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RESUMO

OBJETIVO: O emprego da video-cirurgia realizando o
pneumoperiténio com o gas didxido de carbono tem sido
incrementado nos Ultimos dez anos, para o tratamento de
doencas abdominais. Alguns autores tém desaconselhado
Seu emprego nos casos mais complicados deinfecgéo, ale-
gando piora da evolucdo pos-operatéria, enquanto a
maioria que a pratica ndo tem tido esta experiéncia. O
gas carbdnico tem sido empregado desde 1920 na indls-
tria de alimentos como agente antimicrobiano. Foi obje-
tivo, saber se este fato poderia ser comprovado, compa-
rando o pneumoperitdnio com gés didxido de carbono e
alaparotomia. MATERIAL E METODOS Foi desenvolvi-
do um model o de peritonite em ratos Fischer 344 usando
como indculo uma dose letal 50 contendo 2 ml de solugéo
com 6 x 10° UFC/ml de Escherichiacoli e 1 ml de sulfato
de bario a 10%. Os ratos foram divididos por sorteio em
quatro grupos:. controle dos ratos (CSF N=15), injetados
com 3 ml de solucdo fisiologica estéril; controle do
indcul o bacteriano (CIB N=10), inoculados comuma dose
letal 50; indculo bacteriano e laparotomia (IBL N=17); e
indculo bacteriano e pneumoperiténio (I1BP N=16). Ava-
liamos a sobrevivéncia e as alteracdes histopatol 6gicas
(musculos da parede abdominal, bacgo, figado, intestinos
e mesos) classificando-as em: Preservado; Inflamacéo
Aguda e Fendmeno Regenerativo. RESULTADOS $6 na
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Inflamacdo Aguda ocorreu diferenca estatistica
significante na analise de variancia segundo dois critéri-
os de classificagdo (p < 0.05) que complementada pelo
teste“ post hoc” de Student-Newman-Keuls correspondeu
aos pares CSF vs CIB e CSF vsIBL. CONCLUSOES: Os
autores concluemexistir uma possivel agéo protetora pro-
porcionada pelo gas dioxido de carbono aos animais es-
tudados.
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O emprego da video-cirurgia realizando o
pneumoperitdnio com o gas dioxido de carbono
(CO,) témsido incrementado nos Uitimos 10 anos para
o tratamento de doencgas i nfecciosas complicadas das
estruturas anatémicas contidas na cavidade peritonial.

Os sucessos obtidos nas urgéncias com o em-
prego desta técnica terapéutica tém sido constatados
em diferentestipos de eventualidade, tais como rela-
tado nas urgéncias abdominais de modo ge-
ral16:30343643 Com alta taxa de acerto no diagndstico
e baixa morbidade na sua aplicacéo terapéutica.
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Tal fato ndo foi verificado nas conclusdes
apresentadas por outros autores’* ao estudarem di-
ferentestipos de peritonite purulenta, afirmaram ser
alaparotomiaaformaideal de tratamento e contra-
indicam a técnica laparoscopica. Segundo estes au-
tores’*, o aumento da pressdo intra-peritonial pro-
duzido pelo pneumoperitbnio teoricamente
potencializaria o desenvolvimento de choque sépti-
co. Desde 1993 temos observado boa evolucéo cli-
nica nos doentes por nés tratados por video-
laparoscopia com o emprego de CO, paraarealiza-
¢ao do pneumaperitonio.

Frente a estas observacdes nos doentes, ini-
ciou-se ainvestigacao experimental paraanalise dos
efeitos do pneumoperitonio com CO,, em animaiscom
peritonites purulentas (PP) bacterianasinduzidas, ten-
tando elucidar os riscos ou beneficios do seu empre-
902,4,10,11,15,20,22-25,32,34,35,39,41. Com intUitO de buscar_
mos esclarecimentos nesta &rea, propusemo-nos a
desenvolver este estudo.

MATERIAL EMETODOS

Utilizamos 89 ratos al binosisogénicos conven-
cionais, machos, adultos, de 100 a150 g, dalinhagem
Fischer 344, provenientes do Biotério da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo
Paulo. Acomodados em gaiolas de polipropileno, fo-
ram mantidos em temperatura control ada de 22°C (+
ou - 2°C) eciclodeluz de 12 horas. Ragéo peletizada,
com formulagao propria para a espécie (Nuvital Nu-
trimentos) e agua foram fornecidas ad libitum.

Escherichia coli (E. coli), cepa American
Type Culture Collection (ATCC) 11775, sorotipo
H7:01:K1%6238 obtida no Instituto Adolfo Lutz de
S30 Paulo, Capital (BR). A bactériafoi cultivadaem
agar cérebro-coracdo (Difco Laboratories, Detroit,
Michigan - USA). O gjuste da concentracéo foi feito
comparando-o com a Escalade MacFarland®. O con-
trole das Unidades Formadoras de Colénias (UFC)
foi realizado pela semeadura em agar MacConkey
(Difco Laboratories, Detroit, Michigan - USA), fa
zendo-se a leitura apds 18-24 horas de inoculagdo a
37°C.

Os animais foram submetidos a puncao
percutanea de solucéo fisioldgicaa 0,9% (SF) ou do
in6culo bacteriano (1B), no quadrante ventral caudal
direito do abdome. Completadaainjecéo, osanimais
foram recol ocados em suas acomodactes e mantidos
com alimentacdo e agua ad libitum.

Paraa DL como indculo, utilizou-se 2 ml de
quatro diferentes suspensdes de E. coli, acrescen-
tando-se 1 ml de sulfato de béario a 10%, totalizando
0s 3 ml, separadamente por grupo de oito animais™.
Empregamos como anestésico uma mistura de 90%
dadrogacloridrato de cetamina (Ketalar - Laborato-
rio Parke-Davis) e 10% de cloridrato de 2 - (2.6 -
xilidino) —5.6 dihidro—4H — 1.3 —tiazina (Rompun -
Laboratério Bayer), nadosede 1 ml por quilo de peso
do animal. Injetados por via intramuscular no mem-
bro posterior (musculo quadriceps femoral - m.
guadriceps femoris).

O estudo foi desenvolvido dividindo-se osratos
por sorteio em quatro grupos de animais:

- Grupo Controle (dos ratos), injetados com 3
ml de Solugéo Fisiol6gica estéril (CSF 15 ratos), no
diaO (zero);

- Grupo Controle do In6culo Bacteriano
(CIB - 10 ratos), no dia O (zero) foram inoculados
com3ml do 1B ( DL, =2ml desolugdo contendo 6 x
10°UFC/ml de E. coli e 1 ml de sulfato de bério a
10%));

- Grupo do Inb6culo Bacteriano e
Laparotomia (IBL - 17 ratos) inoculados no dia zero
com uma unica DL, . No diaum, apds terem recebi-
do a anestesia geral, os animais separadamente fo-
ram submetidos alaparotomiapor incisdo longitudinal
(8 cm), trans-muscular no quadrante caudal direito.
Mantivemos exposta a cavidade abdominal por 15
minutos. Ao término efetuamos a sintese com sutura
continuaem dois planos.

- Grupo do In6culo Bacteriano e
Pneumoperiténio com Didéxido de Carbono (IBP -
16 ratos), inoculados com uma L'JnicaDLSO, nodiazero.
No diaum, foram submetidos aanestesiageral e efe-
tuamos pneumoperitdnio com CO, por pungdo com
agulhade Verresao nivel dacicatrizumbilical®. Para
manutencdo do pneumoperitbnio empregamos um
insuflador eletrénico (Endoview - V. Mller), quega
rantia uma pressdo constante intra-peritonial de 12
mmHg. O tempo de manutenc&o do pneumoperitdnio
correspondeu a dois periodos de sete minutos, inter-
calados por interval o de um minuto.

A ocorrénciade 6bitos foi avaliada nos quatro
grupos (CSF; CIB; IBL; IBP) durante os oito dias e
os resultados corresponderam ao registro da distri-
buicdo do Percentual de Sobrevivéncia

Todos os ratos sobreviventes no oitavo diafo-
ram submetidos & eutanasia em camara de éter. To-
dos os ratos foram necropsiados. As pegas foram fi-
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xadas em formaldeido a 10%, incluidas em parafina,
cortadas por micr6tomo com 5 (cinco) micra de es-
pessura e fixadas em laminas de microscopia optica
comum. Utilizamos a técnica de coloragdo com
hematoxilina-eosina.

Osdadosdo presentetrabalho foram analisados
mediante um nivel de significanciade 5% (p = 0,05).
Os cé culosforam executados com auxilio do progra-
ma STATISTICA (STATSOFT INC. - 1995). Foram
utilizados os seguintes model os:

a) Diferenca entre percentuais;

b) Andlise de variancia para dois critérios de
classificagdo (linhas vs colunas);

c) Teste“post-hoc” de comparacdo multiplade
Student-Newman-Keuls (SNK) entre os diversos
pares de grupos®t318,

RESULTADOS

Os animais do grupo CSF ndo apresentaram
nenhum sinal clinico deinfecgdo ou sepsis. Todos 0s
componentes dos outros trés grupos apresentaram,
decorridas oito horas apds ainoculagdo por E. coli, e
de maneirasemelhante, os sinais clinicos de desidra-
tacdo e/ou sepsis, asaber: piloerecdo; corizapurulen-
ta; diminuicdo das atividades fisicas (motoras); e
hiperpnéia. Estes sinais desapareceram a partir do
quarto diaem todos os sobreviventes.

No grupo do CSF néo ocorreram mortes e hou-
ve uma distribuicdo progressiva das mortes entre os
demais grupos (CIB > IBL > IBP), Tabela 1 e na
Figural.

Tabelal
Percentual de Sobrevivéncia nos quatro grupos
na seqiiéncia dos oito dias do experimento

Dias\ Grupos CSF CIB IBL IBP

(%)

0 100 100 100 100
1 100 100 8235 81.25
2 100 40 7647 8125
3 100 40 5882 81.25
4 100 40 5882 8125
5 100 40 5294 8125
6 100 30 5294 75
7 100 30 5294 75

Figural
Linhas representativas do Percentual de
Sobrevivéncia nos quatro grupos na sequiéncia
dos oito dias do experimento
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A classificac8o por nés aplicada neste estudo
foi: Preservado; Inflamacdo Aguda e Fendbmeno
Regenerativo. Asalteragdes que caracterizaram cada
um destes estagios foram encontradas i soladas ou em
associacdo, pois, o critério de inclusédo, foi a
constatacdo de pelo menos uma delas no material
estudado. Efetuamos a apresentacéo percentual, in-
dividualizada de cada estrutura anatémica estudada
(muscul os da parede abdominal ; bago; figado; intesti-
no delgado; ceco; e mesos) dispostosem linhase, sua
avaliacdo histopatol dgica, nos quatro diferentes gru-
pos, alinhados em colunas.

A semelhancado Percentual de Sobrevivéncia
e das AlteracBes Clinicas, observamos ao Exame
Histopatol 6gico umaevolugdo bifasicacaracterizada
pela presenca de importantes alteracOes, decorrentes
dalnflamagdo Aguda, nos animais que morreram até
0 quinto dia e de Fendbmenos Regenerativos nos so-
breviventes, que foram submetidos aeutanasiano oi-
tavo dia. Em alguns destes Ultimos n&o se conseguiu
constatar qual quer alteracdo histopatol 6gicae consti-
tuiram parte do grupo de Preservados. Todos os exa-
mes histopatol 6gi cos que ndo apresentaram alteractes
foram usados como padréo de normalidade para es-
tes animais e denominados Preservados (Tabela 2).

A Inflamac&o Aguda correspondeu ao achado
mais evidente nos animais que morreram durante os
oito dias apbs terem recebido o 1B (CIB; IBL; IBP)
(Tabela 3).

Nos musculos da parede abdominal observa-
mos:. abscesso; flegméao; colbnias bacterianas;
periarterite; necrose muscular. Esplenite aguda com
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Tabela2
Percentual de cada uma das estruturas Preservadas nos quatro grupos

Estrutura Preservada \ Grupo (%) CSF CiB IBL IBP
M Gscul os da Parede Abdominal 100 66.7 313 92.3
Bacgo 92.8 875 73.3 93.3
Figado 333 14.3 18.7 0
Intestinos 100 25 50 93.7
Mesos 85.7 50 10 0
Tabela3
Percentual de cada uma das estruturas com Inflamacéo Aguda nos quatro grupos
Estrut. Inflamagdo Aguda\ Grupo (%) CSF CiB IBL IBP
M Uscul os da Parede Abdominal 0 22.2 18.7 7.7
Baco 7.2 125 26.7 6.7
Figado 60 85.7 813 93.7
Intestinos 0 75 47.1 6.3
Mesos 0 50 50 28.6

aumento de tamanho dosfolicul os; neutréfilos (fend-
menos exsudativo); tumefacdo de célulasreticul ares;
capsulacom neutrdéfilos (peritonite fibrinopurul enta).
Hepatite aguda com: necrose centro lobular; veias
centro lobulares circundadas por neutrdfilos; focosde
necrose celular; contragéo celular; células com na-
cleos contraidos; microvacuolizagdo citoplasmética
(esteatose microgoticular).

Nos intestinos, a serosa continha neutroéfilos
e peritbnio tumefeito (peritonite aguda); a parede
teve necrose com destruicdo da mucosa caracteri-
zando desarranjo daarquiteturaglandular observa-
do pela presenca de: glandulas necroéticas, focos
de necrose supurativa da mucosa, auséncia de cé-
lulas glandul ares no revestimento epitelial mucoso
(auséncia de mucosa); Ulceras agudas de mucosg;
e colonizac&o bacteriana na luz. Nos mesos, ob-
servamos sinais evidentes de peritonite aguda:
tumefacdo de células mesoteliais; presenca de
neutréfil os; vasculite aguda com presenca de bac-
térias; exsudato com fibrina e neutrofil os; e necrose
com fibrina e bactérias.

Nos musculos da parede abdominal constata-
mos: tecido de reparagdo ou granulag&o com presen-
cadehistidcitos; fibrose aprisionando fibras dos mis-
culos estriados; granuloma de corpo estranho e res-
tos de fios de sutura. Figado com: pleomorfismo dos

nacleos por estarem em divisao, basofilia
citoplasmatica (aspecto tigréide) devido a evidéncia
das mitocondrias; hiperplasiareticulo endotelial (cé-
lulas de Kupffer). Mesos com infiltrado mononucl ear
(mastocitos); dilatacdo vascular.

TESTESESTATISTICOS

No final do experimento observamos que 0
Percentual de Sobrevivéncia apresentava diferencas
estatisticas significantes entre quatro dos seis pares
estudados. Nao houve diferencas estatisticas
significantes sO entre os dois pares. CIB vs IBL e
IBL vs IBP (Tabela 5).

A andlise de variancia segundo dois critérios
de classificagdo daavaliagdo histopatol 6gicadas es-
truturas anatdémicas estudadas demonstrou diferen-
ca significante s6 nos casos de classificacdo Infla-
magdo Aguda (Tabela 3). Complementada com a
realizac8o do teste “post-hoc” de SNK, para com-
paracdo multipla entre os quatro grupos, aos pares,
perfazendo seiscombinagdes, permitiu identificar que
0s pares CSF vs CIB e CSF vs IBL, foram os que
contribuiram para que esta diferenca fosse
significante naAndlise de Variancia. E interessante
observar que ndo houve diferenca significante entre
0 par CSF vs IBP.
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Tabela4
Percentual de cada uma das estruturas com Fendmeno Regenerativo nos quatro grupos

Estrut. Fendbmeno Regenerativo \ Grupo (%)CSF CiB IBL IBP
M Uscul os da Parede Abdominal 0 111 50 0
Baco 0 0 0 0
Figado 0 0 0 6.3
I ntestinos 0 0 0 0
Mesos 14.3 0 40 714

DISCUSSAO

Com observagdo das principais alteracdes cli-
nicas pudemos constatar a eficiéncia do inoculo
bacteriano, pois todos os animais inoculados com a
DL, desenvolveram as manifestagcOes de sepsis ou
de desidratacdo. Este fato ndo foi verificado em ne-
nhum dos ratos injetados com a solucéo fisiolégica
estéril (CSF). Nos evidenciou o aspecto bifasico de
evolucdo destes animaisfrente aestetipo de peritonite.
Umafase aguda, com alteracOes clinicas evidentes e
indices significativos de mortes, que seiniciou ao re-
dor de 12 h apos ter recebido a inoculagdo e, termi-
nou por voltado terceiro dia, com o desaparecimento
dos sinais clinicos e redugdo expressiva das mortes.
Estes fatos caracterizaram a fase seguinte
(regenerativa) que perdurou até o oitavo dia, por oca-
sido de término do experimento12192223:3942,

Os achados dos percentuais de sobrevida (Ta-
belas 1 eFigural) evidenciaram que houveumadife-
rencaevolutivada peritonite em relagio ao percentual
de sobrevivéncia entre IBP vs CIB, que néo foi
verificada entre o CIB vs IBL*%%,

E importante salientar que a constatacio de
percentuais de Preservado nos trés grupos de ani-
maisinoculados (CIB, IBL, e IBP), reforga o aspecto
bifésico da evolucdo dos ratos a peritonite induzida.
Esta caracteristica hifasica, por nés observada foi
constatada e comentada por ocasido em que analisa
mMOS 0s principais sinais clinicos e os percentuais de
sobrevivéncia e terminou ficando reforgada pelos
achados histopatol 6gicos!5224245,

Osdeterminantes histopatol 6gicos de | nflama-
¢ao0 Aguda corresponderam ao achado mais evidente
nos animais que morreram durante os oito dias do
experimento, apds terem recebido o IB.

Na Tabela 3, pode ser observado que o maior
indice percentua de Inflamacdo Agudanos masculos

daparede abdominal correspondeu ao grupo CIB (n&o
operado) endo ao IBL (operado) e por tltimo ao IBP
(ndo operado). Em algumas |aminas avaliadas pela
microscopia optica pudemos perceber um aspecto
evolutivo dainfec¢do agudada parede abdominal do
tipo migratorio, ou sgja, oriundo do peritbnio parietal,
em direc8o a musculatura, corroborando os valores
percentuais documentados. Para JACOBI e cols.?,
alaparotomiaprovocou um maior nimero estatistica-
mente significante, de translocagdo bacteriana, de
endotoxemia e da quantidade de abscessos do que 0
pneumoperitonio e os controles. Atribuiram que este
fendmeno era decorrente das lesdes vasculares
inferidas pela seccéo da parede abdominal na
laparotomia, as quais predispunham ao aumento da
translocacdo bacteriana. Estas observacgdes entram
em conflito com 0s nossos resultados que conferiram
o maior indice de fleimao ao grupo CIB que ndo teve
agressao da parede abdominal.

As alteracOes agudas marcantes verificadas
nos intestinos (ileo terminal e ceco) em parte dos ra-
tosinoculados hos despertaram aatencdo, em virtude
de serem de relevante gravidade. Além da presenca
de peritonite aguda visualizada na serosa, 0 que mais
impressionou foi o grau de necrose da parede com
destruic&o da mucosa, caracterizada pelo desarranjo
da arquitetura glandular, chegando mesmo até a au-
séncia de mucosa em alguns casos.

A0 nosso entender, estas alteracdes estariam
mais relacionadas com a possibilidade de incidéncia
de mortes, poisum dado estatistico justificaestanos-
saimpressdo, que foi a conotagdo dos valores destes
percentuais (Tabela 3) que apresenta relacéo proxi-
ma aos encontrados nos percentuais de sobrevivén-
cia(Tabela 1).

Associamos a presenca destas alteracdes nos
intestinos com a manifestagdo dos sinais clinicos e
com o indice de morte observados na primeira fase
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daperitonite, pois nenhum dos animai sinjetados com
asolucéo fisiolégica estéril (CSF) apresentou altera-
¢do aguda detectavel a histopatologia dos intestinos,
assim como também néo evoluiram com sinais clini-
cos de sépsis e nem com morte, nos oito dias que
durou o experimento.

Nao encontramos explicacao cientificade como
no grupo submetido ao pneumoperitonio com CO,
(IBP) o percentual de alteragbes agudas nos intesti-
nos foi téo expressivamente baixo (6.3%); compara-
tivamente ao grupo de laparotomia (IBL) que foi de
47.1% e ao grupo deindcul o bacteriano (CIB) quefoi
de 75%'242,

Damesmaformaque em comentarios anterio-
res, ndo sabemos como o pneumoperitdnio com CO,
pode ter interferido, uma vez que ndo se constatou
Fendmeno Regenerativo nos mascul os da parede ab-
dominal dosratos do grupo IBP (Tabela 4).

O Didxido de Carbono (CO,) €umgasincolor,
inodoro, insipido e atoxico. E um dos maisimportan-
tes gases que conhecemos, por ser um componente
natural da atmosfera (0.035%) e por ser parte do ci-
clo basico da vida na natureza (produto da respira-
¢do, fermentacdo e combustdo). Sua importancia €
reconhecida também por suas amplas propriedades
fisico-quimicas (ndo explosivo, ndo corrosivo, Ndo
condutor e ndo poluente) e pelo fato de ser inerte.

A presenca do CO, aumentou a eficiéncia da
destruicéo celular com 0 aumento da pressdo do gése
do tempo de exposi¢éo. Este estudo mostrou que exis-
teumacorrelacdo linear entre ainativacdo microbiana
€ a pressdo e o tempo de exposicao ao CO,™.

Com intuito de obter controle bacteriano na
estocagem ou conservacdo de produtos alimenticios,
diferentes autores estudaram a agéo antimicrobiana
do CO, em distintos tipos de alimentos, tais como:
bife bovino'” ; peito de frango? ; nuggets de fran-
go®; e em vegetais®2"28, Existe umatendéncia cada
vez maior na aplicacdo deste gas no controle de pro-
dutos alimenticios pereciveis proporcionada por uma
possivel acdo antimicrobiana

De maneira sintética e ordenada estes séo al-
guns dados que nos pareceram relevantes:

1. A sobrevida no dltimo dia do experimento
foi distintaentre osquatro grupos. CSF (100%) > IBP
(75%) > IBL (53%) > CIB (30%);

2. A diferenca entre estes percentuais de
sobrevidano Ultimo diado experimento foi significante
(p < 0,05) entre o par CIB vs IBP e ndo significante
entre o par CIB vs IBL;

3. A andlise de varianciapara dois critérios de
classificagdo complementada pelo teste “post hoc”
de Student-Newman-K eulz, no estudo histopatol égico
da Inflamagdo Aguda, teve diferenca estatistica
significante (p < 0.05) entre os pares CSF vs CIB e
CSF vs IBL e ndo significante entre o par CSF vs
IBP.

CONCLUSAO

Frente a revisdo da literatura, a pesquisa por
nos executada em nivel de investigagdo experimen-
tal, cujos dados relevantes acima descrevemos, per-
mitiu chegarmos a conclusdo da existéncia de uma
possivel aggo inibidorado gas CO, (IBP) naevolugéo
da peritonite induzida com cepa Unica de E. coli
(CIB).

ABSTRACT

OBJECTIVE: The video-surgery technique realizing the
pneumoperitoneum with the Carbon Dioxide gas in the
last ten years improving the treatment of contagious
diseases of the abdominal cavity frames. Some authors
have advised against its application in more complex ca-
sesof bacterial infections, claiming wor sening of the post-
surgery process, as opposed to those that choose this
technique, which have not experienced such result. Carbon
Dioxide (CO,) has been used in the food industry in its
application as antimicrobian agent. The objective was to
find out if this fact could be confirmed, by
pneumoperitoneum with the CO,. MATERIAL AND
METHODS: Peritonitis was developed in rats using as
inoculum E. coli, 6 x 10° UFC/ml. The rats were
randomised in four groups: control of the rats (CSF
N=15); control of the bacterian inoculum (CIB N=10);
bacterian inoculum and laparotomy (IBL N=17); and
bacterian inoculum and pneumoperitonium with CO,
(IBP N=16). We evaluated the survival and the
histopatological alterations (muscles of the abdominal
cavity, spleen, liver, intestines and mesos) classifying them
as follows: Preserved; Acute Inflamation and
Regenerative Phenomenom. RESULTS. The survival
percentage (p<0.05) between CSF vs CIB; CSF vs IBL
and CIB vs IBP. In the acute inflammation occurred
statistical difference significant in the analyses of
variancy according to two classification criteria (p<
0.05) such identification of group pairs found by the test
“post hoc™ of Student-Newman-Keuls corresponded to
CSFvsCIBand CSF vsIBL. CONCLUSI ON: Theauthors
concluded that the CO, application could represent a
protective action in this sample of bacterian peritonitis
inrats.
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