos procedimentos cirurgicos
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3.3.10btencao da Bactéria

A bactéria utilizada como in6culo bacteriano foi a Escherichia coli
ATCC 25922 (Difco Laboratories, Detroid, Michigan, USA) inicialmente na forma
liofilizada. O disco com Escherichia coli foi reconstituido e hidratado em meio de
cultura com 1 ml de Brain Heart Infusion, incubado a 36°Celsius, durante 24 horas.
Apoés este periodo, o material foi semeado em placa contendo Agar-MacConckey,
incubado a 36°Celsius, durante 24 horas e mantido em solu¢cdo de estoque. Para a
preparacdo do indculo bacteriano, foi obtida uma suspensido das bactérias em
solugdo salina, recuperada a partir da solugdo de estoque, respeitando a fase
logaritmica de crescimento. A afericdo da concentragdo foi feita por meio de
espectrofotdbmetro, que avalia a turvagdo da solugdo, segundo a escala de
MacFarland. Esta afericdo foi confirmada com diluigdes seriadas e contagem
manual. O indculo foi padronizado na concentragdo de 10* UFC/ml para os grupos

onde a peritonite foi induzida.

3.3.2 Anestesia e Inoculacao

Todos os animais foram pesados e submetidos a anestesia com
uma solugdo de cloridrato de Ketamina 10% (Dopalen®) na dose de 60mg/kg e
cloridrato de Xilazina 2% (Anasedan®) 10mg/kg, intramuscular. Doses
subsequentes, com a metade da dose inicial de Ketamina foram realizadas para a
manutencido da anestesia, de acordo com a necessidade. Para verificagdo do plano
anestésico foram utilizados parametros de relaxamento muscular avaliado pelo
relaxamento mandibular, reflexo podal (auséncia de reflexo da retirada ao estimulo
doloroso realizado pelo pingamento das patas) e reflexo caudal (auséncia de
resposta motora ao pingamento da cauda do rato).

Realizou-se a tricotomia téraco abdominal com tricotomo elétrico e
os animais foram novamente pesados, sendo considerado, o peso pré-inoculagao.

Os animais receberam, apds antissepsia com solugdo de
iodopovidona topica, injegao transparietal (1ml/100g p.c.) na linha mediana a 2 cm
cranial ao 6stio uretral na cavidade peritoneal de inoculo bacteriano (grupo Pe) e de

solucao fisiolégica 0,9% (grupo Co) (figura 3). Apds a inoculagdo, os ratos foram
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colocados individualmente nas gaiolas por aproximadamente 24 horas, e este

periodo foi chamado de periodo de indculo.

Figura 3 — Inducdo da peritonite — puncgdo transparietal abdominal seguida de
injecao indculo de E.coli(Grupo Pe) ou SF0,9%(Grupo Co)

3.3.3Implante de Pelicula de Silicone

Apos o término do periodo de indculo, os animais foram pesados,
anestesiados e fixados em uma prancha de madeira, na posi¢cao de decubito dorsal
horizontal, com fixacdo dos membros anteriores e posteriores. Foi realizada
antissepsia com iodopovidona tépico, colocado campos cirurgicos fenestrados
estéreis e realizada infusdo de 15 ml de SF0,9%, por pungao transparietal em linha
média a 2 cm cranial ao Ostio uretral e foi basculado o abdébmen para
homogeneizagdo do liquido peritoneal. Nos animais dos grupos ColL5 e Pel5, foi
realizada abertura da pele em quadrante inferior esquerdo, a 2 cm lateral da linha
meédia, e disseccdo de parede plano por plano até peritdnio parietal. Foi realizada
peritoniotomia e aspirado 5 ml de liquido peritoneal, para quantificacdo dos
leucdcitos e, em seguida, foi introduzido cistoscopio pediatrico 8Fr com 6ptica 3mm,
0 grau(Storz®), sob visao direta e fixado na parede abdominal com fio algodao 4-0
Ethicon®. Entre o insuflador de CO; e o cistoscopio foi instalado filtro Pharma Mini
Portal Flex (Pharma System®) estéril dotado de microporos. A insuflacdo de gas
carbbnico com foi realizada com fluxo 1L/min a pressao de 5 mmHg e acionado
cronbmetro. Realizado incisdo transversa de 5mm, abaixo do apéndice xifoide,
dissecado plano muscular, até peritbnio e introduzido trocarte 5mm (Ethicon®), sob

vis&o laparoscopica (Figura 4). Em seguida, foi realizado o inventario da cavidade e
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localizada a artéria epigastrica direita. A pelicula de silicone estéril (1x5x5mm)
Silimed®, ja fixada com fio mononylon 5-0 (Ethicon®) no ponto central, foi
introduzida por meio de porta agulha laparoscopico 5mm EDLO®, através de

trocarte infra-apéndice xifoide (Figura 5).

Figura 4 — Pneumoperitbnio instalado a pressdo de 5mmHg - Cistoscopio
pediatrico e Trocart 5mm posicionados

Figura 5 — Introducdo da pelicula de silicone na cavidade com porta agulha
laparoscopico

Através da transiluminagdo da parede abdominal, foi conferida a
posicao da artéria epigastrica direita na pele do rato, realizada a incisao transversal
na pele (3 mm), lateral a este vaso e, em seguida, dissecado plano muscular. O
peritdnio foi puncionado neste local com agulha Cater-Thomas modificada (Figura 6).
O fio mononylon 5-0, fixado na pelicula de silicone, foi tracionado, através da haste
interna da agulha e exteriorizado pelo orificio na parede. A pelicula foi acomodada,
lateralmente ao vaso epigastrico direito e apdés a confirmagdo da auséncia de
epiplon entre peritbnio e pelicula, o fio da pelicula foi fixado no fio mononylon 5-0
(Ethicon®) da sutura da musculatura abdominal (Figura 7). O pneumoperiténio foi
mantido a 5 mmHg por 30 minutos. Retirado porta agulha e trocarte infra-apéndice

xifoide sob visdo laparoscoépica. Retirado éptica e cistoscopio pediatrico, sob visdo
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direta e desinstalado o pneumoperitonio. A sintese da parede foi realizada com
pontos continuos de fio mononylon 5-0 (Ethicon®), no plano peritbnio-muscular e
pontos separados na pele. No final do procedimento foi realizado analgesia com
buprenorfina injetavel 0,3mg/ml (Temgisec®) na dose 0,05mg/kg, via sub cutanea,

dose unica no POI.

Figura 6 — Puncéo transparietal em quadrante inferior a esquerda com agulha de
Cater-Thomas modificada

N

Nos animais dos grupos CoLC e PeLC foram realizados os mesmos
procedimentos até infusdo do soro fisiolégico na cavidade peritoneal descritos
anteriormente. Foi realizada incisdo mediana de 1,5cm, a 2cm acima do 6stio uretral;
dissecado parede plano por plano até cavidade peritoneal, acionado cronédmetro
para controle do tempo de cirurgia e 5ml de liquido peritoneal foi colhido. Apds,
localizada a artéria epigastrica direita, por visao direta, foi conferida a posicao deste
vaso na pele por transiluminagao e realizada incisdo (3mm) na pele, lateral ao vaso.
Apds a dissecgado do plano muscular, realizou-se pungao transparietal com agulha
descartavel estéril 40x12mm BD®, lateral ao vaso, passado o fio mononylon 5-0
(Ethicon®), previamente ancorado na pelicula, pelo limen da agulha e exteriorizado

0 mesmo através do orificio na parede abdominal (Figura 8). O fio foi tracionado, a
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pelicula de silicone foi acomodada no periténio e fixado o fio da mesma maneira dos
grupos ColL5 e PelL5 (Figura 9). A cavidade peritoneal foi mantida aberta por 30
minutos. Em seguida, a parede foi fechada e analgesia realizada da mesma forma

que nos grupos ColL5 e Pel5.

Figura 8 — Implante da pelicula de silicone pela técnica de laparotomia convencional

Figura 9 — Pelicula acomodada na face peritoneal da parede abdominal

3.3.4 Laparotomia Exploratéria e Avaliagao Macroscopica

No décimo quarto dia de pds-operatério, sob efeito de anestesia, os
ratos foram pesados e submetidos a laparotomia exploradora por incisdo subcostal
bilateral (Figura 10). Foi avaliada a quantidade de aderéncia no sitio cirurgico e nos
orificios de acesso cirurgico. Realizou-se a eversao da parede abdominal que
continha a pelicula de silicone, colocado sobre fonte luminosa e foram obtidas

imagens digitais, com maquina Sony® DSC-H3 (Figura 11).
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Figura 10 — Laparatomia exploradora - Incis&o subcostal bilateral (linha)

Figura 11 — Avaliagdo macroscopica das aderéncias no sitio cirurgico e incisao
cirargica (setas)

O fragmento peritdnio-muscular de 2X2 cm, que continha o implante
de silicone foi ressecado e a epipléctomia, foi realizada, quando necessario. Os
fragmentos foram visualizados e fotografados em aumento de 20x e 40x, através de
Lupa Carl Zeiss® (Figura 12). O softwear BelView® foi utilizado para o calculo dos
didmetros dos vasos dos fragmentos (Figura 13). As imagens digitalizadas foram
utilizadas para mapear as aéreas neovascularizadas e de adesado. Foi realizada
avaliacdo, duplo cega, da qualidade das aderéncias epiplon-peritoneais sobre a
pelicula, conforme os critérios de adesdo de Diamond modificado (Anexo B), onde a
pontuacgao € realizada de acordo com a tenacidade, tipo e extensao. A tenacidade é
avaliada pela resisténcia ao tentar soltar a aderéncia da pelicula: ausente (0), solta
parcialmente (1), solta com tragédo (2) ou solta com dissecgao fina (3). O tipo da

adeséo é avaliado pelo aspecto da aderéncia sobre a pelicula: ausente (0), fina (1),
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densa sem vaso (2), densa com vasos pequenos(<50um) (3) e densa com vasos
grandes(50-100um) (4). O critério de escolha do didmetro do vaso foi o maior
diametro do vaso de maior comprimento encontrado na aderéncia sob visdo com
aumento de 40x. A extensdo é avaliada pela porcentagem da area da pelicula
coberta pela aderéncia epiplon peritoneal: sem aderéncia (0), menor que 25% (1),
entre 25 e 50% (2), entre 50 e 75% (3) e maior que 75% (4). A pontuagdo total da
adeséo é resultado da soma das trés escalas, que varia de 0 a 11.

As pecas cirurgicas foram armazenadas e fixadas em solugdo de

formol a 10%.

Figura 12 — Avaliagédo da extensdo ocupada pela aderéncia sobre a pelicula

T T

Figura 13 — Medigdo do maior didmetro do vaso de maior comprimento

3.4 IMUNOHISTOQUIMICA

Todas as pecgas cirurgicas contendo a pelicula de silicone foram
fixadas em formol 10%, emblocadas em parafina, submetidas a cortes histolégicos
de 4um de espessura e suspensos em laminas silanizadas. A recuperagcao

antigénica foi realizada em panela de pressdo, com as laminas imersas em solugao
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tampao EDTA a 4% durante 1 minuto e 12 segundos seguido de resfriamento das
laminas em temperatura ambiente por pelo menos 20 minutos. Realizou-se o
bloqueio da peroxidase enddgena utilizando-se o peroxido de hidrogénio a 10%,
imergindo as laminas durante 10 minutos e apds lavagem em solugdo salina
tamponada de fosfatos (PBS, pH 7,4). Foi utilizado anticorpo policlonal de coelho
anti-CD34 (bs-0646R,Bioss®, 1:200). O anticorpo primario foi aplicado diluido em
soroalbumina bovina (BSA) a 1%, na concentracdo referida acima, sendo incubado
pernoite em cadmara umida a 4%. Em seguida as laminas foram lavadas em PBS por
30 minutos, sendo colocado como anticorpo secundario o polimero (polydetector),
por 30 minutos. A reacdo final foi revelada imergindo as laminas em 3,3-
diaminobenzidina tetra-hidroclorido (DAB) por 5 minutos. A seguir, as laminas foram
lavadas em agua corrente e contracoradas pela hematoxilina de Harris por 5
minutos, desidratadas em concentragdes crescentes de alcool, imersas em xilol e

montadas utilizando laminulas.
3.4.1Imagem e Microdensidade Vascular (MDV)

A area avaliada foi a interface pelicula-peritdnio parietal por fornecer
tenacidade e reprodutibilidade entre todas as amostras (Figura 14). As cinco
primeiras imagens microscopicas com vasos corados pela imunohistoquimica foram
captadas por uma camera digital acoplada ao microscopio 6ptico do Laboratério de
Biologia da Reproducao do Departamento de Biologia Geral do Centro de Ciéncias
Biologicas(CCB) da UEL, em aumento de 100X (Figura 15). O programa de captura
e armazenamento das imagens foi Bel View®. A microdensidade vascular foi
avaliada através da anadlise das imagens digitais através do programa Image
J(National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA).
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Figura 14 — Imagem a microscopia 6ptica com aumento 40X da interface pelicula
peritdnio (seta). Imunohistoquimica com anticorpo antiCD34

Figura 15 — Imagens de endotélio marcado com anticorpo anti CD-34 (setas) em
aumento de 100X

As imagens colorida foram convertidas em imagens de 8 bits (Figura
16) em escala cinza e através da ferramenta “threshold” foram limitadas as areas
coradas pelo anticorpo CD34 (Figura 17). As areas limitadas foram expressas em
cor preta e o restante da area digital permaneceu de cor branca (Figura 18). Através
da ferramenta “medidas” do item “analise”, da barra de ferramentas, calculou-se a
porcentagem da area limitada em relacdo ao restante; denominada MDV. Os

resultados foram apresentados como a média de cinco medi¢des para cada animal.
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Figura 16 — Imagem convertida para 8 bits, representada em tons de cinza

Figura 18 — Imagem utilizada para o calculo da porcentagem de area dos vasos em
relacéo ao fundo (MVD)
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados no programa Microsoft Office Excel
2007 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA) e analisados no programa SPSS
Statistics® versao 17.0, release 17.01 (2008, Polar Engineering and Consulting).
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Todos os dados foram apresentados por meio de média e desvio padrdao. O teste de
ANOVA foi utilizado para detectar diferengas gerais entre os grupos para as
variaveis quantitativas Os testes de Kruskal-Wallis e qui-quadrado foram utilizados
para verificar se ha diferenca entre os escores e presenca de epiplon na pelicula,
respectivamente. Para verificar se houve diferenca estatisticamente significativa
entre a contagem de leucécitos dos ratos com peritonite e controle foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significancia utilizado foi de 5%,
ou seja, p< 5%.
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4 RESULTADOS/DISCUSSAO

“In God we trust; all others must bring

data”. W. Edwards Deming

Comparison of peritoneal adhesions post laparoscopy and laparotomy

convencional in model of experimental peritonitis in rats”.

Comparacgao das aderéncias peritoneais apos laparoscopia e laparotomia

convencional em modelo experimental de peritonite em ratos.

Ricardo Silva Parreira®, Marco Aurélio de Freitas Rodrigues®, Suzana de Fatima

Paccola Mesquita*, Eloa Lumi Miranda®, Fernanda Burle dos Santos Guimaraes®

Resumo: Objetivo: Comparar a quantitativamente e qualitativamente as aderéncias
peritoneais apos laparoscopia e laparotomia convencional na vigéncia de peritonite
bacteriana, em modelo experimental aderéncia ja existente.

Método: Foram utilizados 40 ratos machos, da linhagem Wistar, distribuidos
aleatoriamente, em quatro grupos (n=10/grupo): CoLC, ColL5, PeLC e Pel5. A
peritonite bacteriana (Pe) foi estimulada pela inoculagdo de Escherichia coli ATCC
25922 na concentragdo de 10* UFC/ml, por pungao transparietal. Apds 24 horas os
animais foram submetidos as cirurgias de implante de pelicula de silicone lateral a
artéria epigastrica direita, por técnica aberta (CoLC e PeLC) ou laparoscépica (CoL5
e Pel5). No décimo quarto dia pods-cirurgico os ratos foram submetidos a
laparotomia exploradora e avaliagdo macro e microscépica das aderéncias. A
avaliagao qualitativa foi realizada através do escore de Diamond modificado, que
avaliou a tenacidade, tipo e extensdo da aderéncia; enquanto a microdensidade
vascular (MDV) foi realizada pela analise de imagens de células endoteliais
marcadas pelo anticorpo anti-CD34.

Resultados: A contagem de leucdcitos do grupo Pe (23,53) foi superior ao grupo Co
(16,29) (p=0,048). A presenca de epiplon aderido na pelicula ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os quatro grupos (p=0,395). Nao ha
diferenca estatisticamente significativa, entre os escores de aderéncia dos quatro
grupos (p=0,849; p=0,379). A MDV dos grupos CoLC (3,66%0,73), CoL5(3,56+0,49),

Trabalho realizado no Biotério do Hospital Universitario Regional do Norte do Parana da

Universidade Estadual de Londrina

2 Mestrando, UEL, Londrina-PR, Brasil. Concepcao, delineamento, procedimentos técnicos, aquisigao
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PeLC (3,40+0,59) e PelL5(3,53+0,40) ndo apresentam diferenca estatisticamente
significativa (p=0,775).

Conclusao: A quantidade e qualidade das aderéncias peritoneais foram iguais tanto
na laparotomia convencional quanto na laparoscopia, pelos critérios de avaliagcado
utilizados, independentemente de existir ou ndo peritonite.

Palavras Chave: aderéncia, peritbnio, laparoscopia, peritonite, ratos, MVD, implante
pelicula silicone.

Introducgao

A aderéncia peritoneal pode ser definida como juncao estavel entre duas ou mais
estruturas peritoneais, que normalmente encontram-se separadas, decorrente de
alguma situagédo anormal na cavidade peritoneal.

O peritdnio, composto por trés camadas: mesotélio, lamina basal e sub mesotélio, é
a maior membrana serosa do corpo, reveste totalmente a cavidade abdominal e
pélvica, exceto os ovarios; e tem como fungdo proteger os orgaos destas
cavidades'. A lesdo do peritdnio por causas mecanica, térmica ou infecciosa,
desencadeia ativacédo inflamatdria, da cascata de coagulagdo sanguinea e do
sistema fibrinolitico local. O equilibrio entre a acdo do sistema fibrinogénico e
fibrinolitico determina a formagéao e modelagem das aderéncias peritoneais?.

As aderéncias estédo presentes em 10% dos casos de pacientes sem cirurgia prévia
e em 90% no grupo de pacientes pos cirurgico3. Dor abdominal, obstrugao intestinal
e infertilidade feminina sdo as complicagdes mais comuns das aderéncias®®. A
aderéncia peritoneal é responsavel por 65-75% das obstrugdes do intestino delgado,
mais de 20% dos casos da infertilidade feminina secundaria e 40% das causas de
dor abdominal baixa em pacientes submetidos a cirurgia, o que representa um
elevado custo ao sistema de satde *°'2.

O acesso laparoscopico no tratamento das afecgdes abdominoperitoneais tem sido
amplamente utilizado, mesmo em condicdes de peritonite. Embora a laparoscopia
apresente vantagens em relacdo a laparotomia, estudos tem provado que esta
técnica cirdrgica nao é isenta de danos ao peritdbnio, pois provoca hipdxia e
dissecgdo peritoneal, que predispdem a formagdo de aderéncias'. O gas mais
utilizado para realizagdo do pneumoperitdnio € o didxido de carbono (CO), mas ja

se sabe que este gas afeta a morfologia e a homeostase peritoneal.
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A peritonite bacteriana € um fator predisponente a formacao da aderéncia peritoneal.
A presencga de bactérias na cavidade peritoneal desencadeia a ativagao da cascata
de coagulaco e reduz a atividade fibrinolitica™.

Considerando a auséncia de estudos experimentais que relacionem a peritonite e o
pneumoperitbnio na formacdo de aderéncia peritoneal, este estudo tem como
objetivo comparar a acado destes dois fatores na formagao das aderéncias sobre o

sitio cirurgico, apds o implante da pelicula de silicone.

Método

Modelo de Adesao

O protocolo experimental deste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA-UEL) n’65/12. Foram
utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar com peso meédio de 369(321-443)g.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente, em quatro grupos experimentais
(n=10/grupo), no momento da inoculagdo peritoneal: CoLC, sem peritonite
bacteriana e submetidos a laparotomia convencional para o implante da pelicula de
silicone; ColL5, sem peritonite bacteriana e submetidos a laparoscopia a 5mmHg
para o implante da pelicula de silicone; PeLC, com peritonite bacteriana e
submetidos a laparotomia convencional para o implante da pelicula de silicone e
PelL5, com peritonite bacteriana e submetidos a laparoscopia a 5mmHg para o

implante da pelicula de silicone (Figura 1).

Figura 1 — Organograma representativo da distribuicdo dos ratos nos grupos CoLC,
ColL5, PeLC e PelL5
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Os procedimentos foram realizados conforme esquema da figura 2.

Anestesia e inoculacéo peritoneal:

O indculo foi preparado com bactéria Escherichia coli ATCC 25922
(Difco Laboratories, Detroid, Michigan, USA) e padronizado na concentracdo de 10*
CFU/ml.

Os animais foram anestesiados com solugdo de cloridrato de
Ketamina 10%-Dopalen® (Vetbrand, SP, Brasil) 60mg/kg e Xilazina 2%-Anasedan®
(Vetbrand, SP, Brasil) 10mg/kg, via intramuscular.

Figura2 - Cronograma dos procedimentos cirurgicos

Pesagem Anestesia Analgesia Pesagem

Anestesia Pesagem Anestesia

Tricotomia Laparotomia Exploradora
Marcacao Avaliacio da Aderéncia
Inoculagio

> Periodo de Indculo > Cirurgia > Periodo Pds Operatorio >

A peritonite foi induzida por injecdo transparietal do indculo

bacteriano (1ml/100 g p.c.), grupo peritonite e de SF 0.9%, no grupo controle. Os
ratos permaneceram em observagao por 24 horas, periodo este, denominado tempo
de indculo.

Implante da pelicula:

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados pelo mesmo
cirurgidao, sob condi¢cdes estéreis, dois ratos por dia, um por laparotomia
convencional e outro por laparoscopia. Foi realizada infusdo de 15 ml de solugéo
salina, pela mesma técnica da inoculagado, seguido de basculagem e coletado 5 ml
do liquido peritoneal no momento da abertura do peritbnio para dosagem de
leucocitos.

Nos animais dos grupos ColL5 e Pel5, realizou-se incisdao em
quadrante inferior esquerdo, a 2cm da linha média, dissecc¢ao de parede plano por
plano até peritdnio parietal, peritoniotomia e introdu¢ao de cistoscopio pediatrico 8Fr

conectado a optica 3mm, 0 grau (Storz®), sob visdo direta. O filtro Pharma Mini
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Portal Flex (Pharma System, Swedan) foi instalado entre o insuflador e o cistoscépio
e insuflado CO; com fluxo 1L/min a pressao de 5 mmHg. Trocarte 5mm (Ethicon®)
foi passado abaixo do apéndice xifoide e introduzido pelicula de silicone estéril de
1x5x5mm (Silimed®, Rio de Janeiro, Brasil) fixada com fio mononylon 5-0 (Ethicon®)
em ponto central. Apds, localizada artéria epigastrica direita e sua posi¢cao na pele
por transiluminacdo, foi feita incisdo a pele lateral a artéria. O peritbnio foi
puncionado com agulha Cater-Thomas modificada; o fio foi tracionado, exteriorizado
e a pelicula acomodada lateralmente ao vaso epigastrico direito. Apos a verificagéo
da auséncia de epiplon entre a pelicula e o peritdnio, o fio da pelicula foi fixado na
parede abdominal e pneumoperitdnio foi mantido por 30 minutos. Apds a retirada
dos instrumentais cirdrgicos sob visdo laparoscopica o pneumoperitdnio foi
desinstalado.

Nos animais dos grupos CoLC e PeLC realizou-se incisdo mediana
de 1,5cm, a 2cm acima do 6stio uretral e, em seguida, a artéria epigastrica direita foi
localizada e conferida sua posicdo na pele por transiluminagcdo. Apds a incisao da
pele, lateralmente ao vaso, foi realizada a pun¢ao da parede abdominal com agulha
descartavel BD® 40x12mm. A pelicula de silicone foi fixada na parede da mesma
forma que na técnica laparoscopica. A cavidade peritoneal foi mantida aberta por 30
minutos.

Em ambas as técnicas foram realizadas as sinteses de parede com
pontos de mononylon ethilon 5-0 (Ethicon®), em dois planos, peritdbnio-muscular com
pontos continuos e pele com pontos separados.

Apos analgesia com buprenorfina injetavel 0,3mg/ml (Temgisec®) na
dose unica de 0,05mg/Kg, via sub cutédnea, os animais retornaram as gaiolas
originais.

Quantificagdo das Adesdes Intra abdominais:

No décimo quarto dia de pos operatorio foi realizada laparotomia
exploratdria para a avaliagcado da quantidade e qualidade das aderéncias peritoneais.
Realizou-se a eversdo da parede abdominal que continha a pelicula de silicone, e
foram obtidas imagens digitais, com maquina Sony® DSC-H3.

Os fragmentos foram visualizados e fotografados em aumento de
20x e 40x, através de Lupa Carl Zeiss®. O softwear BelView® foi utilizado para o
célculo dos didmetros dos vasos desses fragmentos. As imagens digitalizadas forma

utilizadas para mapear as aéreas neovascularizadas e de adesdo. Foi realizada
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avaliagdo, duplo cega, da qualidade das aderéncias epiplon-peritoneais sobre a
pelicula (escore da adesado), conforme os critérios de adesao de Diamond
modificado, onde a pontuacdo € realizada de acordo com a tenacidade, tipo e
extensao das aderéncias. A tenacidade é avaliada pela resisténcia ao tentar soltar a
aderéncia da pelicula: ausente (0), solta parcialmente (1), solta com tragdo (2) ou
solta com dissecgao fina (3). O tipo da adesao € avaliado pelo aspecto da aderéncia
sobre a pelicula: ausente (0), fina (1), densa sem vaso (2), densa com vasos
pequenos(<50um) (3) e densa com vasos grandes(50-100um) (4). O critério de
escolha do diametro do vaso foi o maior diametro do vaso de maior comprimento
encontrado na aderéncia sob visdo com aumento de 40x. A extensao € avaliada pela
porcentagem da area da pelicula coberta pela aderéncia epiplon peritoneal: sem
aderéncia (0), menor que 25% (1), entre 25 e 50% (2), entre 50 e 75% (3) e maior
que 75% (4). A pontuacgao total da adesao é resultado da soma das trés escalas,
que varia de 0 a 11.

As pecas cirurgicas foram fixadas em formol 10%, emblocadas em
parafina, submetidas a cortes histolégicos de 4um de espessura e suspensos em
laminas silanizadas. A imunohistoquimica foi realizada com anticorpo policlonal de
coelho anti-CD34 (bs-0646R, Bioss®), diluido em soroalbumina bovina (BSA),
polimero (polydetector) e 3,3-diaminobenzidina tetra-hidroclorido (DAB).

Imagens e Micro Densidade Vascular (MDV):

A area avaliada foi a interface pelicula-peritdnio parietal por fornecer
tenacidade e reprodutibilidade entre todas as amostras. As cinco primeiras imagens
microscopicas que continham vasos corados pela imunohistoquimica foram
capturadas por uma camera digital acoplada ao microscépio 6ptico, em aumento de
100X. O programa de captura e armazenamento das imagens foi Bel View®. A MDV
foi quantificada pela analise das imagens digitais pelo programa Image J(National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA). As imagens colorida foram
convertidas para escala de cinza e limitadas as areas coradas pelo anticorpo anti-
CD34, as quais passaram a ser expressas nha cor preta e o restante da area digital
na cor branca. Calculou-se a porcentagem da area limitada (MVD) em relagao ao
restante. Os resultados foram apresentados como a média de cinco medicdes para
cada animal.

Os dados foram analisados no programa SPSS Statistics® versao

17.0, release 17.01 (2008, Polar Engineering and Consulting). Todas as variaveis
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foram apresentadas por meio de média e desvio padrdo. O teste de ANOVA foi
utiizado para detectar diferencas gerais entre os grupos para as variaveis
quantitativas em estudo. Os testes de Kruskal-Wallis e qui-quadrado foram utilizados
para verificar se ha diferenca entre os escores e presenca de epiplon na pelicula,
respectivamente. Para avaliagao da contagem de leucécitos dos ratos com peritonite
e controle foi utilizado o teste ndao paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de

significancia utilizado foi de 5%.

Resultados

O indculo injetado (ml) no interior da cavidade peritoneal dos ratos
ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos CoLC(1,78
+0,21), CoL5(1,88+0,18), PeLC(1,81 +£0,18) e PeL5(1,86 £0,11) (p=0,502).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,659) nos
pesos dos animais (g) a época da cirurgia, entre os grupos. CoLC (349,56136,72),
ColL5(360,40+29,53), PeLC(348,60+£30,03) e PelL5(362,50+25,97).

O tempo de inoculagdo em minutos foi de ColLC(1429,56+£100,46),
ColL5(1446,70+84,06), PeLC(1471,3+64,58) e Pel5(1424,3+77,84), sem diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,585).

O tempo de cirurgia em minutos foi de ColLC(28,44+2,92),
CoL5(30+0), PeLC(30,4+2,41) e PelL5(29,41+2,68), sem diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos (p=0,294).

Tabela 1 —Resultados das médias, desvios padroes e ANOVA das variaveis
quantitativas: Indculo(mL), Tempo de inoculagdo(min), Peso corpéreodo
animais na cirurgia(g) e Tempo de cirurgia(min)

Subgrupo Inoculo(ml) Tempo Inoculagao(min) Peso Cirugia(g) Tempo Cirurgia(min)
Média Desvio-Padrao Média Desvio-Padrao Meédia Desvio-Padrao Média Desvio-Padrédo
ColLC 1,778 0,211 1.429,56 100,463 349,556 36,722 28,44 2,920
Col5 1,880 0,132 1.446,70 84,057 360,400 29,534 30,00 0,000
PelLC 1,810 0,179 1.471,30 64,576 348,600 30,303 30,40 2,413
Pel5 1,860 0,108 1.424,30 77,838 362,500 25,967 29,40 2,675
p-valor 0,502 0,585 0,659 0,294

A contagem de leucécitos (células/mm® do grupo Pe(23,53) foi

superior ao grupo Co(16,29)(p=0,048).
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A presenca de epiplon aderido na pelicula ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os 4 grupos (p=0,395).

Figura 3 — Contagem de leucécitos(células/mm?®) no liquido peritoneal dos ratos do
grupo Co e Pe
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Nao houve diferenga estatisticamente significativa, entre os escores de aderéncia

dos 4 grupos, tanto para o avaliador 1 (p=0,849) como para o avaliador 2(p=0,379).

Tabela 2 — Resultados das avaliacbes do escore de aderéncia pelos
avaliadores 1 e 2

Escore aderéncia

Avaliador 1 Avaliador 2
Qui-Quadrado 0,8 3,08
df 3 3
p valor 0,849 0,379

A MDV(%) dos grupos ColLC(3,66+0,73), ColL5(3,5610,49),
PelLC(3,40+0,59) e PelL5(3,53+0,40) ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p=0,775).



Tabela 3 — Resultados da MDV(%) dos grupos CoLC, ColL5, PeLC e PelL5

Densidade Vascular

Subgrupo  —p s Desvio-Padrao
CoLC 3,664 0,730
Col5 3,562 0,495
PelLC 3,396 0,586
Pel5 3,530 0,401

p-valor 0,775

40



41

5 DISCUSSAO

A distribuicdo normal e homogénea dos pesos dos ratos, dentro dos
grupos, garantiu que as amostras apresentassem homogeneidade. Isto demonstra
que os ratos eram semelhantes e dificilmente algum tipo de viés relacionado ao peso
dos ratos ocorreu. Para esta homogeneidade, os ratos foram adquiridos com média
de peso de 350 g no biotério da UEM, onde ha rigoroso controle do peso dos ratos.
Foi dispensado o cuidado de operar um rato de cada grupo a cada dois dias, de
forma que o aumento de peso dos ratos seja semelhante nos quatro grupos.

Ha quatro modelos experimentais de estimulo a peritonite por
infecgdo intra-abdominal: inoculagdo de endotoxinas bacterianas, inoculagédo de
material fecal de humanos ou de roedores (polimicrobiano), inoculagao
intraperitoneal com inéculo vivo monobacteriano e criagdo de uma fonte enddgena
de contaminacéao fecal, como ligadura e puncédo do ceco (LPC). Embora o modelo
LPC seja o mais utilizado nos experimentos com peritonite bacteriana, o modelo
utilizado neste experimento foi monobacteriano, devido necessidade de manter um
estimulo infeccioso homogéneo em todos os ratos, além de ser um modelo simples,
padronizado, de baixo custo e descrito na literatura™®.

A E.coli foi utilizada, por ser a bactéria mais comum da flora
gastrointestinal e a principal causadora de infec¢gdo na cavidade peritoneal. Optado
pela baixa concentracdo de 10* UFC/ml devido a necessidade de promover resposta
inflamatadria peritoneal segura, com menor risco de sepse e 6bito dos ratos durante o
periodo pos-operatorio. Boyne et al. encontraram a sobrevida de 70% dos ratos que
tiveram a peritonite induzida por E.coli a 10* ou 10° UFC, 40% para 10°e 10% para
10" ou 108 '®. Houve morte de apenas um rato do grupo CoLC no primeiro dia de
pos-opertério. Portanto, o modelo de estimulo de peritonite utilizado neste
experimento mostrou-se seguro e satisfatorio para objetivo do estudo.

O tempo indculo estipulado foi de 24 horas, pois outros estudos
demonstraram a presenga de grande quantidade de leucdcitos do tipo PMN na leséo
peritoneal com 12 horas e pico em 48 horas apds a agressao; além de favorecer a
logistica dos experimentos "8,

O tempo de cirurgia é um fator de risco pesquisado na formacao de
aderéncias peritoneais, pois altera a atividade fibrinolitica peritoneal. Brokelman et.

al. demonstraram que o aumento do tempo de pneumoperitbénio diminui a atividade
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do tPA e aumenta a concentracdo antigénica do PAI-1 peritoneal, principalmente
com 90 minutos de pneumoperitdnio '°. Foi realizado o controle rigoroso do tempo
de pneumoperitbnio e cavidade aberta (grafico 4 - anexo F), mas o curto periodo de
trinta minutos de cirurgia, provavelmente ndo tenha sido suficiente para inibir o
sistema fibrinolitico, conforme o resultado deste estudo.

Com objetivo de diferenciar a presenga de inflamagao peritoneal nos
ratos do grupo controle e peritonite, optou-se por contagem de leucocitos a partir do
lavado peritoneal com SF0,9%, devido o baixo custo e facil acesso na pratica
experimental. Houve maior média de ranque no grupo peritonite em relacdo ao
grupo controle, ou seja, os ratos submetidos a infusdo do indculo bacteriano
apresentaram uma resposta inflamatéria peritoneal maior que os ratos submetidos a
infusdo de SF0,9% (figura 3).

A avaliagao das aderéncias peritoneais € de dificil realizagao, devido
a auséncia do consenso universal na nomenclatura e classificagao destas estruturas
1320 v/arios modelos tém sido utilizados nos estudos experimentais, que medem a
aderéncia pelo percentual de animais que desenvolvem algum tipo de aderéncia®';
pela quantificacdo das aderéncias em um grupo de animais®; ou por escalas
subjetivas de graduacgdo®>?*. Alguns autores avaliam através da quantificacdo da
area aderida 2%,

Os modelos utilizados neste experimento para a avaliagdao das
aderéncias peritoneias foram: avaliagdo macroscépica proposta por Bigatti et al. e a
medicdo da MDV na interface pelicula peritonio®®?. A pelicula de silicone estéril foi
utilizada nos dois modelos previamente descritos, pois permite ao avaliador
mensurar a quantidade e qualidade das aderéncias de forma mais exata e
padronizada em todos os animais e torna a avaliagdo mais objetiva. Observou-se
durante a avaliagdo dos critérios do escore, que o critério tipo, do escore de
aderéncia, foi o que mais apresentou diferenga entre os ratos, devido a objetividade
da mensuracéo do diametro do vaso, ao contrario dos outros dois critérios.

O biomarcador CD34 é uma glicoproteina transmembrana de 105-
120-kD que possui alta especificidade para as células endoteliais de vasos
sanguineos e precursores de células hematopoiéticas. O CD34 atua como sitio de
adesédo para as L-selectinas ou moléculas de adesdo de leucdcitos tipo 1(LAM-1),
que se expressam na maioria dos tipos de leucdcitos e participa da transmigragao

leucocitaria nos processos inflamatérios. A maioria dos trabalhos tem utilizado os
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anticorpos anti-CD34 para pesquisa de neovascularizagdo em processos
neoplasicos, como fator progndstico destas lesdes®. Epstein et. al. evidenciaram o
CD34 como um bom marcador imunohistoquimico da angiogénese na formacao da
aderéncia peritoneal®’. Realizou-se marcagdo imunohistoquimica com anticorpos
anti-CD34 e anti-CD31 durante os experimentos, mas a qualidade inferior da
marcagao endotelial por este biomacador ndo permitiu a delimitacdo dos vasos pelo
softwear Image J e, por este motivo, foi optado pelo uso daquele biomarcador. A
quantificacdo das imagens digitais imunomarcadas a partir do softwear Image J tem
sido utilizada no meio cientifico com boa aceitagdo®. A avaliagdo da MDV pelo
softwear, embora tenha sido um método complexo, mostrou-se bastante objetivo e
adequado para a quantificacdo dos vasos marcados pelos anticorpos anti-CD34.

Os resultados apresentados neste estudo n&o evidenciaram
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, quando avaliado segundo o
escore de aderéncia de Bigatti e pela MDV. Este resultado corrobora com cinco
estudos experimentais descritos por Gutt et al. em revisdo literaria sobre aderéncia
peritoneal apods laparoscopia e laparotomia convencional entre 1987 e 2001 mas
discorda de seis estudos experimentais, que demonstraram menor incidéncia de
aderéncia no sitio cirtirgico apds a laparoscopia'®. Jacobi et al. evidenciaram que em
condicdes de peritonite, a formacao de aderéncia € a mesma apos ressecc¢ao retal
laparoscopica e aberta®’. Cainzos et al. demonstraram que, além de maior
incidéncia de aderéncia apods colecistectomia convencional, aderéncias multiplas
foram mais comuns em relagdo ao grupo operado por laparoscopia®.

O método experimental utilizado € seguro e eficiente na indugédo de
aderéncia peritoneal, pois trinta e nove dos quarenta ratos permaneceram vivos
durante o periodo pds — operatério e todos apresentaram aderéncia sobre a pelicula.
A baixa concentracdo de E.coli utilizada para induzir a peritonite, juntamente com a
baixa press&o utilizada no pneumoperitbnio e o tempo cirurgico de 30 minutos,
podem ser 0s responsaveis pela auséncia de diferenca na formacao de aderéncia
peritoneal entre os grupos. Foram utilizados baixos parametros de concentragao da
bactéria, pressdo de pneumoperiténio e tempo cirurgico, com objetivo de manter os
ratos vivos, que provavelmente ndo promoveram alteragcbes peritoneais,
suficientemente significativas, para gerarem respostas diferentes nos grupos.

Conclui-se com este trabalho que, pelos critérios de avaliagao

utilizados, a quantidade e qualidade das aderéncias peritoneais foram iguais tanto
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na laparotomia convencional quanto na laparoscopia, independentemente de existir

ou nao peritonite.
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ANEXO B

Escore total de adesao(Modified Diamond adhesion score)

Caracteristicas

Tenacidade

Sem aderéncia
Adesao parcial
Solta com tragao
Dissecc¢ao fina

Extensao(% da superficie do pelicula de silicone coberta por
pela adesao)

0

<25
25-50
50-75
>75

Tipo

Nenhuma

Fina(transparente)

Densa, sem vaso(translucente)

Densa, com vasos pequenos (< 50um)
Densa, com vasos grandes (50-100um)

Escore
de
adesao
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Grafico 1 — Valores dos inéculos (ml) dos grupos CoLC, CoL5, PeLC e PelL5
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Grafico 2 — Valores dos pesos cirurgia (g) dos grupos CoLC, ColL5, PelLC e

irurgia
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ANEXO E

Grafico 3 — Valores dos tempos de inoculagdo (min) dos grupos ColLC, Col5,
PeLC e PelL5
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Grafico 4 — Valores dos tempos de cirurgia (min) dos grupos CoLC, Col5,

Tempo Cirurgia

PeLC e PelL5

ANEXO F

35,00

33

(e]
32,50 14
*
30,00 T -_— -_—
27,507
25,00
22,50 27 2
(@) *
T T T T
ConLC CoL5 PeLC PelL5

57



ANEXO G

Grafico 5 — Valores dos escores de aderéncia dos grupos CoLC, ColL5, PeLC

e Pel5
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Grafico 6 — Valores MDV(%) dos grupos CoLC, CoL5, PeLC e PelL5
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