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RESUMO

SILVA, D. K. M. Uso de aditivos ao fluido de lavagem peritoneal para a prevencdo de
aderéncias abdominais e otimizacdo da cicatrizacdo da parede abdominal. 2018.
DOUTORADO - Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2023.

Aderéncia é a unido de duas ou mais estruturas anatomicamente separadas por meio de tecido
fibroso como consequéncia de processo inflamatério. Quando ocorre na cavidade abdominal, pode
provocar dor e disfungdes nos 6rgaos. Em sua prevencgdo, emprega-se a lavagem abdominal, mas
ndo h& consenso sobre composicdo de fluidos mais adequada. Desta forma, testamos e
comparamos diferentes solugbes adicionadas ou ndo aos farmacos mais frequentemente
empregados nas rotinas transoperatdrias. Cento e vinte e seis ratos machos da linhagem Wistar
foram alocados em 15 grupos de seis ratos e trés grupos de 12 ratos. Todos os animais foram
submetidos a cecopexia cirdrgica. Em uma primeira etapa, foram comparadas as solu¢des de Ringer
Lactato, NaCl a 0,9% e agua destilada. Depois, foram testas solu¢des de lavagem abdominal (agua
destilada + farmaco) contendo: (1) anestésicos locais (lidocaina e bupivacaina); (2) antimicrobianos
(gentamicina, enrofloxacina e ceftriaxona); (3) anti-inflamatérios esteroidais (dexametasona,
metilprednisolona e hidrocortisona); (4) AINE (robenacoxibe e flunixina meglumina); (5)
anticoagulante (heparina); (6) Glicose (5%, 10% e 25%). Amostras sanguineas e de lavado
peritoneal foram coletadas nos periodo pré-operatério (t =-1) e apds a eutanasia (t=21) quando,
também, extraiu-se um retalho padronizado da parede abdominal em torno da cicatriz cirdrgica. As
solucBes foram comparadas quanto a (ao): (1) reducdo do desconforto abdominal (parametros
comportamentais e Escala de Grimace); (2) composicao do fluido peritoneal (contagem leucocitéria
e dosagens de glicose, albumina, sédio e proteina total); (3) quantificacdo da formacdo de
aderéncias; (4) maturidade da cicatriz (histopatologia); (5) resisténcia da cicatriz da parede
abdominal (teste de microtracdo). Com excecdo do grupo tratado com heparina, todas as demais
solucBes de lavagem contribuiram na recuperacao dos pacientes e a solu¢cdo com agua destilada
reduziu os niveis séricos de sédio. Conclui-se que as solugfes de lavagem abdominal testadas
reduzem a morbidade pds-operatdria, a escolha do tipo de solugédo e aditivo ndo interferem na
recuperacao cirdrgica excec¢ao feita as acrescidas de heparina. Ademais, sugere-se que 0 emprego
de &gua destilada deva ser acompanhado do monitoramento do sddio sérico.

Palavras-chave: Glicose, leucdcitos, peritbnio, profilaxia, ratos.
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Abstract

SILVA, D. K. M. Use of additives to the peritoneal lavage fluid to prevent abdominal adhesions
and optimize the healing of the abdominal wall. 2018. DOCTORATE DEGREE - Graduate
Program in Veterinary Sciences. Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science.
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2023.

Adhesion is the union of two or more anatomically separated structures through fibrous tissue as a
result of an inflammatory process. When it occurs in the abdominal cavity, it can cause pain and
organ dysfunction. In its prevention, abdominal lavage is used, but there is no consensus on the
most appropriate fluid composition. In this way, we tested and compared different solutions added
or not to the drugs most frequently used in intraoperative routines. One hundred and twenty-six male
Wistar rats were allocated into 15 groups of six rats and three groups of 12 rats. All animals were
submitted to surgical cecopexy. In a first step, solutions of Ringer Lactate, 0.9% NaCl and distilled
water were compared. Then, abdominal lavage solutions (distilled water + drug) containing: (1) local
anesthetics (lidocaine and bupivacaine); (2) antimicrobials (gentamicin, enrofloxacin and
ceftriaxone); (3) steroidal anti-infammatory drugs (dexamethasone, methylprednisolone and
hydrocortisone); (4) NSAIDs (robenacoxib and flunixin meglumine); (5) anticoagulant (heparin); (6)
Glucose (5%, 10% and 25%). Blood and peritoneal lavage samples were collected preoperatively
(t=-1) and after euthanasia (t=21) when a standardized flap was also extracted from the abdominal
wall around the surgical scar. The solutions were compared in terms of: (1) reduction of abdominal
discomfort (behavioral parameters and Grimace Scale); (2) peritoneal fluid composition (white blood
cell count and glucose measurement, albumin, sodium, and total protein dosages); (3) quantification
of adhesion formation; (4) scar maturity (histopathology); (5) strength of the abdominal wall scar
(microtensile test). With the exception of the heparin-treated group, all other lavage solutions
contributed to the patients' recovery and the solution with distilled water reduced serum sodium
levels. Itis concluded that the abdominal lavage solutions tested reduce postoperative morbidity, the
choice of the type of solution and additive do not interfere with surgical recovery, except for those
added with heparin. Furthermore, it is suggested that the use of distilled water should be
accompanied by the monitoring of serum sodium.

Keywords: Glucose, leucocytes, peritoneum, prophylaxis, rats.
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1. Introducéo

Aderéncia é a unido, por tecido fibroso, de duas ou mais estruturas
anatomicamente separadas (HOLMDAHL et al.1997), ou de outra forma, é tecido
cicatricial originado em resposta a inflamacdo em tecidos adjacentes aos 6rgaos
lesados durante processos como a cirurgia (ELLIS et al. 1999; JAAFARI et al.
2021). Pode gerar entre outros dor, infertiidade (HOLMDAHL et al. 1997) e
problemas abdominais obstrutivos (BIONDO-SIMOES et al. 1996).

As unibes entre estruturas viscerais, associadas ou nao a fatores
iatrogénicos, podem acometer diferentes espécies com intensidade variavel
(ZHONG et al. 2019; WU et al. 2021; JAAFARI et al. 2021; LIU et al. 2020).

Nesse sentido, Freitas et al. (2012) relataram a ocorréncia de aderéncias
entre intestino delgado, bexiga, coto uterino e ureteres em cadela submetida a
ovariohisterectomia. Oliveira et al. (2001) pesquisaram a ocorréncia de aderéncias
abdominais associadas a presenca e ao tipo de fio de sutura em coelhas, e
constataram que a permanéncia do material de sutura pode contribuir na formacéo
das aderéncias. De forma similar, Alves et al. (2020), concluiram que a laparorrafia
em coelhos utilizando fios de sutura a base de quitosana provocou grau moderado
de aderéncia. Outros biomateriais e biopréteses tiveram sua eficiéncia avaliada na
laparorrafia de ratos e os pesquisadores concluiram que embora tenha havido
diferencas, nenhum dos materiais preveniu a formacéo de aderéncias na totalidade
dos casos (QUITZAN et al. 2003).

Continuamente casos de aderéncia intra-abdominal sem historico de
intervencao cirurgica em abdémen também foram relatados, Araudjo et al. (2019)
precisaram executar adesidlise cirirgica em cadela que apresentava desconforto
abdominal. Enquanto Pereira et al. (2011) relataram um caso de aderéncia
abdominal congénita em cao com evolugdo aguda e 6bito. Ja Santos et al. (2017)
relataram aderéncias abdominais em um cao com peritonite encapsulante
esclerosante por neoplasia maligna.

Além disso pacientes humanos que sdo submetidos a dialise peritoneal
estdo sujeitos a formacdo de aderéncias cavitarias associadas aos cateteres
implantados para o tratamento da insuficiéncia renal cronica (PRADO FILHO et al.
2000).
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Nesse contexto devido a prevaléncia de aderéncias abdominais que
acometem humanos e animais, diversos métodos terapéuticos e profilaticos sdo
descritos na literatura, mas de eficiéncia, custo e disponibilidade variaveis
(ARAUJO et al. 2015; BORGES et al. 2017; SILVA et al. 2018; POEHNERT et al.
2019).

Por exemplo, entre os métodos de tratamento disponiveis esta a lavagem
peritoneal, que data desde 1946, que foi utilizada para o controle da uremia
(BASSETT, 1946). Ja como método diagnostico Veith et al. (1967), foram os
responsaveis em publicar o primeiro trabalho utilizando soluc¢ao salina normal para
lavagem abdominal.

Com o mesmo propoésito, Jomezadeh et al. (2012) utilizaram NaCl 0,9%,
como controle para avaliar a eficiéncia da curcumina na prevencéo da formacao
das aderéncias abdominais pés-operatdrias em ratos, e notaram que todos o0s
animais do grupo controle apresentaram adesdo severa ap0s lavagem com a
solugéo salina normal.

Igualmente, Parsa et al. (2017) também notaram a formacé&o de aderéncias
cavitarias apos a lavagem com NaCl 0,9%, porém com intensidade mediana e
ocorréncia na minoria dos animais.

Abu-Elhasan et al. (2014) utilizaram a solucdo de Ringer com Lactato ap6s
miomectomia em mulheres e afirmaram que a lavagem com esta solucao possui
seguranca razoavel e capacidade de minimizar a formacéo de aderéncias. Porém
esse resultado ndo é consenso entre as pesquisas, Aoki et al. (2015) com testes in
vitro afirmaram que a solu¢do de Ringer com Lactato € capaz de induzir fibrose
peritoneal, apds ser infundindo nessa cavidade.

Similarmente a NaCl 0,9% também foi comparada a um anestésico local
(lidocaina) por Mariano et al. (2015), nesse trabalho os pesquisadores nao
verificaram diferenca estatistica significativa entre o0s grupos avaliados.
Yuzbasioglu et al. (2008) também avaliaram a eficiéncia da lidocaina isolada e em
associacdo a outro anestésico local na prevencdo da formacdo de aderéncia
peritoneal em animais com peritonite, e notaram que, em uma escala de zero a

nove, tiveram um escore de quase seis.
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De maneira semelhante Ozturk et al. (2010) compararam NaCl 0,9%,
bupivacaina e lidocaina na prevencdo da formacdo das aderéncias no pos-
operatorio, e ndo verificaram diferenca estatistica significativa na quantidade nem
na intensidade da formacao das aderéncias entre esses grupos.

Além dos cristaloides e dos anestésicos locais, a eficiéncia dos
antimicrobianos em prevenir a formacéo das aderéncias também foi verificada por
Kayaoglu et al. (2013) em animais com peritonite e por Oncel et al. (2001) pela via
sistémica em modelo animal, os dois grupos de pesquisa e notaram que 0S
antibiéticos foram eficientes na prevencao da formacao das aderéncias.

Assim como os antimicrobianos, os anti-inflamatérios esteroides e néo
esteroides também tiveram a sua eficiéncia testada na prevencao da formacao das
aderéncias peritoneais por Kazemi et al. (2022) e Arung et al. (2013).

Outro grupo farmacoldégico estudado como método de tratamento e
prevencdo das aderéncias cavitarias, foram os anticoagulantes, dentre eles a
heparina, e os autores observaram que a sua eficiéncia em minimizar o grau de
aderéncia estéa relacionado com a dose empregada no tratamento (GOMEZ et al.
2022).

Com o mesmo propdésito, a formacgéo da aderéncia peritoneal foi avaliada em
animais submetidos ao tratamento com solugdes contendo glicose, os animais
receberam diferentes doses durante o tratamento, porém houve ocorréncia de
fibrose peritoneal em todos os grupos (PARK et al. 1997).

Contudo, considerando as controvérsias apontadas, justifica-se um estudo
prospectivo randomizado que teste diferentes solu¢gbes de lavagem abdominal e
farmacos que séo rotineiramente empregados no periodo transoperatorio com o
intuito de reduzir a peritonite e, consequentemente, a formacao de aderéncias intra-

abdominais.

2. Reviséo de Literatura
2.1 Anatomia da cavidade peritoneal

A cavidade peritoneal forma-se a partir do mesoderma lateral que da origem
a duas porcbes: somatica e visceral (KIRBY, 2007). Nos embrides todas as

cavidades sdo continuas e o isolamento da cavidade peritoneal ocorre inicialmente
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com o crescimento das veias cardinais comuns e a formagé&o do diafragma (KIRBY,
2007).

A cavidade peritoneal, localizada dentro da cavidade abdominal, é revestida
pelo peritbnio, uma delicada membrana (SINGH, 2019) serosa transparente,
continua, brilhante e escorregadia (KONIG; LIEBICH, 2021), dividida em duas
laminas continuas: parietal e visceral (MOORE et al. 2014). O peritbnio parietal €
responsavel em revestir a superficie interna da parede abdominal e o visceral, a
parede externa dos 6rgdos (KHANNA e KREDIET, 2009), que é semipermeavel
bidirecional com capacidade de absorcdo, exsudacdo ou transudacao (KIRBY,
2017). Essa caracteristica do peritdnio, permite a livre troca entre o fluido peritoneal
e o plasma (KIRBY, 2017).

Para se ter ideia, o0 espaco formado entre os peritdnios parietal e visceral, a
cavidade peritoneal, € o maior espaco extravascular pré-formado no corpo, com
uma area superficial de aproximadamente 150% da area superficial total da pele,
preenchido por um liquido surfactante produzido pelas células mesoteliais
peritoneais (KIRBY, 2007).

Gracas a propriedade de transporte da membrana peritoneal permitiu a Di
Filippo et al. (2012), afirmarem em seu trabalho, que € possivel o diagnostico
precoce de lesdo entérica, ao comparar os resultados da analise bioquimica do
liquido peritoneal com o sangue.

Com o0 mesmo intuito a comparacgao entre parametros do fluido peritoneal e
do plasma sanguineo foram utilizados por Liu et al. (2016), para estadiamento de
endometriose.

2.2 Fisiopatologia da formacéo das aderéncias

As aderéncias abdominais foram definidas por Greene et al. (2005) como a
unido de duas superficies que anatomicamente sao separadas.

Elas podem ocorrer por causa de diversas agressfes cirargicas que o
peritdnio pode sofrer durante as laparotomias (FOSSUM, 2021) ou em decorréncia
de traumas contusos e perfurantes (RIBAS-FILHO et al. 2008).

Logo apos as lesbes no mesotélio peritoneal, células redondas de origem
incerta o recobrem entre quatro (KIRBY, 2007) e 48 horas (CARMONA et al. 2011).
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Em seguida a inflamacdo desencadeada pelo trauma cirdrgico, causa a
liberacdo de células inflamatorias e fibrina, que exsudam dentro da cavidade
peritoneal. Se ndo houver comprometimento vascular, a fibrindlise ocorrera entre
36 e 48 h, impedindo formagé&o de aderéncias (KIRBY, 2007).

Entretanto para ocorrer a formacao de aderéncias durante o ato operatorio,
0 mesotélio é frequentemente danificado evocando resposta cicatricial e
consequente formagdo de aderéncias (HOLMDAHL et al. 1997). Desta forma,
fibroblastos e outras células migram para o espaco adesivo e formam um coagulo
gue une as superficies de visceras a parede abdominal (HELLEBREKERS e
KOOISTRA, 2011). Ao longo de meses ou anos, a adesdo amadurece ao
desenvolver vasos sanguineos e nervos (HERRICK et al. 2000) tornando um
segundo ato cirargico mais dificil e mérbido (BROCHHAUSEN et al. 2012).

Essas aderéncias podem causar dores abdominais e pélvicas, obstrucao
intestinal, aumento do tempo cirdrgico, do sangramento intraoperatorio e de
infecgdo no sitio cirdrgico (VAN GOOR, 2007; DI SAVERIO et al. 2012; RICE et al.
2013).

2.3 Tratamento e prevencao da formacéo das aderéncias

Diante das complicacbes que a formacdo de aderéncias cavitarias podem
causar, € continua a busca por substancias que possam prevenir sua formacao
com menos efeitos colaterais possiveis (DIEDRICH et al. 2018; RAHMANIAN-
DEVIN et al. 2021). Uma gama de solucfes ja foi pesquisada, entre elas, agua
destilada (SHIN et al. 1988; OCTAVIANI et al. 2017) NaCl 0,9%, ringer lactato, anti-
inflamatorios esteroides, heparina, antimicrobianos (PACHECO et al. 2003; ACUN
et al. 2018; SYAHPUTRA et al. 2020), anti-inflamatérios ndo esteroides (AINE)
(CELEBIOGLU et al. 1999; EZBERCI et al. 2006; ALLAHVERDI et al. 2014),
anestésicos locais (RIMBACK et al. 1988; BROCCO et al. 2012) e glicose
(NOGUEIRA et al. 2021).

Das pesquisas realizadas com cristaloides, 0os pesquisadores constataram
gue o ringer lactato e a solucéo salina foram capazes de prevenir a formacéo de
aderéncia peritoneal devido separacao das superficies lesadas e a diluicdo dos
exsudatos de fibrina (CHAN et al. 1995; ELKELANI et al. 2002).
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Com o mesmo intuito a 4gua destilada foi utilizada pelas vias intraperitoneal
e intrapleural no transoperatério de excisdo cirdrgica de tumores malignos, os
autores afirmaram que sua hipotonicidade causou lise nas células tumorais, porém
nao descreveram os efeitos causados em serosas e na formacao de aderéncias
(SHIOZAKI et al. 2017). Em outro estudo, os pesquisadores utilizaram da
caracteristica hipotdnica da agua destilada para localizar pequenas hemorragias na
cavidade pélvica durante o periodo perioperatorio, isso é possivel porque as
hemacias quando expostas a agua destilada, incham e liberam a hemoglobina
contendo a porcdo heme, que é responsavel pela cor vermelha, desta forma a
coloracdo da solugcéo permanece transparente, facilitando a localizacdo de pontos
de sangramento (TILLAART et al. 2009).

Com o mesmo proposito os antimicrobianos foram administrados pela via
peritoneal em casos de peritonite infecciosa, mas apesar da sua eficiéncia no
controle da infec¢cédo (SMITH, 1976), a sua capacidade de prevenir a formacéo das
aderéncias abdominais, foi reduzida (SORTINI et al. 2006). Outros pesquisadores,
afirmaram que os antibiéticos além de néo prevenirem a formacéo das aderéncias,
induziram sua formacao por causar espessamento do mesotélio peritoneal com
presenca de fibroblastos e colageno (RAPPAPORT et al. 1989).

Porém, os antibioticos continuam sendo utilizados para irrigacéo peritoneal
no transoperatério com objetivo de prevenir infeccdo do sitio cirargico em
procedimentos com maior risco de infe¢cdo, contudo sem observar a formacao de
aderéncias abdominais (MAATMAN et al. 2019).

Da mesma maneira, a glicose (10%) foi empregada por Nogueira et al.
(2021) de forma isolada e associada a dexametasona com o Unico objetivo de
prevenir a formacéo das aderéncias, e 0s pesquisadores constataram nos animais
tratados pelos dois grupos farmacolégicos, a reducéo da formacéo das aderéncias,
devido a supresséo da resposta inflamatéria e o menor grau de fibrose. Dessa
forma, Muller et al. (2003) e Van Den Tol et al. (2005) obtiveram resultados
semelhantes quando instilaram pela via intraperitoneal polimero de glicose a 4% e
7,5% respectivamente.

Nesse sentido, Brocco et al. (2008) e Mustafa (2013), concluiram em suas

pesquisas que a bupivacaina e flunixina meglumina preveniram a formacéo de
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aderéncias abdominais gragcas ao efeito anti-inflamatorio alcangado pelos dois
farmacos, quando utilizados como solucédo de lavagem peritoneal.

Com o mesmo objetivo, a heparina foi utilizada na prevencao da formacao
de aderéncia, e como resultado os pesquisadores que a sua capacidade em evitar
a formacdo de aderéncias, se deve pela inativacdo dos fatores de coagulacao,
diminuicdo da producao de fibrina e pela promocéao de fibrindlise (LEHMAN; BOYS,
1940; PALMA; FOZ FILHO, 2005; MAKARCHIAN et al. 2017).

2.4 Diagnéstico e monitoramento das terapias peritoneais

Abdominocentese ou paracentese abdominal € comumente utilizada como
forma de diagndstico e tratamento das doencas abdominais. Através da drenagem
do conteudo peritoneal por puncdo ou lavagem abdominal diagndstica, € possivel
diagnosticar e tratar inflamacgdes e/ou infec¢des peritoneais (KIRBY, 2017).

De antemdo, a osmolaridade da solucdo para lavagem abdominal é
importante, pois aumenta o volume celular se hipoténica e o reduz, se hipertdnica
(KOEPPEN, 2018). Em situagfes com pequenos volumes livres na cavidade
abdominal, é realizado o lavado abdominal, para ser submetido a testes
hematolégicos e bioquimicos como forma de auxiliar no diagnéstico da saude
peritoneal, ao verificar parametros como a contagem de leucdécitos, dosar albumina,
proteina total e a glicose (KIRBY, 2017).

Posteriormente, a analise do liquido peritoneal sera realizada, e Wong et al.
(2019) determinaram que pacientes com contagem leucocitaria maior que
100/mm3, dor abdominal e cultura bacteriana positiva, tém peritonite infecciosa.
Lippi et al. (2014) reforcam a importancia da contagem leucocitaria no diagnéstico
da peritonite e afirmam a necessidade de contagem diferencial microscopica para
valores acima de 250 células/uL de fluido peritoneal.

Porém ao avaliar os parametros laboratoriais de ratos € recomendado
cautela, pois Lima et al. (2014), Dantas et al. (2006) e Kampfmann et al. (2012)
enfatizaram que tanto fatores extrinsecos como intrinsecos podem influenciar na
variacéo de alguns parametros, logo cada centro de pesquisa deve ter seus valores
fisiologicos pré-determinados. Jacob Filho et al. (2018), enfatizaram que o local que

o sangue foi coletado tem influéncia na contagem leucocitéaria.



550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
S77
578
579
580
581

20

Juntamente os resultados bioquimicos podem auxiliar no diagnéstico das
peritoneopatias ao revelar, reducdo da proteina total e da albumina, que podem
estar associados a ascite (KIRBY, 2017). Em contrapartida, a elevacao da proteina
total e da albumina esté ligada a peritonite séptica, conforme afirma Wittek et al.
(2010). Diferentemente o aumento na glicose peritoneal se deve a uma inflamagao
asséptica, e a sua redugdo a uma inflamacéo infeciosa do peritbnio ou peritonite
séptica (KIRBY, 2017; VIEIRA et al. 2005; VAN HOOGMOED et al. 1999).

Essas peritoneopatias, podem estar associadas a laparotomias, por isso é
importante monitorar o processo de reparacdo da ferida, geralmente buscando
avaliar a eficiéncia de algum tipo de terapia. Para isso, alguns parametros
histologicos séo avaliados. Dentre eles estéo, a proliferacao vascular, a proliferacéao
de fibroblastica, atividade de células inflamatérias (mononucleares e
polimorfonucleares) e a sintese de colageno (ROCHA JUNIOR, 2006). Nesse
sentido, os parametros permitem identificar se o processo inflamatério de
cicatrizagdo se encontra, na fase aguda, quando h& maior intensidade de resposta
de células polimorfonucleares ou crénica, com aumento na resposta dos seguintes
parametros, proliferacao fibroblastica, células mononucleares e colagenizacao,
permitindo assim identificar possivel retardo na cicatrizagdo (VIZZOTTO JUNIOR
et al. 2003; GOES et al. 2005).

Lucena et al. (2006) destacam a utilizacdo de coloracédo por hematoxilina-
eosina na identificacdo dos tipos celulares envolvidos no processo inflamatorio, e
Mazzini e Mantovani (1999), afirmaram em seu estudo que embora a resposta
inflamatoria seja essencial no processo de cicatrizagao, se for intensa compromete
a reparacao tecidual.

Nesse contexto, € possivel avaliar o processo de cicatrizacdo em
experimentos e comparar a eficiéncia de diferentes tratamentos em que 0s grupos
foram submetidos (SAMIEE-RAD, et al. 2022).

De tal maneira que o teste de microtracéo é associado a analise histoldgica,
pois a resisténcia da cicatriz, pode estar associada a organizacdo do colageno e
nao somente a sua quantidade (TENIUS et al. 2007).

Todavia, os testes de tracdo ou tensiometria, permitem avaliar com seus

parametros (caga maxima e carga em quebra) a resisténcia mecéanica da cicatriz,
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gue esté associado ao conteudo de fibras colagenas, a multiplicacdo e a maturacéo
de fibroblastos (CAMPOS et al. 2010; NUNES JUNIOR et al. 2006).
Simultaneamente a avaliacdo da deformacdo maxima a tracdo, esta associada a
elasticidade, que indica o teor de fibras elasticas (NUNES JUNIOR et al. 2006).

Para isso, é importante observar nos animais de experimentacdo fatores
comportamentais indicadores de elevado grau de bem-estar, ou seja, habitos que
demonstram preferéncias positivas dos animais (BROOM; MOLENTO, 2004), como
a ingestdo de 4agua, racdo, auséncia de vocalizacdo, alteracdo postural,
automutilacéo, agressividade, lambedura, apatia (NEVES et al. 2013) e perda de
peso (MINOSSI et al. 2001).

Ao mesmo tempo da avaliacdo comportamental, para se ter mais eficiéncia
na avaliacdo da dor dos animais é possivel combinar, ao menos dois métodos de
escala de dor, e a Escala de Grimace, pode ser associada a avaliacédo
comportamental (LEACH et al. 2012). A Escala de Grimace, ou na sua traducéo
literal, escala de careta, avalia a 6rbita, o nariz, as bochechas, as orelhas e a
posicao dos bigodes (SOTOCINAL et al. 2011). Quando esses animais sentem dor,
a orbita tende a contrair, ocorrendo um estreitamento da area orbital. Em relacéo
ao nariz e as bochechas, os ratos tendem a exibir um menor abaulamento e as
orelhas tendem a dobrar e inclinar para frente. Por Ultimo, os bigodes ou as

vibrissas avancam para frente, afastando-se do rosto (LANGFORD et al. 2010).

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral
Testar se solugbes de lavagem peritoneal e farmacos rotineiramente
utilizadas reduzem a morbidade pés-operatéria.
3.2 Objetivos Especificos
Testar se as solu¢des de lavagem peritoneal e farmacos:

° Reduzem a resposta inflamatéria peritoneal;

° Previnem ou reduzem a formacéao de aderéncias;

° Previnem ou reduzem a dor e/ou o desconforto pés-operatorio;
° Interferem no processo de cicatrizacao da parede abdominal.
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4. Material e Métodos
4.1 Tipo de Pesquisa

A pesquisa € do tipo experimental quanti-qualitativa, prospectiva, baseada
em: andlises comparativas entre as bioquimicas séricas e do lavado abdominal
diagnéstico (LAD); uso de escore para a classificacdo das aderéncias abdominais;
uso de escalas comportamentais para a avaliacdo da dor e conforto abdominal.
4.2 Consideracdes Eticas da Pesquisa

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal Do Mato Grosso Do Sul (UFMS) na 22 reunido ordinéria
do dia 26/03/2019 e registrado sob 0 N° 1.013/2018 sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Eric Schmidt Rondon.

Em 26/09/2019, a CEUA/UFMS autorizou (CI n° 60/2019) a mudanca do
veterinario responsavel e do local de realizacdo da pesquisa para o Biotério do
Centro Universitario da Grande Dourados — UNIGRAN. Como consequéncia, o
projeto foi também submetido a apreciacdo da CEUA desta instituicdo e foi
aprovado sob o protocolo N° 116/19 no dia 06/09/2019.

4.3 Animais

Foram utilizados 126 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, machos,
adultos, com peso entre 280 e 390 g, divididos em 18 tratamentos, sendo que 0s
tratamentos com agua destilada (AD), NaCl 0,9% (SAL) e ringer lactato (RL),
tiveram 12 animais, para dosagem sérica de sodio e os outros 15 grupos foram
formados por seis animais cada.

Apbs o transporte de Campo Grande a Dourados, os ratos foram mantidos
em uma sala do biotério, com temperatura ambiente de 24+3°C, umidade relativa
de 45 a 65% e fotoperiodo claro: escuro de 12h. O acesso a agua e a racao
apropriada para a espécie se deu sem restricbes. Cumpriram um periodo de
adaptacao de sete dias, apos o qual foram alojados individualmente na mesma sala
e sob as mesmas condi¢des, inclusive de bem-estar adequadas a espécie
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011).

Os animais foram mantidos nos periodos pré e pos-operatério no Biotério da
UNIGRAN, edificacdo anexa ao Centro Cirurgico de Técnica Operatéria onde foi
executada a fase transoperatoria.
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4.4 Coleta de material biolégico

Amostras de sangue venoso foram coletadas um dia antes da cirurgia (t=-1)
e 21 dias apos (t=21) por puncéo retro-orbital.

Esquema diferente de coletas sanguineas foi realizado nos grupos para
determinacao da variacao de sédio sérico que seguiu o0 método descrito por Melton
et al. (1987). Brevemente, foi feita uma coleta antes do lavado abdominal (basal).
Entdo, a solucdo para lavagem abdominal diagndstica (LAD) em teste foi aplicada
e depois de 30 min (t=30) foi feita nova coleta. Trés horas (t=180) ap6s a LAD
realizou-se a Ultima coleta.

O fluido peritoneal foi coletado a partir da técnica de lavagem abdominal
diagnéstica (LAD) (KIRBY, 2017; FOSSUM, 2021) em duas ocasifes: t =-1 e t=21.

Durante a fase pos-operatoria até a eutanasia (t=21) foram aplicadas escalas
comportamentais de avaliagdo da dor e do desconforto abdominal.

Apobs a eutandasia por sobredose anestésica, foi realizada laparotomia — duas
incisdes longitudinais paramedianas e duas transversais - de forma a confeccionar
um retalho da parede abdominal em torno da cicatriz cirdrgica. Com o abdémen
exposto, procedeu-se a inspecao cavitaria para o estadiamento das aderéncias
abdominais (escore de aderéncias abdominais). Amostras deste retalho foram
encaminhadas para analise histopatologica e para teste de microtragao.

4.5 Analise de Dados

As variaveis, com respostas de mensuracao ordinal, células inflamatorias
séricas e da cavidade abdominal e valores bioquimicos (t=-1 vs. t=21) foram
analisadas quanto a distribuicdo normal pela aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk
(paramétricos se p>0,05). Os resultados indicaram que os dados intragrupos e
intergrupos nao obedeceram a uma distribuicdo normal o que permitiu o uso dos
testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com posterior teste de Dunn para
comparacao dos resultados entre os mesmos tempos dos diferentes tratamentos (t
= 21, 30 minutos e 180 minutos). O teste de Friedman, foi utilizado para avaliar a
evolucao dos tratamentos, ou seja, entre t=-1 vs. t=21 e entre basal, 30 minutos e
180 minutos. Em todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 5%
(p=0.05).
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4.6 Grupos experimentais: tratamentos

As unidades experimentais (ratos) foram aleatoriamente distribuidas em
grupos, conforme o tratamento. Cada tratamento foi testado em seis animais.

As solugdes cristaloides foram infundidas no abdémen na dosagem de 22
mL/kg. Os farmacos foram diluidos em agua destilada (agua para inje¢ao) de forma
gue a solucdo final (farmaco + 4gua destilada) fosse ajustada para 22 mL/kg.

O grupo controle foi tratado com agua destilada (22 ml/kg)

O Quadro 1 sumariza a distribuigéo.

Quadro 1. Distribuicdo dos animais entre os grupos controle e tratamento

S —
Gr_upo Tratamento Sigla N de animais
Experimental (n)
Controle Agua destilada AD 12
Cristaloides Ringer Lactado RL 12
NaCl 0,9% SAL 12
o Agua Qestlla}da com AD + Lido 6
Anestesicos ] Lidocaina
Locais Agua dgstlladla com AD + Bupi 6
Bupivacaina
Agua destilada com
gentamicina 100 AD + Gental00 6
Agua destilada com
- . gentamicina 4 AD + Genta 4 6
Antimicrobianos
Agua desulad_a com AD + Enro 6
enrofloxacina
Agua destllada com AD + Cef 6
___ ceftriaxona
Agua destilada com AD + Dexa 6
Dexametosna
Aguq destllgda com AD + Metil 6
Metilprednisolona
Anti-inflamatérios Agua desnla_lda com AD + Hidro 6
Hidrocortisona
Agua destlladg com AD + Robena 6
__Robenacoxibe
Agu_a_destllada com AD + Flu 6
Flunixina Meglumina
Heparinizagao Agua dest|l'c_1da com AD + Hepa 6
Heparina
Glicose 5% Glico 5 6
Solucéo Glicosada Glicose 10% Glico 10 6
Glicose 25% Glico 25 6

4.7 Periodo pré-operatorio: identificacdo e coleta de material biologico
Um dia antes da cirurgia (t=-1) os animais foram pesados e identificados
individualmente. Em seguida, foram pré-medicados com a associacao de sulfato de
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morfina (0,33 mg/kg) e sulfato de atropina (0,05 mg/kg) por via subcutanea.
Transcorridos 15 min, aplicou-se a associacdo de cloridrato de cetamina (150
mg/kg) e cloridrato de xilazina (7 mg/kg), por via intramuscular, respeitando o
volume méaximo de 0,5 ml/local de aplicacéo.

Constatado o plano anestésico dissociativo adequado, coletou-se sangue
venoso, por via retro-orbital com uso de tubo capilar heparinizado de micro-
hematdcrito. Em ato continuo, o animal foi posicionado em decubito dorsal e teve
o abdémen ventral tricotomizado da cartilagem xiféidea até o pubis. A antissepsia
da pele se deu pela aplicacdo alternada, trés vezes, de gluconato de clorexidina a
2% e alcool etilico a 70%. Apds cinco minutos de contato da solugéo de clorexidina
com a pele foi realizada laparocentese infraumbilical paramediana direita
(aproximadamente 0,5 cm da cicatriz umbilical) para a aplicacdo da técnica de LAD,
descrita por Fossum (2021). Brevemente, infundiu-se 22 ml/kg do fluido estéril de
lavagem abdominal diagnéstica (250 ml de solugdo NaCl 0,9% acrescida de 0,5 ml
de heparina sédica com 5.000 Ul/ml) aquecido (37°C) em banho maria. O animal
foi deslocado, por seis vezes, de forma alternada e continua e em sentido latero-
lateral. ApOs cinco minutos, nova laparocentese foi realizada para recuperacéao do
fluido da LAD.

4.8 Periodo transoperatério: técnicas e aplicacdo do tratamento

No dia da cirurgia (t=0), os animais foram anestesiados conforme o protocolo
aplicado em t=-1 e repetiu-se 0 processo de antissepsia ja mencionado.

Apés coleta de sangue e realizacao da LAD, procedeu-se a cirurgia.

A tiflopexia experimental foi realizada conforme o descrito por Viana et al.
(2008). De forma sintética, fez-se uma laparotomia infraumbilical a partir da cicatriz
umbilical com extenséo de aproximadamente quatro centimetros. O ceco foi isolado
e sua borda antimesentérica foi submetida a friccdo com gaze estéril até o
aparecimento de petéquias. Um bisturi cirdrgico (lamina n® 15) produziu pequenas
incisbes na parede abdominal (peritbnio e musculatura) sintépica a lesdo cecal. O
tempo de exposicao da cavidade abdominal ao ambiente foi padronizado em 5 min.
Transcorrido o prazo, a solucdo de lavagem abdominal (22 ml/kg) em teste foi

infundida e procedia-se a sintese da parede. A laparorrafia foi realizada em uma
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camada peritbnio-aponeurdtica (cinco pontos em padrédo Sultan; mononailon 3-0) e
a dermorrafia com 0 mesmo padrao de sutura e fio.

Todos os animais foram medicados com Enrofloxacina 5% (5mg/kg, via
subcuténea, dose Unica) e Cetoprofeno (1mg/kg, via subcutdnea, dose Unica
(VIANA, 2014).

4.9 Periodo pés-operatoério: avaliagdes
4.9.1 Parametros de desconforto abdominal e dor

Apos o procedimento cirdrgico os ratos foram diariamente acompanhados,
durante 20 dias, e 0s seguintes parametros indiretos foram avaliados em busca de
sinais de dor e ou desconforto abdominal (ROUGHAN; FLECKNELL, 2003;
(National Research Council, 2011): quantidade de agua (ml) e racao (g) ingeridas,
capacidade de deambulacéo, peso corporal, presenca ou auséncia de: vocalizacéo,
agressividade, apatia, alteracbes posturais (espasmos musculares, torcdes e
posicdo anormal), automutilagcéo, lambedura (frequéncia).

Também foram realizadas trés capturas fotograficas diariamente da face de
cada rato para avaliacdo da dor mediante escala de Grimace.

4.9.2 Aderéncias Abdominais

No 21° dia, os animais novamente foram anestesiados pelo mesmo protocolo
para coleta das mesmas amostras do dia t=-1. Em seguida foram eutanasiados.

Uma vez, constatada a morte do animal foi realizado duas incisbes nas
bordas laterais do abdémen ventral e uma incisdo transversal caudal paralela ao
pubis para visualizagdo, descricdo e classificacdo das aderéncias (Quadro 2)
abdominais. Em seguida, a pele foi divulsionada da camada muscular, descartada
e entdo uma incisédo transversal cranial foi realizada, obtendo-se dessa forma um

retalho da parede abdominal conservado em solucéo formalina tamponada a 4%.

Quadro 2. Classificacdo da presenca de aderéncias as visceras abdominais

Intensidade Parametros
0 Auséncia completa de aderéncias
1 Aderéncia do omento maior a ferida cirdrgica
2 Aderéncias do omento maior e do intestino delgado a ferida
cirargica
3 Aderéncias multiplas intracavitarias

Fonte: Goncalves et al. (2000)
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4.9.3 Analises laboratoriais
4.9.3.1 Fluido da LAD

Os seguintes parametros foram avaliados: cor e turbidez. Em adicéo fez-se
dosagem de proteina total (g/dl), contagem leucocitaria total e especifica (n°/pl),
concentracéo de glicose (g/dl), concentracao de albumina (g/dl).
4.9.3.2 Hematologia

Hemograma, contagem leucocitaria total e especifica (n°/ul) e dosagem de
s6dio mmol/L (AD, SAL e RL).
4.9.3.3 Bioquimica

Dosagens de proteina plasmética total e concentracdes totais de glicose e
albumina.
4.9.3.4 Histopatologia

A avaliacdo histopatoldgica da cicatriz da parede abdominal consistiu na
atribuicdo de indices aos achados histologicos (Quadro 3), conforme Garros et al.
(2006).

Intensidade dos achados

Achados HE/TM Ausente | Discreto Moderado | Acentuado

Proliferagao vascular

Células mononucleares

Células polimorfonucleares

Proliferacao fibroblastica

Colagenizacao

Quadro 3. Classificacdo e atribuicdo de indices aos achados histoldgicos de HE (Hematoxilina—
Eosina) e TM (Tricrdmio de Masson)
Fonte: Adaptado Garros et al. (2006)

4.9.3.5 Teste de microtracao

O teste de microtracdo foi realizado em maquina de ensaio (Kratos
INSTRON®, Brasil), no laboratério da Faculdade de Odontologia Albino Coimbra
Filho (UFMS) em Campo Grande, MS. A tira a esquerda e a direita da linha média
da parede abdominal foram fixadas no dispositivo e sofreram tracdo com a
velocidade de 1 mm/min com a célula de carga de 100 kgf até o seu rompimento.

Os resultados gerados pelo computador da maquina eram: extensdo maxima de
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tracdo em milimetros (mm), carga em quebra em quilograma-forca (kgf), carga

maxima (kgf) e maxima deformacéo a tragcdo em porcentagem.

5. Resultados

Foi possivel realizar todas as avaliacbes propostas, porém Escala de
Grimace, Anadlise Histopatoldgica, os Parametros de Desconforto Abdominal, o
Teste de Microtragdo e a Intensidade das Aderéncias Abdominais ndo foram
significativos em t=21 quando confrontados os resultados entre grupos e
tratamentos diferentes, logo ndo jugamos valido apresenta-los nesse momento.

Por outro lado, os testes Hematoldgicos, Bioquimicos e a dosagem de
Eletrélitos séricos que tiveram diferenca estatistica significativa entre t=-1 vs. t=21
(Friedman p<0,05) e os grupos que em t=21 também diferiram significativamente,
(Kruskal-Wallis com posterior teste de Dunn p<0,05), os resultados serdo
apresentados e posteriormente discutidos conforme respectivo grupo de
tratamento.
5.1 Cristaloides
5.1.1 Leucocitos

No decorrer do tempo (t=-1 vs. t=21) foi observado a redugcdo na contagem
leucocitaria (5,3 x10%/pl vs. 4,1 x10%/ul) no grupo tratado com SAL.

Ao compararmos as solugdes NaCl 0,9% (SAL) e Ringer lactato (RL) com o
grupo controle (CONTROL) (t=21) observamos que houve uma resposta

leucocitaria maior no grupo RL (Figura 1).
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LEUCOCITOS SERICOS
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Figura 1. Contagem de leucdcitos séricos, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com
posterior teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais, com o grupo RL com
elevacdo significativa dos leucdcitos séricos em relagcdo ao grupo SAL.

5.1.2 Bioquimica

O grupo CONTROL promoveu aumento (t=-1 vs. t=21) da albumina
peritoneal média (0,05 g/dl vs. 0,24 g/dI).

Na comparacéo entre os resultados bioquimicos, a albumina obtida através
do lavado peritoneal entre os grupos SAL, RL e CONTROL (t=21), notamos
diferenca significativa entre o grupo CONTROL E RL (Figura 2), devido a elevacao
da albumina no grupo CONTROL.
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ALBUMINA - LAVADO ABDOMINAL
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Figura 2 Albumina do lavado abdominal, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com
posterior teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais, com reducéo
significativa da Albumina no grupo RL em relac&o ao grupo CONTROL.

Para o parametro proteina total peritoneal, SAL foi o Unico cristaloide que
provocou alteracdo (t=-1 vs. t=21), causando aumento (0,02 g/dl vs. 0,16 g/dl)
desse parametro.

A dosagem da proteina total sérica e do liquido abdominal foram
comparadas (t=21) entre os tratamentos do deste grupo, e verificamos diferenca
significativa entre o grupo CONTROL vs. RL e CONTROL vs. SAL na amostra

sérica conforme demonstra a Figura 3.
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PROTEINA TOTAL SERICA - CRISTALOIDES
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Figura 3. Proteina total sérica, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior
teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais, demonstrando a elevacao da
Proteina Total Sérica provocada pelos Cristaloides em relacéo ao grupo controle.

O tratamento com o cristaloide RL reduziu a glicose sérica (227.2 mg/dl vs.
141.2 mg/dl) e peritoneal (26 mg/dl vs. 12.8 mg/dl) na comparagéo ente o periodo
basal e o tratamento (t=-1 vs. t=21).

Similarmente, o tratamento SAL também provocou reducédo da glicose sérica
(235.6 mg/dl vs. 167.6 mg/dl) e peritoneal (28,4 mg/dl vs. 15.8 mg/dl) na
comparacao entre t=-1 vs. t=21.

As dosagens de glicose peritoneal e glicemia obtidas em t=21 nos
tratamentos com cristaloides, foram confrontadas entre os tratamentos. Foi
possivel notar diferenca estatistica entre o tratamento RL e CONTROL para glicose
peritoneal, devido a reducdo provocada pelo RL em relacdo ao tratamento
CONTROL, conforme demonstra a Figura 4.
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GLICOSE - LAVADO ABDOMINAL
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Figura 4. Glicose do lavado abdominal, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com
posterior teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. O tratamento RL
promoveu a reducdo da glicose peritoneal.

Também houve diferenca significativa entre os tratamentos SAL e RL para

as amostras séricas, a Figura 5 demonstra que a redugao provocada pela solucdo
ringer lactato foi mais intensa.

GLICOSE SERICA - CRISTALOIDES
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Figura 5. Glicose sérica, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior teste
de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. Reducao da glicemia causada pelo
Ringer Lactato, foi maior que a provocada pela solu¢do NaCl 0,9%.
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5.1.3 Eletrdlitos

A concentracdo do eletrolito sédio, teve seu nivel sérico dosado de forma
amostral com as solucbes (RL, SAL e CONTROL) utilizadas nos tratamentos
durante a pesquisa. No grupo amostral submetido ao tratamento com a solucao
SAL, é possivel verificar o aumento significativo dos niveis de sddio (basal vs. t=30)

na Figura 6.

SAL
200+

150— — e

100

50+

Sédio sérico mmol/L

0 1 1 1
BASAL 30 minutos 180 minutos

Momentos

Figura 6. Sddio sérico, com diferenca estatistica significativa (Friedman p<0,05) nas colunas
identificadas por simbolos iguais. Demonstra a elevacdo da concentracdo de sddio 30 minutos apos
a sua administragéo.

O tratamento com RL apresentou reducéo significativa (t=30 vs. t=180) nos

niveis de sodio sanguineo, conforme demonstra a Figura 7.
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Figura 7. Sddio sérico, com diferenca estatistica significativa (Friedman p<0,05) nas colunas
identificadas por simbolos iguais. Nota-se reducéo da concentracéo de sédio entre os tempos (t=30
vs. t=180).

O grupo CONTROL, cujo tratamento utilizado foi agua destilada, teve
reducdo significativa em dois momentos, basal vs. t=180 e t=30 vs. t=180. O
decréscimo ocorrido nos dois momentos nas concentra¢des de sédio sérico, esta

representado na Figura 8.
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Figura 8. Sédio sérico, com diferenca estatistica significativa (Friedman p<0,05) nas colunas

identificadas por simbolos iguais. A reducéo ocorreu entre 0 momento basal vs. t=180, bem como
entre t=30 vs. t=180.

Finalmente, os momentos t=30 e t=180 foram confrontados entre si, dentre
as solucbes testadas, com isso foi possivel verificar diferenca estatistica
significativa em t=180 entre os grupos CONTROL e SAL, sendo que este ultimo
apresentou niveis mais elevados de sodio sérico, como € possivel verificar na
Figura 9.



877

878
879
880
881

882
883
884
885
886
887
888
889
890
891
892
893
894

36
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Figura 9. Sodio sérico, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior teste de
Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. O grafico demonstra a maior
concentracdo de sodio sérico no grupo tratado com NaCl 0,9%.

5.2 Anestésicos Locais
5.2.1 Bioquimica

Dos parametros bioquimicos avaliados, a lidocaina promoveu
alteracao elevando (t=-1 vs. t=21) apenas a proteina total dosada (0,08 g/dl vs. 0,25
g/dl) no liquido abdominal.

A bupivacaina, outro anestésico local também utilizado como tratamento
nesse grupo, provocou aumento (t=-1 vs. t=21) com significancia da albumina
sérica (2,44 g/dl vs. 2,96 g/dl), e da proteina total sérica (5,46 g/dl vs. 7,66 g/dl).

Todos os testes bioquimicos realizados durante a pesquisa tiveram seus
resultados (t=21) confrontados entre os anestésicos locais e o grupo CONTROL.
Dos parametros comparados, houve diferenca significativa apenas da proteina total
sérica entre o grupo CONTROL e o tratamento com bupivacaina, conforme é

demonstrado na Figura 10.
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Figura 10. Proteina total sérica, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior
teste de Dunn p=<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. O gréafico exibe o aumento
causado pela Bupivacaina na proteina total sérica em relacdo ao grupo CONTROL.

5.3 Antimicrobianos
5.3.1 Leucocitos

Dos antimicrobianos utilizados nos tratamentos, apenas a
Gentamicina na dosagem de 4mg/kg, provocou alteracdo leucocitaria dos
leucocitos do fluido abdominal entre os tempos t=-1 vs. t=21, causando reducéo de
2.7 x103/ul para 1.68 x103/pl.

Ainda se tratando das células de defesa, todos os resultados obtidos
em t=21 dos animais tratados com antibiéticos foram comparados e houve
diferenca significativa entre os tratamentos com Enrofloxacina vs. Gentamicina e

Ceftriaxona vs. Gentamicina, conforme é demonstrado na Figura 11.
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LEUCOCITOS SERICOS - ANTIMICROBIANOS
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Figura 11. Leucdcitos séricos, com diferencga estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior
teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. Reducdo na contagem da série
branca do tratamento Gentamicina em relacdo ao tratamento com Enrofloxacina e Ceftriaxona
respectivamente.

5.3.2 Bioquimica

De todos os antimicrobianos testados, somente a Enrofloxacina provocou
alteracao da glicose do liquido abdominal entre os tempos de tratamento (t=-1 vs.
t=21) elevando sua concentragao (18.5 mg/dl vs. 29 mg/dl).

Continuamente todos parametros bioquimicos avaliados foram confrontados
com os resultados obtidos dos animais tratados com Enrofloxacina, porém somente
a glicose do lavado abdominal diferiu significativamente dos outros tratamentos em

t=21conforme é apresentado na Figura 12.
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GLICOSE - LAVADO ABDOMINAL
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Figura 12. Glicose lavado abdominal, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com
posterior teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. Nota-se niveis
significativamente menores resultantes do tratamento com Gentamicina em relacdo aos tratamentos
com Enrofloxacina e Ceftriaxona.

Ainda se tratando de testes bioguimicos o tratamento Genta 4, reduziu a
concentracdo da glicose sérica (182.83 mg/dl vs. 162.83 mg/dl) e da albumina
sérica (2.59 g/dl vs. 2.19 g/dl) entre os tempos t=-1 e t=21.

Os resultados obtidos do tratamento Genta 4, tiveram seus dados
confrontados com os demais antimicrobianos (t=21), mas somente a proteina total
obtida através do lavado abdominal, teve diferenca estatistica significativa do
tratamento feito com Enrofloxacina. E possivel observar essa diferenca na Figura
13, onde a dosagem da proteina total foi menor no tratamento Genta 4 em

comparacao ao tratamento com Enrofloxacina.
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Figura 13. Proteina total lavado abdominal, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis
com posterior teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. Menor
concentracdo de proteina total no liquido abdominal no tratamento com Gentamicina 4mg em
relacdo ao tratamento com Enrofloxacina.

A Ceftriaxona também causou altera¢des bioquimicas nos animais tratados
levando a uma reducao significativa da albumina sérica (2.85 g/dl vs. 2.35 g/dl) e
da proteina total sérica (5.58 g/dl vs. 4.92 g/dI).

5.4 Anti-inflamatorios
5.4.1 Leucocitos

A dexametasona reduziu (t=-1 vs. t=21) significativamente (3.3 x10%/pl
vs. 2.18 x103%/pl) tanto os leucécitos do lavado abdominal quanto os leucécitos
séricos (4.22 x103/ul vs. 2.88 x103/ul).

No entanto a hidrocortisona (3.98 x10%pl vs. 3.16 x10%ul) e a
metilprednisolona (4.06 x10%/ul vs. 3.18 x10%/ul) causaram redugdo (t=-1 vs. t=21)
estatisticamente significativa somente dos leucécitos séricos. Os demais anti-
inflamatérios testados ndo causaram nenhum tipo de alteracdo na dosagem dos

leucécitos séricos e do liquido abdominal.



957
958
959
960
961
962

963

964
965
966
967

968
969
970
971
972
973
974
975

41

Seguindo o cronograma da pesquisa, todos os tratamentos do grupo Anti-
Inflamatorios tiveram os dados leucocitarios obtidos em t=21 confrontados entre si
e com o grupo CONTROL. Os dados obtidos estdo exposto na Figura 14, onde é
possivel verificar a reducéo significativa dos leucécitos séricos do tratamento com
Dexametasona em relagdo a Flunixina Meglumina e ao tratamento com Agua
destilada (CONTROL).

LEUCOCITOS SERICOS - ANTI-INFLAMATORIOS
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Figura 14. Leucocitos séricos, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior
teste de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. Potencialmente a
Dexametasona possui uma capacidade maior de inibi¢do leucocitaria do que a Flunixina Meglumina
e a Agua destilada.

5.5 Heparina
No grupo Heparina, apenas tratamento com heparina ndo fracionado foi
avaliado com todos os testes que os demais grupos foram submetidos, porém
ocorreu somente alteracdo leucocitéria.
5.5.1 Leucacitos
Houve diferenca significativa em t=21 entre os grupos AD + Hepa e o
grupo CONTROL na contagem de leucdcitos séricos (Tabela 1), tendo a heparina

reduzido os leucécitos em relagdo ao grupo confrontado.
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Grupo Leucocitos x10%/ul p
CONTROL 8.66 <0.05
HEPARINA 4.33 < 0.05

Tabela 1. Leucocitos séricos, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior
teste de Dunn p<0,05). E possivel verificar a redugéo leucocitaria que a Heparina causou em relagao
ao tratamento CONTROL.

5.6 Solucéo Glicosada
5.6.1 Leucdcitos

Os animais tratados com solucdo glicosada, tiveram sua série leucocitaria
avaliada, tanto sérico quanto peritoneal e foi possivel notar diferenca estatistica
significativa apenas entre os tratamentos com Glicose 5% e Agua destilada, onde
os leucdcitos séricos do tratamento Glico 5 elevaram-se em relacdo ao grupo

CONTROL, conforme demonstra a Figura 15.

LEUCOCITOS SERICOS - SOLUCAO GLICOSADA
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Figura 15. Leucdcitos séricos, com diferencga estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior
teste de Dunn p=<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. O grafico demonstra o aumento
dos leucdcitos séricos do tratamento com Glicose 5% em relacdo ao grupo CONTROL.
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993 5.6.2 Bioquimica

994 Nos testes bioquimicos realizados, apenas o tratamento com Glicose 10%

995 foi 0 que causou alteracao significativa entre os tempos t=-1 e t=21 dos parametros,

996 glicose peritoneal (12.75 mg/dl vs. 20.75 mg/dl) da albumina sérica (2.27 g/dl vs.

997  2.52 g/dl) e da proteina total sérica (5.62 g/dl vs. 6.00 g/dl).

998 Como de praxe, todos os parametros bioquimicos obtidos em t=21 entre 0s

999 tratamentos do grupo Solucdo Glicosada foram confrontados. Os Unicos que
1000 diferiram entre si, foram a glicose sérica entre os tratamentos Glico 5 vs. Glico 25
1001 (Figura 16) e a proteina total sérica entre os tratamentos CONTROL vs. Glico 10
1002  (Figura 17).

GLICOSE SERICA - SOLUCAO GLICOSADA
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1003

1004 Figura 16. Glicose sérica, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior teste
1005 de Dunn p<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. O grafico demonstra o aumento
1006 significativo da glicemia no tratamento Glicose 25% em relag&o ao tratamento Glicose 5%.
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PROTEINA TOTAL SERICA - SOLUCAO GLICOSADA
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Figura 17. Proteina total sérica, com diferenca estatistica significativa (Kruskal-Wallis com posterior
teste de Dunn p=<0,05) nas colunas identificadas por simbolos iguais. Hiperproteinemia causada pelo
tratamento Glicose 10% em relagdo ao grupo CONTROL.

6. Discusséao
6.1 Cristaloides
6.1.1 Leucdcitos

Avaliagbes in vitro, demonstraram que tanto o RL quanto a SAL, foram
capazes de matar leucocitos e lesar o mesotélio peritoneal (WESTREENEN et al.
1999), alteracdo n&o observada no grupo RL, em nosso estudo.

Dessa forma, Goldman et al. (1991), verificaram a capacidade do NaCl 0,9%,
em causar influxo de células inflamatorias para o local da sua administracéo, fato
gue pode ser relacionado a reducédo de leucocitos séricos provocados pelo grupo
SAL.

Contudo, a diferencga significativa entre os grupos SAL e RL, esta associada
a capacidade do NaCl 0,9% em atrair leucécitos para seu local de aplicacdo, o que

explica a sua reducao em relacdo ao grupo RL.
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6.1.2 Bioguimica

Foi observada elevacdo significativa nos proteinogramas do liquido
peritoneal do grupo CONTROL. Nogueira et al. (2013), relataram que elevacdes
nos niveis de proteina total e albumina no liquido peritoneal de equinos, sdo mais
eficazes como marcadores de inflamagdo abdominal do que o proteinograma
sérico. Cwalinski et al. (2015) observaram em sua pesquisa a elevacao da proteina
do liquido peritoneal, devido a resposta inflamatoria desencadeada pelo contato do
peritdbnio com NaCl 0,9%. Assim também, Takemoto et al. (2015), demonstraram a
lesdo peritoneal causada pela dgua destilada.

Portanto, a alteragdo observada se deve as irritagbes peritoneais causada
pela agua destilada.

A diferenca em t = 21 da albumina peritoneal observada entre os grupos AD
e RL, pode ser devido a maior capacidade da AD em causar lesdo ao mesotélio
peritoneal em relagdo ao RL, devido a sua hipotonicidade, e alterar a homeostase
cavitaria alterando o sistema de defesa abdominal tendo uma regulagéo positiva de
mediadores pro-inflamatorios (TILLAART et al. 2009).

A proteina total sérica, também diferiu entre os cristaloides (RL e SAL) e o
grupo CONTROL com a reducédo da proteina do grupo controle em relagdo aos
tratamentos. Apesar do tempo decorrido desde a lavagem, existe a possibilidade
de ter ocorrido hemodiluicdo devido a absorcéo de liquidos e diluicdo da proteina
sérica, logo reducéo da pressao oncoética, porém ndo notamos alteracdes clinicas,
nos animais que podem ter sido acometidos por uma sindrome semelhante a
sindrome de resseccéo prostatica transuretral (SRTU) (ARGIRO et al. 2004).

Em relacdo a reducdo da glicose sérica obtida no grupo SAL, difere dos
resultados obtidos por McNamara et al. (1991), no qual verificou normalidade da
glicemia apé6s administracdo de 10ml/kg de NaCl 0,9% por até 30 minutos. Em
nossos levantamentos ndo foram encontrados dados cientificos que respaldem,
essas alteracdes obtidas em nossos resultados.

A diferenca significativa observada na dosagem de glicose do fluido
abdominal notada em t=21 entre os grupos CONTROL e RL e a glicemia entre os

grupos RL e SAL, ndo puderam ser explicadas e discutidas, pois em nossos
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levantamentos ndo foram encontradas fontes cientificas que elucidem essas
diferencas.
6.1.3 Eletrdlitos

A dosagem sérica do grupo CONTROL e dos cristaloides foram avaliadas, e
vimos que o grupo SAL, teve uma elevacao significativa do s6dio 30 minutos apos
a paracentese, que ap6s 3 horas tendeu proximo ao valor basal, e o grupo RL,
mostrou uma reducéo entre os momentos 30 minutos e trés horas. Esse fato pode
estar relacionado ao volume absorvido pela via intraperitoneal, conforme Hahn
(1988) demonstrou em seu estudo que quanto maior o volume absorvido, maior
serd a hemodiluicdo do sodio, por isso que no inicio, tivemos uma elevacéo,
seguida de queda nos niveis do sédio.

O grupo CONTROL teve queda nos niveis de sodio sem correcao, por ser
uma solucdo hipoténica livre de sédio, resultados semelhantes foram verificados
por Hosseini et al. (2014) e Melton et al. (1987).

Ao compararmos os dois momentos apds a paracentese entre 0s trés
grupos, verificamos diferenca significativa, no momento t=180 entre os grupos AD
e SAL. Os niveis de sddio do grupo AD foram menores, devido a hemodiluicdo
provocada pela solug&o hipoténica (HAHN, 1988; HOSSEINI et al. 2014; MELTON
et al. 1987).

6.2 Anestésicos Locais
6.2.1 Bioquimica

A elevacao da proteina total sérica e da albumina observados no grupo AD
+ Bupi e da proteina total no liquido peritoneal do grupo AD + Lido observadas nos
dois grupos, pode estar relacionada a uma resposta inflamatéria asséptica
provocada pelo ato cirargico ou até mesmo pela agua destilada, em que os
anestésicos locais foram diluidos, diminuindo a concentragdo dos farmacos, nao
sendo capaz de minimizar a lesdo provocada pelo ato cirurgico (KIRBY, 2017; CHIU
et al. 2016).

Na comparacao entre 0s anestésicos locais e o grupo controle, foi verificado
diferenca significativa entre AD e a bupivacaina. Existem algumas possibilidades,
gue podem ter levado a esse resultado, a AD pode ter reduzido o valor da proteina

sérica por hemodiluicdo ou ter ocorrido extravasamento na cavidade peritoneal.
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Outra possibilidade, é a capacidade dos anestésicos do grupo Amida, inibirem o
extravasamento de fracdo da proteina total, em casos de peritonite quimica ou
lesé@o cutanea por queimadura (CASSUTO et al. 1990; HIROTA et al. 1995).

6.3 Antimicrobianos

6.3.1 Leucdcitos

A reducdao significativa dos globulos brancos do fluido abdominal observado
no grupo AD + Genta 4, pode estar associada a capacidade da gentamicina em
reduzir a quimiotaxia leucocitaria (BURGALETA et al. 1982).

Desta forma acreditamos que a diferenca significativa encontrada entre os
antimicrobianos em t=21, deve estar relacionada a reducdo promovida pela
gentamicina.

6.3.2 Bioquimica

O tratamento com enrofloxacina, foi o Unico antimicrobiano que apresentou
elevagcdo da glicose peritoneal, supostamente resultado da disglicemia causada
pelas fluorquinolonas (KABBARA et al. 2015).

Ainda na analise dos parametros bioquimicos, mas desta vez das amostras
séricas, observamos a redugéo da glicemia e da albuminemia no grupo Genta 4. A
reducdo da glicose provavelmente ocorreu devido seu potencial nefrotoxico em
reduzir a reabsorcdo de glicose via renal, porém no estudo de Takamoto et al.
(2003), houve aumento glicosuria sem alteracdo da glicose sérica e da albumina,
consequéncia dos efeitos hepatotdxicos da gentamicina administrada, conforme
demonstrou Galaly et al. (2014).

A diferenca significativa verificada na dosagem da glicose do fluido
abdominal entre os grupos em t=21, provavelmente se deve as alteracdes
causadas pela gentamicina, previamente mencionadas e a disglicemia causada
pelas quinolonas e a ceftriaxona, descrita por Mohr et al. (2005) em pacientes
hospitalizados.

Os animais tratados com ceftriaxona tiveram reducdo (t=-1 vs. t=21)
significativa da albumina sérica (2.85 g/dl vs. 2.35 g/dl) e da proteinemia (5.58 g/dl
vs. 4.92 g/dl) porém, desconhecemos relacao direta entre o antimicrobiano utilizado
e 0s resultados bioquimicos obtidos e motivo da diferenca significativa observada
em t=21 entre 0s grupos.
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Porém, diferentes sao os fatores que podem ter levado a reduc&o nos niveis
de albumina sérica e consequente hipoproteinemia, conforme cita Gatta et al.
(2012), hepatopatias, infeccdo, sepse, aumento da perda renal e enteropatias.
Embora ndo podemos afirmar um desses fatores, nem estabelecer causa e efeito,
existe a possibilidade de um ou mais desses fatores terem causados as alteragdes
observadas, relacionado ao procedimento cirlrgico, que ndo conseguimos
mensurar em nossas avaliacdes.

6.4 Anti-inflamatorios
6.4.1 Leucdcitos

A dexametasona reduziu significativamente os leucécitos do lavado
abdominal, resultado semelhante foi encontrado por RASHOL et al. (1995), que
atribuiram tal alteracdo a inibicdo da proliferacdo de células-tronco ou a
redistribuicdo de leucécitos entre ossos, medulas e tecidos (CUPPS; FAUCI, 1982).
Tanabe et al. (1995), demonstraram que a dexametasona € capaz de inibir
proteinas inflamatorias e por consequéncia a redugédo da migragao leucocitaria com
a elevacao da dose do farmaco.

A nivel sérico, os anti-inflamatorios esteroides citados a seguir como a
hidrocortisona (3.98 x103/ul vs. 3.16 x10%/ul) a metilprednisolona (4.06 x103%/ul vs.
3.18 x10%ul) e a dexametasona (4.22 x10%/ul vs. 2.88 x10%ul) também
apresentaram reducao (t=-1 vs. t=21) estatisticamente significativa dos leucocitos.
Essas alteracGes decorrem da capacidade dos corticoides de suprimir a resposta
leucocitaria, a citotoxicidade e imunossupressdo (CAPSONI et al. 1981;
CORCORAN et al. 2017; KANG et al. 2012; MAEDA et al. 2011).

Nesse sentido, comparamos o0s leucdcitos séricos em t=21 (entre anti-
inflamatério e grupo CONTROL) e a diferenca significativa observada entre
dexametasona, AD e fluxinina meglumina, provavelmente se deve ao efeito citado
anteriormente do corticoide em suprimir as células inflamatdrias.

6.5 Heparina
6.5.1 Leucdcitos

A diferenca significativa que ocorreu entre o grupo AD + Hepa e 0 grupo
CONTROL certamente se deve a capacidade da heparina em suprimir as atividades
das células inflamatorias (LEVER; PAGE, 2002) porém Arimateia et al. (2015),
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ressaltam que a capacidade da heparina em inibir o recrutamento de leucdcitos,
depende da sua dosagem e duracéo da inflamacéao.

6.6 Solucéo Glicosada

6.6.1 Leucdcitos

Observamos diferenca estatistica significativa dos leucdcitos séricos em
t=21 entre os animais do grupo GLICO 5 e o grupo CONTROL.

Essa elevacdo de leucdcitos séricos observado especificamente no grupo
GLICO 5 emrelagdo ao grupo CONTROL provavelmente esté relacionado a causas
nao especificas do tratamento realizado, pois a tendéncia seria que com 0 aumento
da concentracdo da glicose nos outros grupos, teria uma resposta mais acentuada.

Portanto atribuimos essa leucocitose ao procedimento cirdrgico, trauma ou
algum estresse ocorrido (RILEY; RUPERT, 2015) especificamente nesse grupo,
mas nao observado durante as avaliagdes comportamentais.

No grupo que recebeu tratamento com solugdo glicosada a 10%,
acreditamos que o aumento significativo da glicose peritoneal, observada entre t=-
1 vs. t=21, seja decorrente da inflamacdo asséptica da cavidade peritoneal,
descritas por Nogueira et al. (2021) e Kirby (2017). O aumento da proteina total
sérica observada, acompanhada da elevagdo da sua fracdo albumina ajuda a
reforcar essa possibilidade (ALLISON, 2015).

Ao confrontar os niveis da proteina total sérica em t=21, entre 0S grupos
tratados com solucédo glicosada e o grupo CONTROL, apesar de verificarmos
diferenca estatistica significativa, acreditamos que a elevagéo das proteinas séricas
do grupo GLICO 10, seja decorrente de uma possivel desidratagdo dos animais no
momento da coleta (OLIVEIRA et al. 2020), e ndo diretamente da glicose 10%.

Possivelmente as alteracdes observadas no grupo tratado com solucéo
glicosada 10% nao ocorreu nos grupos submetidos aos tratamentos com as outras
solugdes glicosadas (5 e 25%) por dois motivos, o0 primeiro a concentracao a 5%
da glicose, ser baixa e a outra foi a mortalidade de 50% que ocorreu no grupo
tratado com solucéo de glicose a 25%, nao gerando dados estatisticos.

Ainda assim, compararmos 0s niveis de glicose sérica em t=21, o grupo
tratado com glicose a 25%, apresentou 0s maiores niveis, com diferenca estatistica
significativa do grupo que recebeu solucéo glicosada a 5%, provavelmente devido
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a maior quantidade de glicose, fornecida pela solugdo mais concentrada
(CARAPETO et al. 2017).

7. Concluséo

Com base nos resultados obtidos, podemos afirmar que a solugao ringer
lactato provocou aumento dos leucdcitos séricos e da proteina total sérica e
demonstrou desencadear resposta inflamatéria mais acentuada que a NaCl 0,9%.
Ja a solucédo salina normal elevou a glicose sérica, devendo ser usada com cautela
em pacientes diabéticos.

Além disso, a agua destilada causou reducao por 180 minutos do sodio
sérico, devendo ser usada com cautela em animais com hipoadrenocorticismo néo
tratado, ou outra causa que leve a hiponatremia.

Por outro lado, a lidocaina e a bupivacaina também promoveram elevacao
proteina total abdominal e sérica respectivamente, mostrando causar algum tipo de
dano ao mesotélio peritoneal.

Juntamente com essas alteracdes, no grupo dos antimicrobianos, a
enrofloxacina ocasionou aumento dos leucécitos séricos, da proteina total
abdominal, sendo a que causou maior lesdo peritoneal, além aumentar os niveis
glicémicos.

Da mesma forma os anti-inflamatérios esteroides, reduziram tanto os
leucécitos abdominais quanto os séricos, devendo ser utilizados com cautela em
animais imunocomprometidos ou com infeccao prévia. Também se deve ter essa
cautela, com a heparina, pois causou os mesmos efeitos dos corticoides.

Por fim, a solugéo glicosada 25% causou aumento na glicemia, devendo ser

evitada em paciente diabéticos, como a enrofloxacina.

8. Impacto econdmico, social, tecnoldgico e/ou inovacao

Contribuir para o crescimento das alternativas diagnésticas e terapéuticas,
assim como prevenir as complicacdes pOs-operatérias, principalmente as
aderéncias intracavitarias, através de métodos de lavagem acessiveis, tanto pelo

custo como pela facilidade de aquisicao.
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