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RESUMO

Brocco MC, Paulo DNS, Baptista JFA, Carraretto AR, Ferrari TA, Aze-
vedo TCV, Silva AL — Efeito da Lavagem Peritoneal com Bupivacaina
na Sobrevida de Ratos com Peritonite Fecal.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Com base nos conhecimentos so-
bre a agdo antiinflamatdria e antibacteriana dos anestésicos locais
(AL) o estudo teve como objetivo determinar o efeito da lavagem
peritoneal com solug&o de bupivacaina na sobrevida de ratos com
peritonite fecal por fezes autégenas.

METODO: Foram utilizados 48 ratos da linhagem Wistar, com
peso entre 300 g e 330 g (311,45 + 9,67), submetidos a laparotomia
seis horas apds a indugéo de peritonite, distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos: 1 — Controle, nenhum tratamento (n = 12); 2 —
Enxugamento da cavidade abdominal (n = 12); 3 — Lavagem da ca-
vidade abdominal com 3 mL de solugéo fisiolégica a 0,9% e
enxugamento (n = 12); 4 — Lavagem da cavidade abdominal com 8
mg.kg?* (+ 0,5 mL) de bupivacaina 0,5%, adicionada a 2,5 mL de
solugdo fisiolégica a 0,9% e enxugamento (n = 12). Os animais que
faleceram foram necropsiados e o horério do 6bito foi anotado. Os
animais sobreviventes foram mortos no 11° dia do pés-operatdrio
e realizou-se a necropsia.
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RESULTADOS: Houve 100% de mortalidade nos animais do Gru-
po 1, em 52 horas, 100% nos animais do Grupo 2, em 126 horas e
50% nos animais do Grupo 3 em 50 horas. Os animais do Grupo
4 sobreviveram. A sobrevida, no 11° dia de pds-operatorio, foi maior
nos grupos 3 e 4 com relag&o aos grupos 1 e 2 (p < 0,001) e maior
nos Grupo 4 com relacdo ao Grupo 3 (p < 0,01).

CONCLUSOES: A lavagem peritoneal com solugdo de bupivacaina
diluida em solugéo fisioldgica foi eficaz para evitar o 6bito, por 11
dias, em 100% dos animais com peritonite fecal.

Unitermos: ANESTESICO, Local: bupivacaina; ANIMAIS: ratos; COM-
PLICACOES, Infeccéo: peritonite.

SUMMARY

Brocco MC, Paulo DNS, Baptista JFA, Carraretto AR, Ferrari TA,
Azevedo TCV, Silva AL — Effects of Peritoneal Lavage with Bupi-
vacaine on Survival of Mice with Fecal Peritonitis.

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Based on the knowledge of
the anti-inflammatory and anti-bacterial actions of local anesthetics
(LA), the objective of this study was to determine the effects of
peritoneal lavage with bupivacaine on survival of mice with fecal
peritonitis.

METHODS: Forty-eight Wistar mice, weighing between 300 and
330 g (311.45 + 9.67 g), undergoing laparotomy 6 hours after
induction of peritonitis were randomly divided in 4 groups: 1 —
Control, without treatment (n = 12); 2 — Drying of the abdominal
cavity (n = 12); 3 — Lavage with 3 mL NS and posterior drying of the
abdominal cavity (n = 12); and 4 — Lavage with 8 mg.kg* (+ 0.5 mL)
of 0.5% bupivacaine added to 2.5 mL of NS followed by drying out
of the abdominal cavity (n = 12). Animals that died underwent
necropsy and the time of death was recorded. Surviving animals
were killed on the 11" postoperative day and underwent necropsy.

RESULTS: Group 1 presented a 100% mortality rate in 52 hours,
100% mortality rate in Group 2 in 126 hours, and Group 3 presented
a 50% mortality rate in 50 hours. Animals in Group 4 survived.
Survival on the 11" day was greater in groups 3 and 4 than in
Groups 1 and 2 (p < 0.001) and greater in Group 4 than in Group 3
(p< 0.01).

CONCLUSIONS: Peritoneal lavage with a solution of bupivacaine
diluted in NS was effective in preventing death for 11 days in 100%
of animals with fecal peritonitis.

Key Words: ANESTHETIC, Local: bupivacaine; ANIMALS: mice;
COMPLICATIONS, Infection: peritonitis.

Revista Brasileira de Anestesiologia
Vol. 58, N° 5, Setembro-Outubro, 2008



EFEITO DA LAVAGEM PERITONEAL COM BUPIVACAINA NA SOBREVIDA DE RATOS COM PERITONITE FECAL

INTRODUCAO

Apesar de todos os avancos no tratamento da peritonite ndo
houve, nas duas Ultimas décadas, diminuicdo da mortalida-
de por essa doenca !. A mortalidade aumenta quando ocorre
disfuncdo de multiplos 6rgdos e sistemas. Essa disfuncéo,
embora ndo tenha patogenia bem elucidada, parece ser
decorrente de processo inflamatério complexo. A resposta
séptica € associada a liberacdo de citocinas antiinflamato-
rias e inflamatorias 2* com subsequente ativagdo dos leuco-
citos, complemento e da cascata da coagulagéo °, além da
producéo de anticorpos e da destruicdo bacteriana por
polimorfonucleares . Os mediadores, como TNF-alfa, inter-
leucinas (IL-1 beta, IL-6 e IL-8) e éxido nitrico (NO), desem-
penharam papéis fundamentais na sepse e os mediadores
antiinflamatdrios estdo presentes concomitantemente mo-
dulando os efeitos e a liberagdo dos mediadores inflama-
térios 7.

Os anestésicos locais tém se mostrado eficazes para mo-
dular a cascata inflamat6ria na isquemia e reperfusédo do
coracao 8° do pulméo e do figado 213, Sdo capazes de
exercer efeito antiinflamatério em véarios tipos de células,
incluindo mondcitos, macréfagos e neutréfilos 4. A ropiva-
caina diminuiu a resposta inflamatdria pulmonar que foi pro-
vocada por lipopolissacarideo em ratos . A lidocaina a 1%
e a bupivacaina a 0,5% mostraram-se eficazes na preven-
¢do da peritonite induzida por &cido cloridrico a 0,1 M, com
relacdo a solucdo fisioldgica a 0,9% 6. Camundongos com
peritonite séptica induzida segundo modelo experimental 7,
tratados com lidocaina a 5% e a 10% e bupivacaina a 1% e a
2%, por via subcutanea, com bomba de infuséo, apresenta-
ram diminuicdo da mortalidade e protec@o contra disfungdes
hepaticas e renais, por atenuar a resposta hiperinflamato-
ria . Além disso, alguns anestésicos apresentam efeito
bactericida contra algumas bactérias in vitro **2°. Com base
nesses estudos questionou-se se a aplicacdo intraperito-
neal de anestésico local poderia interferir na sobrevivéncia
de animais com peritonite. Realizou-se o presente estudo
com o objetivo de verificar os efeitos de solugédo de bupi-
vacaina aplicada na cavidade abdominal em ratos com pe-
ritonite fecal induzida.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesqui-
sa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), de acordo com o protocolo ne 144/06
(COEP-CETEA).

Foram utilizados 48 ratos pertencentes a linhagem Wistar,
com peso entre 300 g e 330 g (311,45 + 9,67), provenientes
do Biotério da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa
de Misericérdia de Vitéria, ES (EMESCAM).

Os animais foram anestesiados com cloridrato de S(+) ceta-
mina 12,5 mg.kg?, submetidos & puncdo abdominal com
cateter calibre 16G, no quadrante inferior esquerdo do abdo-
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me e pesados em balanca eletrdnica, com sensibilidade de
1 g. A peritonite foi induzida pela inje¢&o, na cavidade abdo-
minal, de 5 mL.kg* de peso, da suspensao que foi prepa-
rada com 2 g de fezes recém-defecadas diluida em 17 mL
de solucao de cloreto de sodio a 0,9% (solucéo salina) e fil-
trada em compressa de gaze, a fim de permitir a sua livre
passagem pelo interior da agulha. Seis horas apos a
inducéo da peritonite, os ratos foram anestesiados com uma
mistura de cloridrato de xilazina 2,5 mg.kg! com cloridrato
de S(+) cetamina 25 mg.kg? e submetidos a laparotomia
mediana com cerca de 2 cm de comprimento, exame da ca-
vidade, colheita de 0,5 mL da secrecdo para bacterioscopia,
cultura e antibiograma. Nessa ocasido, foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos (Tabela I).

No Grupo 3 foram aplicados 3 mL de solugéo fisiologica a
0,9%. No Grupo 4 foi aplicada uma solu¢cdo contendo 8
mg.kg* de bupivacaina a 0,5% (+ 0,5 mL) adicionada a 2,5
mL de solugéo fisiolégica a 0,9%, com um volume de cer-
ca de 3 mL.

Nos grupos 3 e 4, a solucao fisiolégica, com ou sem anes-
tésico, foi deixada por trés minutos na cavidade. Nesse pe-
riodo, a solucao foi manipulada cuidadosamente entre as
visceras abdominais para permitir um maior contato com o
periténio. A seguir, o liquido peritoneal foi enxugado com
compressa de gaze para retirar a maior quantidade possi-
vel. A parede abdominal foi suturada em dois planos com fio
de néilon monofilamento, de espessura 4-0, em chuleio
simples. Foi suturado o plano musculoaponeurético seguido
da pele. No pds-operatério todos os animais foram hidrata-
dos com 10 mL de solugdo fisiologica a 0,9% em dose Uni-
ca, por via subcutanea, a cada 24 horas, por dois dias. A
analgesia foi feita com cloridrato de nalbufina 0,1 mg.kg?,
por via subcutanea, de oito em oito horas, por dois dias.
Os animais que foram ao 6bito foram necropsiados e o ho-
rario do Obito foi anotado. Os animais sobreviventes foram
mortos no 11° dia de pds-operatério, para estudo, com a in-
jecdo 50 mg.kg* de pentobarbital sédico na cavidade ab-
dominal. Nessa ocasiao, foram examinadas a cavidade
abdominal, as possiveis aderéncias e focos de infeccao,
com colheita de secrec¢do para estudo bacteriolégico. As
aderéncias foram classificadas em seis graus 2* (Tabela ).

Tabela | — Procedimentos Realizados nos Diferentes Grupos

Grupo Procedimento Realizado

1(n=12) Nenhum tratamento

2(n=12) Enxugamento da cavidade abdominal

3(h=12) Lavagem da cavidade abdominal com 3 mL de
solugdo fisiologica a 0,9% e enxugamento

4 (n=12) Lavagem da cavidade abdominal com 8 mg.kg*

(x 0,5 mL) de bupivacaina 0,5%, sem
adrenalina, e 2,5 mL de solugéo fisiolégica a
0,9% e enxugamento
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Tabela Il — Classificacdo das Aderéncias
Grau 0 Auséncia
Grau 1 Numero reduzido, de carater fibrinoso, facilmente

desfeitas pela manipulacéo

Grau 2 Firmes, resistentes a manipulacéo, entre algas
intestinais, porém nao envolvendo a parede
abdominal

Grau 3 Firmes, resistentes a manipulacéo, entre a parede
abdominal e um 6rgédo ou estrutura

Grau 4 Firmes, resistentes a manipulacéo, entre a parede
abdominal e mais de um 6rgdo ou estrutura

Grau 5 Firmes, resistentes a manipulagdo, entre alcas e

entre algas e a parede abdominal com fistula
entérica

Modificado de Diogo-Filho A, Lazarini BCM, Vieira-Junior F et al.?*

Foram analisados a média de sobrevivéncia, 0 nimero de
sobreviventes de cada grupo e a curva de sobrevivéncia. Para
isso, foram utilizados testes estatisticos ndo-paramétricos,
visando a comparar o tempo de sobrevivéncia (teste t de
Student para amostras independentes), o nimero de sobre-
viventes (teste exato de Fischer), a curva de sobrevida de
Kaplan Méier com o teste de Log-Rank. Foi considerado sig-
nificativo o valor de p < 0,05.

RESULTADOS

A laparotomia, realizada seis horas apds pun¢do abdominal
e a injecdo de solucdo de fezes recém-defecadas, mostrou

edema, hiperemia entre as alcas e secre¢cdo com aspecto
purulento na cavidade abdominal.

As bactérias isoladas do liquido peritoneal por ocasido da la-
parotomia foram: Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus, Proteus
penneri, Enterococcus gallinarum, Staphylococcus sciuri,
Bacillus species, Staphylococcus epidermidis, Aerococcus
viridans. A sensibilidade dessas bactérias aos antibi6ticos
pode ser observada no Quadro I.

Os ratos que sobreviveram no pos-operatério apresenta-
vam-se dinamicos e ingeriam alimentos liquidos e os exa-
mes das cavidades abdominais mostraram aderéncias de
22 e 3¢ graus. Os ratos que faleceram estavam adinamicos,
com piloeregdo, com halo escuro em torno dos olhos,
taquipnéicos e anoréticos. O exame da cavidade abdominal
mostrou pouca secrec¢do purulenta e aderéncias frouxas
entre as algas intestinais que foram consideradas de graus
0 e 1 (Tabela Il).

A sobrevida dos animais foi mais freqiiente no Grupo 4 com
relagédo ao Grupo 3 (p < 0,01) e aos grupos 2 e 1 (p < 0,001)
(Tabela 111).

A curva de sobrevida mostra que houve 100% de mortalida-
de nos animais do Grupo 1, em 52 horas, 100% nos ani-
mais do Grupo 2, em 126 horas e 50% nos animais do
Grupo 3, em 50 horas. Os animais do Grupo 4 sobreviveram
além de 11 dias. O teste de Log-Rank mostrou que houve
aumento significativo na curva de sobrevida do Grupo 4 com
relagcdo ao Grupo 3 (p < 0,01), do Grupo 4 com relagédo aos
grupos 2 e 1 (p < 0,001), do Grupo 3 com relagdo ao Grupo
1 (p < 0,001) e ndo houve diferenga entre os grupos 1 e 2
(Figura 1).

Quadro | — Bactérias Isoladas da Secrecdo Peritoneal de Ratos Submetidos a Peritonite Fecal e Sensibilidade - Antibiograma

Bactéria isolada Sensibilidade

- Aerococcus viridans

- Bacillus species

- Enterococcus faecalis

- Staphylococcus sciuri

- Staphylococcus epidermidis

- Enterococcus gallinarum
- Escherichia coli

- Proteus penneri

- Proteus mirabilis

- Morganella morganii

- Klebsiella pneumoniae

gatifloxacina, linezolida, sinercid, tetraciclina, trimetoprin/sulfa, vancomicina

amoxicilina/clav, ampicilina/sulbactam, ampicilina, cefazolina, ceftriaxone, ciprofloxacina,
clindamicina, eritromicina, gentamicina, nitrofurantoina, norfloxacina, oxacilina, penicilina, rifampicina

amicacina, ampicilina/sulbactan, ampicilina, aztreonan, cefazolina, cefepime, cefotetan, ceftazidime,
ceftriaxone, cefuroxime, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina, meropenem,

amicacina, ampicilina/sulbactan, ampicilina, aztreonan, cefazolina, cefepime, cefotetan, ceftriaxone,
cefuroxime, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina, meropenem

- Micrococcus amoxicilina/clav, ampicilina/sulbactam, ampicilina, cefazolina, ceftriaxone, ciprofloxacina,
clindamicina, eritomicina, gentamicina, levofloxacina, nitrofurantoina, norfloxacina, oxacilina,
penicilina, rifampicina
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Tabela Ill — Ratos que Sobreviveram até o 11° Dia de Pés-Operatério * apos Inducéo de Peritonite e Submetidos a Laparotomia
Obito Significancia estatistica (p)

Grupo Né&o Sim pl p2 p3

1 0 12

2 0 12 ns

3 6 6 0,01 0,01

4 12 0 0,0000 0,0000 0,01

Total 18 30

Teste exato de Fisher.

Grupo 1 — controle: nenhum tratamento; Grupo 2 — enxugamento da cavidade abdominal; Grupo 3 — lavagem da cavidade abdominal com
3 mL de solugao fisiologica a 0,9% e enxugamento; Grupo 4 — lavagem da cavidade abdominal com 8 mg.kg* (+ 0,5 mL) de bupivacaina

0,5% e 2,5 mL de solugao fisiolégica a 0,9% e enxugamento.

pl — com relagdo ao Grupo 1; p2 — com relagédo ao Grupo 2; p3 — com relagao ao Grupo 3.

ns = ndo-significativo; p1, p2, p3 < 0,05 - significativo.

* Os ratos que sobreviveram até o 11° dia de pds-operatério estavam clinicamente estaveis e foram mortos para estudo.

Sobrevivéncia

] Grupo 2

L] L]
0 50 100 150 200 250
Tempo (horas)

Figura 1 — Curva de Sobrevivéncia dos Ratos Submetidos a Laparotomia seguida de: Grupo 1 - controle: nenhum tratamento; Grupo 2:
enxugamento da cavidade abdominal; Grupo 3: lavagem da cavidade abdominal com 3 mL de solugéo fisiolégica a 0,9% e enxugamento;
Grupo 4: lavagem da cavidade abdominal com 8 mg.kg? (+ 0,5 mL) de bupivacaina 0,5% e 2,5 mL de solugéo fisiol6gica a 0,9% e
enxugamento.

Log Rank p < 0,05 - do Grupo 4 com relagéo ao Grupo 3, do Grupo 4 com relagao aos grupos 2 e 1, do Grupo 3 com relacéo ao Grupo 1.

N&o houve diferenca entre os grupos 1 e 2.

DISCUSSAO

Neste estudo a lavagem da cavidade abdominal com solu-
¢do de bupivacaina evitou a morte dos animais submetidos
a peritonite por fezes autdlogas. Resultado semelhante foi
observado quando se lavou a cavidade abdominal de ratos
com antibidtico para tratar a peritonite por dose letal de Es-
cherichia coli 2. Esse fato ndo ocorreu quando a cavidade
abdominal com peritonite néo foi tratada (grupo-controle) ou
mesmo quando foi enxugada (Grupo 2) ou enxugada e la-
vada com solucéo fisioldgica (Grupo 3). No Grupo 3, em que
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se realizou 0 enxugamento da cavidade seguida da lavagem
peritoneal com solucéo fisiolégica, houve maior sobrevivén-
cia que no grupo-controle. Isso mostra que a lavagem foi
benéfica nesse modelo de peritonite. Apesar de ser motivo
de controvérsias, a lavagem peritoneal na peritonite é utili-
zada por grande numero de cirurgides 234, A lavagem peri-
toneal com solugdo fisiolégica, em ratos com peritonite,
resultou em menor mortalidade comparada com a simples
limpeza da cavidade com compressas. No Grupo 4 a adicao
da bupivacaina a solucao fisiolégica foi mais eficaz para
combater a peritonite. O mecanismo pelo qual os anestési-
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cos locais combatem a peritonite € basicamente antiinfla-
matorio. A infusdo continua por bomba, por via subcutanea,
de lidocaina a 5% e 10% e a bupivacaina a 1% e 2%, reduziu
a mortalidade em ratos com peritonite 8. Os anestésicos lo-
cais se mostraram eficazes para modular a cascata inflama-
téria na isquemia e reperfusdo do coragdo #°, do pulméo *° e
figado '? e foram capazes de exercer efeito antiinflamatorio
em varios tipos de células, incluindo mondcitos, macréfagos
e neutrofilos . A ropivacaina atenuou a resposta inflamato-
ria pulmonar por lipopolissacarideo em ratos . A lidocaina
a 1% e a bupivacaina a 0,5% também foram capazes de pre-
venir a peritonite provocada por acido cloridrico a 0,1 M 6. A
ativacdo da cascata da coagulacdo tem sido associada ao
desenvolvimento da faléncia de mdltiplos 6rgéos e sistemas,
com progndstico ruim em pacientes sépticos. Isso provavel-
mente decorre da coagulacdo intravascular disseminada
gue compromete o fluxo sangiiineo vital para o 6rgédo, resul-
tando em faléncia organica e morte ?». Neste estudo esse
fato nédo ficou demonstrado nos animais tratados com so-
lucdo de anestésico local porque todos sobreviveram.
Além do efeito antiinflamatério, alguns anestésicos locais
apresentam efeito bactericida contra algumas bactérias em
laboratorio 1°2°, Nesse experimento, ndo foi realizado o tes-
te de sensibilidade das bactérias isoladas da cavidade ab-
dominal dos ratos, porque em estudo piloto ndo foi possivel
concluir a respeito do efeito bacteriostatico ou bactericida
desses farmacos. Assim, além do possivel efeito antiinfla-
matorio dos anestésicos locais, deve-se considerar que o
enxugamento da cavidade abdominal no Grupo 4 é também
um mecanismo de combate a peritonite, porque remove bac-
térias e toxinas.

Nos animais sobreviventes, as cavidades abdominais apre-
sentavam aderéncias mais intensas que nos animais que
faleceram. As aderéncias tém a fun¢do de isolar os pro-
cessos sépticos e proteger o organismo da bacteremia. A
inibicdo dessas aderéncias € acompanhada de maior mor-
talidade, decorrente do processo séptico intra-abdominal
generalizado 2.

Os animais dos grupos-controle, 2 e 3, que faleceram, apre-
sentavam no poés-operatorio imediato manifestacfes de
sepse, tais como: taquipnéia, anorexia, adinamia, piloere-
¢&o e halo escuro em torno dos olhos, conforme relatado por
Guilgen ?. Os animais que sobreviveram estavam ativos e
procuravam se alimentar. Em estudo piloto os autores ob-
servaram que o0s ratos que sobreviveram até o 10° dia néo
faleceram por peritonite. Por isso, o periodo de 10 dias foi
utilizado para o estudo macroscopico da cavidade abdomi-
nal (post-mortem) e como parametro para a andlise estatis-
tica da sobrevida dos animais. Considerando que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os pesos dos animais
nos quatro grupos, que 0s animais eram da mesma linha-
gem e que a técnica de peritonite foi a mesma, pode-se de
certa forma estabelecer comparagcfes na sobrevida entre os
diferentes grupos.
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A dose de anestésico local utilizada foi minima, se for consi-
derado que a dose letal média (LD,)) de bupivacaina intra-
peritoneal é de 57,7 a 58,7 mg.kg* . Na lavagem peritoneal,
realizada apés um primeiro enxugamento da cavidade ab-
dominal, procurou-se espalhar o anestésico manualmente,
para que esse farmaco tivesse o maior contato possivel com
todas as visceras abdominais. A solucdo anestésica foi
mantida por cerca de trés minutos na cavidade para haver
tempo suficiente da atuacdo. O segundo enxugamento foi
realizado com movimentos suaves, evitando a retirada de
todo o contelido da solugédo. Esse método foi satisfatorio,
uma vez que ndo houve 6bito no Grupo 4, no qual foi utiliza-
do o anestésico. Outros estudos poderdo ser desenvolvidos
para estudar outros anestésicos locais, em outros modelos
de peritonite, associados ou ndo a outros recursos terapéu-
ticos. Também poderéo ser realizados novos estudos para
verificar o efeito de cada anestésico local nas bactérias cau-
sadoras de peritonite, na fungdo dos 6rgdos e na reacao in-
flamatéria produzida antes e apés a aplicacdo desses
farmacos. Na vigéncia de peritonite, os cirurgides mostram-
se preocupados com o grau de acometimento da célula
mesotelial (peritdnio) e o real valor da lavagem peritoneal.
A lavagem peritoneal com solugdo de bupivacaina diluida
em solucgéo fisiologica a 0,9% foi eficaz para evitar o ébito
em animais com peritonite fecal autéloga induzida.
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INTRODUCTION

Despite advances in the treatment of peritonitis, its mortality
rate has not decreased in the last two decades *. The mor-
tality rate increases when multiple organ and system failure
are present. This dysfunction, although its pathogeny has not
been elucidated, seems to be secondary to a complex in-
flammatory complex. The septic response is associated with
the release of anti-inflammatory and proinflammatory
cytokines 2* with subsequent activation of leukocytes, and
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complement and coagulation cascades °, besides the
production of antibodies and bacterial destruction by poly-
morphonuclear cells 8. Mediators, such as TNF-alpha, inter-
leukins (IL-1 beta, IL-6, and IL-8), and nitric oxide (NO) have
a fundamental role in sepsis, and inflammatory mediators
are present concomitantly, modulating the effects and
release of inflammatory mediators ’.

Local anesthetics have shown to be effective in modulating
the inflammatory cascade during ischemia and reperfusion
of the heart 89, lungs %, and liver 23, They have an anti-in-
flammatory action in several types of cells, including mono-
cytes, macrophages, and neutrophils. Ropivacaine reduced
the pulmonary inflammatory response caused by lipopoly-
saccharides in mice **. Lidocaine, at 1%, and 0.5% bupiva-
caine demonstrated to be effective on preventing peritonitis
induced by 0.1 M of hydrochloric acid when compared with
NS 6. The mortality of mice with septic peritonitis induced
according to an experimental model ¥’ treated with the sub-
cutaneous administration of 5% and 10% lidocaine and 1%
and 2% bupivacaine with an infusion pump was reduced
and protected against hepatic and renal dysfunctions, by
attenuating the hyper-inflammatory response 8. Besides,
some anesthetics have a bactericidal action against some
bacteria in vitro 2. Based on those studies, it was ques-
tioned whether the application of intra-peritoneal local anes-
thetic could interfere with survival of animal with peritonitis.
Thus, the objective of the present study was to determine the
effects of the infusion of bupivacaine on the abdominal cavity
of mice with induced fecal peritonitis.

METHODS

This study was approved by the Ethics on Research Com-
mittee of the Faculdade de Medicina da Universidade Fede-
ral de Minas Gerais (UFMG), according to protocol number
144/06 (COEP-CETEA).

Forty-eight Wistar mice, weighing 300 g to 330 g (311.45 +
9.67), provided by the Biotherium of the Escola Superior de
Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitoria, ES
(EMESCAM) were used.

Animals were anesthetized with 12.5 mg.kg? of S(+)-
ketamine hydrochloride, the left inferior quadrant of the
abdomen was punctured with a 16G catheter, and the
animals were weighed on an electronic scale with a 1 g
sensitivity. Peritonitis was induced by the intrabadominal
injection of 5 mL.kg? of a suspension of 2 g of feces recently
defecated diluted in 17 mL of NS and filtered through a 4 x
4 bandage to allow its free flow through the needle. Six hours
after induction of peritonitis, mice were anesthetized with a
mixture of 2.5 mg.kg? of xylazine chloride with 25 mg.kg* of
S(+)-ketamine hydrochloride, and underwent median lapa-
rotomy approximately 2 cm long, assessment of the cavity,
collection of 0.5 mL of secretion for bacterioscopy, and culture
and sensitivity. At this moment, animals were randomly
distributed in four groups (Table I).
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Table | — Procedures Performed in the Different Groups

Group Procedure

1(n=12) No treatment

2(n=12) Drying out of the abdominal cavity

3(h=12) Lavage with 3 mL of NS and drying out of the
abdominal cavity

4 (n=12) Lavage with 8 mg.kg™ (+ 0.5 mL) of 0.5%

bupivacaine without adrenalin, and 2,5 mL of
NS and drying out of the abdominal cavity

Group 3 received 3 mL of NS; and Group 4, 8 mg.kg* of 0.5%
bupivacaine (x 0.5 mL) mixed with 2.5 mL of NS, for a total
volume of 3 mL.

In groups 3 and 4, NS, with or without anesthetic, remained
in the abdominal cavity for three minutes. During this period,
the solution was manually distributed among the abdominal
organs, to allow greater contact with the peritoneum. After-
wards, the peritoneal fluid was dried out with gauze pads to
remove as much as possible of the solution. The abdominal
wall was sutured in two planes using continuous running
suture with 4.0 nylon monofilament. The muscular-aponeu-
rotic plane was sutured followed by the skin. In the postope-
rative period, all animals were hydrated with a single
subcutaneous dose of 10 mL of NS every 24 hours for two
days. Subcutaneous nalbufine chlorhydrate, 0.1 mg.kg* every
8 hours for two days, was used for analgesia.

Animals that died underwent necropsies and the time of
death was recorded. Surviving animals were killed on the
11" postoperative day with the administration of 50 mg.kg?
of sodium pentobarbital in the abdominal cavity. At this time,
the abdominal cavity, possible adhesions, and foci of infec-
tion were examined, and material was collected for bacte-
riological studies. Adhesions were classified in six degrees
(Tale II).

Table Il — Classification of Adhesions
Degree 0 Absence.
Degree 1 Reduced number, fibrinous in nature, easily

undone by manipulation.

Degree 2 Firm, resistant to manipulation, between abdominal
loops, but without abdominal wall involvement.

Degree 3 Firm, resistant to manipulation, between the
abdominal wall and one organ or structure.

Degree 4 Firm, resistant to manipulation, between the
abdominal wall and more than one organ or
structure.

Degree 5 Firm, resistant to manipulation, between intestinal

loops and among intestinal loops and the
abdominal wall with enteric fistula.

Modified from Diogo-Filho A, Lazarini BCM, Vieira-Junior F et al. 2.
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Mean survival, number of survivors in each group, and sur-
vival curve were analyzed. For such, non-parametric studies
were used to compare length of survival (Student f test for
independent samples), number of survivors (Fisher's exact
test), and the survival by the Kaplan Meier curve with the Log
Rank test. A p < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Laparotomy performed 6 hours after abdominal puncture and
injection of fresh feces showed edema, hyperemia among
the intestinal loops, and the presence of purulent secretion
in the abdominal cavity.

Bacteria isolated from the peritoneal fluid at the time of la-
parotomy included: Proteus mirabilis, Klebsiela pneumoni-

ae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Micrococcus, Pro-
teus penneri, Enterococcus gallinarum, Staphylococcus
sciuri, Bacillus species, Staphylococcus epidermidis, and
Aerococcus viridans. Chart | shows the sensitivity of those
bacteria to antibiotics.

Mice that survive the postoperative period were dynamic,
ingested liquid meals, and the exam of the abdominal cavity
showed 2™ and 3™ degree adhesions. Mice that died
presented apathy, erected hairs, dark circles around their
eyes, tachycardia, and anorexia. Exam of the abdominal cavity
revealed a small amount of purulent secretion and loose
adhesions between the intestinal loops, classified as 0 and
1st degree adhesions (Table I).

Animal survival was more frequent in Group 4 than in Group 3
(p < 0.01) and than in Groups 2 and 1 (p < 0.001) (Table 111).

Table 11l — Mice that Survived Until the 11" Postoperative Day* after Induction of Peritonitis and Undergoing Laparotomy
Death Statistical significance (p)

Group No Yes pl p2 p3

1 0 12

2 0 12 ns

3 6 6 0.01 0.01

4 12 0 0.0000 0.0000 0.01

Total 18 30

Fisher Exact Test.

Group 1 — control: no treatment; Group 2 — drying out of the abdominal cavity; Group 3 — lavage with 3 mL of NS and drying out of the
abdominal cavity; Group 4 - lavage with 8 mg.kg? (+ 0.5 mL) of 0.5% bupivacaine and 2.5 mL of NS and drying out of the abdominal cavity.
pl- in relation to Group 1; p2 — in relation to Group 2; p3 — in relation to Group 3.

ns = non significant; p1, p2, p3 < 0.05 - significant.

*Mice that survived until the 11th postoperative day were clinically stable and were killed for the study.

Chart | — Bacteria Isolated from the Peritoneal Secretion of Mice with Fecal Peritonitis and their Sensitivity

Bacteria isolated Sensitivity

- Aerococcus viridans

- Bacillus species

- Enterococus faecalis

- Staphylococcus sciuri

- Staphylococcus epidermidis

- Enterococcus gallinarum
- Escherichia coli

- Proteus penneri

- Proteus mirabilis

- Morganella morganii

- Klebsiela pneumoniae

gatifloxacin, linezolid, synercid, tetracycline, trimethoprim/sulfa, vancomycin

amoxicillin clavulanate, ampicillin/sulbactam, ampicillin, cefazolin, ceftriaxone, ciprofloxacin,
clindamycin, erithromycin, gentamycin, nitrofurantoin, norfloxacin, oxacillin, penicillin, rifampicin

amikacin, ampicillin /sulbactam, ampicillin, aztreonam, cefazolin, cefepime, cefotetan, ceftazidime,
ceftriaxone, cefuroxime, ciprofloxacin, gentamycin, imipenem, levofloxacin, meropenem,

amikacin, ampicillin /sulbactam, ampicillin, aztreonam, cefazolin, cefepime, cefotetan, ceftriaxone,
cefuroxime, ciprofloxacin, gentamycin, imipenem, levofloxacin, meropenem

- Micrococcus amoxicillin clavulanate, ampicillin/sulbactam, ampicillin, cefazolin, ceftriaxone, ciprofloxacin,
clindamycin, erithomycin, gentamycin, levofloxacin, nitrofurantoin, norfloxacin, oxacillin,
penicillin, rifampicin
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Figure 1 — Survival Curve of Mice Undergoing Laparotomy followed by: Group 1 — control: No treatment; Group 2: Drying out of the abdominal
cavity; Group 3: Lavage with 3 mL of NS and drying out of the peritoneal cavity; Group 4: Lavage with 8 mg.kg™ (+ 0.5 mL) of 0.5%

bupivacaine and 2.5 mL of NS and drying out of the peritoneal cavity.

Log Rank p < 0.05 — of Group 4 in relation to Group 3, Group 4 in relation to Groups 2 and 1, and Group 3 in relation to Group 1. There

were no differences between Groups 1 and 2.

The survival curve demonstrated 100% mortality in Group 1
in 52 hours, 100% mortality in Group 2 in 126 hours, and
50% mortality in Group 3 in 50 hours. (The log-Rank test
demonstrated a significant increase in the survival curve in
Group 4 when compared with Group 3 (p < 0.01) and when
compared with groups 2 and 1 (p < 0.001), and between
Groups 3 and 1 (p < 0.001); there were no statistically sig-
nificant differences between Groups 1 and 2 (Figure 1).

DISCUSSION

In the present study, lavage of the peritoneal cavity with
bupivacaine solution avoided the death of animals subjected
to autologous fecal peritonitis. A similar result was observed
when the peritoneal cavity was bathed in antibiotics to treat
Escherichia coli peritonitis 2. This did not happen when the
peritoneal cavity with peritonitis was not treated (control
Group), or even when it was dried out (Group 2) and dried out
and flushed with NS (Group 3). Group 3 had a greater
survival rate than the control group. This shows that lavage
was beneficial in this model of peritonitis. Although it is the
subject of controversy, peritoneal lavage in peritonitis is used
by a large number of surgeons %24, Peritoneal lavage with NS
in mice with peritonitis resulted in decreased mortality when
compared with just cleaning the abdominal cavity with gauze
pads. In group 4, the addition of bupivacaine to NS was
effective in the treatment of peritonitis. Basically, local anes-
thetics behave as anti-inflammatories. Continuous subcuta-
neous infusion of 5% and 10% lidocaine and 1% and 2%
bupivacaine with a pump reduced the mortality of mice with

Revista Brasileira de Anestesiologia
Vol. 58, N° 5, Setembro-Outubro, 2008

peritonitis 8. It has been shown that local anesthetics are
effective modulators of the inflammatory cascade in ische-
mia and reperfusion of the heart 8°, lungs *°, and liver 2, and
they have an anti-inflammatory action in different types of
cells, including monocytes, macrophages, and neutrophils .
Ropivacaine attenuated the pulmonary inflammatory respon-
se to lipopolysaccharides in mice °. Lidocaine at 1% and
0.5% bupivacaine were also capable to prevent peritonitis
caused by 0.1 M of hydrochloric acid °. Activation of the coa-
gulation cascade has been associated with the development
of multiple organ failure, with a poor prognosis in septic
patients. This is probably due to disseminated intravascular
coagulation that compromises the blood flow vital for organ
survival, resulting in organic failure and death #. In the pre-
sent study, this was not demonstrated in animals treated with
local anesthetic solution because they all survived.

Besides the anti-inflammatory action, some local anesthetics
are bactericidal against some bacteria in vitro *2°. In this
study, the sensitivity of the bacteria isolated from the abdo-
minal cavity was not done because in a pilot study it was not
possible to reach a conclusion regarding the bacteriostatic
and bactericidal actions of those drugs. Therefore, besides
the probable anti-inflammatory actions of local anesthetics,
one should consider that drying out of the abdominal cavity
of animals in Group 4 is also a treatment for peritonitis be-
cause it removes bacteria and toxins.

In surviving animals, their abdominal cavities showed the
presence of more severe adhesions than in animals that
died. Adhesions work by isolating septic processes and pro-
tect the organism against bacteremia. The inhibition of
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adhesion formation is accompanied by increased mortality se-
condary to the generalized intra-abdominal septic process 2.
Animals in the control group and groups 2 and 3 that died
presented, in the immediate postoperative period, manifes-
tations of sepsis, such as: tachypnea, anorexia, apathy,
erection of their fur, and dark circles around their eyes, similar
to the report of Guilgen #. Animals that survived were active
and fed themselves. In a pilot study, the authors observed
that mice that survived until the 10" day did not die as a con-
sequence of peritonitis. For this reason, we used the 10-day
period for the macroscopic study of the abdominal cavity
(post-mortem) and as a parameter to for the statistical ana-
lysis of animal survival. Considering that there were no statis-
tically significant differences among the weights of the
animals in all four groups, animals were all from the same
lineage, and the same peritonitis technique was used, one
can compare the survival among the different groups.

The dose of local anesthetic used was minimal if one con-
siders that the mean lethal dose (LD,,) of intraperitoneal bu-
pivacaine is 57.7 to 58.7 mg.kg* %. In the peritoneal lavage
performed after first drying out the abdominal cavity, the lo-
cal anesthetic was spread manually to guarantee the grea-
test contact possible of the drug with the abdominal organs.
The anesthetic solution remained for three minutes in the
abdominal cavity to allow enough time for its action. The
second drying out of the abdominal cavity was done with
smooth movements, avoiding the complete removal of the
solution. This method was satisfactory since there were no
deaths in Group 4. Other studies can be done to evaluate
other local anesthetics in other models of peritonitis, asso-
ciated with other therapeutic resources or not. New studies
will also be able to be conducted to determine the effects of
each local anesthetic on bacteria that cause peritonitis, on
organ function, and on the inflammatory reaction produced
before and after the use of those drugs. In face of peritonitis,
surgeons have shown concerns with the degree of compro-
mise of mesothelial cells (peritoneum) and the real value of
peritoneal lavage.

Peritoneal lavage with bupivacaine diluted in NS was effective
in avoiding death in animals with induced autologous
peritonitis.
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RESUMEN

Brocco MC, Paulo DNS, Baptista JFA, Carraretto AR, Ferrari TA, Aze-
vedo TCV, Silva AL — Efecto del Lavado Peritoneal con Bupivacaina
en la Sobrevida de Ratones con Peritonitis Fecal.

JUSTIFICATIVA Y OBJETIVOS: Basados en los conocimientos so-
bre la accién antiinflamatoria y antibacteriana de los anestésicos
locales (AL), el estudio tuvo el objetivo de verificar el efecto del la-
vado peritoneal con solucién de bupivacaina en la sobrevida de
ratones con peritonitis fecal por heces autdgenas.
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METODO: Se usaron 48 ratones de la raza Wistar, con peso entre
300 g y 330 g (311,45 + 9,67), sometidos a la laparotomia 6 horas
después de la induccion de peritonitis, distribuidos aleatoriamen-
te en 4 grupos: 1 — Control, ningtn tratamiento (n = 12); 2 — Seca-
do de la cavidad abdominal (n = 12); 3 — Lavado de la cavidad
abdominal con 3 mL de solucion fisiolégica a 0,9% y secado (n = 12);
4 — Lavado de la cavidad abdominal con 8 mg.kg* (+ 0,5 mL) de
bupivacaina 0,5%, adicionada a 2,5 mL de solucién fisioldgica a
0,9% y secado (n = 12). Los animales que murieron fueron llevados
a necropsia y el horario del 6bito se anotd. Los animales sobre-
vivientes se sacrificaron al 11° dia del postoperatorio y se realizé
la necropsia.

RESULTADOS: Hubo un 100% de mortalidad en los animales del
Grupo 1 en 52 horas, 100% en los animales del Grupo 2, en 126
horas y un 50% en los animales del Grupo 3 en 50 horas. Los ani-
males del Grupo 4 sobrevivieron. La sobrevida, al 11° dia del post-
operatorio, fue mayor en los grupos 3 y 4 con relacion a los grupos
1y 2 (p<0,001)y mayor en los Grupo 4 con relacion al Grupo 3
(p<0,01).

CONCLUSIONES: El lavado peritoneal con solucion de bupiva-

caina diluida en solucion fisiologica fue eficaz para evitar el 6bi-
to, por 11 dias, en un 100% de los animales con peritonitis fecal.
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