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RESUMO

A sepse abdominal permanece com elevado indice de morbi-mortalidade apesar dos
avancos tecnolégicos e terapéuticos. Com o objetivo de avaliar o efeito da ampicilina
com sulbactam intraperitoneal, no tratamento da peritonite bacteriana secundaria,,
empregou-se um modelo experimental de peritonite bacteriana. Quarenta ratos
Wistar, estudados no periodo de janeiro e fevereiro de 2005, no Nucleo de Cirurgia
Experimental da Universidade Federal de Pernambuco, foram submetidos a indugéo
de peritonite por ligadura e transfixacdo do cécum, por 24 horas e, nesse tempo,
divididos em quatro grupos de dez animais, assim distribuidos: grupo A1, ampicilina
com sulbactam IP, mortos, completadas 24horas ap6s a colocagdo do
antimicrobiano IP; grupo A2, mortos, completados cinco dias da colocacdo do
antimicrobiano IP; grupo B1, mortos, completadas 24horas apés a relaparotomia
para retirada do fio de ligadura do cécum, e/ sem a colocag¢ao do antimicrobiano IP;
grupo B2, mortos, completados cinco dias apo6s a relaparotomia para retirada do fio
de ligadura do cécum, e/ sem a colocacao do antimicrobiano IP. Os animais foram
acompanhados por 24 horas (grupos A1 e B1) ou por cinco dias (grupos A2 e B2),
avaliando-se, no momento da morte: peso, Interleucina-6, bicarbonato sérico, pH,
andlise semi-quantitativas de bactérias no fluido peritoneal e hemoculturas. Nos
grupos A2 e B2, foi observada diferenga estatisticamente significante nas analises
semi-quantitativas de bactérias, no fluido peritoneal, com vantagem para o grupo A2
(p<0,05) e vantagem do grupo A2 sobre B2 quanto a mensuragédo do bicarbonato
sérico (menor nivel de acidose metabdlica) (p<0,05). A mensuracdo da IL-6 sugere
menores valores médios no grupo A2 versus B2; todavia, ndo atingiu significancia ao
nivel estatistico estabelecido (p=0,07). Nao ocorreram diferencas estatisticamente
significantes, entre todas as variaveis mensuradas, entre os grupos A1 versus B1.
No modelo estudado, concluiu-se que a ampicilina com sulbactam IP pode conferir
melhores resultados terapéuticos na peritonite bacteriana secundaria. Esses
resultados indicam a necessidade de mais e melhores estudos clinicos para a
identificacdo dos possiveis beneficios com a terapéutica IP.

Descritores: Sepse abdominal; Ampicilina; Sulbactam; Peritonite.



ABSTRACT

Despite crescent advances in therapy and technology, abdominal sepsis remains a
severe infectious condition, both in developed and developing countries. Aiming to
evaluate the effect of ampicillin and sulbactan) as an easier agent for clinical cure of
secondary bacterial peritonitis it was used an experimental model of peritonitis
infection. Forty Wistar rats were included in the investigation, during the period from
January to February of 2005, in the animal house of the Federal University of
Pernambuco, Brazil. The animal underwent experimental peritonitis using ligature
and transfixation of the cecum, for 24 hours. They were stratified in four groups with
ten rats; as follows: group A1 — ampycilin with sulbactan IP, which the animals were
sacrificed after 24 hours of delivering these drugs into the IP; group A2 — which the
rats were sacrificed after five days of the drugs into the IP; group B1 — which the
animals, after 24 hours underwent secondary operation for removal of the cecum
ligature, without adding drugs into the IP; and group B2 — after five days of secondary
operation for removal of the cecum ligature; without adding drugs into the IP. The rats
were followed-up for 24 hours (groups A1 and B1) or for five days (groups B1 and
B2). It was evaluated, at the death moment, the following parameters: weight,
interleukin-6, serum bicarbonate, pH, and semi quantitative bacterial analysis of
peritonitis fluid, and also blood culture. Significant difference was observed in groups
A2 and B2 regarding the bacteria concentration in the peritoneal fluid, with advantage
for group A2 (p<0.05); and there was advantage for A2 over B2; when serum
bicarbonate was measured (lower level of metabolic acidosis) (p<0.05). IL-
“measurements suggest lower mean values in group A2 as compared with B2;
however, it did not reach statistical significance (p=0.07). There were no statistical
differences among the measured parameters, between groups A1 and B1. From the
results one can conclude that IP ampicillin and sulbactan provide better therapeutical
results on secondary bacteria peritonitis, in the studied model. The results indicate
the need for more and better clinical trials for identification of possible benefits with
drugs into the peritoneal cavity.

Keywords: Abdominal sepsis; Ampicilin; Sulbactan; Peritonitis.
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As peritonites bacterianas secundarias (PBS) representam antigo e
persistente desafio a pratica médica. Comportam altos indices de morbi-mortalidade
e elevados dispéndios financeiros das instituicbes, além de forte pressdo sobre os
recursos humanos, tanto da equipe médica, quanto dos demais profissionais
envolvidos com o paciente cirtrgico' 2.

Até o presente, pouco tem sido acrescentado ao conjunto de acgdes
terapéuticas cirdrgicas disponiveis para o controle efetivo das PBS' 2.

Sabe-se que as inovacgdes na area médica, principalmente o progresso
tecnolégico no campo da terapia intensiva e suporte avancado a vida, tém

representado importante contribuicdo ao tratamento das PBS. Todavia, as acbes

cirlrgicas carecem de maior avango®?"",

13-42

A utilizagdo de antimicrobianos e de varios outros agentes, como a

43-46 44,4547

iodopirrolidona e a clorexidina , com a acao terapéutica topica

intraperitoneal (IP), em auxilio as medidas usuais de controle das PBS, ja remonta a
muitos anos. No entanto, nenhum estudo conseguiu definir, de forma conclusiva,
qual a melhor alternativa terapéutica entre os agentes disponiveis. Apenas existe o
consenso de que a iodopirrolidona e a clorexidina ndo devem ser utilizadas para

terapéutica IP, em virtude da possibilidade de desenvolvimento da peritonite

encapsulada, reconhecidamente induzida pela utilizagao IP desses agentes***®.

23,24,27,28,31,35,36,38,40-42

Por outro lado, varios estudos experimentais e

18-22,25.26,29.3032-3437.39 ' com g utilizagdo do “antimicrobiano tépico” (AT), foram

clinicos
realizados, embora ndo exista qualquer evidéncia de recomendacdo Classe |.

Ademais, falhas na uniformizacdo dos grupos pesquisados tém sido uma
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29,30,32,33,39

constante . Isso, provavelmente, é o fator mais importante para o nao-

esclarecimento do possivel beneficio dessa estratégia.

35-42

Alguns estudos®*2, principalmente clinicos®*°, tém-se direcionado para

um possivel “caminho no final do tlnel” .

A margem dessa discussdo, continua consagrada a utilizagdo de
antimicrobiano intraperitoneal (AIP) nas peritonites secundarias, em procedimentos
de didlise peritoneal, com respaldo em literatura consistente®®°. Nesses casos,

muitas vezes, a via IP é a Unica empregada, por apresentar indices de cura

semelhantes aos sistémicos*®°.

Em diversas outras especialidades, como a oftalmologia®', a ortopedia®, a

54-56 54-56

otorrinolaringologia®®, a pneumologia®*®®, a terapia intensiva e a cirurgia

bariatrica®, tem-se utilizado, com éxito, o AT.

Dessa forma, ao contrario do que se afirma, no ambito da cirurgia geral e
do aparelho digestivo, o assunto nao esta definido, e carece de estudos clinicos
prospectivos, randomizados e controlados.

Nos ultimos anos, alguns marcadores inflamatérios e de infeccdo vém

sendo estudados e, aos poucos, estdo sendo incorporados & pratica médica®®"2.

Entre eles, parecem mais promissores: a mensuragao da proteina C reativa®' %7073

65,70,71 )58-60,62-

a proé-calcitonina e as interleucinas (principalmente a IL-6, IL-8 e IL-10
64,66-70,72 : . P : : : = :

. Todavia, tanto a pré-calcitonina, como as interleucinas ainda estao restritas
ao campo experimental. Esses marcadores de inflamacéao podem orientar, no futuro,
para o melhor caminho, ou ao re-direcionamento terapéutico, seja na mudancga de
esquemas antimicrobianos, seja na indicacdo precoce de re-abordagem

cirt rgica58,59,61 ,62,65,67,69-71 ,73.
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Tomando-se por principio a inexisténcia de consenso acerca da utilizagao
de antimicrobianos por via intraperitoneal, como adjuvante da terapéutica da sepse
abdominal, o presente estudo procurou avaliar, a partir de modelo de peritonite
experimental, a atuagcdo da ampicilina com sulbactam na promocao de melhora na
evolucao da infecgao.

Mais precisamente, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito desse
antimicrobiano, por via intraperitoneal, sobre: (i) a variacdo ponderal; (ii) a melhora
metabdlica e inflamatdria sistémica; (iii) a capacidade de diminuicdo da populacao
bacteriana intraperitoneal; (iv) a capacidade de inibicdo de crescimento bacteriano,

Nno sangue.
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2.1 O peritonio e suas defesas

A lesao direta do peritdnio, induzida pela presenca de bactérias e suas
toxinas, acarreta resposta da célula mesotelial, com o desencadeamento de
resposta inflamatéria. Ocorre, de imediato, o afluxo de mediadores inflamatérios,
como a serotonina, as bradicininas, a histamina, as prostaglandinas e os
leucotrienos, entre outros. Esses mediadores aumentam a permeabilidade vascular,
com a consequente formacao de exsudato plasmatico, na cavidade abdominal. A
agregacao plaquetaria e a cascata da coagulacao sao ativadas pela tromboplastina
tecidual, convertendo o fibrinogénio em fibrina e iniciando a formagédo da matriz
fibrinosa. O exsudato fibrinoso logo estara formado, no local da lesdo ou nas regides
em que ocorrem a presenca de bacterias e as suas toxinas®®7274,

Os “estomas peritoneais”, descritos por von Recklinhausen, em 1862, tém
importante papel na depuragcdo peritoneal, atuando como valvulas unidirecionais,
promovendo a passagem do exsudato inflamatério do abdome ao térax”>"® .

Os efluentes peritoneais penetram pelos estomas e caem nos linfaticos
toracicos. Dirigem-se, inicialmente, aos linfonodos subesternais e, dai, ao ducto
toracico. Através desse sistema, o organismo, em condi¢cdes normais, mantém o
equilibrio do liquido peritoneal, uma vez que 30% dele sdo mobilizados por essa via,
e os 70% restantes, pelos linfaticos do peritonio anterior*' .

Esses mecanismos, em condi¢gdes normais, tendem a delimitar o dano,
levando freqlientemente a formacdo de abscessos intraperitoneal (IP)*7":7%,
Entretanto, essa tal resolucdo, podera acarretar diversos inconvenientes, pois, em

sua maioria, tais “colecdes”, necessitam de abordagem cirurgica percutanea, ou

mesmo aberta, para o seu adequado controle'>3*78_Muito freqilientemente, ocorrem
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casos de abscessos IP crénicos, em decorréncia de resolucao incompleta. Trata-se
de importante fator de re-internagcdes e de prolongamento de permanéncia hospitalar

dos acometidos'*"8.

E bem possivel que os abscessos IP resultem do controle insuficiente da
depuracdo, da contaminacao peritoneal, ou como conseqiéncia de complicacoes
cirurgicas (ex: fistulas, deiscéncias anastomdéticas, corpos-estranhos etc.) ou da
limitada chegada do antimicrobiano, em niveis suficientemente terapéuticos, dentro
do abdome e ao interior dos abscessos IP"334"78 Tajs limitagdes acontecem pela
diminuicdo da passagem do antimicrobiano, através do periténio inflamado, até a
cavidade abdominal”. Essa dificuldade é a “pedra-angular’ da sustentagdo da

proposta de utilizagdo de antimicrobianos IP, na fase em que os abscessos ainda

nao estao formados.

2.2 0O “antimicrobiano tépico”

O insucesso da utilizacao de antibibtico terapia IP ocorreu no passado,

P29,31 ,32

valendo destacar os seguintes: aumento na formacao de aderéncias | , efeito

toxico direto a célula mesotelial®®, peritonite encapsulada®“® e ineficiéncia

terapéutica®.
Contudo, quando se avaliam os fatores que levaram a tais complicacoes,
observa-se que muito do ocorrido foram decorrentes da escolha do

29318339 nor exemplos: a) tetraciclina por via IP®' que apresenta

antimicrobiano
elevada toxicidade direta ao mesotélio, induzindo intensa reacao inflamatéria. Frente
ao seu efeito inflamatério é usado na pleurodese quimica; b) cefalotina, cefazolina e

cloranfenicol utilizados AIP®'*2, Estudos em cultura de tecidos demonstraram que as
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cefalosporinas séo intensamente agressivas ao mesotélio®. Além disso, tais agentes
apresentam pouca acao contra a maioria dos patégenos intestinais, aerdbios e
anaerdbios' 1012,

Muitos estudos relacionados as peritonites de causas dialiticas vém sendo
feitos. Em geral, ttm demonstrado beneficios no controle dessa entidade. Agentes,
como a amicacina, a gentamicina, a vancomicina, a ciprofloxacina, entre outros, vém
sendo utilizados com sucesso e pouca toxicidade local*®°.

Quase sempre, nessas situacoes clinicas, o AIP é empregado nos banhos
dialiticos, em associacdo com heparina nao fracionada (alto peso molecular), com o
objetivo de diminuir a formacao da fibrina, que dificulta o controle local da infeccéao,
por induzir a formacéo de aderéncias IP*®°.

Alguns estudos, em animais, referendam a capacidade de diminui¢cao da
formacao de aderéncias IP, com a utilizagdo das heparinas por via IP ou mesmo
subcutanea®®*,

Estudos clinicos mais recentes tém demonstrado que alguns
antimicrobianos podem ser benéficos no controle local das peritonites bacterianas

38,42,85
J

secundarias e das dialiticas. Entre eles, tem sido estudado o imipenem a

ciprofloxacina® e o metronidazol®’

, que apresentam baixa toxicidade mesotelial e
excelente acdo no controle dos anaerébios intestinais (imipenem e metronidazol,
ambos com boa atividade anti-anaerdbios) presentes, em geral, em 70-80% das
peritonites secundarias®?®’. Acresce que os anaerdbios parecem ser os principais
responsaveis pela formacgéo de abscessos IP secundarios as peritonites®?’.

Em estudo experimental, com ratos, observou-se evidente beneficio com

o0 uso da ampicilina com sulbactam IP, associada a terapéutica parenteral, nas

peritonites secundarias por ligadura e transfixacdo do ceco dos animais tratados*'.
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Neste estudo, foi demonstrado melhor evolucdo ponderal, menor indice de
aderéncias IP e menor resposta inflamatéria local, mesotelial, e a distancia
(pulmonar). Além disso, observou-se que a mais rapida resolugcdo da peritonite

influenciou, favoravelmente, a evolugao inflamatéria pulmonar decorrente da sepse

abdominal #'.
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3. METODOS
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3.1 Caracterizacao dos animais e da amostra

Foram estudados quarenta ratos Wistar machos, com peso entre 190 e
4209, todos procedentes do biotério do Departamento de Nutricdo, e aclimatados
por 15 dias no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental do Hospital da
Universidade Federal de Pernambuco (NCE/UFPE). Receberam alimentacao padréao
tipo Labina ® e agua “ad libitum”, até o inicio dos experimentos.

Todos os animais foram operados conforme técnica descrita por Reis*’,
em 2001. Induzida a peritonite pela técnica de ligadura e transfixagdo do cécum, os

animais foram alocados, aleatoriamente, em quatro grupos de 10 animais.

3.2 Formacao dos grupos

Para a realizacdo da pesquisa, que previa trés momentos (o de inducao
da peritonite bacteriana, o de re-operacdo com instituicdo terapéutica e o de
acompanhamento e morte dos animais para mensuracgdes, conforme a figura 1), os
espécimes compuseram, aleatoriamente, os seguintes grupos:

= Grupo Teste A1 — Antimicrobiano intraperitoneal e morte induzida,
apos 24 horas do segundo momento cirdrgico;

= Grupo Controle B1 — Antimicrobiano intramuscular e morte induzida,
apos 24 horas do segundo momento cirdrgico;

= Grupo Teste A2 — Antimicrobiano Intraperitoneal e morte induzida, no
quinto dia do pés-operatério, do segundo momento cirlrgico;

= Grupo Controle B2 — Antimicrobiano intramuscular e morte induzida,
no quinto dia do p6s-operatoério, do segundo momento cirurgico.
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( Acompanhamento por mais 24 horas (grupos )

A1 e B1) ou cinco dias (grupos A2 e B2) —

Morte dos animais para as mensuracoes

necessarias (Terceiro momento cirdrgico)

|\

Fig. 1. Desenho metodoldgico da pesquisa

3.3 Preparo pré-operatoério

O preparo pré-operatorio consistiu na suspensao da dieta, imediatamente
antes do procedimento cirurgico, pesagem e tricotomia abdominal, apds a inducao

anestésica.
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3.4 Anestesia

Todos os animais foram anestesiados com ketamina, na dose de
15mg/kg, associada ao hypnomidate, na dose de 0,3mg/kg, e a atropina, na dose de

0,025mg/kg, aplicados em conjunto, por via intramuscular, apds pesagem inicial.

3.5 Técnica Cirurgica

3.5.1 Inducao da peritonite bacteriana — Primeiro momento cirurgico

A técnica cirurgica empregada para a inducao da peritonite bacteriana foi
a ligadura e transfixacdo do cécum com fio de seda 2-0, acima da valvula ileocecal
(figura 2), seguida de transfixagdo com a propria agulha, exteriorizando-se o fio na
extremidade do cécum e seccionando-se esse fio, 3cm, apds a exteriorizagdo (figura
3). Fechou-se a parede abdominal com fio de polipropileno 3-0, em sutura continua,
em dois planos. Os animais foram re-hidratados com 10mL de soro Ringer com
lactato, administrado por via subcutanea.

Os animais mortos, logo apds esse procedimento, foram substituidos por

outros, de modo a preservar-se 0 numero programado para cada grupo.
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Fig. 2. Ligadura do cécum
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Fig. 3. Concluséao de ligadura e transfixagdo do cécum
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3.5.2 Re-operacao — Segundo momento cirurgico

Esse procedimento foi realizado 24 horas apds a primeira intervencao.
Realizou-se a retirada do fio de seda e desfez-se a obstrucao intestinal (figura 4).

De acordo com o grupo em estudo, 0os espécimes recebiam, por via IP,
nesse momento, 8mL de solucdo salina a 0,9% em associacdo a heparina nao-
fracionada (2500ui para cada litro de solugao salina) e acrescida por ampicilina com
sulbactam (UNASYN ©, Pfizer-Brasil), na dose de 300mg por animal (grupos Al e
A2).

Apés a colocacéao do fluido padrao para os grupos A1 e A2, procedeu-se
ao fechamento da cavidade abdominal, sem a aspiracao do fluido (conforme descrito
no item 3.5.1). Procedia-se a re-hidratacdo do animal com 10mL de soro Ringer com
lactato, por via subcutanea.

O grupo A1 era acompanhado por mais 24 horas e o grupo A2, por cinco
dias (até o quinto dia do pds-operatério), quando 0s animais eram mortos e
submetidos a necropsia.

Os espécimes dos grupos B1 e B2 recebiam a solucao salina a 0,9% em
associacao a heparina nao-fracionada (2500ui para cada litro de solugdo salina),
sem o acréscimo da ampicilina com sulbactam, por via intraperitoneal. O
antimicrobiano era aplicado, ao final do procedimento, por via intramuscular. Todos
também eram re-hidratados com 10mL de soro Ringer com lactato, por via
subcutanea.

A semelhanca dos grupos anteriores, os espécimes eram acompanhados
por mais 24 horas (grupo B1) e por mais cinco dias (grupo B2), ap6és o fechamento

do abdome.
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Fig. 4. Re-operagao apds 24h, para retirada do fio (segundo momento cirdrgico)

3.5.3 Necropsia — Terceiro momento cirurgico

O 6bito era induzido por dose letal dos mesmos anestésicos utilizados nas
etapas anteriores e por hipovolemia induzida, pela retirada de sangue da veia cava
inferior para a realizagdo de medicdo do potencial hidrogénio-idnico (pH),
bicarbonato, interleucina-6 e hemoculturas. Colheram-se, entdo, amostras do fluido
peritoneal para a realizacao de culturas semi-quantitativas (figura 5).

Nessa etapa, os animais dos grupos A1 e B1 eram mortos, apos 24 horas
do segundo momento cirurgico. Ja os dos grupos A2 e B2 eram mortos apds cinco

dias do segundo momento cirargico.
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Fig. 5. Coleta de secrecoes peritoneais para analise microbiologica

(terceiro momento cirtirgico)

3.6 Cuidados pés-operatoérios

Os cuidados pés-operatérios, para o primeiro € 0 segundo momento
cirargico, consistiam na manutencao dos animais em gaiolas individuais e no
fornecimento livre de ragdo e agua, logo a recuperacao anestésica. Diariamente, os
animais operados eram avaliados, quanto a vitalidade, e as gaiolas, higienizadas.
Apbés o Obito, os espécimes eram acondicionados em recipientes adequados,

congelados e recolhidos pelo Servico Municipal de Lixo de Biotério.
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3.7 Avaliacao do peso

O peso era obtido em todos os trés momentos cirlrgicos e serviu para
analise do equilibrio ponderal entre os grupos (primeiro momento cirdrgico) e

evolugao nutricional (no terceiro momento cirurgico).

3.8 Exames laboratoriais e microbioldgicos

A medicao do pH e do bicarbonato venoso era realizada de imediato no
gasbmetro disponivel no préprio laboratério do Nucleo de Cirurgia Experimental. Ja a
IL-6 era mensurada no laborat6rio de imunologia do Laboratério de Imunopatologia
Keiso Asami (LIKA).

As culturas para aerdbios foram realizadas, apds coleta inicial, com
seringas de 1mL, seguida de incubacdo em tubos de ensaio, contendo 3mL da
substancia de enriquecimento denominada “Brain Heart Infusion” (BHI) (Merck-
Darmstadt, Alemanha), e mantida em estufa a 37 graus, por seis horas. O material
assim tratado era, depois, semeado em Agar Sangue, Agar McConkey (Britania-
Argentina) e Eosine-Metileno-Blue, Comumente denominado Teague (Merck-
Alemanha), e mantido em estufa por 24 a 48 horas.

As colbnias em crescimento eram contadas e medidas, calculando-se, o
numero de bactérias por mililitro, através de método semi-quantitativo.

As hemoculturas eram realizadas, apds a inoculacdo em meio de cultura
tioglicolato + SPS + CO, + vacuo (Hemoprov Ill, Newprov, Curitiba - Brasil), em
semeio em Agar Sangue, Agar McConkey e Teague, mantidos em semeio em

Placas de Petri por até 72 horas.
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Todas as mensuragoes laboratoriais e andlises microbiolégicas eram
obtidas de modo cego, porquanto os encarregados para as analises nao conheciam

os esquemas terapéuticos para os grupos em questao.

3.9 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados, utilizou-se a analise de variancia, a
fim de comparar as médias de peso dos quatro grupos, no primeiro momento
cirdrgico, tanto nos grupos que fizeram uso do antimicrobiano IP, quanto nos que
nao o fizeram.

Utilizou-se o teste t de Student para comparar as variacoes das médias
das variaveis bioguimicas (pH, bicarbonato e IL-6).

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as médias dos
nuameros de colénias de bactérias.

Empregou-se o teste exato de Fisher para comparar as proporcdoes de

hemoculturas positivas.
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4.1 Comparacao do peso dos quatro grupos — primeiro momento cirargico

Na tabela 1 observa-se as principais estatisticas descritivas do peso dos

animais pesquisados, no primeiro momento cirurgico.

Tabela 1. Estatisticas descritivas do peso (g) dos animais, no primeiro momento cirtrgico

Grupos Estatisticas Descritivas do Peso

n Média DP Minimo Mediana  Maximo p
A1 10 346,0 35,3 290 340 400 =0,358
B1 10 331,0 29,2 270 330 380
A2 10 299,0 89,9 190 340 410
B2 10 306,0 84,0 210 315 420
Total 40 320,5 65,9 190 340 420

A1: Morte com um dia de pbés—operatério (apés o Segundo Momento Cirdrgico) e uso de antibiético IP; B1: Morte com um dia
de pds—operatério (apés o Segundo Momento Cirdrgico) e sem uso de antibiético IP; A2: Morte com cinco dias de pos-
operatério (apés o Segundo Momento Cirirgico) e uso de antibiético IP; B2: Morte com cinco dias de pés—operatério (apds o
Segundo Momento Cirlirgico) e sem uso de antibiético I.P.

4.2 Comparacoes dos grupos com uso e sem uso de antimicrobiano por via IP
— primeiro dia do p6s-operatério

Os resultados do teste t de Student demonstram que nao foram
estatisticamente significantes as diferencas entre as médias de variagdo de peso,
IL-6, pH e bicarbonato dos animais mortos no primeiro dia do p6s-operatério (apos o

segundo momento cirirgico), nos grupos com e sem o antimicrobiano IP (tabela 2).
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Tabela 2. Estimacado e comparagdo de médias da variacdo do peso, IL-6, pH e bicarbonato dos

animais mortos no primeiro dia do pds-operatério, nos grupos com e sem antimicrobiano IP

Variaveis Grupos Estatisticas
n Meédia Erro padrao IC5%'
Variacao de
peso(g)
Grupo A1 Com uso de antibiético IP 10 15,0 5,6 2,3 27,7
Grupo B1 Sem uso de antibidtico IP 10 23,0 10,3 -0,4 46,4
Total 20 19,0 5,8 6,9 31,1
Diferenca de médias -80 118 -32,7 16,7 0,505~
IL-6 Com uso de antibiético IP 10 10,2 1,8 6,2 14,2
Grupo A1 Sem uso de antibiético IP 10 17,6 6,3 3,3 31,9
Grupo B1 Total 20 13,9 3,3 70 20,8
Diferenca de médias 7.4 6,6 21,2 6,4 0,274
pH
Grupo A1 Com uso de antibiotico IP 9 7,36 0,02 7,3 7.4
Grupo B1 Sem uso de antibiético IP 10 7,43 0,03 7.4 7,5
Total 19 7,40 0,02 7,4 7,4
Diferenca de médias -0,07 0,04 -0,2 0,0 0,059
Bicarbonato
Grupo A1 Com uso de antibiotico IP 9 285 0,7 26,9 30,1
Grupo B1 Sem uso de antibiético IP 10 28,7 1,2 26,0 31,3
Total 19 28,6 0,7 27,2 30,0
Diferenca de médias -0,2 1,4 31 28 0910

11C95%=Intervalo de 95% de confianga; Com uso de antibidtico — Sem uso de antibiético; ~Valor p (teste t de Student).
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4.3 Comparacoes dos grupos com uso e sem uso de antimicrobiano IP

— quinto dia de pés-operatério.

Os resultados do teste t de Student demonstram que nao foram
estatisticamente significantes as diferencas entre as médias da variagdo do peso, IL-
6 e pH dos animais mortos no quinto dia do pés—operatério (apés o segundo
momento cirlrgico), nos grupos com e sem antimicrobiano IP. Entretanto, a
diferenca entre as médias de bicarbonato dos dois grupos foi estatisticamente

significante (tabela 3).
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Tabela 3. Estimacdo e comparagdo de médias de variacdo de peso, IL-6, pH e bicarbonato dos

animais mortos no quinto dia do pés-operatério, nos grupos com e sem antimicrobiano IP

Variaveis Grupos Estatisticas
n Média Erro padrao IC5%'
Variacao de peso
Grupo A2 Com uso de antibiético IP 10 52,0 14,8 18,5 85,5
Grupo B2 Sem uso de antibiético IP 9 53,3 10,4 29,3 77,3
Total 19 52,6 9,0 33,8 715
Diferenca de médias’ -1,3 18,5 -40,4 37,7 0,943
IL-6
Grupo A2 Com uso de antibiéticoIP 10 10,7 2,2 5,7 15,7
Grupo B2 Sem uso de antibidtico IP 9 19,3 4.1 9,8 28,9
Total 19 148 2,4 9,7 199
Diferenca de médias -8,6 4,5 182 1,0 0,075
pH
Grupo A2 Com uso de antibiético I[P 10 7,3 0,02 7,2 7,3
Grupo B2 Sem uso de antibi6tico IP 8 7,3 0,04 7,2 7,4
Total 18 7,3 0,02 7,2 7,3
Diferenca de médias* 0,0 0,04 0,1 00 0,293"
Bicarbonato
Grupo A2 Com uso de antibiéticoIP 10 26,3 0,9 24,3 28,2
Grupo B2 Sem uso de antibi6tico IP 8 22,2 1,8 179 26,4
Total 18 244 1,0 22,3 26,6
Diferenca de médias* 41 1,9 0,1 8,1 0,044~

11C95%=Intervalo de 95% de confianga; Com uso de antibidtico — Sem uso de antibiético; ~Valor p (teste t de Student).
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4.4 Comparacoes das distribuicoes do numero de colonias de bactérias

do fluido peritoneal.

Os resultados do teste de Mann-Whitney demonstram que a diferenga

entre as distribuicbes do numero de colénias de bactérias nos grupos com

antimicrobiano IP e sem ele alcancou significAncia estatistica apenas nos animais

gue foram mortos no quinto dia do pos-operatério (tabela 4).

Tabela 4. Estatisticas descritivas do niUmero de coldnias de bactérias, de acordo com o momento da

morte e uso de antimicrobianos IP — Resultados do Teste de Mann-Whitney, na comparagéo dos

grupos com e sem uso de antimicrobianos IP

Momento da morte Antibiético Estatisticas descritivas
(IP)

n Média DP Minimo Mediana

Maximo Valor p

Primeiro dia do

pos-operatorio

Grupo At Sim 7 12000 13964 1000 8000
Grupo Bt Nao 5 110800 217637 5000 15000
Quinto dia do

pos-operatorio
Grupo A2 Sim 6 18167 40097 1000 2000

Grupo B2 N&o 5 90000 78102 10000 100000

40000

500000

100000

200000

0,193

0,022
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4.5 Comparacoes das percentagens de hemoculturas positivas

Os resultados do Teste Exato de Fisher demonstram que as diferencas

entre as proporcdes de hemoculturas positivas, dos grupos com e sem 0 uso de

antimicrobianos IP, ndo foram estatisticamente significantes, nem nos animais

mortos no primeiro dia, nem nos mortos no quinto dia de pds-operatério (Tabela 5).

Tabela 5. Freqliéncia e percentagem de hemoculturas positivas e negativas nos grupos com e sem

uso de antibioético, de acordo com o momento da morte.

Momento da morte Grupo Hemocultura Total Valor p
Positiva  Negativa

Primeiro dia 1,000
poés—operatério

Grupo At Com antibidtico IP 7 (70,0%) 3(30,0%) 10 (100,0%)

Grupo Bt Sem antibiético IP 8 (80,0%) 2(20,0%) 10 (100,0%)

Quinto dia 0,303
pdés—operatoério

Grupo A2 Com antibidtico IP 6 (60,0%) 4 (40,0%) 10 (100,0%)

Grupo B2 Sem antibiético IP 8(88,9%) 1(11,1%) 9(100,0%)
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5.1 Método

A escolha da técnica de ligadura e transfixacao do cécum, modificada em
2001*', ¢ comprovadamente eficaz na inducdo de PBS, em todos os animais
submetidos ao procedimento padrdo. Ela permitiu a viabilidade clinica dos
espécimes (manutengcdo da vida), mesmo apoés induzida a peritonite, para que as
afericoes do método pudessem ser realizadas a contento.

A escolha dos agentes anestésicos e do modo de re-hidratacdo poés-
cirargico, utilizados, também permitiu que os procedimentos pudessem ser
realizados com bom suporte clinico aos espécimes, diminuindo o risco de morte por
causas anestésicas e hipovolemia, induzidas pelo trauma cirlirgico e anestésico®'.

A opcéao pela ampicilina com sulbactam, como agente antimicrobiano,
deveu-se a possibilidade de utilizacao de agente terapéutico Unico para aerébios e
anaerdbios entéricos, a existéncia de estudos anteriores com esse agente, na PBS,
e ao relativo baixo custo'®!720:2441,

A utilizacado da heparina IP deveu-se a necessidade de uniformizagdo, em
todos os grupos em estudo, e a proposicdo da diminuicdo das aderéncias
peritoneais dos animais pesquisados, facilitando a coleta de secrecdes de modo
mais uniforme no abdome, em todos os espécimes analisados®'®*.

As variaveis escolhidas para mensuracao (peso, bicarbonato venoso, pH,
IL-6, cultura semi-quantitativa das secrecdes peritoneais e hemoculturas),
possibilitaram a analise da evolucdo dos animais, do ponto de vista nutricional

(peso), metabodlico (pH e bicarbonato venoso), inflamatério (IL-6) e infeccioso

(cultura semi-quantitativa das secrecdes peritoneais e hemoculturas).
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A utilizacdo da analise da variacdo ponderal é reconhecida como
importante parametro de avaliagdo de recuperacao ou perda nutricional' >89,

O pH e o bicarbonato sérico podem refletir o grau de instabilidade
metabdlica, espelhando o desequilibrio micro-circulatério da sepse®® 2.

Ja a IL-6 é sugerida como importante marcador de gravidade inflamatoria.
Seus niveis em elevacao sugerem aumento de atividade inflamatéria e aumento da
gravidade clinica®®60:62:64.66-70.72

As culturas semi-quantitativas das secrecbes peritoneais e as
hemoculturas refletem, com boa confiabilidade, a presenca de bactérias nos
compartimentos em estudo. Propiciam a avaliacdo confiavel da resposta a

terapéutica instituidg°8>%6162.6567.69-71.73

5.2 Resultados

5.2.1 Distribuicao do peso nos momentos iniciais do estudo

Na tabela 1, ficou demonstrado que ocorreu adequada distribuicado dos

animais, quanto ao critério peso inicial, nos quatro grupos em estudo. O resultado da

analise da variancia atestou que as diferencas de médias entre os quatro grupos nao

foram estatisticamente significantes (p = 0,358).
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5.2.2 Analise dos parametros nutricionais, inflamatorios e metabdlicos

24 horas, apos o segundo momento cirurgico

A andlise da variagdo ponderal, de IL-6, pH e bicarbonato, nos grupos
com ou sem a utilizagdo de antimicrobianos, até 24 horas do segundo momento
cirargico (grupos A1 e B1), revela que tais diferencas ndao foram estatisticamente
significantes para os grupos em questao. Estes resultados sugerem que, em até 24
horas de terapéutica, possivelmente, ndo ocorreu tempo suficiente para se observar
algum impacto favoravel, na evolugao clinica dos animais, quanto a utilizacao ou nao

do antimicrobiano IP (tabela 2).

5.2.3 Andlise dos parametros nutricionais, inflamatérios e metabdlicos
no quinto dia de pés-operatorio, apdés o seqgundo momento
Cirargico

Também nos espécimes acompanhados até o quinto dia do pés-
operatério (tabela 3), ndo ocorreram diferencas estatisticamente significantes, nas
mensuracdes de peso, IL-6 e pH. Todavia, nessa fase evolutiva da peritonite, ficou
demonstrada diferenca estatisticamente significante nas médias de bicarbonato,
revelando maior tendéncia a acidose metabdlica, nos animais que nao receberam
antimicrobiano IP (p=0,04).

A despeito da nao-significancia estatistica (p=0,07), quanto as diferencas
nas médias de IL-6 dos grupos A2 versus B2 (quinto dia do p6s-operatoério), existe
possivelmente, tendéncia a menor atividade inflamatéria no grupo que recebeu

antimicrobiano IP e foi acompanhado até o quinto dia do pds-operatorio.
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5.2.4 Avaliacao da presenca de bactérias na secrecao peritoneal

A analise das diferencas entre as distribuicdes do nimero de colbnias de
bactérias na secrecao peritoneal, nos grupos com ou sem antimicrobianos IP,
demonstrou-se que ocorreram diferencas estatisticamente significantes (tabela 4)
apenas nos espécimes acompanhados até o quinto dia do pds-operatério (p=0,02).

Corroborando o achado de maior tendéncia a acidose (item 5.2.3) nessa
fase, a menor presenca de bactérias no peritbnio, por ocasidao do quinto dia do pés-
operatério, reforca a idéia de que o antimicrobiano IP modifica favoravelmente a

evolucao da PBS.

5.2.5 Avaliacao da presenca de hemoculturas positivas

Conforme se observa na Tabela 5, a analise das freqiéncias de
hemoculturas positivas, no cruzamento dos grupos A1 versus B1 (primeiro dia do
pos-operatorio) e A2 versus B2 (quinto dia do pds-operatério) nao revelou diferencas
estatisticas significantes (p=1,000 e p=0,303, respectivamente).

Esse achado vem reforcar a idéia de que o isolamento de bactérias, no
sangue, nao reflete necessariamente a maior ou menor quantidade delas no

compartimento abdominal’>4'-78,
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5.2.6 Analise critica global dos resultados, frente a literatura e

futuras diretrizes

A avaliacdo global dos resultados alcancados no presente estudo,
demonstra que, aparentemente, nas primeiras 24 horas de instituicao do tratamento
antimicrobiano por via IP, ndo ha evidéncias de favorecimento a cura clinica. Por
outro lado, no quinto dia do pds-operatério, as evidéncias sao de melhora evolutiva
da sepse abdominal experimental. Tais achados sado coincidentes com alguns
eStUdOSS7’41’48’50’85_87.

Tratando-se de estudo experimental, sabe-se de suas limitacdes e,
portanto, que nem sempre € possivel a aplicagdo dos seus resultados aos seres
human0323’29’31’32.

A luz dos dados favoraveis encontrados neste estudo, e, em conjunto com

as publicacdes de resultados positivos (favoraveis)'®'8:20-22:25.26

, entende-se: que
estudos clinicos bem desenhados e, portanto, comparando pacientes com gravidade
similar, possam empregar o antimicrobiano adequado, por IP, e, conseqiientemente,
oferecer importante contribuicdo adjuvante a cura clinica.

O “antimicrobiano adequado” € 0 ndo lesivo ao peritbnio, 0 que apresente
efeito pds-antibidtico (efeito residual prolongado apo6s aplicacdo), alto peso
molecular, dificultando sua passagem do peritbnio ao sangue, e atue com seguranca
contra a maioria dos patégenos entéricos®”#!#8°0887 Com essas caracteristicas,
podem-se citar: a amicacina, a gentamicina, a ciprofloxacina, a vancomicina, o
metronidazol, o imipenem e a ampicilina com sulbactam. Alguns desses sao

utilizados em associacdo, de modo a atuar contra aerdbios e anaerdbios (0s

aminoglicosideos ou a ciprofloxacina ou a vancomicina em associagdo ao
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metronidazol). Ja outros podem ser utilizados em monoterapia (ampicilina com
sulbactam ou o imipenem).

E certo que a terapéutica antimicrobiana IP ndo substitui a sistémica, de
uso convencional. Entretanto, ela tende a oferecer elevadas concentracbes
antimicrobianas no peritdnio, apdés a irrigacao inicial com a solucao salina
convencional. Entende-se que, em seguida a reducao da populacdo bacteriana,
promovida pela irrigacdo peritoneal com solugdo salina’®, a presenca local do
antimicrobiano ajudara na inibicao do crescimento da populagéao bacteriana.

Valem, aqui, duas observacdes finais. Em primeiro lugar, do total de
animais estudados, ocorreu um oObito de causa nao-definida, apdés o segundo
momento cirdrgico (um animal do grupo B2). Em segundo lugar, ocorreu a
coagulacdo da amostra de sangue para realizacdo da mensuracdo do pH e do

bicarbonato sérico de um animal do grupo A1 e um do B2, o que impediu a

mensuracao desses parametros nos animais em questao.

5.3 Consideracoes finais

A avaliacdo cumulativa, adquirida com os resultados do estudo, reforca a
assertiva de que a néo-utilizagdo de antimicrobianos IP deve ser repensada pelos
cirurgides. A inexisténcia de estudos clinicos, bem conduzidos, impele a idéia da
necessidade deles, para que maiores informag¢des venham a ser obtidas.

A experiéncia com a utilizacdo de “antimicrobianos tépicos” por outras
especialidades (cirurgia bariatrica e metabdlica, pneumologia, nefrologia,
otorrinolaringologia e terapia intensiva), conforme demonstrado na segunda secao
desta obra (literatura), obriga-nos, como cirurgides, ter uma postura, no minimo,

investigativa e aberta as novas informacdes que nos chegam.
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6. CONCLUSOES
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Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir, com

probabilidade de acerto de 95%, que:

(i) A diferengca das médias de peso, do pH, e das hemoculturas, nao
permite afirmar que tenha ocorrido melhora desses parametros com a
utilizagdo da ampicilina com sulbactam IP, ao quinto dia do pds-
operatério;

(i) A utilizagdo da ampicilina com sulbactam conferiu menor nivel de
acidose metabdlica, ao quinto dia do pds-operatério, quando
comparado ao controle sem antimicrobiano IP. A terapéutica em
andlise nao possibilitou menor atividade inflamatéria sistémica,
mediante a utilizacdo da IL-6, como marcador de inflamacao, embora
exista tendéncia a positividade;

(iii)A utilizacdo da ampicilina com sulbactam permitiu a obtencdo de
melhor controle local da Sepse Abdominal, ao quinto dia do pés-
operatério, quando comparado ao controle sem antimicrobiano IP;

(iv)A diferenga das médias de todos os parametros utilizados na
comparacao dos grupos, no primeiro dia do pés-operatério (peso, IL-6,
pH, bicarbonato, culturas de secrecao peritoneal e hemoculturas), nao

permitiu atribuir qualquer beneficio a terapéutica em questao.
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ANEXO 1

Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE — Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.cch.ufpe.br

Oficio n°® 166/04 Recife, 20 de agosto de 2004

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Senhor Tarcisio José Cysneiro da Costa Reis
Departamento de Medicina Tropical - CCS/UFPE

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V. Sa.
referente aos pareceres da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “Ampicilina Associada ao
Sulbactam e a Heparina, Intraperitoneal, Pode Modificar o Gurso das Peritonites Secundarias — Estudo
Experimental”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentac&o Animal
€ com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e Decreto
3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos.

Diante do exposto, emitimos um parecer favoravel aos protocolos experimentais.

Atenciosamente,

N (244 A e
pure %amm
Presidente CEEA

urpR

CCB: Integrar para desenvolver
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Anexo 2

Normatizacao da Tese

Esta tese esta de acordo com:

International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver)

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals

Indexed in Index Medicus.

International Committee of Medical Journal Editors
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals: Sample References

Updated February 2006

Last reviewed: 22 May 2007

Last updated: 25 April 2007

First published: 09 July 2003

Metadata| Permanence level: Permanent: Dynamic Content

Copyright, Privacy, Accessibility
U.S. National Library of Medicine, 8600 Rockville Pike, Bethesda, MD

20894
National Institutes of Health, Health & Human Services

www.icmje.org/
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