ARTIGO ORIGINAL /

POLIETILENOGLICOL COMO FATOR INIBIDOR DE ADERENCIAS PERITONIAIS
POS-OPERATORIAS EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE RATOS WISTAR
POLYETHYLENEGLYCOL AS AN INHIBITOR FACTOR OF PERITONEAL ADHESIONS
AFTER SURGERY IN EXPERIMENTAL MODELS OF RATS WISTAR

Marcelo Torquato Toneline', Livia Papacidero’, Luciana Canabarro Andrade’, Willy Marcus Gomes Franga’®

RESUMO

Introducdo: aderéncias intra-abdominais sdo uma das
principais complicagdes pos-operatorias com elevada
morbimortalidade e oneroso aos cofres publicos, por frequentes
reinternagdes ¢ reoperagdes, ¢ mortalidade de 3% - 10%.
Objetivo: induzir peritonite meconial e, consequentemente,
aderéncias peritoneais em ratos Wistar, e posteriormente usar
polietilenoglicol e solucdo salina gelada na prevencao da
formacdo dessas complicagdes. Método: a amostra foi
composta por 47 ratos Wistar divididos igualmente em dez
grupos. Infudiu-se solugdo meconial intraperitoneal com
objetivo de simular uma peritonite meconial e formar
aderéncias intra-abdominais. Utilizou-se de varias
concentragdes da solugdo meconial, tempo de exposicio,
volume infundido e dia de reoperacao para analise da cavidade
abdominal. Resultado: todos os ratos dos grupos I, I, IX e X e
50% do grupo VIII, amanheceram sem vida no dia seguinte ao
da infusao de 1 mL nas concentragdes de 50%, 40%, 10% e
20%, respectivamente. Os demais grupos (II1, IV, V, VI, VIl ¢
50% do VIII) sobreviveram até o terceiro dia pos-inoculagéo no
qual foram eutanasiados. Nao foram identificados nenhum
sinal de inflamacao e ou aderéncia intraperitoneal em nenhum
dos grupos. Conclusao: presume-se que a dose, concentragao e
volume de solu¢@o meconial usados nao foram suficientes para
estabelecer um modelo experimental de peritonite meconial e
formag@o de aderéncias intra-abdominais. Sugere-se que sejam
utilizadas outras concentragdes e dosagens de solu¢ao meconial,
ou outros métodos, na inducdo de aderéncia que ndo a peritonite
meconial.

Descritores: aderéncias teciduais; complicacdes pds-operatorias;
ratos Wistar; polietilenoglicois; laparotomia.

ABSTRACT

Introduction: adhesions are one of the main postoperative intra-
abdominal complications with high morbidity and costs, due to
their frequent readmissions and reoperations and mortality of
3% - 10%. Purpose: to induce meconium peritonitis and hence
peritoneal adhesions in Wistar rats, and subsequently use
polyethylene glycol and cold saline solution to prevent the
formation of these complications. Method: the sample
consisted of 47 Wistar rats which were equally divided into ten
groups. A meconium solution was inoculated intra-peritoneally
in order to simulate meconium peritonitis and intra-abdominal
adhesions. We used various concentrations of meconium
solution, exposure time, volume infused and day of operation to
analyze the abdominal cavity. Result: all rats in groups L, II, IX
and X and 50% of group VIII died the day after infusion of 1 mL
at concentrations of 50%, 40%, 10% and 20%, respectively.
The other groups (IIL, IV, V, VI, VII and VIII of 50%) survived
until day 3 post inoculation in which they were euthanized. No
signs of inflammation or intraperitoneal adhesion were
identified in any group. Conclusion: it is assumed that the
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dosage, volume and concentration of meconium solution
used was not sufficient to establish an experimental model
of peritonitis meconium and intra-abdominal adhesions. It
is recommended that other concentrations and other doses
of meconium solution be used, or other methods for the
induction of adhesion than meconium peritonitis, in order to
perform such study.

Key-words: tissue adhesions; postoperative complications;
Wistar rats; polyethylene glycol; laparotomy.

INTRODUCAO

As aderéncias pos-operatorias sao um importante problema
de saude puiblica que interfere na qualidade de vida do paciente e nos
custos financeiros paraasatde. Pacientes submetidos a laparotomia
por varias razdes tém um risco 90% maior de desenvolver
aderéncias intraperitoneais e uma incidéncia de reinternagao de 5%-
20%, baseada na presenga dessas aderéncias. ” Além de ser uma das
principais causas de obstrucio intestinal,’ principalmente intestino
delgado, tendo relacdo com o tipo de cirurgia e a extensao do dano
peritoneal, as aderéncias também podem interferir na fertilidade e
causar dores abdominais cronicas.”’ As aderéncias abdominais
tornam as reoperagdes mais complicadas, aumentando o tempo
cirtrgico e o risco de lesdo intestinal iatrogénica, além das chances
de impossibilidade de realizagio de laparoscopia no futuro’e
complicacdes graves commortalidade entre 3% - 30%, dependendo
dotempo do diagndstico ea intervenco cirtrgica.”

Estas aderéncias peritoneais pos-operatorias resultam da
efusdo de fibrina ap6s lesdo ou inflamagao tecidual, com onda
inicial de fagdcitos limpando os detritos trauméaticos e onda
secundaria de fibroblastos curando a lesdo e se diferenciando em
novas células mesoteliais. A maioria do tecido fibrético formado €
reabsorvida em cerca de cinco dias, porém algumas vezes pode
haver organizagdo com crescimento de fibroblastos e capilares
sanguineos, estabelecendo a aderéncia fibrética, principalmente
seafibrinolise fisiolégica ndo ocorrer em cinco a sete dias.””

Segundo Cahill,” o principal aspecto anatomopatoldgico
da aderéncia peritoneal ¢ a presenga de isquemia tecidual, que
resultaria na formacdo de aderéncia para revascularizagdo de
dreas onde o suprimento sanguineo foi prejudicado pelo ato
cirurgico, por diminui¢ao da ativagdo do plasminogénio decorrente
daisquemiatecidual.
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Outros possiveis fatores de risco para o desenvolvimento
das aderéncias incluem a idade do paciente (menor de 60 anos),
laparoscopia prévia ha menos de cinco anos, peritonite, multiplas
laparotomias, cirurgias de emergéncia, resseccdo omental e
trauma abdominal penetrante, principalmente o ferimento por
arma de fogo.”"" Além desses, a peritonite meconial, causada
principalmente pela perfuracao intestinal e ou obstrugao intestinal
fetal, ¢ considerada uma complicagdo que se ndo resolvida
espontaneamente antes do nascimento, devera ser corrigida no
periodo pds-natal e esta sujeita a todas aquelas complicagdes pos-
inflamagao intra-abdominal, inclusive as aderéncias."

O meconio ¢ formado a partir o terceiro més de vida
intrauterina e ¢ composto principalmente de agua (75%),
misturada com glicoproteinas, proteinas plasmaticas, minerais
e lipideos contidos no liquido amniético. Ainda incerto, sdo
necessarias novas pesquisas para determinar a principal
substancia responsavel pela indugio de peritonite meconial em
fetos humanos,” mas sabe-se que apds o nascimento, o contato
do intestino com o meconio pode desencadear um dano
inflamatorio acarretando em peritonite meconial, a qual ¢ uma
reagdo exsudativa inflamatéria de origem quimica,
normalmente relacionada a perfuragdo ou obstrucao intestinal.

O processo inflamatorio desencadeia uma reagao local
com formagao de focos de fibrina e de aderéncias locais.* "

As aderéncias pos-operatorias podem acarretar sérias
consequéncias para os pacientes e ao sistema de saude,
justamente por apresentar um alto impacto socioecondmico,
assim como aponta alguns autores.""” Portanto, com o objetivo
de prevenir a formacao de aderéncias intra-abdominais e suas
consequéncias, ha disponivel na literatura estudos que utilizam
diversas substancias, como o polietileno glicol (PEG), com esse
proposito: evitar a formagao de aderéncias e, portanto, reduzir a
mortalidade e custos para a satide publico, reduzindo a taxa de
reoperagdes.”""”

Ha poucos relatos na literatura a respeito do modelo
experimental relacionados a inducdo de peritonite meconial em
ratos e o uso de substancias preventivas nos mesmos.””' Logo,
estudos sobre a prevengdo de suas aderéncias seriam de grande
valia na prética cirtirgica diaria e com essa finalidade este estudo
foirealizado.

MATERIALE METODOS

Ap6s aprovagio do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal, iniciou-se a realiza¢do do projeto em agosto
de 2010, no Laboratdrio de Técnicas Cirurgicas da Faculdade
de Ciéncias Médicas e da Saude.

Optou-se por um modelo experimental de peritonite
descrito por Akgiir,” no qual usou solugdo de meconio
infundido intra-abdominal, dividido em trés dias, e apds essa
primeira etapa, utilizar substancias para avaliar a capacidade
de cada uma na preven¢do das aderéncias intra-abdominais
pos-peritonite meconial.

O meconio foi coletado a partir das fraldas de recém-
nascidos dos bergarios do Hospital Regional de Sorocaba e do
Hospital Santa Lucinda, com uso de espatula e potes de coleta
de urina esterilizados e armazenados em geladeira comum
por no maximo 24 horas.

A solugdo meconial foi preparada de acordo com o
modelo experimental de Akgiir,” diluindo-se 0 mecénio, coletado
epesado, em soro fisiologico 0,9% (SF 0,9%), na proporgao 1:1.

Para o estudo definitivo a fim de estabelecer o modelo
experimental de peritonite meconial induzida em experimentos,
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dividiu-se o estudo em dois momentos:

a) Primeiro: determinar o modelo experimental de
peritonite meconial de acordo com Akgiir ;”
b) Segundo: determinar a eficacia do PEG e solucao

salina gelada na prevencao da formagdo de aderéncias intra-
abdominais.

Foram utilizados 45 ratos Wistar albinos machos de 30
dias de vida ou menos, de acordo com o grupo. Apds aclimatagao
dos animais por 24 horas no nosso Biotério, com agua e comida ad
libitum, os ratos foram submetidos a pesagem, variando de 200 ga
300 g, que foram divididos em dez grupos para inducao de
peritonite meconial:

a) Grupo [: composto por 5 animais que receberam infusao
de 5mldesolugdomeconiala 50% em bolus;

b) Grupo II: composto por 5 animais que receberam infusao
de 5mldesolugdomeconial 440% em bolus;

c) Grupo III composto por 5 animais que receberam solucao
meconial a 5% num volumeigual a 1% de seu peso, em bolus;

d) Grupo IV: composto por 5 animais que receberam solugéo
meconial a 5% num volume igual a 1% de seu peso fracionada em
3 inoculagdes em partes iguais, 1 por dia, por 3 dias;

e) Grupo V: composto por 5 animais que receberam solucao
meconial a 5% e solugdo salina 0,9% gelada, numa temperatura
entre 5°C-10°C,emumvolumea 1% do peso, em bolus;

f) Grupo VI: composto por 4 animais que receberam
solug¢do meconial a 5% e PEG - 4000 numa concentragao igual
20%, numvolumeigual a 1% do seu peso inicial, em bolus;

g) Grupo VII: composto por 4 animais que receberam
infusdo de 5 ml de solugdo salina 0,9% a temperatura ambiente,
compondo o grupo controle.

h) Grupo VIII: composto por 4 animais que receberam
infusdo de solugdo meconial a 10% com volume a 1% do peso, em
bolus;

i) Grupo IX: composto por 4 animais que receberam
solugdo de meconio a 10% e volume de infusdo de 5% do peso, em
bolus;

1) Grupo X: composto por 4 animais que receberam solugao
meconial a20% e volume de infusdo 5% do peso em bolus.

Procedeu-se a andlise macroscopica no terceiro dia apos a
infusdo inicial da solucfio, de acordo com o proposto por Akiir,”
atentando-se para a presenca de sinais de inflamacdo e/ou
aderéncias intraperitoneais e avaliando-as segundo Knightly et
al®

Os animais que faleceram foram necropsiados. Os que
sobreviveram foram eutanasiados com dose letal de Ketamina®
nadose de3 ml e Xilasina® na dose 2 ml, via intraperitoneal, no
terceiro ou sétimo dia pds-infusdo inicial, para realizagdo da
necropsia e avaliagao da cavidade intra-abdominal.

Ap6s assepsia com clorohexidine solugdo aquosa® e
colocacdo de campos estéreis, os ratos foram submetidos a
tricotomia ¢ a laparotomia para-mediana esquerda num
comprimento de 4 cm, em forma de C invertido (Figural). O
peritonio foi aberto utilizando-se de tesoura e/ou bisturicabono 13 e
laminano 15.

Examinaram-se macroscopicamente, na cavidade
abdominal, a presenca de possiveis aderéncias e ou focos de
inflamagdo ¢ ou infecgdo, classificando-as de acordo com
Knightly.” As visceras abdominais foram também examinadas
para identificar a presenca de aderéncias intraperitoneais (Figura
2). Em seguida, registrou-se, por meio do uso de camera Sony
Cybershot w320 de 14MP, a cavidade abdominal de cada animal,
constituindo um banco de dados utilizado também como fonte de
dadosnaidentifica¢do de aderéncias, inflamagdes.
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Procedeu-se a analise macroscopica no terceiro dia
apos a infusdo inicial da solugdo, de acordo com o proposto
por Akiir,” atentando-se para a presenca de sinais de inflamagio

e/ou aderéncias intraperitoneais e avaliando-as segundo
Knightly et al.” (Quadro 1):

Quadro 1. Classificacio de Knightly” das aderéncias intra-abdominais

Classificaciio Caracteristica

0 Sem adesdo.

1 Adesdo fina, ficil separar do tecido.

2 Adesdo firme e densa separada com tenséo.

3 Adesio firme ou densa separada com tensio da mucosa ou serosa.

4 Adesfio tirme com orgdos intrapentonc ais, impossivel de numerar ou sep arar.

i s 2

Figura 1. Laparotomia para-mediana, lateral esquerda, em C
invertido ¢ exame da cavidade abdominal: auséncia de
sinais inflamatorios e/ou aderéncias intraperitoneais.

RESULTADOS

A nossa casuistica contou com a realizagdo de 45
operagdes em 45 ratos Wistar. Desses, cada grupo foi composto
por 4 ou 5 animais. Todos os ratos dos grupos I, I, IX e X ¢ 50%
do grupo VIII amanheceram sem vida no dia seguinte ao da
infusdo de 1 mL nas concentra¢des de 50%, 40%, 10% e 20%,
respectivamente. Os demais grupos (I11, IV, V, VI, VII e 50% do
VIII) sobreviveram até o terceiro dia pos-inoculagdo no qual
foram eutanasiados. Nao foram identificados nenhum sinal de
inflamagao e ou aderéncia intraperitoneal em nenhum dos grupos
(classificagdo 0 de Knightly).

Figura 2. Apontado pela seta branca evidencia-se as aderéncias entre
alcas intestinais e parede abdominal (a esquerda) e entre o
estomago e tecido hepatico.

Nada foi obtido em termos de peritonite e ou aderéncia
intra-abdominal. Observamos que a maioria dos animais
apresentava um liquido peritoneal esverdeado que se acumulava
entre as algas intestinais, mas que ndo permitia a aderéncia entre
elas (Figura 3). Colhemos amostra desse material ¢ estamos
analisando do ponto de vista bioquimico para identificar possiveis
fatores que pudessem elucidar os mecanismos de defesa frente a
uma peritonite meconial e como nao se formam aderéncias intra-
abdominais.

Figura 3. Liquido peritoneal esverdeado entre as algas intestinais

sem causar aderéncias entre elas. Evidenciar colo a
esquerda e estomago a direita.

Obs.: figuras em cores estdo disponiveis na versao on line desta revista (http://revistas.pucsp.br/rfems).



DISCUSSAO

Em uma das poucas referéncias disponiveis na literatura,
sendo a Unica, destaca-se Akgiir et al.”’ Em seu estudo, Akgiir
propés um modelo experimental utilizando-se de solugdo
meconial a 5% e inoculac@o de 3 mL no total, fracionado em 1
inoculagdes/dia por 3 dias, em 10 ratos Wistar machos pesando
entre 250 g- 300 g. No terceiro dia, os ratos foram sacrificados e o
abdome aberto usando-se técnicas assépticas. O experimento
evidenciou 100% de sucesso, sendo que todos os animais operados
apresentaram sinais micro e macroscopicos de inflamagdo e
aderénciaintra-abdominais.

Experimentalmente, usando-se de modelos experimentais
semelhantes, sendo idénticos, em contradicio ao que Akgiir”
obteve, ndo foi possivel observar sinais de peritonite meconial e
ou aderéncia intraperitoneal em nenhum dos grupos propostos,
nem mesmo no grupo semelhante ao de Akgiir” (grupo I1I).

A partir dos dados obtidos, presume-se que 0 meconio ¢
toxico em certas concentragdes, principalmente acima de 10%, e
apresenta alta letalidade quando se utiliza nessas concentragdes,
fato confirmado pela letalidade de 100% nos grupos em que se
utilizou acima dessa medida. Vale ressaltar que o grupo VIII
apresentou 50% de mortalidade, podendo indicar o limiar entre
toxicidade e a possibilidade de manter o animal vivo para indugao
deinflamagao intra-abdominais importante paranovas pesquisas.

Nos grupos I, II e III optou-se pela inoculagao total da
solugdo, variando apenas a concentragdo. Apenas o grupo I1I, na
concentragdo de 5%, os animais permaneceram vivos. No
grupo VIII, também se optando por inoculagdo em bolus, porém
concentragdo a 10%, apenas 50% dos ratos faleceram. Nos
grupos em que se utilizou de concentragdes acima de 10% e
inoculagdo em bolus, a taxa de mortalidade foi de 100%. Isso
pode indicar que o fracionamento da solu¢do meconial nido
influencia na mortalidade do animal, tio menos na indugdo de
peritonite meconial e formagdo de aderéncias.

Outro aspecto relevante que merece destaque ¢ a duragao,
em dias, em que a cavidade abdominal foi mantida em contato
com a solugdo meconial. Nenhum dos grupos, mesmo com a
duracdo de 24 horas, 3 ou 7 dias, apresentou algum sinal de
inflamagdo e ou aderéncia intra-abdominal. Isso nos leva a pensar
na possibilidade de a solugdo meconial ndo ser um agente em
potencial indutor de inflamagéo nos ratos Wistar.

A indug@o de aderéncias intra-abdominaoutros modelos
experimentais como: ap6s laparotomiais ¢ obtida em |,
manipular com auxilio de uma pinga as visceras abdominais ¢ a
parede abdominal inoculagdo de substincias autdlogas, como
sangue animal; inoculac@o de corpos estranhos, fezes humanas e
ratos,” manipulagdo e incisdo do ceco,” dentre outros. De forma
semelhante, diversas substancias foram utilizadas e avaliadas a
prevengdo da formacdo de aderéncia intra-abdominais como:
PEG; ' solugdo salina gelada;™ tenoxicam;” gel hialuronico;” cola
de fibrina,” surfactantes, celulose e colchicina.”

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos com a pesquisa, presume-se que
macroscopicamente, nas concentragdes de solugdo meconial e
volumes infundidos, ndo foi possivel induzir peritonite meconial e,
por conseguinte, a formagdo de aderéncias intraperitoneais em
modelo experimental constituido por ratos Wistar, ndo sendo
possivel, entdo, a avaliagdo das substincias polietilenoglicol e
solugdo salina gelada na prevengcdo da formagdo das
aderéncias.
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Diante do insucesso do modelo experimental, sugere-se
que, diante da importéncia do assunto para a pratica médica e
saide publica, ¢ em conjunto com a escassez de fontes
bibliograficas que abordem o assunto, novas pesquisas sejam
realizadas com o proposito de estabelecer um modelo
experimental abordando peritonite meconial em ratos Wistar,
ou o modelo experimental associe escarificagao do estdmago e
colo e sutura longitudinal de Prolene 5 - 0 pontos simples e
separados, longitudinal na grande curvatura gastrica e no colo,
para que seja possivel a indugio de aderéncias intra-abdominais
e, posteriormente, a utilizagdo de substancias capazes de
preveni-las.
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