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1. INTRODUCAO

A mortalidade e a incidéncia da sepse aumentaram ao longo dos ultimos anos.
Nos Estados Unidos, estima-se uma incidéncia anual de 750.000 pacientes com sepse
apresentando mortalidade de 28,6%, o que representa um custo de US$ 16,7 bilhdes
em cuidados de satde®. A peritonite é uma das causas mais importantes de sepse e
de 6bito nas unidades cirurgicas e de terapia intensiva.

Na peritonite, a sepse ocorre quando um foco infeccioso intra-abdominal
desencadeia uma resposta inflamatoria sistémica. Essa resposta se caracteriza por
ativacao de diversos sistemas (complemento, coagulacgéo, cininas e fibrinélise), células
(endoteliais, leucécitos, mondcitos, macréfagos e mastécitos) e liberacdo de
mediadores (radicais livres de oxigénio, histamina, eicosandides, fatores de
coagulacéo e citocinas)?°.

O tratamento classico das peritonites consiste na remog¢do mecanica dos
contaminantes, restauracdo da integridade anatdbmica e administracdo sistémica de
antimicrobianos. O uso indiscriminado dos antibidticos contribuiu para o
desenvolvimento de resisténcia em varias cepas de microorganismos. Nos EUA, em
1946, apenas 5% dos estafilococos eram resistentes a penicilina. Em 1949, 1950,
1959, a resisténcia a penicilina era descrita em 29, 50 e 80%, respectivamente, dos
estafilococos isolados em hospitais americanos. No Brasil, atualmente, mais de 80%
dos S. aureus isolados de pacientes hospitalizados e cerca de 70% dos isolados de
pacientes da comunidade apresentam resisténcia as penicilinas naturais®.

A crescente incidéncia de resisténcia bacteriana associada a uma dificuldade
no desenvolvimento de novos antibidticos direciona as pesquisas para a utilizacao de
técnicas alternativas de tratamento da peritonite. Varios estudos investigam a
modulacdo da resposta inflamatoria visando a aumentar a sobrevida e a reduzir a
mortalidade na sepse. Nesse contexto, diversas publicacBes sugerem uma ampla
gama de acdes anti-inflamatorias dos anestésicos locais por meio de seus efeitos
sobre as células do sistema imunol6gico, bem como plaquetas, eritrécitos e o préprio
micro-organismo®. De fato, esses agentes tém sido utilizados no tratamento de varias
condi¢cbes associadas a processos inflamatorios como: cistite intersticial, proctite
ulcerativa, artrites, infec¢des herpéticas e queimaduras®.

O mecanismo de acao anti-inflamatério dos anestésicos locais ndo é totalmente
compreendido, porém parece envolver uma interacdo reversivel com as proteinas e

com os lipidios da membrana, bem como com a regulacdo da atividade metabdlica



celular, migracdo, exocitose e fagocitose. Baseados nestes aspectos, no presente
estudo, investigamos os niveis séricos do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) em
ratos submetidos a peritonite fecal com fezes autégenas e tratados com lavagem da
cavidade abdominal com ropivacaina a 0,2%.



2. OBJETIVO

A lidocaina e a bupivacaina ja foram utilizadas experimentalmente em
laboratério, em varias concentragbes, e se mostraram eficazes contra algumas

bactérias’.

Até a presente data, ndo foi comprovado o efeito anti-inflamatério da
ropivacaina, um enantidmero levégiro puro, pertencente ao grupo dos anestésicos

locais amino-amidas e amplamente utilizado em anestesiologia.

ROPIVACAINA



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.LAVAGEM PERITONEAL

3.1.1. EM ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

A lavagem da cavidade abdominal com solugdo salina a 0,9% reduziu os
indices de mortalidade em ratos com peritonite por fezes humanas®. A irrigacdo da
cavidade foi mais eficaz do que o ndo-tratamento e do que a limpeza da cavidade com
gaze estéril. A lavagem peritoneal, no entanto, se mostrou ineficaz no tratamento da

peritonite fecal em cdes® e em cobaia'®.

3.1.1.1. ANTIBIOTICOS

A associacdo de pefloxacin com ornidazole foi capaz de reduzir a contagem
bacteriana fecal e suprimir a bacteremia em peritonite provocada pela inoculacdo de
Escherichia coli e de Bacteroides fragilis, com concentracdes diferentes de

Enterococcus fecalis®*.

3.1.1.2. LAVAGEM COM SOLUCAO SALINA E ANTIBIOTICOS

Avaliou-se a eficicia da utilizac@o de antibiéticos e lavagem com solucéo salina
em cobaias com peritonite induzida por injecdo de fezes humanas na cavidade
peritoneal. A lavagem apenas com solu¢do salina aumentou a taxa de sobrevida de
0% para 45%. Quando se acrescentou o antibiético (cloranfenicol, kanamicina) a
solugdo para lavagem, a taxa de sobrevida aumentou para 75% e 80%* além de
reduzir a formagé&o de abscessos intra-abdominais.

A lavagem peritoneal com solugéo salina e a instilagéo tépica de gentamicina e
clindamicina foi mais eficaz na diminuicdo da mortalidade do que a lavagem com
solucdo salina isolada na peritonite provocada por fezes do préprio animal'®. Os
autores, no entanto, consideraram importante aumentar a amostra para confirmar os

resultados.

3.1.1.3. ANTISSEPTICOS

O uso de antissépticos retornou a terapéutica por causa do aumento da
resisténcia bacteriana aos antibioticos™. A noxitiolina e o povidine-iodo foram

investigados. Povidine-iodo reduziu significativamente a mortalidade em camundongos



e ratos (p<0,01) com peritonite, enquanto que a noxitiolina a 0,5% e a 1% n&o
reduziu™. Foi constatado que o povidine-iodo foi mais eficaz do que a noxitiolina na
reducéo de formacao de aderéncias peritoneais em ratos™*.

Em 1984, avaliaram-se antissépticos em camundongos em que foi produzida
peritonite com injecao intraperitoneal de 10 vezes a dose letal média (LDsy) de
Escherichia Coli (0,2 mL)™. Dos cinco antissépticos testados (taurolin 2%, povidine
iodine 2%, noxitiolina a 1% e 2%, hipoclorito a 2%, clorexidine a 0,02% e 0,05%),
apenas clorexidine a 0,02% e a 0,05% se mostraram eficazes e reduziram a
mortalidade para 14% e 50%, respectivamente. Entretanto, quando foram injetados
uma hora ap6s a inducdo da peritonite, esses antissépticos ndo foram tao eficazes,

demonstrando a importancia do inicio do tratamento.

3.1.1.4. ANESTESICOS LOCAIS

A lidocaina a 1% e a bupivacaina a 0,5% se mostraram eficazes na prevencéo
da peritonite induzida por &cido cloridrico a 0,1 molar em relacéo a solucéo salina’®.
Camundongos com peritonite séptica induzida segundo modelo experimental®’,
tratados com lidocaina a 5% e a 10% e com bupivacaina a 1% e a 2% por via
subcutanea, com bomba de infusdo, apresentaram diminuicdo da mortalidade e
protecdo contra disfuncbes hepéaticas e renais por atenuarem a resposta

hiperinflamatéria®®.

Ratos com peritonite séptica induzida com fezes autdgenas tratados com
lidocaina 2% e bupivacaina 0,5% diluidas em solu¢éo salina 0,9% apresentaram 100%

de sobrevida®.

3.2.ANESTESICOS LOCAIS

Além da acdo anti-inflamatoria, diversos estudos demonstraram o efeito

antibacteriano dos anestésicos locais.

3.2.1. ANTIMICROBIANO

Foram estudados os efeitos da acdo dos anestésicos locais sobre a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e a Candida
albicans. A ropivacaina ndo inibiu nenhum dos microorganismos. A bupivacaina a

0,5% e a 0,25%, a lidocaina a 5% e 2% e a prilocaina a 2% reduziram a viabilidade



das colbnias dos micro-organismos testados. A prilocaina a 1% reduziu a viabilidade
da Escherichia coli, do Staphylococcus aureus e da Pseudomonas aeruginosa. A
lidocaina a 1% reduziu apenas a viabilidade da Pseudomonas Aeruginosa e a
prilocaina 0,5% reduziu apenas a da Escherichia coli ’.

A lidocaina ou solucéo salina foi adicionada a lavagem brénquica. A lidocaina
reduziu o crescimento do Streptococus pneumoniae de modo mais eficaz que a
solucéo salina. Entretanto solucdo salina normal reduziu o crescimento da Moraxella
catarrhalis, quando comparada a lidocaina. Finalmente as duas solu¢des nédo tiveram
efeito sobre o Haemophilus influenzae, a Pseudomonas aeruginosa e a Candida
albicans .

A lidocaina, em concentracdes a 1%, 2% e 4%, com ou sem adrenalina, foi
testada em cepas isoladas de bactérias comumente encontradas em feridas
hospitalares como: Enterococus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa,
Staphylococus aureus e em cepas resistentes a meticilina e vancomicina de
Staphylococus aureus e Enterococus. A lidocaina inibiu de forma dose dependente o
crescimento das cepas de bactérias testadas. A grande sensibilidade a lidocaina foi
mostrada contra organismos Gram negativos. A menor sensibilidade a lidocaina foi
contra o Staphylococus aureus. A adicao de adrenalina ndo alterou a sensibilidade de
bactérias a lidocaina.

Os anestésicos topicos nasais, tais como a lidocaina a 4% associada a
fenilefrina 0,25%, cocaina a 4% com fenilefrina a 0,25% e metilparaben a 0,1%, foram
testados contra a Branhamella catarrhalis, Enterobacter sp, Haemophilus influenzae,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus e o
Streptococus pneumoniae. A cocaina apresentou maior atividade antibiética do que a
lidocaina. A fenilefrina e o metilparaben mostraram discreta atividade antibi6tica®.

Os anestésicos locais possuem propriedades antimicrobianas contra um amplo
espectro de patdgenos. Varios anestésicos em concentracées normalmente utilizadas
na pratica clinica inibem o crescimento de inUmeras bactérias e fungos. A bupivacaina
e a lidocaina possuem um espectro maior do que o da ropivacaina. O maior tempo de
exposicado e a maior concentragcdo correlacionam-se com o aumento proporcional da
atividade antibacteriana dos anestésicos®.

Ao se pesquisar a capacidade de diferentes concentra¢gfes de lidocaina e de
bupivacaina, com adicdo ou ndo de fentanil ou sufentanil, de inibir o crescimento
bacteriano in vitro, concluiu-se que a lidocaina e a bupivacaina reduzem o crescimento
bacteriano em todas as concentracdes estudadas, sendo essa inibicdo proporcional a

concentracdo dos anestésicos locais. A diminui¢cdo da concentragdo reduziu a eficacia



principalmente de algumas espécies com o Staphylococcus aureus. Os opidides nédo
alteraram o crescimento bacteriano®.

Investigando-se as atividades bactericida e bacteriostatica da lidocaina,
mepivacaina e bupivacaina em diferentes concentracbes e diferentes tempos de
exposicdo em culturas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, demonstrou-
se uma baixa contagem de colénias com a exposicdo de bupivacaina 0,5% por 3
horas ou mais. Concluiu-se que a atividade antimicrobiana dos anestésicos locais

estudados parece advir de uma acéo bactericida em vez de bacteriostatica®.

3.2.2. ANTI-IINFLAMATORIO

Avaliando-se a resposta inflamatéria de peritonites induzidas por ligadura e
puncdo do ceco e tratamento com anestésicos locais via subcutanea, demonstrou-se
gue a lidocaina e a bupivacaina diminuem os niveis plasmaticos de TNF-alfa,
indicando que os anestésicos locais exercem uma ac&o anti-inflamatéria®®,

Ao se avaliar a resposta anti-inflamatéria da lidocaina e da mepivacaina em
pulmdes isolados de ratos, a ativacdo dos polimorfonucleares era induzida com um
analogo de peptideos de membrana de bactérias (N-formil-L-leucina-metionil-L-
fenilalanina — FMLP). O tratamento prévio com os anestésicos locais reduziu as lesGes
histologicas, como a alveolite granulocitica, e apresentou menores valores de pressao

de artéria pulmonar®.

Pesquisando-se o pré-tratamento com lidocaina em ratos com endotoxemia
induzida pela injecdo de lipopolissacarideo (LPS), utilizaram-se lidocaina venosa
(4mg/kg) e inalatéria em duas doses diferentes (4 e 0,4 mg/kg). Os niveis de TNF-alfa
e IL-1B no lavado broncoalveolar foi significantemente menor nos animais que
receberam o anestésico venoso ou 4mg/kg por via inalatria. As citocinas estudadas

n&o se alteraram no plasma?’.
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4. METODO

Ap6s a aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), de acordo com o n°do
protocolo 028/09 (COEP-CETEA), foram operados 16 ratos Wistar machos, pesando
entre 280 e 320 g, provenientes do Biotério do Centro de Pesquisa da Emescam,
distribuidos aleatoriamente por sorteio em 4 grupos com 4 animais cada.

Estes animais foram mantidos em condicbes ambientais constantes e
aclimatizados por um periodo de 7 dias antes de se iniciar 0 experimento em gaiolas
com 5 animais cada e alimentados com dieta apropriada (Nuvital®) e agua ad libitum.

Os animais foram anestesiados pela injecdo de cloridrato de S(+) cetamina
(Cristalia®, S&o Paulo, Brasil), na dose de 10 mg/kg de peso do animal®®, no misculo
da face anterior da coxa direita, para serem submetidos a uma pun¢éo abdominal com
cateter de teflon 16G no quadrante inferior esquerdo do abdome. A seguir, foi injetada,
na cavidade abdominal, uma suspensdao de fezes autdgenas, recém-defecadas,
preparada com 2 g de fezes diluidas em 17 mL de solugdo salina. Antes da injecéo, a
suspensao foi filtrada em uma gaze para permitir a sua livre passagem pelo interior da
agulha. Dessa suspenséo, foram injetadas 10 mL/kg de peso do animal na cavidade
abdominal®.

Seis horas apés a indugéo da peritonite, os ratos foram anestesiados com uma
mistura de cloridrato de xilazina 10 mg/kg (Lab. Kénig. SA®, Argentina) e cloridrato de
S(+) cetamina 50 mg/kg (Cristalia® , S0 Paulo, Brasil) e submetidos a laparotomia
mediana, com incisdo de aproximadamente 2 cm de comprimento, e exame da
cavidade abdominal.

Os animais foram dispostos nos seguintes grupos:

Grupo |- (n=4) controle nenhum tratamento; Grupo II- (n=4) enxugamento
suave do contetdo da cavidade abdominal com gaze seca; Grupo llI- (n=4) lavagem
da cavidade abdominal com 3 mL de solugéo salina 0,9% e enxugamento; Grupo IV -
(n=4) lavagem da cavidade abdominal com 3 mL de ropivacaina 0,2% e
enxugamento. Nos grupos lll e IV, apds o enxugamento da cavidade abdominal com
compressa de gaze seca, foi injetada na cavidade solugdo salina (grupo IlI) ou
ropivacaina 0,2% (grupo 1V) e ai deixada por trés minutos. Nesse periodo, a solucao
foi manipulada cuidadosamente entre as visceras abdominais para permitir um maior
contato com o peritbnio. Apos esse procedimento, o liquido peritoneal foi enxugado

suavemente com compressa de gaze seca para retirar a maior quantidade possivel do
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liquido. A parede abdominal foi suturada em plano Unico com chuleio simples
utilizando fio mononylon (4-0).

Seis horas apdés a intervencéo cirargica, foram coletadas amostras de sangue
(1 mL) de cada animal, de todos 0s grupos, por pun¢éo cardiaca com agulha 25G X
5,5 para avaliar os niveis de TNF-a. Apds a coleta sanguinea, todos os animais foram
eutanasiados com pentobarbital (Cristalia®, S&o Paulo, Brasil) na dose de 50 mg/kg de
peso do animal via intraperitoneal. A andlise das citocinas foi realizada por meio do
método CBA (Cytometric Bead Array) no Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz
Belo Horizonte®.
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5. RESULTADOS

Dosagem de TNF-a

Tabela | — Estatisticas descritivas da dosagem de TNF-a em Pg/mL

. L. . Desvio-
Grupos n Mediana Maximo Minimo .
padréo
Controle 4 441,44 512,44 370,85 57,81
Enxugamento 4 459,50 563,89 350,32 89,34
4 327.65 515,58 157,99 173,60
Soro fisiologico
4 32,45 60,92 24,77 16,21

Ropivacaina

Tabela Il — Resultados (valores p) do teste de Mann-W hitney, para dosagem de TNF-a, entre os grupo ropivacaina,

soro fisiolégico e os demais.

Soro . }
o Ropivacaina
Fisioldgico
0,021
Controle 0,56
0,021
Enxugamento 0,38
0,021

Soro fisiolégico -

Observa-se, pela tabela Il, que foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes em todos 0s cruzamentos com o grupo Ropivacaina. Pode-se concluir
gue o grupo Ropivacaina apresenta menores valores da dosagem de TNF-a do que os
demais grupos.
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6. DISCUSSAO

Em uma infecgéo grave, ocorre producao exagerada e persistente de citocinas,
o0 que pode levar a lesbes em 6rgédos-alvo, insuficiéncia de maltiplos 6rgéos e morte®.

Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina pré-inflamatoria
produzida por varias células, incluindo monécitos, macrofagos, linfécitos T e células
epiteliais. Essa citocina foi inicialmente reconhecida por sua capacidade em induzir
necrose hemorragica em certos tumores®' e sua importancia para o desenvolvimento
de doencas inflamatérias e infecciosas®. O TNF-a estd envolvido com o
desencadeamento de resposta imune, inducdo do evento inflamatério agudo e

transicdo para inflamacao cronica e persisténcia da mesma®.

Fator a de Necrose Tumoral

Estudos anteriores demonstraram redugéo da mortalidade de ratos submetidos
a peritonite fecal e que tiveram o peritonio lavado com lidocaina'® e bupivacaina®. A
ropivacaina, apesar de apresentar efeito anti-inflamatério e antimicrobiano mais
discreto do que os outros anestésicos®, também apresentou, conforme nossos
resultados, menor aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a do que nos demais
grupos, comprovando a eficacia desse farmaco na lavagem da cavidade peritoneal em
peritonite séptica.

Os anestésicos locais parecem atuar em varias etapas da cascata inflamatoria.
Varios estudos demonstraram uma reducao reversivel e dose-dependente da adeséo

dos leucdcitos as paredes vasculares®*’. A migracéo leucocitaria também parece ser
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afetada pelos anestésicos, provavelmente por a¢do no citoesqueleto ou por atenuagéo
na liberac&o de agentes quimiotaxicos pelos leucdcitos.

Os anestésicos locais produzem uma inibicdo dose-dependente e reversivel da
fagocitose dos granuldcitos. A administracdo sistémica intravenosa de lidocaina nas
doses recomendadas para o tratamento antiarritmico reduziu significativamente a
atividade fagocitaria dos leucocitos do liquido sinovial das articulacdes com sinovite®.
No entanto experimentos com a ropivacaina demonstraram efeitos discretos ou nulos
sobre a atividade fagocitica de granuldcitos, ao contrario de outros agentes
anestésicos locais*®. O mecanismo mais plausivel para explicar a inibicdo da atividade
fagocitaria é a diminuicdo da expresséo do receptor de superficie de leucocitos?® e a
inibicdo da atividade dos filamentos de actomiosina®.

Apesar de a eficacia da lavagem peritoneal ser controversa na literatura
médica*®, no presente experimento, demonstrou reduzir a mortalidade. Os
anestésicos locais aumentaram a sobrevida em varios trabalhos em modelos
experimentais com camundongos®® e cdes*, mesmo quando administrados de
maneira sistémica.

Além dos efeitos modulatérios da inflamacdo, os anestésicos locais
apresentam comprovada acao antimicrobiana. Os dados da literatura mostram que a
poténcia antimicrobiana dos anestésicos locais esta essencialmente relacionada com
a sua concentracdo e em menor grau com sua estrutura quimica, podendo ser efetivos
contra a maioria das bactérias quando em concentracdes suficientemente altas®*.

O mecanismo preciso de acdo antibacteriana ainda ndo esta claro, mas pode
estar relacionado a interacdo dos anestésicos locais com a parede bacteriana ou com
macromoléculas na superficie celular das bactérias. Interacdes eletrostaticas entre 0s
anestésicos locais catibnicos e componentes aniénicos da membrana poderiam induzir
alteracdes funcionais da membrana celular, reduzindo, portanto, a fluidez da

membrana®*.
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7. CONCLUSAO

A lavagem peritoneal com ropivacaina a 0,2%, no tratamento da peritonite fecal
induzida com fezes autégenas em ratos, demonstrou reduzir os niveis plasmaticos do

TNF-a relacionados a resposta inflamatdria e a sepse.
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