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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do bloqueio transdiafragmético na vigéncia de peritonite aguda
infecciosa induzida por inoculagdo de suspensio bacteriana qualitativa e quantitativa predeterminada. Foram analisados 41
ratos, adultos, machos, da raca Wistar, com peso variando de 118 a 399 g . Os animais foram alocados em dois grupos: grupo
A ou controle (n=19), e grupo B ou experimental (n=22). Os animais do grupo B, ap6s indugio anestésica inalatéria, foram
submetidos a laparotomia e bloqueio da superficie peritoneal diafragmitica com membrana celulésica e mantidos sob condicges
ad libitum por 15 dias. Apés esse periodo, em ambos os grupos inoculou-se, por via percutinea na cavidade abdominal,
suspensdo bacteriana constituida de Pseudomonas aeruginosa 2,7 x 10° UFC/ml (American Type Culture Collection —
ATCC 25853), na propor¢ao de Iml de suspensio para cada 100 g de peso. Sempre que se detectou o Gbito, o animal foi
submetido a necropsia para avaliago macroscépica da cavidade peritoneal ¢ pleural, bem como coleta de conteddo pleural
e pungiio intracardiaca para cultura. Os animais sobreviventes foram sacrificados apés 48 horas e, também, submetidos a
necropsia e coleta de material para avaliagio bacteriolégica. Verificaram-se em todos os animais sinais clinicos caracteristicos
do estado séptico evolutivo. A incidéncia de derrame pleural observada no grupo controle em relagio ao grupo experimental
foi, respectivamente, 18 (94,7%) ¢ oito (36,4%), (p=0,0001). Na andlise bacterioldgica do derrame pleural € na hemocultura
de ambos os grupos, isolou-se como agente iinico Pseudomonas aeruginosa em, respectivamente, 88,46% e 60,97%. Para
aandlise da curva de sobrevivéncia utilizou-se o método ndo-paramétrico de Kaplan-Meier, demonstrando maior sobrevida
no grupo B (p=0,024; p=0,0211). Demonstrou-se, no presente estudo, que os animais submetidos a bloqueio transdiafragmatico
prévio com membrana celulésica apresentaram maior sobrevida ¢ menor freqiiéncia de derrame pleural, estatisticamente
significante, quando comparados aos animais ndo submetidos ao bloqueio.
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INTRODUCAO patologia ¢ de tratamento dessa grave condi¢io mérbida, A
limitag@o ética nos trabalhos em anima nobili incentiva o

A grande freqiiéncia clinica e os pobres resultados fre- desenvolvimento de modelos experimentais passiveis de se-
quientemente obtidos no tratamento da peritonite bacteriana rem reproduzidos com facilidade e fidedignidade. A literatura
aguda enfatizam a necessidade de pesquisas nas dreas de fisio- consigna vdrios modelos experimentais utilizados na inducéo
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de peritonite e septicemia: inoculacdo de material fecal fres-
co,' cerclagem e punc¢do do ceco,” implantagdo de capsula
gelatinosa contendo suspensdo bacteriana,”** inoculagio de
suspensoes bacterianas qualitativas e quantitativas conhe-
cidas,® incisdo transversal padronizada no ceco.’

Dumont et al* descreveram a importante agio da mem-
brana peritoneal diafragmética quando da presenca de bacté-
rias livres na cavidade abdominal. Essa resposta baseia-se
na absorcio de microrganismos através dos estomas linfaticos
diafragmaticos, que ocorre, principalmente, pela existéncia
de um gradiente de pressdo entre o espaco subfrénico e a
cavidade peritoneal.” Na vigéncia de uma importante proli-
feragio microbiana na cavidade peritoneal, a absorcido trans-
diafragmadtica se converte na principal via de disseminacio

“de bactérias e endotoxinas capazes de desencadear faléncia
de maltiplos érgios e conseqiiente morte por septicemia. '

O objetivo deste trabalho foi a inducdo de peritonite
aguda por inoculagdo intraperitoneal de suspensao bacteriana
qualitativa e quantitativa predeterminada em dois grupos de
ratos. Em um dos grupos foi testado um modelo de bloqueio
transdiafragmdtico com o uso de membrana celulésica semi-
permedvel. Foram estudadas as alteragdes clinicas, as altera-
¢des macroscopicas da cavidade peritoneal, a presenca de
derrame pleural e sua andlise bacteriologica. Realizou-se ava-
liagdo bacterioldgica das hemoculturas e determinou-se o
tempo de sobrevida nesses grupos de animais.

MATERIAL E METODOS

Animais de experimentacao

Foram utilizados 41 ratos Wistar, adultos, machos, com
peso variando de 118 a399 g, alocados em dois grupos: grupo
A ou controle (n=19) e grupo B ou experimental (n= 22).

Ambos os grupos foram submetidos & inducao de peri-
tonite por injecdo intraperitoneal de suspensio bacteriana
qualitativa e quantitativa previamente determinada.

O grupo B foi submetido ao blogueio prévio da
superficie peritoneal diafragmadtica com membrana celuldsica
semipermedvel.

Os animais que ndo desenvolveram choque séptico e
conseqiente Obito foram sacrificados apds 48 horas do inicio
do experimento.

Técnica do bloqueio diafragmatico com colocacao da
membrana celuldsica

Os animais do grupo B, apds indugio anestésica com éter-
sulfirico, foram colocados, em posicdo supina, sobre um
suporte de madeira recoberto por cortiga; os membros ante-
riores e posteriores foram presos as quatro extremidades do
suporte, com o auxilio de alcas eldsticas. Manteve-se o plano
anestésico pela inalacio de éter-sulfirico. Para a anti-sepsia,
utilizou-se solugio de polivinilpirrolidona-iodo a 10%. Reali-
zou-se celiotomia por incisdo ogival com concavidade inferior
(tipo incisdo de Chevron). Utilizou-se técnica asséptica.

Seccionou-se o ligamento falciforme do figado e expds-se a
superficie peritoneal diafragmatica. A membrana celuldsica
estéril, previamente preparada, foi colocada com o auxilio
de pingas atraumaticas delicadas, recobrindo toda a superficie
diafragmatica abdominal (Figura 1).

Figura I — Colocagdo da membrana celulésica sobre o diafragma

Reconstituiu-se a parede abdominal por meio de sutura
tipo chuleio continuo, interessando peritdnio parietal e plano
muscular com fio de polipropileno 4-0. A seguir, utilizou-se
amesma sutura e fio para a pele. Administrou-se meperidina
na dose de 20 mg/kg, via subcutinea para analgesia pés-
operatoria.

Os animais foram mantidos sob observagio didria em
condi¢bes de ad libitum por um periodo de 15 dias. Esse
periodo foi suficiente para promover aderéncia total entre a
superficie do figado e a superficie peritoneal diafragmitica,
conforme constatado em estudos pilotos preliminares.

Preparo da suspensio bacteriana

Utilizou-se cepa de Pseudomonas aeruginosa (ATCC),
obtida de amostras liofilizadas do American Type Culture
Collection, Atlanta — USA. As amostras foram suspensas em
caldo Triptic Soya Broth (TSB) para reativacido das cepas.
As suspensoes de Pseudomonas aeruginosa foram sub-
cultivadas em placas de Cistina Lactose Eletrélito Deficiente
(CLED) e incubadas aerobicamente a 37° C por 18 horas.

Apds a incubagio, a cepa foi subcultivada em caldo TSB
e incubada novamente nas atmosferas indicadas, por 18 horas.
As suspensoes bacterianas foram adequadas & concentragiio
de 10? bactéria/ml, utilizando-se o padrio n® 9 da escala de
MacFarland (turbidimetria), e medidas fotometricamente.

A quantidade injetada foi de 1ml de suspensdo bacteriana
para cada 100 g de peso dos ratos. A suspensido bacteriana
continha 2,7 x 10’ UFC/ml de Pseudomonas aeruginosa.

Sacrificio dos animais

Nos animais que foram a ébito determinou-se o tempo
de sobrevida e realizou-se necropsia. Os animais que nio
apresentaram ¢bito foram sacrificados com 48 horas apds a
inoculacio da suspensio bacteriana. O sacrificio foi realizado
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por inalagio de éter-sulftirico, ¢ 0s animais foram submetidos
a toracotomia e laparotomia, com técnica asséptica, para and-
lise e coleta de material.

Observacao macroscopica

Os animais foram submetidos primeiramente a toraco-
tomia transversa bilateral para fins de investigacio da cavi-
dade pleural. Considerou-se como derrame pleural a existén-
cia de liquido seroso ou sero-sanguinolento na cavidade pleu-
ral. Para investigagido da cavidade peritoneal foi realizada
Jlaparotomia mediana ampla e inspecilo detalhada das visceras
abdominais, superficie peritoneal abdominal e diafragmatica,
eficiéncia do blogueio diafragmadtico com a membrana celulo-
sica, presenca de abscessos ¢ aderéncias. Considerou-se como
peritonite difusa a presenga de exsudato seroso peritoneal
associado a fibrina e odor fétido. Em tais procedimentos, utili-
zou-se técnica asséptica.

Coleta de material

Na vigéncia de derrame pleural, realizou-se coleta do
material com o auxilio de seringa de 3,0ml e agulha 25mm x
7mm estéreis, o qual imediatamente era injetado em caldo
TSB para transporte. A seguir, em todos os animais foi reali-
zada a pungdo intracardiaca com seringa e agulha estéreis
semelhantes as anteriores. A amostra sangiiinea coletada,
aproximadamente 1,0ml, era injetada em meio de transporte
TSB e encaminhada para cultura.

Metodologia estatistica

Empregou-se andlise estatistica adequada para a amostra,
que consistiu de dois métodos: teste qui-quadrado de Pearson
e teste ndo-paramétrico de Kaplan-Meier.

RESULTADOS

Avaliacdo clinica no periodo pés-indugao de peritonite

No periodo pas-indugdo de peritonite, 0s animais foram
avaliados por meio de observagdo clinica. As alteragdes obser-
vadas e caracteristicas do estado séptico evolutivo foram:
pélos hispidos, taquipnéia, diminuigiio da atividade fisica,
redugdo da ingestdo de dgua e ragio e secregiio conjuntival
de coloragiio escura.

Nio houve diferengas na observagiio clinica nos dois
grupos de animais.

Avaliacao da mortalidade

No grupo A, 13 animais (68,42%) foram a ébito: oito
morreram antes de 12 horas e cinco entre 12 ¢ 48 horas apds
a inoculagfio da suspensiio bacteriana. No grupo B, oito
animais (36,36%) apresentaram 6bito: quatro morreram antes
de 12 horas e quatro entre 12 e 48 horas.

Realizou-se andlise estatistica da curva de sobrevivéncia
por meio do método ndo-paramétrico de Kaplan-Meier. Pelos
resultados obtidos hd evidéncias estatisticamente significantes

COM MEMBRANA CELULOSICA

de maior sobrevida nos animais do grupo B, p=0,0264* ¢ p
=(0,0211*. Esses resultados sio apresentados no grafico 1.

Grafico 1
Testando a homogeneidade da curva de sobrevivéncia
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Teste de Kaplan-Meier: p= 0,0264% ; p= 0,0211*

Avaliacao macroscopica da cavidade pleural

Observou-se macroscopicamente a cavidade pleural em
relagdo a presenga de derrame pleural em ambos os grupos.
No grupo A, foram observados 17 derrames pleurais bilate-
ralmente e um unilateral a esquerda; no grupo B, observaram-
se oito derrames pleurais bilaterais.

Para inferéncia estatistica adequada da amostra utilizou-
se o teste de qui-quadrado de Pearson. Pela andlise dos dados
hd evidéncias estatisticamente significantes de menor freqiién-
cia de derrame pleural nos animais do grupo B, p = 0,0001%.
Os resultados sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1
Incidéncia de derrame pleural nos grupos de animais

A (Controle) B (Experimental)

Derrame pleural  bilateral 184 8
Sem derrame pleural 1 14
Total (N) 19 22

(#) Um caso de derrame pleural unilateral a esquerda.
Teste qui-quadrado de Pearson: X* = 14,97 p = 0,0001*

Estudo bacteriologico do derrame pleural

Observou-se um total de 26 derrames pleurais, sendo
18 (69,23%) no grupo A e oito (30,76%) no grupo B.

Houve crescimento de colénias em todos 0s casos, sen-
do Pseudomonas aeruginosa em 23 animais (88,46%),
Pseudomonas aeruginosa + Staphylococcus sp em dois
animais (7,69%) e Escherichia coli em um animal (3,84 %),

Estudo bacteriol6gico das puncdes intracardiacas

Realizou-se punciio intracardiaca nos animais de ambos
os grupos. Em 29 casos houve crescimento de coldnias e em
12 casos as culturas foram negativas.
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Nos casos em que houve crescimento de coldnias, as
bactérias isoladas na cultura foram: Pseudomonas aerugino-
sa, 25 casos (86,20%); Pseudomonas aeruginosa + Staphy-
lococcus sp., um caso (3,44%); Escherichia coli, um caso
(3,44%); Proteus morganii, dois casos (6,89%).

Avaliacio macroscopica da cavidade abdominal

Em todos os animais que foram a ébito, constatou-se
peritonite difusa. Em quatro animais do grupo A observou-
se a presenca de aderéncias de omento com algas intestinais;
no grupo B, seis animais apresentaram resultado semelhante,
porém com aderéncias também na superficie do figado .

DISCUSSAO

O modelo ideal na pesquisa experimental de peritonite
aguda deve basear-se na escolha do animal, na padronizagio
da suspensfo bacteriana e no modelo de indugio da peritonite.

Para indug@o de peritonite realizamos pungio percutinea
da cavidade abdominal; esse método € seguro, de fdcil execu-
¢do, além de pouco dispendioso. A importancia de se trabalhar
com suspensao bacteriana qualitativa ¢ quantitativa prede-
terminada € a de permitir condig¢des reprodutiveis e, conse-
glientemente, coeréncia nos resultados e conclusdes.*

Na vigéncia de peritonite ocorre aumento da absor¢o
de bactérias e endotoxinas pelos estomas linfaticos da mem-
brana peritoneal diafragmatica, capaz de desencadear faléncia
de multiplos érgdos.”'"Esse fato condiciona a diminuigfo da
eficaz agéio de filtro do sistema mononuclear fagocitario hepd-
tico.

A partir dos dados analisados na curva de sobrevivéncia,
podemos concluir que hd evidéncias estatisticamente signi-
ficantes de que os animais do grupo B apresentaram maior
sobrevida quando comparados aos animais do grupo A (p =
0,0264%, p = 0,0211%*). Esses resultados sdo corroborados
pelos dados publicados por outros autores.”

Em todos os animais do grupo B, constatamos a presenga
de aderéncia total entre a superficie do figado e a superficie
peritoneal diafragmatica demonstrando, assim, a a¢do de blo-
queio da absorgdo transdiafragmatica nos animais do grupo
B. Nesse grupo, em dez animais (45,45%), observamos pre-
senca de granulomas na regido subfrénica.

Simédes et al,!' em trabalho experimental com cées, utili-
zando membrana celulésica como agente hemostatico em le-
sdes de fTgado, bago e intestino delgado, constataram a intensa
formago de aderéncias e granulomas tipo corpo estranho
entre as visceras abdominais.

O derrame pleural, na vigéneia de peritonite aguda, ¢
considerado como um importante indicador de mal prog-
ndstico.”? Em nosso estudo constatamos menor freqiiéncia,
cstatisticamente significante, de derrame pleural nos animais
do grupo B em relagfo ao grupo A (p = 0,0001%). Em todos
0s animais nos quais se constatou derrame pleural, foi reali-
zada coleta ¢ andlise bacterioldgica para fins de resgate da
bactéria previamente inoculada. Verificamos um total de 26
derrames pleurais, detectando-se crescimento de germes em
100% das culturas. Em estudo piloto preliminar ndo cons-
tatamos derrame pleural em animais submetidos exclusiva-
mente ao bloqueio da superficie peritoneal diafragmadtica com
membrana celul@sica.

A punciio intracardiaca e a hemocultura foram realizadas
em todos os animais, sendo detectado crescimento de cold-
nias em 70,73% dos casos. O fato de néo se ter obtido cres-
cimento de coldnias em 100% dos casos pode estar condicio-
nado, principalmente, a duas variantes: volume da amostra
sangiifnea coletada e mecanismos de defesa do hospedeiro.

O fator de maior relevincia afetando a sensibilidade das
hemoculturas é o volume de sangue coletado, segundo
alguns autores;'* Também em estudo em seres humanos com
mais de 5 mil hemoculturas positivas, é descrita a positividade
de culturas com 20ml e 30ml de amostras de sangue 38% ¢
62% maiores, ' respectivamente, do que de 10 ml .

Analisando-se os resultados do estudo bacteriolégico,
verificamos o isolamento de diferentes microrganismos, desta-
cando a presenga de microrganismos da flora gastrointestinal.
Esses resultados apontam, provavelmente, para duas expli-
cagOes: contaminagio no momento da coleta ou transmigrago
bacteriana.

Em animais de experimentagio adultos ¢ sadios, a trans-
migragdo bacteriana (proveniente do trato gastrointestinal)
ndo ocorre ou ocorre apenas em niveis muito baixos e € eli-
minada pelo sistema imune de defesa do hospedeiro. Porém,
em circunstincias onde haja imunodepressio, a infecgio bac-
teriana pode ter origem na prépria flora intestinal ou mesmo
ser agravada por ela.'”?

Conclui-se, com base nas andlises realizadas, que todos
os animais injetados com suspensio bacteriana contendo 2,7
x 10° UFC/ml de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
apresentaram alteragdes clinicas compativeis com infecgio
peritoneal e sepse. Os animais do grupo experimental, sub-
metidos a bloqueio transdiafragmatico prévio com membrana
celulésica, apresentaram evidéncias estatisticamente signi-
ficantes de maior sobrevida (p=0,0264; p=0,0211) e menor
freqtiéncia de derrame pleural (p=0,0001).

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effect of transdiaphragmatic blockage due to acute infectious peritonitis, induced
by inoculation of predetermined qualitative and quantitative bacterial suspension analysis. Forty-one adult, male, Wistar
rats were studied. Their weight vary from 118 to 399 g . The animals were allocated into two groups: group A or control
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group (n=19), and group B or experimental group (n=22). The animals in group B, after inalatory anesthetic, were submitied
to laparotomy and diaphragmatic blockage of the peritoneum surface with celluloid membrane and kept under ad libitum
conditions for fifteen days. After this period of time, both groups received a percutaneous inoculation of bacterial suspension
in the peritoneal cavity, containing Pseudomonas acruginosa 2,7 x 10° UFC/ml (American Type Culture Collection - ATCC
25853). The dosage was 1 ml of the suspension for every 100 g of weight. In every death, the animal was submitted to
necropsy for peritoneal and pleural cavity macroscopic analysis, as well as pleural effusion and intracardiac blood collected
for culture and bacterial analysis. The survivors animals were sacrificed after forty-eight hours and also submitted to
necropsy and material collection for bacteriologic evaluation. It was verified that all the animals had objective clinical
signs of sepsis in evolution. The incidence of pleural effusion observed in the control group and experimental group was,
respectively, 18 (94,7%) and 8 (36,4%), (p=0.0001). To study the survival rate, the Kaplan-Meier method was used, and the
result was a higher survival rate in group B, (p=0,024; p=0.0211). The present study demonstrated that the animals
submitted to previous transdiaphragmatic blockage with celluloid membrane, had a higher survival rate and less frequency
of pleural effusion, statistically significant, when compared with the animals not submitted to the blockage.

Key Words: Peritonitis; Peritoneal cavity; Diaphragmatic lymphatics.
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