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Objetivo: Elevações da pressão intra-abdominal durante o pneumoperitônio

podem ocasionar oligúria ou anúria em mamíferos. Possível lesão renal

decorrente ainda não foi bem documentada na literatura médica. O objetivo deste 

trabalho é avaliar o impacto do pneumoperitônio no parênquima renal em um 

modelo experimental de ratos jovens, através da expressão da neutrophil 

gelatinase-associated lipocalin (N-GAL), um biomarcador de lesão renal precoce.

Materiais e Métodos: Vinte ratos machos jovens Sprague-Dowley foram

utilizados no trabalho. Dezesseis ratos foram previamente anestesiados,

traqueostomizados, flebotomizados e ventilados mecanicamente. Para análise, 

foram distribuídos em 4 grupos: Pneumoperitônio 1hora(h), Controle 1h, 

Pneumoperitônio 2h, Controle 2h. O quinto grupo, de quatro ratos, foi submetido à

lesão renal através da administração de cisplatina para testar o biomarcador.

Após 24h, todos os ratos foram submetidos à coleta de urina por 2 horas em 

gaiola metabólica; nefrectomia esquerda para quantificação por western blotting e

nefrectomia direita para qualificação por immunofluorescência utilizando o

biomarcador N-GAL

Resultados: Os resultados foram analisados em 5 grupos de 4 ratos:

Pneumoperitônio 1 e 2h, Controle 1 e 2h e Cisplatina. A expressão do N-GAL

estava significantemente aumentada no grupo Cisplatina. Não houve diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos Pneumoperitônio 1 e 2h e 

Controle 1 e 2h (P>0,05).

.

Conclusão: O Pneumoperitônio controlado de 1 e 2 horas em ratos não promoveu

lesão renal aguda.
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Objective: Elevations of intra-abdominal pressure during pneumoperitoneum can 

lead to oliguria or anuria in mammals. Consequent kidney injury has not been well 

demonstrated in the literature. The aim of this study is to investigate the 

post-operative kidney status after pneumoperitoneum in a rat model through 

expression of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (N-GAL), an early kidney 

injury biomarker.

Materials and methods: Twenty male Sprague-Dowley rats were used in this 

experiment. Sixteen rats were previously anesthetized, tracheostomized, 

phlebotomized and mechanically ventilated were distributed in 4 groups: 

Pneumoperitoneum 1hour (h), Control 1h, Pneumoperitoneum 2h and Control 2h.

The fifth group, composed of four rats, was kidney injuried with cisplatine to test 

the biomarker. After 24 hours all rats were submitted to a urine 2 hours output 

measurement, left nefrectomy to western blotting quantification and a right 

nefrectomy to immunofluorescence qualification of N-GAL.

Results: The results were analyzed within 5 groups: Pneumoperitoneum 1 and 2h,

Control 1 and 2h and Cisplatine group. The N-Gal expression was increased in the 

Cisplatine group. There weren`t significant statistical difference between 

Pneumoperitoneum 1 and 2h and Control 1 and 2h groups (P>0,05). 

Conclusion: The 1 and 2hours controlled pneumoperitoneum isn’t related to acute 

renal injury.
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Os procedimentos vídeo-assistidos tiveram início na Faculdade de 

Medicina de Viena em 1805, quando o médico alemão Dr. Bozzini apresentou o 

primeiro endoscópio para inspecionar a uretra humana sob visão direta, (Bozzini 

apud Mitre) [1]. Contudo, os passos iniciais em direção à cirurgia laparoscópica

propriamente dita, aconteceram somente quase um século mais tarde pelo 

cirurgião Georg Kelling em 1901, introduzindo um cistoscópio através de um 

trocarte para examinar a cavidade abdominal de um cão. Durante a fase inicial 

desse procedimento, Kelling, utilizando uma agulha, insuflou a cavidade peritoneal 

com ar ambiente filtrado e observou as alterações dos órgãos diante do aumento 

de pressão abdominal 

Em 1910, Jacobaeus, um interno da Universidade de Estocolmo, 

aplicou a técnica proposta por Kelling para fins diagnósticos pela primeira vez em 

humanos e denominou-a de toraco-laparoscopia. O autor utilizou um trocarte com 

uma abertura para insuflação de ar como único portal de entrada, 

permitindo assim a produção de pneumoperitônio e a simultânea endoscopia da 

cavidade abdominal 

[2,3].

Nas últimas décadas, os procedimentos minimamente invasivos 

ganharam espaço na medicina por apresentarem várias vantagens em relação às 

cirurgias tradicionais. Enquanto os procedimentos convencionais são feitos com 

incisões amplas para a apresentação do campo operatório, a videocirurgia 

acontece com incisões de apenas alguns milímetros para a introdução de 

trocartes, por onde se inserem uma fibra óptica para a visualização das estruturas 

internas e os instrumentos que serão utilizados na cirurgia

[2,3]. O desenvolvimento tecnológico posterior permitiu não 

só a realização de procedimentos diagnósticos como a realização de cirurgias 

complexas através desse método [2,3].

[1-3]

Para se ter uma boa visualização do campo de trabalho, insufla-se com

o gás carbônico (CO

.

2), criando-se um espaço potencial que permite uma melhor 

manipulação dos instrumentos cirúrgicos. O CO2 é o gás mais utilizado nas 

vídeo-cirurgias por ser facilmente absorvível, de baixo custo e não inflamável. 
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Além da toracoscopia e laparoscopia, a vídeo-cirurgia pode ser utilizada também 

em partes moles, como o retroperitônio, o subcutâneo e as cavidades que já 

contém líquido, como os ventrículos cerebrais e a bexiga [1-4]

A vídeo-cirurgia, devido às mínimas incisões, evita a secção dos planos 

das paredes abdominal e torácica, evitando lesões em músculos, nervos e 

pequenos vasos, resultando num melhor efeito estético. Além disso, 

permite menor uso de analgésicos, menor tempo de internação, consequente 

menor gasto hospitalar e um retorno precoce às suas atividades de rotina

.

[5]

O aumento da pressão intra-abdominal causado pela insuflação de CO

.

2

provoca alterações sistêmicas, como a diminuição do débito cardíaco e do débito

urinário [5]. A compressão sobre a aorta, por sua vez, aumenta a resistência 

vascular periférica e a pós-carga. A compressão sobre as veias, sistema de alta 

complacência e baixa resistência, sofre influência importante do pneumoperitônio, 

com redução do retorno venoso e da pré-carga além de sequestro de sangue nas 

extremidades inferiores. O aumento da pós-carga e a diminuição da pré-carga 

tendem a reduzir o volume sistólico e consequentemente o débito cardíaco. 

Este fato pode ser agravado ou atenuado pelo estado de hidratação prévio do 

paciente, pelo posicionamento em céfalo-aclive (agravado) ou céfalo-declive 

(atenuado) e pelo valor da pressão de insuflação. Diversos autores consideram a 

pressão de insuflação máxima segura de 15mmHg em adultos e 10mmHg em 

crianças. Dependendo da combinação desses fatores, a redução do débito 

cardíaco pode, no entanto, chegar a atingir até 50% [6]. Observa-se também o 

aumento nas concentrações de catecolaminas, hormônios do sistema 

renina-angiotensina-aldosterona e, principalmente, vasopressina [6]. A dinâmica 

pulmonar também é afetada, a elevação do diafragma diminui a capacidade 

residual funcional e a complacência pulmonar. Dependendo da posição, do grau 

de céfalo-declive do paciente e da pressão intra-abdominal, pode reduzir-se à 

metade do normal. As regiões basais pulmonares, comprimidas pela elevação 

diafragmática devido ao pneumoperitônio, podem apresentar atelectasias que 

aumentam o espaço morto e desequilibram a relação ventilação/perfusão 
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ocasionando shunt e aumentando a pressão arterial em CO2 (PaCO2) [6].

O gás escolhido para o pneumoperitônio é o CO2, gás altamente solúvel que 

reduz o risco de embolia gasosa. Seu uso aumenta a PaCO2 também pela 

absorção, podendo ocasionar acidose respiratória como consequência [6].

Pressões intrapulmonares muito elevadas, maiores que 40mmHg, aumentam a 

pressão no território da artéria pulmonar, diminuindo o enchimento do átrio e 

ventrículo esquerdos afetando ainda mais a pré-carga e consequentemente o 

débito cardíaco. É recomendável que se use ventiladores que proporcionem a 

modalidade de ventilação por pressão controlada pelo risco de barotrauma

associado. A monitorização do CO2 expirado pela capnometria é essencial e 

obrigatória de acordo com o art. 30 inciso III da Resolução 1802/2006 do Conselho 

Federal de Medicina. O relaxamento muscular adequado é de fundamental valor 

para o sucesso da operação, visto que praticamente todas as complicações 

decorrentes da técnica laparoscópica se correlacionam com o aumento da 

pressão intra-abdominal [6]

Em estudo realizado com 30 crianças, onde o débito urinário foi 

avaliado após cirurgia laparoscópica, todas apresentaram diminuição da diurese 

após curto período de pneumoperitônio

.

[7]. Os mecanismos através dos quais o 

pneumoperitônio provoca oligúria ainda não foram completamente esclarecidos, 

podendo relacionar-se à diminuição do fluxo sanguíneo renal devido à 

compressão do pedículo vascular renal; secreção da produção de hormônio 

antidiurético e outros hormônios sistêmicos; aumento da resistência vascular ou 

ainda compressão renal e/ou ureteral direta [8,9].

McDougall et al. (1996) relataram diminuição no “clearance” de

creatinina após 2 horas de insuflação em porcos mantidos em uma pressão de 

pneumoperitônio de 15mmHg [9]. Kirsh et al. (1994) encontraram resultados 

similares a McDougall em ratos num modelo de 1,2 e 4 horas mantidos numa 

pressão de 10mmHg [8].
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Guler et al. (1998) relataram os efeitos agudos da insuflação 

retroperitoneal de CO
2

nos rins de coelhos numa pressão de 10mm de Hg em

grupos de 2 e 4 horas. Observaram significativa elevação dos níveis de creatinina 

sérica ao final do procedimento, elevação essa mais evidente no grupo submetido 

a 4 horas de insuflação quando comparado ao grupo de 2 horas. 

Esses dois grupos também apresentaram diferença significativa quando 

comparados ao grupo controle, cujos animais não haviam sofrido insuflação. 

Os grupos não mostraram diferença estatística quando avaliados após 24 horas, 

ocasião em que os níveis séricos de creatinina tinham retornado ao normal em 

todos os animais [10].

Em outro estudo com porcos, cateteres foram introduzidos no córtex e 

medula do rim esquerdo, sendo seguido por insuflação intraperitoneal com CO2

numa pressão entre 16 e 18mm de Hg, mantido por 4 horas, seguido por rápida 

desinsuflação. Marcadores de isquemia (glicose, lactato, piruvato e razão 

lactato-piruvato) e de lesão da membrana celular (glicerol) foram avaliados por 

cerca de 2 horas. As amostras coletadas através dos cateteres não mostraram

alterações nos marcadores de isquemia nem no córtex nem na medula. 

Por outro lado, houve aumento nos marcadores de lesão da membrana celular

após a desinsuflação, como o glicerol na porção renal medular. Este achado de 

lesão transitória não isquêmica poderia ser explicado por alterações na reperfusão 

do órgão, bem como pela compressão e descompressão da célula [11].

A obstrução ureteral causada por compressão extrínseca não pareceu

estar relacionada com a oligúria em pacientes com pneumoperitônio. 

Cateteres ureterais já foram colocados durante cirurgias laparoscópicas e não

houve alterações na presença de débito urinário durante o procedimento.

A urografia excretora realizada em animais durante o pneumoperitônio também 

não demonstrou obstrução ureteral [12,13].

Além da oligúria comprovada em mamíferos, o pneumoperitônio com 

insuflação de dióxido de carbono foi também responsável por alterações 

hemodinâmicas sistêmicas e alterações dos níveis de cortisol,
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fatores inflamatórios e marcadores de lesão tissular. Aumento comprovado tanto 

nos peritônios parietal, quanto no viceral [14,15].

Uma ferramenta que vem se tornando útil para a detecção precoce de 

lesões renais agudas na última década são os marcadores biológicos 

O pneumoretroperitônio unilateral, por sua vez, parece causar menos 

alterações hemodinâmicas. No entanto, a oligúria foi demonstrada em trabalho 

experimental realizado com porcos nos quais foi demonstrado diminuição de 

60% do fluxo superficial renal, o qual retornou para níveis pré-insuflação logo após 

a liberação da pressão peri-renal [16].

[17].

O termo indicador biológico (ou biomarcador) é utilizado em sentido lato para 

representar qualquer medida que reflita uma interação entre um sistema biológico 

e um agente ambiental, quer este seja químico, físico ou biológico

Tradicionalmente foram utilizados os níveis séricos de creatinina e 

uréia, além da presença de glicosúria e proteinúria tanto para a detecção do déficit 

funcional quanto para o acompanhamento da evolução da lesão tissular renal.

A creatinina, exame sérico que fornece uma estimativa do grau de filtração 

glomerular renal, conforme descrito por Shemesh et al. (1985), não tem 

sensibilidade para a detecção precoce de lesão

[17,18].

[17,18]

No início deste século surgiram as primeiras publicações de 

biomarcadores de lesão renal precoce, destacando-se entre eles o N-GAL 

(Neutrophil gelatinase-associated lipocalin), o KIM-1(kidney injury molecule 

number one), e a Interleucina-8

.

[17,19-24]

O N-GAL ou em português, lipocalina associada a gelatinase de 

neutrófilos, possui 25kDa de peso molecular, é membro da família das lipocalinas 

e tem sua expressão aumentada nos túbulos renais no período pós-isquêmico em 

rins de ratos 

.

[19]

As lipocalinas constituem uma família de mais de 20 pequenas 

proteínas definidas pela sua constituição básica de estrutura tridimensional 

característica. Por definição, essas proteínas têm a eficiência de proteínas 

.
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carreadoras, transportando uma série de substâncias, como retinóides, 

ácido aracdônico, prostaglandinas, feromônios, esteróides e ferro [20]

Mishra et al. (2003) demonstraram aumento sérico e urinário em ratos, 

apenas 2 horas após administração de cisplatina, diferentemente da creatinina 

sérica que se elevou apenas 96 horas após a lesão renal 

.

[19,20]

Em outro trabalho experimental realizado em ratos portadores de lesão 

renal induzida por cisplatina, a expressão do KIM-1 foi testada no rim e na urina 

utilizando o método Western Blotting e Imunofluorescência. A expressão do KIM-1

foi elevada com diagnóstico de lesões tipo necrose em células tubulares apenas 

3 horas após a administração da cisplatina

.

O entendimento detalhado dos efeitos do pneumoperitônio sobre os 

diversos órgãos e sistemas é especialmente importante devido à crescente 

complexidade e ao aumento do tempo cirúrgico nos procedimentos laparoscópicos

[21].

[3,5-6]. A indicação da via de acesso laparoscópica em patologias urológicas e 

cirurgias mais complexas tem se tornado com o tempo, mais comum.

Grande parcela destes pacientes tem comprometimento da função renal e apesar 

da oligúria associada à laparoscopia ser fenômeno bem conhecido na literatura, 

os trabalhos publicados não evidenciaram lesão renal permanente após a 

laparoscopia [7]

Conhecer as reais influências do pneumoperitônio por CO

.

2 nos

mamíferos permitirá ao cirurgião minimizar os riscos e maximizar as vantagens da 

via de acesso laparoscópica.
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2- OBJETIVO
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Avaliar o impacto do pneumoperitônio cirúrgico controlado com CO2

sobre o parênquima renal de ratos jovens Sprague-Dowley.
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3.1- Animais

Vinte ratos machos jovens Sprague-Dowley com cerca de 80 dias de 

vida, pesando entre 180 e 430 gramas (g), bom aspecto geral, ativos, 

sem evidência de doença à inspeção e liberados pelo veterinário do biotério. 

Os animais foram divididos em 5 grupos de 4 ratos: Pneumoperitônio 1 hora,

Controle 1 hora, Pneumoperitônio 2 horas, Controle 2 horas e um quinto grupo 

que recebeu cisplatina 7,5mg/Kg via intravenosa sem anestesia como controle 

positivo de lesão renal precoce para testar a eficácia do biomarcador N-GAL. 

Este grupo foi chamado de Cisplatina. Os ratos dos grupos pneumoperitônio e 

controle 1 e 2 horas tinham entre 180 e 250g devido ao modelo do respirador 

utilizado (Anexo 5).

Durante o período do estudo os ratos permaneceram no biotério da 

Unicamp sob as normas vigentes no Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA); e liberados pela Comissão de Ética na Experimentação Animal 

(CEEA - certificado #1541-1) do Instituto de Biologia da Unicamp. Os animais 

foram confinados em gaiolas em camas de maravalha com número máximo de 

cinco ratos por caixa; mantidos durante todo o período de observação no biotério 

sob condições padronizadas de laboratório; temperatura entre 20 e 24°C, 

umidade relativa entre 50 e 60%, luz controlada (ciclo dia/noite de 12 horas: 

8horas/20horas); alimentados com ração padrão para a espécie (Nuvital®) e água 

filtrada e clorada ad libitum.

3.2- Procedimento cirúrgico

Todos os animais dos grupos pneumoperitonio e controle 1 e 2h 

permaneceram 6 horas de jejum e foram anestesiados com infusão intravenosa de 

Ketamina/Xilasina na dosagem de 75mg/Kg e 5mg/Kg, respectivamente. 

A manutenção do ato anestésico foi realizada por via intravenosa, e com 

esporádicas infusões intraperitoneais quando o animal “superficializava” durante o 

procedimento. Os animais foram submetidos à tricotomia do abdome e flanco 
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esquerdo e posicionados em decúbito dorsal horizontal numa prancha de cortiça, 

com os quatro membros fixados à mesa cirúrgica. 

Foi realizada uma traqueostomia cirúrgica utilizando um abocath®16.

Os ratos foram ventilados mecanicamente com ar ambiente enriquecido com

oxigênio 4l/min utilizando um ventilador tipo pistão para roedores (Harvard 

Apparatus ® Model 687). O volume e a frequência utilizada no ventilador seguiram 

as normas do gráfico volume/peso e frequência para mamíferos de laboratório 

obtidos na revisão do ventilador.

Foi realizada a cateterização da artéria femoral com um abocath®22,

utilizada para duas mensurações da saturação de oxigênio durante os 

procedimentos; uma no início e outra no final do procedimento. Em seguida foi 

realizada uma punção abdominal na fossa ilíaca esquerda utilizando um 

abocath®16, elevando-se o peritônio para evitar a perfuração de estruturas 

intra-abdominais.

A pressão intra-abdominal foi regulada em 10mmHg utilizando um 

insuflador modelo SmithNephew® model 15 Dyopneumatic acoplado a um sistema 

de válvula desenvolvido em nosso laboratório [26] (Figura 1), que manteve a 

pressão estável durante todo o procedimento.

No final do procedimento cirúrgico a artéria femoral foi ligada, 

e a traquéia foi cuidadosamente suturada com um ponto em “U” de prolene 6,0.

Nos animais do grupo Cisplatina não houve anestesia. Não foram

realizadas traqueostomia, flebotomia ou punção abdominal. Apenas a infusão

intravenosa de cisplatina na dose de 7,5mg/Kg para induzir lesão renal precoce 

em 4 ratos.

No dia seguinte ao procedimento, os ratos de todos os grupos 

permaneceram 2 horas em gaiola metabólica para coleta de urina. Todos os ratos 

foram alimentados com ração padrão para a espécie (Nuvital®), água filtrada e 

clorada ad libitum.
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Ao completar 24 horas do primeiro procedimento, os ratos foram 

novamente anestesiados com infusão intravenosa de Ketamina/Xilasina na 

dosagem de 75mg/Kg e 5mg/Kg, respectivamente, e realizado a nefrectomia 

esquerda. Seguindo as padronizações do laboratório, foi separado apenas um 

oitavo do rim, para centrifugação e posterior análise de Western Blotting.

Foi realizada infusão intra-cardíaca por 15 minutos de solução de 

heparina 5% em bomba de infusão em baixa pressão, seguido de 60 minutos de 

paraformaldeído 4%. Os ratos foram sacrificados no início da infusão 

intra-cardíaca de paraformaldeído com a aspiração do sangue residual após a 

abertura do átrio direito. Foi realizada, por fim, a nefrectomia direita e os rins foram 

fixados em paraformaldeído 4% para a posterior análise da imunofluorescência. 

Figura 1- Representação esquemática das cirurgias nos grupos pneumoperitônio 

1 e 2 horas com o sistema de válvula implantado para manter a pressão 

estável. Unidade de conversão 1mmHg=1,359cm de H2O.

10mmHg  -  13,59cm H2O

Arteriotomia
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3.3- Western Blotting

Após a nefrectomia esquerda, o rim foi dividido em 8 partes iguais e 

1/8 foi colocado imediatamente para trituração grosseira e homogeneizada 

imediatamente em 10 volumes de solução tampão(10ml/L Triton-X 100, 

100mmol/L Tris[hydroxymethyl]metano-amino (Tris) pH 7.4, 10mmol/L pirofosfato 

de sódio, 100mmol/L fluoreto de sódio, 10mmol/L ácido etilenodiaminatetraacetico 

(

A quantificação da proteína foi realizada pelo método ELISA. 

As amostras de tecido e amostras de extrato total (cerca de 250mg) foram 

submetidas à SDS-PAGE (

EDTA), 10mmol/L vanadato de sódio, 2mmol Fluoreto de Fenilmetilsulfonil 

(PSMF) e 0.1mg/ml aprotinina a 4ºC), utilizando um polytron® PTA 20S gerador 

(modelo PT 10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, N.Y., USA). O tecido 

retirado triturado foi centrifugado na velocidade de 11.000rpm a 4°C por 

40 minutos e o sobrenadante usado como amostra.

Extração e análise eletroforética em gel de 

poliacrilamida - dodecil sulfato de sódio). Após separação eletroforética, 

as proteínas foram transferidas para as membranas de nitrocelulose e submetidas 

à transferência com anticorpo específico. As amostras foram tratadas com tampão 

de Lemmli contendo 100mmol/l Ditiotreitol 

As membranas de nitrocelulose foram incubadas a 4°C durante 

12 horas com anticorpo primário N-GAL diluído na proporção de 1:500 em tampão 

de bloqueio (3% leite desnatado em pó, 10mmol/l Tris, 150mmol/l NaCl, e 0.02% 

Tween 20).

(DTT), aquecido em banho de água 

fervente por 4 minutos e submetidos a 8% (SDS-PAGE) num Bio-Rad aparato de 

minigel (Mini-Protean, Bio-Rad). A transferência elétrica das proteínas do gel para 

a membrana de nitrocelulose foi realizada por 90 minutos a 120volts (constante) 

num Bio-Rad aparato de transferência em miniatura (Mini-Protean). A ligação 

não-específica da proteína na nitrocelulose foi reduzida realizando-se a 

pré-incubação do filtro por 2horas a 22°C em tampão de bloqueio (5% leite 

desnatado em pó, 10mmol/lTris,150mmol/lNaCl,e 0.02% Tween 20). 
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As bandas imunorreativas foram detectadas utilizando o método de 

transferência por quimioluminescência melhorado (RPN 2108 ECL Western

Blotting sistema de análises; Amersham Biosciences), e documentadas por 

radiografia utilizando Kodak XAR filme (Eastman Kodak, Rochester, NY) 

com Cronex Lightning Plus monitor intensificador (Dupont, Wilmington, DE)

por 60 minutos. As imagens das radiografias foram escaneadas (Epson Stylus

3500®) e as intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria ótica 

(Un-Scan-It gel - Version 6.1) das radiografias.

3.4- Imunofluorescência

Os animais foram perfundidos por punção cardíaca com solução salina 

de heparina 5% por 15 minutos em bomba de infusão sob pressão constante. 

Este procedimento foi seguido de perfusão de 0.1M Tampão Fostafo (pH 7.4) 

contendo paraformaldeído 4% (w/v) e 0.1mol/L (M) sucrose por 60 minutos. 

Após a perfusão, o rim direito foi removido e fixado em 4% tampão fosfato 

formalina durante 24 horas para subsequente embebição de parafina. Os blocos 

de parafina foram cortados em 5- m de espessura e corados com Sirius Red para 

avaliar fibrose intersticial ou perivascular. 

Para análise da imunofluorescência, o anticorpo neutrophil gelatinase-

associated lipocalin (N-GAL) foi utilizado. A expressão dessa proteína foi 

detectada utilizando o método biotina-avidina-peroxidase. Rapidamente, os cortes 

de 5- m de espessura foram desparafinizados encobertos por poli-L-lisina e

tratados com 29% H2O2

A recuperação do antígeno foi feita utilizando 0.01M tampão citrato 

(pH6.0) aquecido em micro-ondas (1300W) duas vezes de 5 minutos. 

Alcançado cores cromogênicas com 3,3-diaminobenzidina tetrahidroclorida

(DAB, Sigma-Aldrich Co., St. Louis MO, USA) como substrato para demonstrar os 

em tampão fosfato salino por 15minutos, leite por 

60 minutos, anticorpo primário por 60 minutos e solução biotina-avidina-

peroxidase (Vector Laboratories Inc, CA, USA, 1:1:50 diluição). 
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locais de ligação da peroxidase. As lâminas foram coradas com hematoxicilina de 

Harris. Não foi observado imunoreatividade nos experimentos controle nos quais o 

anticorpo primário foi omitido.

3.5- Análise estatística

Os resultados do débito urinário e de Western Blotting para os grupos 

pneumoperitônio e seus respectivos controles 1 e 2 horas foram analisados

utilizando o teste Anova acrescido do teste de Tuckey quando necessário,

assumindo p<0,05.

Para fins de padronização, os dados de Western Blotting para o N-GAL 

dos grupos pneumoperitônio e controle de 1 e 2 horas foram convertidos em 

porcentagem do grau de lesão obtido no grupo Cisplatina.
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Durante o procedimento cirúrgico todas as amostras séricas colhidas da 

artéria femoral no início e final do procedimento para mensurar a saturação de 

oxigênio mantiveram resultados sempre acima de 90% nos ratos estudados.

Nenhum rato apresentou sequelas ou dor devido à ligadura da artéria femoral, 

procedimento padrão do laboratório.

A análise do débito urinário, após 24 horas do procedimento inicial, 

identificou uma queda da produção de urina no grupo cisplatina (p<0,05). 

Os quatro demais grupos estudados apresentaram volume urinário adequado e

não demonstraram diferenças estatisticamente significantes entre os grupos 

Pneumoperitônio e Controle, 1 e 2 horas [34] (Figura 2, Anexo 4)

Figura 2- Representação gráfica do débito urinário dos diferentes grupos 

submetidos à coleta de urina por um período de 2 horas no dia 

seguinte do procedimento inicial.

P<0,05
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A análise qualitativa da imunofluorescência pela expressão da proteína

N-GAL demonstrou lesões tubulares e glomerulares significativas no grupo 

Cisplatina. A análise dos grupos pneumoperitônio e seus controles 1 e 2 horas 

identificou alterações que variaram de lesões focais até lesões moderadas e 

difusas, porém sem distinção significativa entre os grupos (Figuras 3 e 4).

     

Figura 3- Representação fotográfica da Imunofluorescência no grupo Cisplatina 

demonstrando lesão tubular e glomerular com alta expressão da 

proteína N-GAL. A-20X e B-40X aumento

A B
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Figura 4- Representação fotográfica da Imunofluorescência no grupo Controle e 

Pneumoperitônio 2 horas demonstrando algumas lesões focais 

tubulares com expressão discreta da proteína N-GAL. 

A-20X em rato do grupo controle 2h e B-40X aumento em rato do grupo 2h 

pneumoperitônio

A B
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A análise quantitativa do N-GAL utilizando o Western Blotting identificou

um aumento importante na expressão da proteína no grupo Cisplatina quando 

comparado aos demais grupos. Contudo, não foi observada diferença significativa 

entre os demais animais estudados (p<0,05) (Figura 5).

Figura 5-A- Representação gráfica dos resultados do Western Blotting.

O grupo Cisplatina foi fixado como 100% de lesão para a utilização 

do método Anova. Não houve diferenças estatísticas entre os 

grupos Pneumoperitônio e Controle 1 e 2 horas. B- Western 

Blotting demonstrando aumento importante da expressão da 

proteína N-GAL em um rato do grupo Cisplatina.

A B

P<0,05
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Apesar das inúmeras publicações estabelecendo relação causal do 

pneumoperitônio com a oligúria, não está bem documentado na literatura o

possível comprometimento renal durante a laparoscopia. Lesões sub-clínicas 

poderiam estar associadas à via de acesso laparoscópica e, consequentemente,

sub-diagnosticadas. Com o aumento do tempo cirúrgico e da complexidade das 

cirurgias vídeo assistidas, a definição de tempo e pressão limites para um possível 

momento de conversão da via de acesso laparoscópica para cirurgia aberta 

convencional, diminuiria consideravelmente a morbidade ao paciente e o 

consequente gasto hospitalar [25].

Inicialmente, durante a definição do modelo experimental padrão, 

houve alguns óbitos de animais devido à dificuldade do insuflador manter a

pressão estável na pequena cavidade abdominal dos ratos. Por esse motivo, 

foi idealizado um sistema de válvula que mantém a pressão intra-abdominal 

estável, independentemente da pressão determinada no insuflador. 

Esse mecanismo valvular simples pode ser facilmente reproduzido em cirurgias de 

pequenos mamíferos, incluindo os seres humanos, caso o insuflador tenha uma 

baixa sensibilidade pressórica [26]. As pressões intra-abdominais foram 

analisadas com e sem o sistema de válvula acoplado e os níveis pressóricos 

encontrados antes da idealização deste aparato não eram compatíveis com uma 

cirurgia convencional como observado na figura 6 [26].
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Figura 6- Representação gráfica das variações de pressão intra-abdominal, 

com e sem o sistema de válvula de estabilização de pressão.

Quando comparada a pressão arterial média de ratos 

(aproximadamente 80mmHg) com a pressão de outros mamíferos maiores 

(100-120mmHg), um pneumoperitônio de 10mmHg em pequenos roedores 

corresponde a uma insuflação de 15mmHg utilizada em humanos ou porcos [8,9].

Por esse motivo mantivemos a pressão intra-abdominal dos ratos do estudo em no 

máximo 10mm de Hg (corresponde à 13,59cm de água) [25-27].

Lindstrom et al. (2003) demonstraram a deterioração de 70% da 

filtração glomerular quando a pressão intra-abdominal (PIA) permaneceu mantida 

em 10mmHg em ratos [28]. Foi demonstrado que o aumento da PIA também 

diminui proporcionalmente o debito cardíaco, levando a redução do fluxo 

sanguíneo arterial esplânico, podendo ocasionar isquemia visceral, mais grave

nos intestinos [29-30]. Outros estudos demonstraram que não apenas as pressões 

intra-abdominais elevadas geram repercussões sistêmicas, mas também a 

repetição do processo de insuflação e desinsuflação da cavidade abdominal,

podem levar a oligúria e a produção de radicais livres de oxigênio que causam 

lesão tecidual, possivelmente explicando a alta taxa de mortalidade dos ratos 

antes de adotarmos o uso da válvula [30-32].
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O fato de a PIA permanecer sempre estável, independentemente da 

pressão que se aplica no insuflador, é de extrema utilidade para os cirurgiões que

trabalham com laparoscopia em cavidades pequenas. A estabilidade pressórica,

por sua vez, pode ter tido um efeito de proteção nos rins estudados e futuros 

trabalhos podem ser realizados sem o sistema de válvula ou em mamíferos 

maiores para comparar com os resultados obtidos [26-32].

Os níveis da creatinina sérica podem variar muito com a idade, sexo, 

massa magra muscular, metabolismo do músculo e nível de hidratação dos 

pacientes. As concentrações séricas de creatinina em pacientes graves, podem 

não alterar seus valores ate cerca de 50% da função renal já ter sido 

perdida

Durante as cirurgias, os ratos permaneceram em ventilação mecânica 

com ar ambiente enriquecido com oxigênio 4 litros por minuto e pneumoperitônio 

em 10mmHg estável com o uso da válvula, mimetizando assim as condições 

cirúrgicas de lactentes adequadamente anestesiados e conduzidos na

laparoscopia. Esse cuidado diminuiu o viés de outras possíveis causas de lesão 

renal, como por exemplo, a hipóxia secundária à hipoventilação. 

[17,18].

Os biomarcadores para detecção precoce de lesão renal aguda 

surgiram com mais impacto na década passada. Pequenos polipeptídios protease 

resistente podem agora ser rapidamente detectados em amostras de sangue e 

A lesão renal precoce representa um problema devastador e 

significante na medicina e pacientes podem ser beneficiados quando várias 

manobras são instaladas precocemente logo após a injúria inicial, bem antes da 

creatinina sérica apresentar alteração dos níveis basais do paciente [19,21].

Em estudo realizado com 71 crianças submetidas a “by-pass cardiopulmonar”,

o N-GAL fez diagnostico de lesão renal aguda precocemente em 20 crianças, 

permitindo o uso do cateter de TenckHoff® em apenas 2 horas. Sabe-se que,

muitas vezes, as equipes de cirurgia cardíaca já implantam o cateter de diálise 

peritoneal profilaticamente para a condução do pós-operatório, sendo que o início

tardio das diálises pode acarretar danos irreversíveis aos pacientes [23,34].
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urina com a expressão da proteína de diversos e promissores biomarcadores: 

Urinary Kidney Injury molecule-1 (KIM-1), N-GAL, cysteine-rich protein 61 (Cyr61),

A proteína escolhida para este experimento foi o N-GAL, uma proteína 

de 25 kDa que pertence à família das lipocalinas. 

clusterina, interleucina-18 e F-actina[19-24].

A posição de exame preditivo 

positivo do N-GAL tem sido profundamente estudada nos últimos anos. 

Sua expressão após ocorrido lesão isquêmica renal em dosagens séricas, 

urinárias ou biópsias inicia-se apenas 2 a 3 horas após o primeiro insulto 

nefrológico, possuindo sua expressão máxima nas seguintes 12-24 horas [19-22]

Na nossa análise, a lesão renal foi identificada no grupo Cisplatina pela

queda do débito urinário e confirmada pelo aumento significativo da expressão da

proteína N-GAL, tanto na Imunofluorescência, quanto no Western Blotting,

demonstrando a eficácia do biomarcador utilizando a técnica padrão de nosso 

laboratório. 

.

Teoricamente, o aumento progressivo do N-GAL nas células renais tubulares pode 

ser induzido pela liberação local de citoquinas dos neutrófilos presos na 

microcirculação precocemente após injuria isquêmica [20-24].

A análise do Patologista foi realizada de maneira randomizada omitindo 

os grupos estudados. Com o auxílio da coloração hematoxilina-eosina, os achados 

encontrados no Departamento de Patologia foram compatíveis com os resultados 

do Western Blotting, não sendo possível a diferenciação dos grupos 

Pneumoperitônio e seus respectivos controle 1 e 2 horas na histologia.

A análise dos resultados obtidos reforça a segurança na realização de 

pneumoperitônio controlado em pequenos mamíferos, pois não houve confirmação 

de lesão nefrológica significativa neste modelo experimental.

Estudos futuros utilizando outros biomarcadores, mamíferos maiores ou 

o prolongamento do tempo de pneumoperitônio, poderão ser realizados para 

esclarecer a resposta nefrológica ao pneumoperitônio e detectar possíveis lesões 

sub-clínicas.
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O pneumoperitônio controlado de 1 e 2 horas utilizando ratos jovens

não alterou o débito urinário 24 horas após o procedimento e também não 

promoveu alterações significativas na expressão do N-GAL como biomarcador de 

lesão renal precoce.

Portanto, o pneumoperitônio com pressão e tempo controlados mostrou 

ser um procedimento inócuo para a função renal em ratos. 
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Certificado da Comissão de Ética na experimentação animal
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Relação dos animais de experimentação utilizados com idade, peso, 

volume de urina e resultado das leituras de western blotting
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FLUXOGRAMA MATERIAIS E MÉTODOS

 

 

 


