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RESUMO

O aumento da presséo intra-abdominal (PIA) estd associado a redugdo do débito
urinario, e pode levar a alteragbes na histologia e fungédo renal. Partindo dessa
premissa, realizou-se este estudo experimental com o objetivo principal de analisar
os efeitos morfolégicos e funcionais de repetidos pneumoperitbnios sobre o rim
remanescente de ratos submetidos a nefrectomia unilateral. Para isso foram
utilizados 48 ratos da linhagem Wistar, adultos, machos, pesando entre 240 e 350 g,
distribuidos em trés grupos. Os ratos do Grupo 1 foram subdivididos em dois
subgrupos, Controle 1A e Controle 1B. Os Grupos 2 e 3 e 0s subgrupos contaram
com 12 animais cada. Todos os animais foram anestesiados e submetidos a punc¢ao
abdominal com agulha. Os ratos dos Grupos 2 e 3 foram submetidos a insuflagéo
abdominal com CO; por 2 e 4 horas respectivamente, com uma PIA constante de
15 mmHg. Os animais do Controle 1A e 1B foram mantidos puncionados por 2 e 4
horas respectivamente, porém sem insuflacdo de gas. Ao final desse periodo foi
realizada nefrectomia esquerda em todos os animais. Quatro semanas apés, novo
pneumoperiténio foi instalado com o mesmo tempo de duragao, conforme os grupos.
Apds 8 semanas os animais foram submetidos a eutanasia para remocgédo do rim
remanescente. Foram coletadas amostras de sangue durante todo o experimento
para analise da fungao renal por meio da creatinina sérica. O rim remanescente foi
submetido a analise microscépica para avaliagdo do grau de hipertrofia glomerular,
contagem do numero de células mesangiais e observacao da presenga ou ndo de
esclerose glomerular. Os diversos grupos foram submetidos a observagao temporal
e a analise estatistica por meio de estudo comparativo longitudinal e transversal. A
avaliagédo da funcéo renal residual por meio da creatinina sérica nédo evidenciou
alteragdo de significancia clinica em ratos submetidos a 2 e 4 horas de
pneumoperitbnio apés um periodo de 8 semanas. A analise morfolégica do rim
remanescente néo revelou alteracao histolégica sugestiva de dano renal nos grupos
em estudo. Pode-se concluir que a funcao e a morfologia renal de ratos submetidos
a nefrectomia unilateral ndo séo significativamente influenciadas por prolongados e
sucessivos pneumoperitonios, conforme demonstram os achados bioquimicos e
histoldgicos neste estudo.

Palavras-chave: Pneumoperitdnio; Laparoscopia; Nefrectomia; Ratos Wistar.
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ABSTRACT

The increase of intra-abdominal pressure (IAP) is associated with the reduction of the
urinary output that could lead to histologic and renal function alterations. By this
premise, this experimental study was realized with the major objective to analyze the
morphologic and functional effects of the pneumoperitoneum on the remnant kidney
in rats submitted to a unilateral nephrectomy. To do this, 48 adults, male, Wistar rats
were used, their weight average was about 240 and 350 g., distributed in three
groups. The rats of the Group 1 were subdivided in other two subgroups: Control
Group 1A and Control Group 1B. The Groups 2 and 3 and their subgroups had 12
rats each one. All the animals were anesthetized and submitted to an abdominal
puncture. The animals of the Groups 2 and 3 were submitted to an abdominal
insufflation with CO,, during 2 and 4 hours respectively, with a constant IAP of 15
mmHg. The rats of the Control Group 1A and 1B were maintained punctured during 2
and 4 hours respectively, however, without insufflation. In the end of this period, a left
nephrectomy was done in all animals. After 4 weeks, a new pneumoperitoneum was
installed with the same duration, according to the groups. After 8 weeks, the animals
were submitted to euthanasia to remove the remnant kidney. Samples of blood were
collected during the whole experiment to analyses the renal function by using serum
creatinine. The remnant kidney was analyzed microscopically to evaluate its level of
glomerular hypertrophy, the number of mesangial cells, and to observe the presence
of glomerular sclerosis. All the groups were submitted to observation and statistic
analyze by a longitudinal and transversal comparative study. The evaluation of
residual renal function by serum creatinine, didn't demonstrate a significant clinical
alteration in rats submitted to pneumoperitoneum during 2 and 4 hours after a period
of 8 weeks. The morphologic analyze of the remnant kidney didn’t demonstrate
histological renal injury in the groups. We concluded, that the function and renal
morphology of the rats submitted to an unilateral nephrectomy were not significantly
influenced by prolonged and successively pneumoperitoneum, according to the
biochemical and histological founds in this study.

Key-Words: Pneumoperitoneum; Laparoscopy; Nephrectomy; Wistar rats.
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1 INTRODUGAO

A adicao da laparoscopia ao arsenal das cirurgias uroldgicas trouxe
grandes beneficios tanto para os cirurgides como para pacientes envolvidos com
essa técnica, reduzindo significativamente o tempo cirdrgico e a morbidade,
facilitando a recuperacgéo pés-operatéria (HEDICAN, 2000). No entanto acrescentou
também algumas alteragdes fisioldégicas intimamente associadas a insuflagdo de
gases na cavidade abdominal, freqientemente por periodos prolongados (DUNN et
al., 2000). O entendimento detalhado dos efeitos do pneumoperitbnio sobre os
diversos 06rgaos e sistemas € especialmente importante devido a crescente
complexidade e duragdo dos procedimentos laparoscopicos. Esse conhecimento
permitira ao cirurgido minimizar os riscos € maximizar as vantagens da laparoscopia
para os pacientes.

Diversas pesquisas em animais e estudos clinicos tém avaliado os varios
efeitos fisiologicos da insuflacdo de gas — usualmente gas carbdénico (COz2) — no
abdome e a consequente elevagao da pressao intra-abdominal (PIA), a qual pode
levar a alteragcéo no equilibrio acido-basico e na fisiologia cardiovascular, pulmonar e
renal (SCHAFER et al., 2001a). No rim, um prolongado aumento da PIA esta
associado a redugao do débito urinario, que pode chegar até a anuria, tanto em
humanos como em animais (BEN-DAVID et al., 1999; RICHARDS et al., 1983).
Varias sdo as teorias que se propdem explicar esse fato.

A reducgado do débito cardiaco e a compressédo da veia e do parénquima
renal, além de efeitos hormonais sistémicos causados pelo pneumoperitbnio,
apresentam em comum a diminuicdo do fluxo plasmatico efetivo renal, que resulta
em reducdo da taxa de filtragcdo glomerular e consequentemente do deébito urinario
(GULER et al., 1998; O'MALLEY, CUNNINGHAN, 2001). Essas alteragdes sdo em
geral transitérias, pois desaparecem pouco tempo depois de interrompido o

pneumoperitbnio. Nenhuma evidéncia de alteracdo histologica resultante da



isquemia renal pelo pneumoperitdénio, bem como da fungao renal, foi observada em
médio e longo prazo em diversos estudos em animais (MOREIRA et al., 2002; ARE
et al., 2002).

Recentemente a nefrectomia laparoscdpica em doadores vivos tem sido
empregada como alternativa minimamente invasiva ao tradicional acesso cirurgico
aberto via lombotomia, por apresentar menor morbidade ao doador, reduzindo-lhe o
tempo de convalescenca e o periodo de hospitalizagao, além de diminuir-lhe a dor
no pos-operatorio (RUIZ-DEYA et al., 2001). Embora teoricamente essa técnica
impligue aumento da PIA com consequentes alteragdes isquémicas sobre o rim a ser
transplantado, o que levaria a prejuizo na funcdo renal do receptor, pesquisas
recentes demonstraram que nenhum dano histolégico ou na fungdo desses rins foi
observado com tal procedimento, cujos resultados s&o comparaveis ao método
convencional por via aberta (HAZEBROEK et al., 2002a; HAZEBROEK, et al.,
2002b). No entanto, os reais efeitos do pneumoperitbnio sobre o rim remanescente
do doador ainda carecem de estudos em longo prazo.

Durante mais de cem anos a nefrectomia unilateral tornou-se um
procedimento aceito para o tratamento de desordens malignas e benignas do rim em
adultos e criangas. Na pratica, pacientes tém experimentado poucos efeitos
adversos; o rim solitario parece adequar-se as demandas metabdlicas do organismo
e a sobrevida parece néo ser afetada (MORGAN; ZINCKE, 1990). Porém, com o
advento da cirurgia laparoscopica, estudos prospectivos serdo necessarios para
avaliacédo dos efeitos do aumento da PIA nos individuos portadores de rim unico ou
com reduzida funcgéo renal.

A laparoscopia tém sido empregada cada vez mais nas diversas areas da
medicina para realizag&o de cirurgias minimamente invasivas. A possibilidade de um
mesmo individuo sofrer uma ou mais intervencdes por via laparoscopica existe e
deve ser considerada. Doadores renais atualmente fazem parte desta populagcao

que, tendo sido submetida a um primeiro pneumoperiténio para remogéo de um rim,



pode, no futuro, por inumeras razdes, necessitar de novo procedimento
laparoscopico. A preocupacado em tais situagbes recai sobre o rim remanescente,
que, em virtude de ja ter sido submetido aos efeitos do aumento da PIA, seria
novamente exposto e sujeito a eventual dano.

Com o intuito de aprofundar o conhecimento de eventuais complicacdes e
perturbagdes fisioldgicas impostas pelo pneumoperitdnio sobre o rim remanescente,
procurou-se avaliar tais alteracdes mediante observacéo experimental em animais
com reduzida massa renal. A auséncia de relato na literatura médica sobre os efeitos
cumulativos do pneumoperitbnio no rim remanescente reflete a necessidade de
investigacado nessa area, dai porque é tema atual e objeto de pesquisa em diversos

centros.
Este estudo, idealizado para elucidar os efeitos de repetidos

pneumoperitbnios sobre o rim remanescente em ratos submetidos a nefrectomia

unilateral, tem os seguintes objetivos especificos:

1) analisar a fungéo renal residual por meio da creatinina sérica;
2) investigar, por meio de estudo histolégico, as caracteristicas

morfolégicas do rim remanescente.



2 REVISAO DA LITERATURA

A pedra fundamental da atual laparoscopia foi langcada na Faculdade de
Medicina de Viena em 1805, quando o médico alemao Bozzini apresentou o primeiro
endoscopio para inspecionar a uretra humana sob visdo direta (MITRE e ARAP,
2000). Contudo, os passos iniciais em direcéo a cirurgia laparoscépica foram dados
somente quase um século mais tarde por um cirurgidao de Dresden, Alemanha.
Georg Kelling em 1901 utilizou um cistoscépio — proposto inicialmente por Nitze
(1877) —, o qual foi introduzido através de um trocarte para examinar a cavidade
abdominal de um cao. Durante a fase inicial desse procedimento, Kelling, utilizando
uma agulha, insuflou a cavidade peritoneal com ar ambiente filtrado e observou as
alteragdes dos érgéos diante do aumento de pressao abdominal (IRGAU et al.,
1997).

Em 1910, Jacobaeus, um interno da Universidade de Estocolmo, aplicou a
técnica proposta por Kelling para fins diagnésticos em humanos e a denominou de
toraco-laparoscopia. O autor utilizou um trocarte com uma abertura para insuflacéo
de ar como unico portal de entrada, permitindo assim a produgdo de
pneumoperitbnio e simultdnea endoscopia da cavidade abdominal (STELLATO,
1992).

Paralelamente ao desenvolvimento de recursos de iluminagdo e
instrumentos Opticos, novas invengbes e aperfeicoamentos nas técnicas e
instrumentos de insuflacdo ocorreram. Apos Kelling relatar o uso de ar filtrado para
insuflar a cavidade abdominal, Zollikofer, da Suiga, introduziu em 1924 o uso do
diéxido de carbono (CO;) para produzir pneumoperitonio (GILL et al., 2003).

A moderna cirurgia laparoscépica passou, portanto, por longo processo de
evolugédo, desde os pioneiros europeus no inicio do século passado até os dias
atuais. Mas foi a partir de 1960, quando o engenheiro e médico alem&o Kurt Semm

desenvolveu o insuflador automatico de gas carbdnico, que a laparoscopia teve seu



grande avango e passou a representar um marco na histéria da cirurgia
laparoscoépica intervencionista. Semm também desenvolveu um grande numero de
instrumentos laparoscopicos que permitiram a laparoscopia terapéutica, propiciando
assim as bases para a “cirurgia endoscépica abdominal” (GUNNING, 1974).

Até o inicio da década de 80 a laparoscopia apresentava limitadas
aplicagbes em urologia e somente a partir de 1990 teve grande impulso no seu
desenvolvimento. Apos extensos testes em laboratorios, CLAYMAN et al. (1991)
realizaram a primeira nefrectomia laparoscoépica no tratamento de um tumor renal.

Apenas quatro anos mais tarde, RATNER et al. (1995) efetuaram a
primeira nefrectomia laparoscépica em doador vivo para fins de transplante. Nestes
ultimos anos esta técnica foi difundida por todo o mundo, tornando-se, em muitos
centros, o procedimento padrdo em transplantes renais.

Inicialmente os procedimentos laparoscopicos eram principalmente
realizados com propdésitos diagndsticos e em cirurgias ablativas. Como método de
cirurgia minimamente invasiva, essa forma de tratamento tem sido aplicada cada vez
mais em procedimentos de maior complexidade, em pacientes debilitados com
contra-indicagao para cirurgia convencional ou mesmo em naqueles com reduzida
funcdo renal (CASTILHO, 1999). Estas particularidades trouxeram importante
desenvolvimento as pesquisas experimentais sobre os varios efeitos fisiologicos
sistémicos da insuflagdo de gas na cavidade abdominal e a conseqiente elevagéo
da pressao intra-abdominal (NEUDECKER et al., 2001).

A associagéo entre o quadro de oliguria e hipertensao intra-abdominal foi
primeiramente descrita por Wendt em 1913, quando, ao estudar caes submetidos a
aumento da pressdo abdominal, observou que pressédo de 30 mmHg levava os
animais a anuria (CARRY et al., 1994).

No inicio da era laparoscopica, THORINGTON e SCHMIDT (1923),

observando os efeitos do aumento da PIA, reverteram um estado de oliguria apos



realizar paracentese de uma ascite tensa e a reproduziram experimentalmente em
caes mediante a instilacdo de liquidos na cavidade peritoneal.

Mais tarde, em 1947, BRADLEY & BRADLEY, estudando os efeitos do
aumento da PIA na fungdo renal em humanos, confirmaram sua intima relagao,
demonstrando que a leséo renal é reversivel com a reducdo da presséo intra-
abdominal a valores normais.

A fisiopatologia que envolve o pneumoperiténio e seus efeitos € um evento
complexo, e sua etiologia ainda permanece incerta (DOLGOR et al.,, 1998). Um
prolongado periodo de aumento da PIA esta associado com a redugdo do débito
urinario, que pode chegar até a anuria em animais e em humanos (BEN-DAVID et
al., 1999). O baixo volume urinario continua a ser o efeito intra-operatério mais
marcante do pneumoperitbnio e & pressdo-dependente. Em humanos, o uso de
pneumoperitbnio com baixa pressao (4 mmHg) nao leva a alterag&o significativa no
débito urinario, no fluxo plasmatico renal ou na taxa de filtracdo glomerular, ao
contrario do observado com pressbes abdominais superiores a 12 mmHg
(JUNGHANS et al.,, 1997; LINDBERG et al., 2003). Embora essa transitéria
disfuncao renal tenha sido bem documentada, varios mecanismos parecem estar
envolvidos em tais alteragbes, os quais incluem redugcdo do débito cardiaco,
compressao da veia renal, obstru¢ao ureteral, compressdo do parénquima renal e
efeitos hormonais sistémicos (McDOUGALL et al., 1996; HUNTER, 1995).

Forte correlacao entre o0 aumento da PIA e o fluxo sanguineo cortical foi
encontrada nos estudos de CHIU et al. (1994) e SCHAFER et al. (2001b), indicando
que o fluxo renal declina rapida e intensamente quanto maior for a presséao
abdominal empregada.

MICALI et al. (1999) examinaram as alteragbes na concentragao da enzima
N-acetil-B-Dglucosaminidase, presente nas células tubulares do rim e liberada na
urina em resposta a injuria tubular, e nenhuma diferenga constataram no grupo

submetido ao pneumoperiténio quando comparado ao grupo controle. Concluiram os



autores que nenhuma lesédo dos tubulos renais ocorreu, o que enfatiza portanto o
baixo risco de dano renal devido ao pneumoperitbnio usado em cirurgia
laparoscoépica.

Ao analisarem os efeitos agudos do pneumoperitbnio em ratos submetidos
a pressdes de 4 e 6 mmHg, FAGUNDES et al. (2000) s6 observaram significativas
alteracdes dos niveis séricos de creatinina quando utilizaram PIA de 6 mmHg.

CLEVA et al. (2001) relataram quatro casos de faléncia renal aguda
decorrente de sindrome compartimental, que foi prontamente revertida por meio de
descompressédo abdominal, confirmando dessa forma os efeitos do aumento da
pressao intra-abdominal sobre o rim e o carater reversivel e transitério dessas
alteracoes.

HAZEBROEK et al. (2002b) avaliaram o impacto do aumento da PIA sobre
a fungdo renal em pacientes submetidos a nefrectomia laparoscopica para
transplante e concluiram que os enxertos oriundos de procedimentos laparoscopicos
apresentaram func&o renal inicial menor quando comparados aos enxertos obtidos
por via aberta convencional. No entanto n&o observaram diferenga na fung¢ao renal
em longo prazo.

Os efeitos indiretos do aumento da PIA foram avaliados por ROSIN et al.
(2002). Utilizando presséo de 5, 15 e 25 mmHg na cavidade peritoneal de porcos,
observaram que em baixa pressdo (5 mmHg) nenhuma alteragao fisioldgica foi
evidenciada, porém em pressdes mais elevadas (15 e 25 mmHg) ocorreu
significativo aumento da presséo intracraniana (PIC) e redugéo do fluxo plasméatico
renal.

Relatos da literatura suportam a relagcdo entre a elevacédo da PIA e o
aumento da PIC (DUNN et al., 2000; DUALE et al., 2001). Os efeitos indiretos do
aumento da PIC podem ser responsaveis pela grande maioria das manifestacdes que
ocorrem na vigéncia do pneumoperitonio. Um possivel mecanismo pode ser devido a

liberacdo de varios mediadores hormonais em resposta a elevagcédo da PIA. Esse



“‘modelo hormonal”, contrario ao simples “modelo mecanico”, pode explicar melhor os
fenbmenos observados em resposta a hipertensdo abdominal (BRASESCO et al.,
2002).

Diversos estudos clinicos e experimentais demonstraram aumento das
concentracbes plasmaticas de vasopressina (LE ROITH et al., 1982), renina
(BANNENBERG et al.,, 1997), aldosterona (CHIU et al., 1996) e catecolaminas
(LINDSTROM et al., 2003) durante o pneumoperiténio. O resultado dessa resposta
neuro-humoral € a vasoconstricdo renal, que leva a redugédo do fluxo sangtineo
renal e consequentemente ao ritmo de filtracdo glomerular, resultando em oliguria
ou, por vezes, em anuria (PEREZ et al., 2002; ALMEIDA et al., 2004).

HAZEBROEK et al. (2002a) estudaram a associagdo do aumento do nivel
plasmatico do horménio antidiurético (ADH) com o aumento da PIA em doadores
renais submetidos a nefrectomia laparoscépica e concluiram que a elevagéo do ADH
— que, além da acgdo vasoconstritora, teria um efeito oligurico e contribuiria para a
isquemia renal — n&o esta associada com significativas alteragdes tanto no rim do
doador como no enxerto do receptor. No entanto, resultados semelhantes ndo foram
encontrados nos estudos promovidos por LINDBERG et al. (2003) em porcos
submetidos a uma PIA de 12 mmHg por 150 minutos, nos quais a dosagem de
vasopressina na veia renal ndo revelou alteracdo nos niveis séricos. Os autores
sugerem que outros mecanismos estariam envolvidos na génese das alteracdes
renais hemodinamicas e no débito urinario pelo qual passa o rim em procedimentos
laparoscépicos.

Em estudo utilizando como modelo animal o rato, HAZEBROEK et al.
(2003) investigaram os efeitos renais em longo prazo do pneumoperitdnio
empregado na nefrectomia laparoscopica para transplante. Em 1 ano de observacao
os autores néo detectaram nenhuma diferenca na fungéo e na histomorfologia renal

no grupo de doadores quando comparados com o grupo controle.



Nao foram encontradas na revisdo de literatura realizada por meio de
pesquisa na base de dados do MEDLINE nos ultimos quinze anos, relatos dos
efeitos de repetidos pneumoperitbnios e suas consequéncias sobre a morfologia e
fungéo renal em situagdes de limitada reserva renal. Ha porem, dados conflitantes
na literatura em relagéo ao real papel dos fatores relacionados ao pneumoperitonio e

a importancia de cada um deles na fisiopatologia da disfung¢ao renal.
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3 MATERIAL E METODO

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Técnica Operatoria e
Cirurgia Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUC/PR),
Laboratério de Anatomia Patolégica da Universidade Federal do Parana (UFPR) e
Laboratorio de Analises Clinicas da Santa Casa de Misericordia de Curitiba, e sua
execugao foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUC/PR
(CEPA-CCBS) — anexo 1.

A manipulagédo laboratorial dos animais foi baseada nos relatos de
Waynforth (WAYNFORTH; FLECKNELL, 1992), seguindo as disposi¢cdes sobre a
criacdo e o uso de animais para atividades de ensino e pesquisa, preconizadas pelo

Colégio Brasileiro de Experimenta¢gdo Animal (COBEA, 1999).

3.1 MODELO ANIMAL

Foram utilizados 48 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), provenientes do Biotério Central da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana.

Os animais foram pesados, confinados em caixas coletivas — com numero
maximo de cinco ratos por caixa —, mantidos durante todo o periodo de observagao
no biotério sob condi¢cdes padronizadas de laboratério - temperatura entre 20 e
24°C, umidade relativa entre 50 e 60%, luz controlada (ciclo dia/noite de 12 horas:
8h/20h) — e alimentados com racdo padréo para a espécie (Nuvilab-CR1 Nuvital® -
Colombo, Parana, Brasil) e agua ad libitum. Nas 12 horas precedentes a realizagéo
do procedimento cirurgico, os animais tiveram acesso somente a agua potavel, e a

racao foi suspensa.
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3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos neste estudo ratos machos adultos, com cerca de 120 dias
de idade, peso entre 240 e 350 gramas, bom aspecto geral, ativos e sem evidéncia

de doenca a inspegao.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Excluiram-se do estudo os animais que foram a ébito durante o periodo
do experimento e aqueles com alteragcbes macroscopicas da morfologia renal,
evidenciadas no momento da nefrectomia, caracterizadas como rins contraidos ou
disformes, hidronefrose ou com sinais de retragdo cortical sugestivo de infeccéo

renal cronica.

3.4 DESENHO DO EXPERIMENTO

Esta pesquisa consistiu, basicamente, na realizacdo de pneumoperitonio
com CO; a 15 mmHg em ratos, durante 2 e 4 horas, seguido de nefrectomia
esquerda no primeiro momento (denominado MPP1). Novo pneumoperitbénio foi
realizado 4 semanas depois (MPP2). Apdés 8 semanas, no momento da eutanasia
(ME), o rim remanescente foi removido em todos os animais. Os ratos do grupo
controle submeteram-se aos mesmos procedimentos, porém sem insuflacdo de gas

na cavidade abdominal.

3.5 GRUPOS E SUBGRUPOS

Os 48 ratos foram distribuidos de maneira aleatéria, por sorteio, em trés

grupos denominados 1, 2 e 3. O Grupo 1, chamado Controle, contou com 24
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animais, que foram subdivididos em Controle 1A, com 12 ratos, e Controle 1B, com
12 ratos. Doze animais fizeram parte do Grupo 2 e outros 12 do Grupo 3.

Os ratos do Grupo 1 foram mantidos anestesiados e puncionados por
2 horas (Controle 1A, n=12) e 4 horas (Controle 1B, n=12), porém sem aplicagao de
pneumoperitbnio, isto €, com presséo intra-abdominal de 0 mmHg. Os ratos dos
Grupos 2 e 3 foram submetidos a pneumoperiténio com PIA de 15 mmHg por
2 horas e 4 horas respectivamente, conforme demonstrado no quadro 1.

Os diversos grupos foram submetidos a observacao temporal e a analise

estatistica por meio de estudo comparativo longitudinal e transversal.

QUADRO 1. DISTRIBUICAO DOS GRUPOS E SUBGRUPOS.

GRUPOS | SUBGRUPOS | N° ANIMAIS TEMPO PNEUMOPERITONIO PIA
Controle 1A n=12 2 horas Nao 0 mmHg
Grupo 1
Controle 1B n=12 4 horas Nao 0 mmHg
Grupo 2 n=12 2 horas Sim 15 mmHg
Grupo 3 n=12 4 horas Sim 15 mmHg
TOTAL n=48

3.6 EQUIPAMENTO E INSTRUMENTAL

Os procedimentos cirurgicos foram executados em ambiente de laboratorio
especifico para a manipulagdo de animais de experimentagdo, utilizando-se o

seguinte material:

a) insuflador de CO;, automatico Instramed® - (figura 1);
b) agulha de Veress 14G;

c) cateter Jelco Intravascular 18 G;

d) distribuidor de fluxo de gas;

e) material de pequena cirurgia.
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FIGURA 1 - INSUFLADOR AUTOMATICO DE CO;

3.7 TECNICA OPERATORIA

3.7.1 Determinacao do Peso dos Animais

No inicio do experimento, todos os ratos foram pesados em balanca eletr6-

nica de alta precisao (Ohaus® Precision Standard - modelo TS-2KS, Bradford, UK).

3.7.2 Ato Anestésico

A indugdo anestésica foi obtida com injecédo intramuscular de cloridrato de
ketamina 50 mg e xilazina 10 mg por quilograma de peso corporal (MOREIRA et al.
2002). A manutencgao anestésica foi realizada por via inalatéria com éter sulfurico, pelo

método campanula-mascara em respiracao espontanea (GOLDENBERG et al., 1997).

3.7.3 Preparo e Posi¢cao dos Animais

Os animais foram submetidos a tricotomia do abdome e flanco esquerdo e

posicionados em decubito dorsal horizontal numa prancha de cortica, com os quatro
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membros fixados a mesa cirurgica. A anti-sepsia da parede abdominal foi realizada

com gaze embebida em alcool 70% (BERGUER et al., 1993).

3.7.4 Descrigéo do Procedimento

O animal, depois de anestesiado e posicionado, foi submetido a pun¢ao da
cavidade abdominal com agulha de Veress introduzida na linha média da porgéo
inferior do abdémen (figura 2). Tracdo manual da parede abdominal anterior foi

necessaria para a puncao, a fim de evitar lesdo de estruturas intraperitoneais.

FIGURA 2 - PUNCAO DA CAVIDADE ABDOMINAL

Para inducao do pneumoperitdnio utilizou-se insuflador eletrénico de CO»
(Instramed® modelo 1S-20, Porto Alegre-Brasil) com fluxo maximo de 2,5 mi/min,
conectado a um dispositivo distribuidor de gas (HAJAR et al., 2002); este, por sua
vez, foi conectado a quatro animais simultaneamente. Depois de atingida a presséo
de 15 mmHg, a agulha de Veress foi removida e substituida por cateter jelco
intravascular 18G (Ethicon, Bruxelles, Belgium), para facilitar a manutencdo da

insuflagdo de gas (figura 3).
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FIGURA 3 - PNEUMOPERITONIO INSTALADO

O tempo de exposigdo ao pneumoperiténio foi mantido até o cumprimento
do periodo predeterminado para cada grupo, conforme descrito anteriormente. Os
animais do Grupo 1 (Controle) foram mantidos anestesiados e puncionados com
agulha, porém sem insuflacdo de gas (PIA de 0 mmHg). Ao final, procedeu-se a
desinsuflagdo do pneumoperitbnio por meio de abertura do cateter para o meio
externo, permitindo a saida de todo o gas do abdome.

Concluida a primeira etapa, os animais foram mobilizados para o decubito
lateral direito, a fim de submeter-se a nefrectomia esquerda. Realizada incisdo
lombar subcostal esquerda de aproximadamente 2 cm interessando pele, tecido
celular subcutaneo e planos musculares. Procedeu-se a dissec¢ao cuidadosa do rim
e do ureter superior (figura 4). O pediculo vascular renal foi isolado e ligado com fio
de algodéo 3-0, e em seguida seccionado para remog¢ao da peca cirurgica. Realizou-
se minuciosa revisao da hemostasia, seguida de sintese da parede em dois planos,
utilizando categute simples 3-0 para sutura continua dos planos musculares e fio
mononylon 4-0 para sutura da pele. Nenhum fluido foi administrado aos animais

durante todo o procedimento cirurgico.
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FIGURA 4 - NEFRECTOMIA ESQUERDA

3.8 OBSERVACAO POS-OPERATORIA DOS ANIMAIS E EUTANASIA

Apds o ato cirurgico e identificagcdo nas patas por meio de marcagéo
sequencial com tinta, os animais — em grupos de no maximo cinco — foram alojados
em caixas e encaminhados ao biotério, onde permaneceram em observagcdo com
livre acesso a agua e ragao.

Para a realizagdo do segundo pneumoperiténio (MPP2) repetiram-se os
mesmos passos adotados no primeiro quanto ao procedimento anestésico e a
puncéo da cavidade abdominal.

Depois de oito semanas de observacédo, todos os animais foram submeti-
dos a laparotomia mediana para remoc¢do do rim remanescente e em seguida
sofreram eutanasia por meio de intoxicagcdo anestésica com éter sulfurico em

recipiente fechado.
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3.9 ANALISE FUNCIONAL

Ao longo do estudo, por meio de pungéo cardiaca, foram feitas trés coletas
de sangue para dosagem da creatinina sérica: no inicio — antes da instalagdo do
primeiro pneumoperitdnio —; apds quatro semanas imediatamente antes do segundo

pneumoperitdnio e finalmente no momento da eutanasia (LEE et al., 1999).
Empregou-se para dosagem da creatinina sérica 0 método colorimétrico-

cinético de Jaffé, utilizando auto-analisador Cobas Mira S (Roche® - Suiga). Como

valor referencial da creatinina no rato foram definidas concentragbes séricas entre

0,10 e 1,30 mg/dl (LOEB, 1997).

3.10 ANALISE MORFOLOGICA

Realizou-se analise morfoldégica comparativa do rim removido na primeira
intervencdo e do remanescente, para determinacdo de eventuais alteragcdes
microscopicas em nivel glomerular e tubular resultantes da isquemia provocada pelo
pneumoperiténio.

A preparacao do material histolégico seguiu os métodos de histotécnica
habituais (PROPHET et al., 1994). O rim removido foi fixado em solugdo aquosa de
formol a 10% por 24 horas e o material amostrado submetido a processamento por
meio de desidratacdo com alcool etilico em concentra¢des progressivas de 70 a
100%; diafanizacao em xilol; impregnacao por parafina a 58°C e constituicdo do
bloco. Na sequéncia, esse bloco foi submetido a cortes de 3 um de espessura, 0s
quais foram colocados em laminas de vidro e corados com hematoxilina-eosina
(H&E) e pela técnica do PAS (acido periddico Schiff) com digestao.

A andlise e interpretacdo anatomopatolégica foi realizada por dois

observadores, sem conhecimento prévio dos grupos e subgrupos em estudo.
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3.10.1 Exame Microscopico

O estudo dos parametros histolégicos e morfoldgicos foi efetuado por meio
de microscopia Optica com auxilio do microscopio Olympus® Bx50 (Olympus,
Toéquio, Japao).

As variaveis histomorfolégicas foram obtidas pela mensuragéo de cinco
glomérulos por rim analisado. Foram mensurados aqueles cujos polos vascular e
urinario estavam representados, indicando secgdo na porgao equatorial do
glomérulo. Efetuou-se a avaliagdo morfométrica por meio do programa Optimas®
6,2 para Windows®, acoplado a microscopio Olympus Bx50 e cédmara de video
Sony® (Sony Inc., Japao); utilizou-se o aplicativo chamado Morfometria de Linhas,
calibrado previamente em micrémetro.

Os parametros avaliados nos cortes histolégicos foram: didmetro e area
glomerular, numero de células mesangiais e presengca ou nao de esclerose
glomerular.

Para obter o diametro glomerular, mediu-se a por¢ao equatorial do
glomérulo fazendo, com o cursor do mouse, um tragcado entre os limites do tufo
glomerular (DANILEWICZ et al., 1998) - figura 5A .

A area glomerular foi calculada por meio da captura da imagem de cada
glomérulo, e, a partir do posicionamento do cursor na area central, foi estabelecida
uma linha externa circundando o tufo glomerular, conforme descrito por AKAOKA et
al. (1994) - figura 5B.

O volume glomerular médio foi calculado de acordo com os critérios
preconizados por Van Damme e Koudstaal. Para estimativa do volume do glomérulo
empregou-se a formula 4/3m.r’, que corresponde ao volume da esfera, na qual “r*
representa o raio (PAGTALUNAN et al., 2000).

O numero de células mesangiais foi obtido contando todas as células do

glomérulo por meio de morfometria computadorizada e aplicando ao numero



19

encontrado a relacédo 2:3:1 — células mesangiais:células endoteliais:podocitos,
respectivamente —, que é a proporgéo estimada das células nos glomérulos do rato

(JENETTE et al., 1998) (figura 5C).

FIGURA 5A - MEDIDA DO DIAMETRO GLOMERULAR
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FIGURA 5C - CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS MESANGIAIS
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NOTA: As figuras 5A, 5B, 5C ilustram a imagem da tela do computador com o
programa Optimas® 6.2 para Windows®, nas quais estdo demonstradas as
ferramentas usadas para o estudo morfométrico.

Definiu-se esclerose glomerular como alteragdo parcial ou completa dos
glomérulos, causada por deposi¢cdo subendotelial e mesangial de material hialino,
aumento da matriz mesangial e colapso dos capilares glomerulares com adeséo do

tufo a capsula de Bowman (GROND et al., 1986b; LAFERTY, BRENNER, 1990).

3.11 METODOLOGIA ESTATISTICA

Para a analise descritiva dos dados recorreu-se a tabelas e graficos. Para
comprovacgéo dos objetivos propostos neste trabalho utilizou-se o teste paramétrico
“t de Student” (amostras independentes e pareadas), os nao-paramétricos “Mann-
Whitney” (amostra independente) e “Wilcoxon” (amostra pareada), com auxilio do
software Primer of Biostatistics.

O nivel de significancia adotado foi menor que 5% (p<0,05).



21

4 RESULTADOS

4.1 PESO DOS ANIMAIS

O peso médio dos 48 ratos no inicio do experimento foi de 276,1 + 27,9 g,
variando de 240 a 350 g.

Embora ndo se tivesse observado diferenca significativa na comparagao
dos grupos em relacdo ao peso dos animais, ressalta-se que o Grupo 2 (2 horas),
quando comparado com o Controle 1A, apresentou probabilidade limitrofe, indicando
tendéncia (p=0,052). A tabela5 no apéndice 2, apresenta dados estatisticos
relativos ao peso médio dos animais e desvio padrdo encontrados no estudo, além

de analise comparativa entre os grupos e o nivel de significancia.

4.2 PERDAS DE ANIMAIS

Sete ratos A no total morreram por ocasido do procedimento cirurgico: dois
na inducdo anestésica; trés durante a manutencdo do pneumoperitbnio,
provavelmente por depressao respiratoria; um apds a pungao cardiaca no momento
da coleta de sangue e um depois de apresentar sangramento abdominal importante
decorrente de lesdo de 6rgado intra-abdominal provocada pela agulha de puncgéo.
Todos esses animais foram excluidos do estudo e substituidos. Nenhum rato morreu

durante o periodo de observacgao pos-operatoria.

4.3 ANALISE FUNCIONAL

Os resultados referentes aos dados bioquimicos de creatinina sérica
(mg/dl) observados nos grupos Controle e Grupos 2 e 3 nos trés momentos —

imediatamente antes do primeiro pneumoperitbnio (MPP1), do segundo
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pneumoperiténio (MPP2) e no momento da eutanasia (ME) — estdo demonstrados na
tabela 1.

Na comparacao dos grupos (analise entre grupos) em relagao a creatinina
sérica dos ratos, foi observada diferenca significativa para o Grupo 3 (4 horas), com
valores mais altos no momento do primeiro procedimento (MPP1) (p=0,002),
conforme demonstrado no Grafico 1; no momento MPP2 em 4 semanas (p=0,012)
(grafico 2) e no de 8 semanas (ME) (p=0,010) (grafico 3), quando comparados ao

grupo Controle 1B (4 horas).

TABELA 1- ESTATISTICA DESCRITIVA DA CREATININA SERICA NOS GRUPOS EM ESTUDO (mg/dl)

DADOS N° MEDIA PDAEDS%/'I&% MINIMO | MAXIMO
MPP1 48 0,40 0,11 0,24 0,72
Controle 1A (2h) 12 0,39 0,08 0,29 0,51
Controle 1B (4h) 12 0,34 0,06 0,24 0,41
Grupo 2 (2h) 12 0,40 0,12 0,24 0,70
Grupo 3 (4h) 12 0,48 0,12 0,35 0,72
MPP2 - 4 Semanas 48 0,43 0,09 0,26 0,61
Controle 1A (2h) 12 0,41 0,08 0,28 0,54
Controle 1B (4h) 12 0,38 0,08 0,30 0,54
Grupo 2 (2h) 12 0,46 0,10 0,26 0,61
Grupo 3 (4h) 12 0,47 0,08 0,39 0,60
ME - 8 Semanas 48 0,46 0,13 0,20 0,79
Controle 1A (2h) 12 0,42 0,10 0,25 0,56
Controle 1B (4h) 12 0,40 0,10 0,20 0,50
Grupo 2 (2h) 12 0,50 0,15 0,20 0,76

Grupo 3 (4h) 12 0,54 0,14 0,37 0,79




GRAFICO 1 - CREATININA SERICA NOS GRUPOS DE ESTUDO - MPP1
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GRAFICO 2 - CREATININA SERICA NOS GRUPOS DE ESTUDO - MPP2
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GRAFICO 3 - CREATININA SERICA NOS GRUPOS DE ESTUDO - ME
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Confrontando a creatinina sérica nos diversos momentos de observacao
(andlise intragrupo), foi observada diferenca significativa apenas para o Grupo 2
(2 horas) quando a comparagdo foi realizada entre MPP1 e MPP2 (p=0,045)
(grafico 4), e para o Controle 1B quando comparado MPP1 e ME (p=0,035),
demonstrando valores mais elevados da creatinina sérica no momento da eutanasia
(ME) (gréfico 5). Nos demais grupos ndo foram encontradas diferengas estatistica-

mente significativas durante o periodo de observacgao.

GRAFICO 4 - CREATININA SERICA - MPP1 X MPP2 (4 SEMANAS)
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GRAFICO 5 - CREATININA SERICA — MPP1 X ME (8 SEMANAS)
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A representacdo grafica da evolugéo da creatinina sérica nos diferentes

grupos e momentos esta demonstrada no grafico 6.

GRAFICO 6 - EVOLUGAO DA CREATININA SERICA NOS GRUPOS DE ESTUDO
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FONTE: Tabela 1

A analise estatistica dos resultados de creatinina sérica obtidos nos
diversos momentos do estudo esta demonstrada nas tabelas 6 e 7 (apéndice 2),
bem como o resultado dos testes aplicados e o nivel de significancia observado.

Realizou-se um estudo comparativo intragrupo e entre grupos por meio de testes

especificos.

4.4 ANALISE MORFOLOGICA

As tabelas 2 e 3 resumem os resultados da analise morfoldégica nos grupos
estudados, demonstrando os valores relativos ao diametro glomerular (um), ao
volume glomerular (um®), & &rea glomerular (um?) e ao numero de células
mesangiais presentes nos glomérulos avaliados. Os dados da tabela 2 referem-se a
analise histomorfométrica do rim esquerdo no MPP1 e os da tabela 3 aos dados

avaliados no ME relativos ao rim remanescente.
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Na comparacao dos grupos (analise entre grupos) em relagdo ao estudo
morfométrico foi observada diferenca significativa apenas no Grupo 2 no momento
MPP1 quando comparado com o Controle 1A nos parametros didametro glomerular
médio (p=0,023) (grafico 7), volume glomerular médio (p=0,032) (grafico 8) e area
glomerular média (p=0,035) (grafico 9). Nos casos descritos, 0 Grupo 2 apresentou
valores mais altos. Também em relacao ao numero de células mesangiais verificou-
se diferencga estatisticamente significativa apenas no Grupo 2 quando comparado ao

Controle 1A na analise do rim remanescente no momento ME (p=0,033) (grafico 10).

TABELA 2 - ESTATISTICA DESCRITIVA DO ESTUDO MORFOMETRICO NOS GRUPOS EM ESTUDO — MPP1

DADOS N° MEDIA | DESVIO PADRAO | MINIMO | MAXIMO | MEDIANA

DIAMETRO GLOMERULAR (um) 48 119,30 13,05 102,52 155,93 -
Controle 1A (2h) 12 115,31 10,41 104,54 134,57 -
Controle 1B (4h) 12 115,31 11,41 102,52 141,01 -
Grupo 2 (2h) 12 125,12 9,18 109,35 140,94 -
Grupo 3 (4h) 12 121,46 18,11 102,79 155,93 -

VOLUME GLOMERULAR (um?® x 10°) 48 0,96 0,35 0,57 2,12 0,88
Controle 1A (2h) 12 0,86 0,24 0,61 1,32 -
Controle 1B (4h) 12 0,87 0,30 0,57 1,56 0,85
Grupo 2 (2h) 12 1,09 0,26 0,71 1,56 -
Grupo 3 (4h) 12 1,05 0,52 0,59 2,12 0,85

AREA GLOMERULAR (um?) 48 8 954,5 1411,6 71740 129210 -
Controle 1A (2h) 12 8 438,8 994,6 7237,0 9836,0 -
Controle 1B (4h) 12 8511,0 1119,4 71740 104780 -
Grupo 2 (2h) 12 9591,2 1466,8 77750  12769,0 -
Grupo 3 (4h) 12 9276,8 17491 72220 129210 -

N° DE CELULAS MESANGIAIS 48 21,1 2.8 17,0 28,0 -
Controle 1A (2h) 12 20,6 2.3 18,0 24,0 -
Controle 1B (4h) 12 20,8 23 17,0 25,0 -
Grupo 2 (2h) 12 21,6 3,5 17,0 28,0 -
Grupo 3 (4h) 12 21,7 3,1 17,0 26,0 -

(1) Desvio padrdo muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.
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TABELA 3 - ESTATISTICA DESCRITIVA DO ESTUDO MORFOMETRICO NOS GRUPOS EM ESTUDO — ME

DADOS | N° MEDIA | DESVIO PADRAO | MINIMO | MAXIMO | MEDIANA

DIAMETRO GLOMERULAR (um) 48 123,26 14,19 102,06 160,47 -
Controle 1A (2h) 12 118,73 11,41 106,72 142,67 -
Controle 1B (4h) 12 120,19 10,39 106,67 142,52 -
Grupo 2 (2h) 12 125,10 15,06 106,76 150,75 -
Grupo 3 (4h) 12 129,03 17,95 102,06 160,47 -

VOLUME GLOMERULAR (um?® x 10°) 48 1,07 0,41 0,58 2,47 0,94
Controle 1A (2h) 12 0,94 0,29 0,67 1,55 0,88
Controle 1B (4h) 12 0,98 0,26 0,67 1,55 -
Grupo 2 (2h) 12 1,11 " 0,42 0,65 1,85 0,95
Grupo 3 (4h) 12 1,26 " 0,56 0,58 2,47 1,15

AREA GLOMERULAR (um?) 48 9088,0 14148 72000 12839,0 -
Controle 1A (2h) 12 8799,6 1407,9 73030 11146,0 -
Controle 1B (4h) 12 8814,5 1.086,3 74520  10384,0 -
Grupo 2 (2h) 12 91255 1502,3 75740  12839,0 -
Grupo 3 (4h) 12 9612,3 1630,8 72000 12507,0 -

N° DE CELULAS MESANGIAIS 48 21,6 29 15,0 30,0 -
Controle 1A (2h) 12 20,4 2,1 15,0 24,0 -
Controle 1B (4h) 12 21,9 24 19,0 28,0 -
Grupo 2 (2h) 12 22,8 3,0 18,0 28,0 -
Grupo 3 (4h) 12 21,4 3,9 15,0 30,0 -

(1) Desvio padrdo muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.

Os resultados morfolégicos comparativos entre grupos sé estao expressos
nos graficos abaixo quando ao menos uma das variaveis estudadas apresentou

significancia estatistica.

GRAFICO 7 - DIAMETRO GLOMERULAR MEDIO ENTRE GRUPOS
DE ESTUDO - MPP1

MPP1

160,0 -
140,0 -
120,0 -
100,0 -
80,0 -
60,0

Diametro Glomerular Médio (um)

40,0 - ‘ :
Controle 1A Grupo 2 Controle1 B Grupo 3

FONTE: Tabela 2



GRAFICO 8 - VOLUME GLOMERULAR MEDIO ENTRE GRUPOS
DE ESTUDO - MPP1
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GRAFICO 9- MEDIDAS DA AREA GLOMERULAR MEDIA ENTRE
GRUPOS DE ESTUDO — MPP1
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GRAFICO 10 - NUMERO MEDIO DE CELULAS MESANGIAIS, ENTRE
GRUPOS DE ESTUDO - ME (RIM REMANESCENTE)
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FONTE: Tabela 3

No estudo morfométrico comparativo entre o rim removido na primeira
intervencdao (MPP1) e o rim remanescente (ME) (andlise intragrupo) néo foi
observada diferenca significativa em nenhum caso, conforme evidenciado nos

graficos 11 a 14.

GRAFICO 11 - DIAMETRO GLOMERULAR MEDIO - INTRAGRUPOS

Il MPP1 OME

130,0

125,1 1251

125,0
120,0
115,04
110,04

105,0

Diametro Glomerular Médio (um)

100,0
Controle 1A Controle1B  Grupo 2 Grupo 3

p=0529 | p=0,352 | p=0,996 | p=0,163

FONTE: Tabelas 2 e 3



GRAFICO 12 - VOLUME GLOMERULAR MEDIO - INTRAGRUPOS
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GRAFICO 13 - AREA GLOMERULAR MEDIA - INTRAGRUPOS
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GRAFICO 14 - NUMERO MEDIO DE CELULAS MESANGIAIS - INTRAGRUPOS
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A variavel esclerose glomerular foi pesquisada inicialmente no rim
removido na primeira intervencgao cirurgica, e também no rim remanescente ap6s um
periodo de observacdo de 8 semanas. Nenhuma alteragédo histologica condizente
com lesao glomerular, caracterizada por esclerose segmentar ou focal, foi
evidenciada em ambas as situagcdes nos diferentes grupos de animais estudados

conforme demonstrado na figura 6.

FIGURA 6 - GLOMERULO DE RIM REMANESCENTE COM MORFOLOGIA NORMAL

NOTA: Fotomicrografia de glomérulo normal onde se observam o poélo vascular (seta
preta) e o polo urinario (seta branca). (H&E - 200x) - Rato 10 Grupo 3 ME.

As tabelas 8 e 9 exprimem os resultados dos testes estatisticos
empregados no estudo morfométrico nos diversos grupos. Foi efetuada analise
comparativa intragrupo e entre grupos dos dados histoldgicos obtidos na primeira
intervencao cirurgica (MPP1) e na ultima quando da remocgé&o do rim remanescente

(ME) - apéndice 2.
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5 DISCUSSAO

A cirurgia laparoscépica utilizando insuflagdo de gas intraperitoneal e
consequente aumento da pressao intra-abdominal esta associada a oliguria em
humanos e animais (HAZEBROEK et al., 2002b; NGUYEN et al., 2002). Em
individuos saudaveis e com boa funcao renal esse estado € em geral transitério e
nao deixa sequelas (CHANG et al., 1994). Considerando a crescente aplicagdo dos
procedimentos laparoscépicos e sua duragéo, essa sutil anormalidade pode tornar-
se clinicamente significativa, particularmente quando empregada em pacientes com
reduzida reserva renal (NISHIO et al., 1999; CISEK et al., 1998).

A nefrectomia laparoscopica para transplante representa um incentivo as
doagdes, por reduzir a morbidade do doador (JACOBS et al., 2004). Com o advento
dessa técnica, a preocupacdo com a isquemia renal resultante do aumento da
pressdo abdominal sobre a fungdo e a histomorfologia do rim remanescente do
doador se tornou evidente. (HAZEBROEK et al., 2002c).

Varios estudos experimentais tém procurado esclarecer os efeitos hemo-
dindmicos do pneumoperitdnio sobre o rim. No entanto a isquemia renal observada
em animais sob PIA de 15 mmHg pode né&o ser aplicavel ao corpo humano. O rim
humano, localizado no espaco retroperitoneal, esta em intimo contato com grande
numero de estruturas; nele o peritdnio e a capsula renal sdo mais rigidos e a gordura
perirrenal € mais abundante do que em ratos e porcos. E possivel que uma presséo
intra-abdominal de 15 mmHg exercga efeitos minimos no parénquima renal humano
(CHIU et al., 1995).

Um postulado bem definido a respeito dos efeitos isquémicos do
pneumoperitdnio afirma que a redugao do fluxo sangulineo renal, ocasionada pelo
aumento da PIA, podera resultar em disfung¢éo ou faléncia renal se for prolongada ou
intensa o bastante (LEE et al., 1999; HARMAN et al., 1982). O significado clinico
dessas alteracbes em animais e em humanos ainda permanece incerto, e estudos

ainda sao necessarios para o seu esclarecimento.
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5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

5.1.1 Modelo Animal

No inicio da década de 90, o rato foi proposto como modelo experimental
para a videocirurgia porque, pelo fato de ser um animal bastante estudado, os
conhecimentos acumulados facilitariam a investigacdo dos efeitos fisioloégicos da
cirurgia minimamente invasiva (BERGUER et al.,, 1993). Em acordo com tais
critérios, GOLDENBERG et al. (1997) propdem a videolaparoscopia em ratos,
ressaltando a facilidade de manutengdo do animal em estudos prolongados. Esse
modelo animal permite avaliagdo detalhada das alteragbes hemodinamicas, a
observacéo do deébito urinario e as analises bioquimicas e histolégicas relacionadas
ao pneumoperitonio. Por essas razdes, optou-se pelo rato como modelo animal

deste estudo.

5.1.2 Instalagdo do Pneumoperitonio

Varios gases tém sido experimentados para induzir o pneumoperiténio:
diéxido de carbono (LONDON et al., 2000), argénio (McDOUGALL et al., 1996), hélio
(IRGAU et al., 1997) e 6xido nitrico (SCHAFER et al., 2001b). O CO, permanece
como o gas mais comumente utilizado em laparoscopia. E amplamente disponivel
nas salas cirurgicas, relativamente barato e usualmente bem tolerado pelos
pacientes e animais. Devido a sua alta capacidade de difusdo, é prontamente
absorvido e rapidamente expirado pelos pulmdes (LINDSTROM et al., 2003; KUNTZ
et al., 2000).

Segundo estudos de HAZEBROEK et al. (2002d), o pneumoperitdnio
obtido por meio da insuflaggo de CO, € bem tolerado por ratos sob ventilagdo
espontanea, e seus efeitos cardiorrespiratérios sdo similares aqueles obtidos em

pacientes ventilados sob anestesia geral. Tais achados asseguram que ventilagao
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mecanica nao € rotineiramente necessaria na laparoscopia experimental, por esse

motivo os ratos foram mantidos sob ventilagdo espontanea nessa pesquisa.

5.1.3 Pressao do Pneumoperitonio

O efeito do pneumoperiténio sobre a funcao renal € pressao-dependente.
Transitéria disfuncdo renal € observada a pressdes intra-abdominais iguais ou
superiores a 10 mmHg (CLEVA et al., 2001; IWASE et al., 1993).

BERGUER et al. (1997), avaliando as alteragbes hemodinamicas
decorrentes da PIA em ratos que sofreram insuflacdo de CO, com pressdes de 2, 5,
10 e 15 mmHg, determinaram que a pressdo maxima para manté-los em respiracéao
espontanea € de 10 mmHg. Pressdes superiores deverdo ser evitadas em procedi-
mentos laparoscopicos em ratos, devido a bradicardia e a acidose respiratéria
resultantes (JUNGHANS et al., 1997; MERGH et al., 1996). Embora verdadeiras
essas conclusodes, diversos estudos experimentais tém empregado pressdes mais
elevadas para definicdo dos limites pneumoperitdbnio (BANNENBERG et al., 1997;
ADAMS et al., 1999; BIONDO-SIMOES et al., 2001). Com base nesses relatos,
optou-se nesta pesquisa pela manutencdo do pneumoperitbnio em 15 mmHg,
considerada presséao limitrofe na pratica clinica, constituindo desse modo um risco
cirurgico maior para o desenvolvimento de eventuais danos ao rim remanescente do
rato, expondo-o a niveis elevados de pressao.

Estd bem documentado o conceito de que baixa pressdo abdominal em
cirurgias videolaparoscopicas nao causa significativa alteracédo na presséao arterial,
no fluxo sangliineo renal e nos diversos 6rgéaos intraperitoneais (CHIU et al., 1995)
Porém nao esta ainda bem definido o nivel ideal de pressédo a ser empregado, cujos
valores ndo induzam a significativas alteragdes fisioldgicas. E questionavel a
realizacéo de laparoscopia a baixas pressodes, ou seja, menores de 10 mmHg, pois a
exposicao e a visibilidade da cavidade pode ser limitada, especialmente em

pacientes obesos (ROSIN et al., 2002). Estudos subseqiientes s&o necessarios para
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definir o valor ideal da PIA para que se possa obter satisfatoria exposigcdo do campo
cirurgico com minimos efeitos adversos.

Na realizacdo deste trabalho foi empregado um gradiente de pressao
constante similar ao descrito por HO et al. (1992), eliminando assim os efeitos do
aumento progressivo da PIA que permitem ao corpo adaptar-se conforme a presséo
se eleva. Utilizando este desenho experimental, por meio de uma pressao de
insuflagdo fixa com CO,, acredita-se ser o estudo mais representativo da pratica

clinica diaria e dos modelos utilizados em pesquisas experimentais.

5.1.4 Tempo de Exposigdo ao Pneumoperiténio

O tempo do pneumoperitbnio em procedimentos laparoscopicos certa-
mente tem influéncia direta sobre a intensidade e a duracdo da oliguria e dos
eventuais danos histopatolégicos que podem envolver o rim. A gravidade dessas
alteracdes é dependente da duragéo do efeito isquémico (LEE et al., 1999).

MIKI et al. (1997) comprovaram que pneumoperitdnio acima de 60 minutos
pode levar a transitéria disfuncao renal mesmo quando a pressao intra-abdominal é
mantida ao redor de 12 mmHg.

O tempo de pneumoperitbnio usado nesta pesquisa foi de duas e quatro
horas, que corresponde a variagcdo observada em diversas séries em que se
pesquisou a nefrectomia laparoscopica em doadores vivos (JACOBS et al., 2004,
RUIZ-DEYA et al.,, 2001). Com isso procurou-se estabelecer situagcbes similares

pelas quais passa o rim na vigéncia desse procedimento.

5.1.5 Periodo de Observagéao

No que diz respeito ao periodo de observagdo para analise funcional e
morfolégica do rim remanescente, dados da literatura revelam que as alteragbes

estruturais e funcionais secundarias a hipertrofia renal compensatéria em ratos estao
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bem estabelecidas em 3 a 4 semanas (WEISSGARTEN et al., 1998). Aléem do
crescimento renal, as alteragdes do volume glomerular tornam-se mais evidentes em
8 semanas, conforme relato de LAX et al. (1992). Tomando por base esses dados,
optou-se neste estudo pela analise comparativa entre as observag¢des bioquimicas e
morfolégicas encontradas no inicio do estudo e as encontradas 8 semanas apos a

realizacdo do pneumoperitonio e da ablacao renal.

5.2 ANALISE FUNCIONAL

5.2.1 Creatinina Sérica

A creatinina sérica fornece, de modo grosseiro, uma estimativa do grau de
filtracdo glomerular, conforme descrito por SHEMESH et al. (1985). No entanto atua
como parametro confiavel na avaliagdo da fungao renal total e no acompanhamento
da resposta compensatéria do rim remanescente, e particularmente no prognostico
das doencas glomerulares (HAWASLI et al., 2003; WALSER, 1998).

Para avaliar a funcéo renal optou-se por determinar a concentragao sérica
da creatinina, uma vez que a verificacédo de possiveis danos da fungcéo promovida
pela diminuicdo do fluxo plasmatico renal pode ser expressa pela alteragdo dos seus
valores (FAGUNDES et al., 2000).

KIRSCH et al. (1994), estudando os efeitos do pneumoperitbnio sobre a
fungdo renal em ratos, utilizaram uma PIA de 10 mmHg durante 2 e 4 horas e
evidenciaram elevacao dos niveis séricos de creatinina até 2 horas apés a desinsu-
flacdo, com retorno aos valores basais ap6s esse periodo.

GULER et al. (1998) relataram os efeitos agudos sobre o rim da insuflacéo
de COz no retroperitdnio de coelhos e observaram significativa elevacédo dos niveis
de creatinina sérica ao final do procedimento, elevagédo essa mais evidente no grupo
submetido a 4 horas de insuflagdo quando comparado ao grupo de 2 horas. Esses

dois grupos também apresentaram diferenca significativa quando comparados ao
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grupo controle, cujos animais ndao haviam sofrido insuflagdo do gas; porém néo
mostraram diferenca significativa quando avaliados ap6s 24 horas, ocasido em que
0s niveis séricos de creatinina tinham retornado ao normal em todos os animais.

Embora em individuos saudaveis essa temporaria disfuncao renal regrida
completamente apos o término do pneumoperitbnio, ha suspeita de que em
pacientes com doencas renais preexistentes ou com reduzida massa renal as
alteragdes inicialmente transitorias podem tornar-se permanentes (ARE et al., 2002;
BEN-DAVID et al., 1999). Para dirimir esse questionamento, decidiu-se neste estudo
analisar a fungao renal residual em ratos submetidos a nefrectomia unilateral e a
dois pneumoperitdnios.

Os niveis de creatinina sérica ndo apresentaram alterag&o significativa nos
ratos submetidos a 2 horas (Grupo 2) e a 4 horas (Grupo 3) de pneumoperiténio,
quando avaliados apdés 8 semanas e comparados aos valores iniciais por meio de
estudo longitudinal — analise intragrupo. Essas observagdes estdo conformes com as
encontradas em HAZEBROECK et al. (2003), que, em estudo similar em ratos mas
utilizando presséo intra-abdominal de 12 mmHg, também nao constataram aumento
dos niveis séricos de creatinina ap6s 1 ano de observagdo. Tais resultados,
portanto, confirmam o carater transitorio da disfungdo renal mesmo em animais com
rim unico e depois de submetidos a sucessivos pneumoperitdnios. No grupo
Controle 1B, no entanto, quando comparados os valores da creatinina sérica no
inicio do estudo (MPP1) aos do final do estudo (ME), observou-se significativo
aumento (0,34 mg/dl x 0,40 mg/dl; p=0,035), porém sem significancia clinica, ja que
esses valores se encontram dentro da variacdo de normalidade para o rato.

Em estudo semelhante, mas utilizando suinos como modelo animal, CISEK
et al. (1998) realizaram cirurgia renal ablativa com o objetivo de mimetizar doenca
renal cronica. Depois de expostos os animais a PIA de 20 mmHg durante 6 horas,
simulando um procedimento laparoscépico complexo, observaram acentuada queda

de 80% no débito urinario, de 63% no ritmo de filtragdo glomerular e de 20% no fluxo
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sangilineo renal, os quais nao retornaram aos seus niveis basais ap6s 90 minutos
da desinsuflagdo. No entanto, uma semana depois de realizado o teste, todos os
valores retornaram ao normal, ndo se identificando nenhuma interferéncia da
insuflacdo aguda e prolongada na fungcdo, mesmo diante da insuficiéncia renal
preexistente.

Diferenca estatisticamente significativa da creatinina sérica foi observada
somente entre os animais do Grupo 3 quando comparados aos do Controle 1B
(anadlise entre grupos). Os animais do Grupo 3, ou seja, 0s que haviam sido
submetidos a insuflacdo abdominal durante 4 horas, apresentaram valores da
creatinina sérica (mg/dl) maiores que os do grupo Controle ao longo do estudo
(MPP1: 0,48x0,34, p=0,002; MPP2: 0,47x0,38, p=0,012; ME: 0,54x0,40, p=0,010).
Esses valores, embora com niveis de significancia, estdo dentro dos padrdes de
normalidade para os ratos e ndo traduzem necessariamente algum grau de
disfungao renal, ja que essa variagdo foi observada mesmo antes da nefrectomia e
da realizagao do pneumoperiténio.

Na analise comparativa da creatinina sérica entre o momento MPP2 e o
ME, ou seja, depois de os animais terem sofrido 1 e 2 pneumoperitbnios
respectivamente, nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos grupos de
estudo, constatando-se assim auséncia do efeito cumulativo do pneumoperiténio
sobre a fungao do rim remanescente em ratos.

WILLIAMS et al. (1986) avaliaram os efeitos da nefrectomia unilateral em
doadores renais quanto a alteragbes da funcdo renal. Observaram que, embora
tivessem encontrado um aumento de 20% dos niveis séricos de creatinina e discreta
proteinuria num periodo de 10 anos, tais altera¢cdes n&o estavam associadas a
deterioragdo da fungédo renal. Da mesma forma, HIGASHIHARA et al. (1990) e
KASISKE et al. (1995), acompanhando pacientes por periodos prolongados em
pesquisa semelhante, constataram um discreto aumento inicial da creatinina sérica,

aumento esse que, no entanto, ndo progrediu com o tempo.
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Pesquisas de dispositivos retratores da parede abdominal que néo
produzissem elevagao da PIA mostraram n&o haver diferenga significativa no débito
urinario e na creatinina sérica em animais, comprovando-se dessa forma os efeitos
deletérios do aumento da PIA na fungao renal (McDOUGALL et al., 1996; CHIU et
al., 1996).

Avaliando os efeitos isquémicos sobre o rim remanescente de ratos
submetidos a nefrectomia unilateral, PAGTALUNAN et al. (1999) relatam que, apés o
clampeamento durante 30 minutos da artéria renal, observaram um aumento
significativo da creatinina sérica, aumento que persistiu apés 8 semanas
(0,940,2 mg/dIl para 1,7+0,5 mg/dl.p<0,05), o que indica uma incompleta recuperagao
da fungdo renal apés o evento isquémico agudo. Embora os autores tenham
provocado um insulto isquémico maior aos causados pelo pneumoperitdnio, deve-se
considerar a probabilidade de que um aumento significativo e prolongado da PIA
cause algum dano na fungdo renal em animais portadores de rim unico. Essas
consideragdes, no entanto, ndo estdo em acordo com os achados no presente estudo
que nao identificaram alteragbes significativas na fungédo renal residual de ratos

submetidos a sucessivos pneumoperiténios no mesmo periodo de observagao.

5.3 ANALISE MORFOLOGICA

Segundo estudos clinicos e experimentais, glomeruloesclerose com sinais
clinicos de proteinuria e progressiva perda da funcao renal foi observada no curso
de diferentes doencas glomerulares e tubulo-intersticiais, no diabete melito e em
situagdes em que havia redugcéo da massa renal funcional, como a que ocorre apos
nefrectomia unilateral (BRENNER, 1985; LAFFERTY; BRENNER, 1990). Tais
achados tém levado pesquisadores a rever as consequéncias da ablagao renal em
humanos, particularmente em doadores renais para transplante (ANDERSON et al.,

1985).
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Apos a nefrectomia laparoscépica, o unico rim do doador necessita ndao sé
recuperar-se dos efeitos do pneumoperitdnio como também adaptar-se a sobrecarga
de funcédo (HAWASLI et al., 2003). Portanto, além do estado de adaptacdo por meio
de hipertrofia compensatéria a qual é submetido, esse rim sofre um risco adicional
decorrente da isquemia causada pela elevada presséo intra-abdominal durante a
laparoscopia (HAZEBROEK et al., 2003).

Por mais de um século investigadores tém estudado as conseqiéncias da
reducao da massa renal sobre a fungdo do 6rgéo, na esperanca de melhor entender
e desenvolver estratégias que previnam ou diminuam a progresséo para faléncia
renal. Uma redugcdo do numero de néfrons funcionantes leva a hipertrofia, a
hipertensdo e a hiperfiltracdo glomerular, com adicional perda de néfrons (ABDI et
al., 1998a; ESPOSITO et al., 1999). Com a introduc¢ao da laparoscopia como método
cirurgico de escolha em muitos centros médicos, a agress&o adicional do
pneumoperitbnio sobre o rim remanescente pode tornar-se clinicamente mais
evidente, fazendo-se necessaria uma avaliagdo histomorfolégica criteriosa desse

rim.

5.3.1 Hipertrofia Glomerular

Uma acurada anadlise da hipertrofia glomerular é possivel com auxilio de
diferentes métodos que, em conjunto, determinam o grau de envolvimento
glomerular decorrente de uma agresséo renal. Dentre tais métodos destaca-se a
analise morfométrica quantitativa do didmetro, da area e do volume glomerular
(FRIES et al., 1989).

Reducao de massa renal associada a aumento do didmetro dos glomérulos
remanescentes sugere hipertrofia compensatoéria. A hipertrofia pode ser o evento
inicial do dano glomerular e apresenta relagao direta com esclerose glomerular; e a
injuria sera tanto mais freqUente quanto maior for o didmetro do glomérulo (NAGATA

et al., 1992).



41

Em diversos estudos clinicos e experimentais, uma intima correlagéo foi
observada entre o0 aumento do volume e o grau de esclerose glomerular que se
desenvolve em muitos modelos de doenca ou em ablacdo renal (GROND et al.,
1986a; FOGO et al., 1990; ABDI et al., 1998b). O efeito da sobrecarga resultante de
alteragcbes hemodindmicas sobre os glomérulos remanescentes leva, inicialmente, a
um fendmeno comum de adaptagdo que se traduz por hipertensdo e aumento do
volume do glomérulo (GRIFFIN et al., 2000). Porém ndo ha evidéncia de que tal
aumento seja fator de risco independente a influenciar a progressdo da doenca
glomerular (FRIES et al., 1989; ABDI et al., 1998a). Segundo alguns autores, o
volume glomerular pode ser usado como marcador em pacientes de alto risco ou de
reduzida massa renal, para controle da fungédo em longo prazo (GROND et al.,
1986b; ZEIER et al., 1998).

A andlise dos dados desta pesquisa referentes ao volume glomerular
mostra diferenga significativa somente entre os animais do Grupo 2 e do Grupo
Controle 1A no inicio do experimento, imediatamente ap6s o primeiro
pneumoperitdnio (MPP1). Valores maiores foram observados nos animais do Grupo
2 em relagéo ao Controle 1A (1,09x0,86 pm3x106, p=0,032). Essa diferenca também
foi observada na medida do didametro (125,12x115,31 um, p=0,023) e da area
glomerular (9591,2x8438,8 pum?®, p=0,035) entre os mesmos grupos, o que reflete
uma equivaléncia de valores entre esses animais. Esse fato pode ter origem na
amostra dos glomérulos obtidos para estudo morfométrico, ja que glomérulos
corticais apresentam diametros menores quando comparados aos glomérulos
justamedulares, conforme descrito por HACKBARTH et al. (1983).

Na analise morfolégica do grau de hipertrofia glomerular por meio da area,
volume e didmetro glomerular realizada ap6s 8 semanas, nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre os animais dos Grupos 2 e 3 quando comparados
aos Grupos Controles ou mesmo no estudo longitudinal intragrupo. Esse fato

corrobora dados da literatura como os relatados por PAGTALUNAN et al. (1999),
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que nao observaram alteracdo significativa no volume glomerular de ratos
portadores de rim unico submetido a lesdo isquémica por meio de clampeamento da
artéria renal, quando comparados com ratos que somente sofreram nefrectomia
unilateral no mesmo periodo de observagcédo. Outros estudos, no entanto, tém
demonstrado haver correlagdo entre ablagdo renal e hipertrofia glomerular e
aumento do risco de esclerose glomerular (NEWBOLD et al., 1989; FOGO et al.,
1990).

Relatos a respeito das alteracbes glomerulares seguidas de reducgéo da
massa renal s&o controversos. DEEN et al. (1974) n&o encontraram diferenga
significativa no didmetro glomerular no rato submetido a nefrectomia unilateral ap6s
28 dias. Porém ARATAKI, em 1926, ja constatava aumento do volume glomerular na
hipertrofia renal compensatéria estabelecida; NYENGAARD (1993) observou
discreto aumento de 8% no didmetro glomerular, e GROND et al. (1986b)
encontraram aumento de 23% no volume dos glomérulos em ratos submetidos a
nefrectomia unilateral ap6s o periodo de 1 ano de observagéo.

ABDI et al. (2003), estudando a ligacado entre area glomerular e fungéo
renal em longo prazo em pacientes com substancial perda de massa renal,
demonstraram haver forte correlagdo entre o aumento da area glomerular e o
aumento da creatinina sérica, tornado mais evidente quando redugédo acima de 50%
da massa renal foi realizada. Os autores sugerem que a analise morfométrica da
area glomerular tem um valor preditivo da fungao renal em longo prazo em pacientes
de risco ou com significativa redu¢cao da massa renal.

A relacdo entre area glomerular e niveis séricos de creatinina foi também
constatada nesta pesquisa demonstrando uma estabilidade de seus valores, os
quais nao apresentaram variagdes significativas em ratos uninefrectomizados
submetidos a consecutivos pneumoperiténios, quando avaliados apds 8 semanas.

Embora alteragbes do volume glomerular no rim remanescente apos

nefrectomia unilateral tenham sido amplamente estudadas, conforme demonstrado
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nos relatos citados anteriormente, ndo ha na literatura consultada relato da
ocorréncia de tais alteracbes provocadas por pneumoperitdnio. Parece clara a
observacao de que o aumento do volume glomerular possa constituir fator de risco,
dai por que o emprego dessa analise no estudo dos efeitos do pneumoperitdnio
sobre o rim remanescente pode ser relevante.

No presente estudo, em que se utilizou o rato como modelo animal, ndo
foram observadas alteragdes significativas que comprovem a presenga de leséo
renal secundaria a variagbes do volume glomerular. Os trés parametros utilizados
para estimar o grau de hipertrofia glomerular se mantiveram equiparados ao longo

do estudo, revelando desse modo uma correlagéo direta entre os mesmos.

5.3.2 Numero de Células Mesangiais

O aumento do numero de células mesangiais e/ou celularidade visto em
rins remanescentes tém sido interpretados como sinais morfolégicos iniciais de dano
glomerular (PURKERSON et al.,, 1976). A hipercelularidade mesangial pode ser
considerada fator de risco para o desenvolvimento de lesdes renais quando ha
reducao do numero de néfrons funcionantes secundarias a ablagcdo ou isquemia
cronica (FOGO et al., 1990).

KLIEM et al., conforme relato publicado em 1996, observaram significativa
proliferacdo de células mesangiais ap6s ablagao renal significativa. Essa proliferacao
celular parece contribuir para a progressao da esclerose glomerular em ratos com
reduzida massa renal, principalmente quando mais de 50% do tecido € removido,
conforme observado por FOGO e ICHIKAWA (1991).

Os achados histologicos desta pesquisa no que se refere ao numero de
células mesangiais revelaram apenas discreto aumento (12%) nos animais do
Grupo 2 quando comparados ao Grupo Controle 1A, porém com nivel de
significancia elevado (p=0,033), o que indica probabilidade limitrofe. Esse fato, no

entanto, ndo foi observado no grupo de animais submetidos a um maior tempo de
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exposicdao ao pneumoperitbnio (Grupo 3), que por conseqiUéncia, teria maior
probabilidade de induzir proliferacdo celular em decorréncia do efeito isquémico
maior. Possivelmente a significAncia estatistica encontrada estd relacionada a
amostra dos glomérulos analisada neste grupo, visto que as variaveis de area,
volume e didmetro glomerular também foram maiores nesses animais.

Quando se realizou analise morfolégica comparativa intragrupo,
confrontando dados obtidos do primeiro rim com os dados do rim remanescente,
nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada, o que veio ao
encontro dos relatos de SCHWARTZ et al. (1994). Esses autores, embora
analisando rins remanescentes sem o emprego de pneumoperiténio, também n&o
encontraram um componente hiperplasico, mas um aumento do volume celular e da
matriz mesangial como resultado da hipertrofia glomerular compensatéria apoés
nefrectomia unilateral.

ESPOSITO et al. (1999) n&o observaram aumento no numero de células
glomerulares em ratos submetidos a nefrectomia unilateral apés 8 semanas de
observagéo, apesar de ter havido aumento no volume glomerular. Os autores
relatam a dificuldade de diferenciar células endoteliais de células mesangiais do
glomérulo, fato também constatado nesta pesquisa, pois os numeros relatados de
células mesangiais foram valores estimados segundo os critérios de
proporcionalidade descritos por JENETTE et al. (1998).

Na literatura pesquisada ndo foram encontrados dados relativos a
associagcdo entre hipercelularidade mesangial e efeito isquémico provocado por
pneumoperitbnio em animais com reduzida massa renal, associagdo essa que pode
constituir risco para o desenvolvimento de leséo renal. Porém, apesar de nao ter
sido comprovada essa possibilidade nesta pesquisa, estudos prospectivos sao

necessarios para avaliar as consequéncias de tal relag&o.
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5.3.3 Esclerose Glomerular

Observagdes relatadas por REMUZZI et al. (1995) indicam que a extensao
da esclerose glomerular em ratos e humanos é qualitativa e quantitativamente
comparavel se igual proporgéo de parénquima renal for removida. Esses achados
assinalam, portanto, que o rato é um modelo valido para o estudo da leséo renal
secundaria a ablacdo. No entanto, apesar de analoga a fisiopatologia clinica de
humanos e ratos, permanece incerto o grau de comprometimento renal seguido de
ablacao e aumento da PIA.

GROND et al. (1982) e PURKERSON et al. (1976), analisando
histologicamente o rim remanescente de ratos submetidos a nefrectomia unilateral,
observaram que esclerose glomerular estava presente em 10% dos animais apés
um periodo de 8 semanas de observacao. Os autores concluiram, portanto, que a
esclerose pode também se desenvolver no rim remanescente de ratos apos
remocgao de apenas 50% da massa renal.

Nesta série ndo foi encontrada nenhuma evidéncia de esclerose glomerular
focal ou segmentar nos rins avaliados, independentemente do tempo de
pneumoperitbnio a que os animais foram expostos. Analise histomorfol6gica dos rins
remanescentes comprovou que prolongados e sucessivos pneumoperitdnios nao
apresentam relacéo direta com dano glomerular em ratos portadores de rim unico.
Esses achados estdo conformes com relatos de investigacbes sobre os efeitos do
pneumoperiténio na morfologia renal.

LEE et al. (1999) demonstraram que um prolongado periodo de
pneumoperitbnio com 15 mmHg de PIA n&o causa alteracéo histolégica em rins de
ratos apds 3 meses de observacdo. Os efeitos nesse caso foram avaliados em
ambos os rins, diferentemente do modelo empregado no presente estudo, em que
foram pesquisados animais portadores de rim uUnico adquirido, submetido a

subsequente exposicdo a pneumoperiténio.
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Relatos da avaliacdo dos efeitos agudos (HAZEBROEK et al., 2002c) e
cronicos (HAZEBROEK et al., 2003) do pneumoperitdnio sobre a histomorfologia
renal em ratos demonstram que, apés um periodo de observacgéo de 7 dias e 1 ano
respectivamente, nenhum efeito deletério do aumento da PIA sobre o rim remanes-
cente decorrente da insuflagdo de gas abdominal foi encontrado.

Este estudo demonstra, portanto, que a funcdo e a morfologia renal de
ratos submetidos a nefrectomia unilateral ndo s&o significativamente influenciadas
por sucessivos e prolongados periodos de insuflagdo abdominal com CO, quando
comparados com o Grupo Controle de animais que nao tiveram aumento da PIA. Os
achados bioquimicos foram sustentados histol6gicamente nessa analise.

Embora os efeitos isquémicos do pneumoperitbnio sobre a fungéo renal
nao estejam ainda totalmente esclarecidos, esse fato deve ser considerado na
realizac&o de cirurgias laparoscépicas em pacientes com funcgéo renal limitrofe. Sao
necessarios estudos adicionais para elucidar os reais mecanismos implicados na

disfungao renal decorrente do aumento da PIA consequiente ao pneumoperiténio.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem as seguintes conclusdes:

1) a avaliacao da funcédo renal residual por meio da creatinina sérica néo
evidencia alteragc&o de significancia clinica;
2) a analise morfolégica do rim remanescente ndo revela alteracéo

histoldgica sugestiva de dano renal.
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TABELA 4 - CREATININA SERICA (mg/dl) / PESO (g)

APENDICE 1 - DADOS GERAIS E DE BIOQUIMICA

58

N° GRUPO | MPP1 MPP2 ME PESO N° GRUPO MPP1 MPP2 ME PESO
4 sem 8 sem 4 sem 8 sem
1 1A 0,50 0,49 0,54 300 28 1B 0,37 0,30 0,46 274
2 1B 0,35 0,42 0,48 310 29 3 0,37 0,43 0,78 286
3 2 0,32 0,46 0,48 308 30 1A 0,49 0,46 0,49 253
4 2 0,70 0,56 0,46 288 31 2 0,48 0,52 0,76 272
5 3 0,38 0,40 0,38 282 32 2 0,24 0,38 0,73 274
6 3 0,64 0,41 0,37 282 33 3 0,49 0,60 0,64 263
7 1B 0,38 0,38 0,41 298 34 3 0,65 0,58 0,53 281
8 3 0,42 0,40 0,42 254 35 2 0,48 0,61 0,59 284
9 2 0,45 0,50 0,52 252 36 2 0,44 0,42 0,51 254
10 3 0,48 0,46 0,54 254 37 1A 0,45 0,41 0,56 269
11 2 0,34 0,38 0,45 264 38 1A 0,30 0,43 0,30 284
12 2 0,31 0,37 0,35 292 39 1A 0,40 0,38 0,36 254
13 3 0,39 0,42 0,79 262 40 1B 0,30 0,49 0,50 264
14 2 0,38 0,54 0,46 250 41 1B 0,25 0,30 0,40 242
15 1A 0,36 0,50 0,46 252 42 1A 0,30 0,30 0,51 264
16 1B 0,35 0,38 0,38 260 43 1B 0,28 0,31 0,20 240
17 1A 0,40 0,37 0,42 290 44 1A 0,36 0,40 0,34 263
18 1B 0,41 0,43 0,48 302 45 1A 0,37 0,40 0,40 240
19 3 0,72 0,56 0,54 337 46 1B 0,35 0,32 0,29 240
21 3 0,35 0,49 0,48 350 47 1A 0,51 0,54 0,45 242
22 3 0,40 0,39 0,43 299 48 1B 0,24 0,30 0,30 264
24 2 0,28 0,26 0,20 340 49 1B 0,40 0,37 0,50 284
26 2 0,40 0,50 0,46 347 50 1A 0,29 0,28 0,25 246
27 3 0,50 0,49 0,59 267 51 1B 0,39 0,54 0,37 276




APENDICE 2 - RESULTADOS ESTATISTICOS

TABELA 5 - ESTATISTICA DESCRITIVA DO PESO DOS RATOS NOS GRUPOS EM ESTUDO

PESO (g) Ne MEDIA B MINIMO MAXIMO
Controle A (2h) 12 2631 19,4 240,0 300,0
Controle B (4h) 12 2712 24,1 240,0 310,0
Grupo2  (2h) 12 285.4 32,3 250,0 347,0
Grupo3  (4h) 12 284,8 30,8 254,0 350,0
TOTAL GERAL 48 2761 27,9 240,0 350,0

Controle A x Grupo2 — p = 0,052; Controle B x Grupo 3 — p = 0,241; Grupo 2 x Grupo 3 — p = 0,963 (t de Student).

TABELA 6 - ANALISE COMPARATIVA DA CREATININA SERICA ENTRE GRUPOS DE ESTUDO

DADOS VALOR DE p TESTE APLICADO SIGNIFICANCIA
MPP1
Controle A (2 h) x Grupo 2 0,812 t de Student NS
Controle B (4 h) x Grupo 3 0,002 “ S
Grupo 2 x Grupo 3 0,117 t de Student NS

MPP2 (4 Semanas)

Controle A (2 h) x Grupo 2 0,190 t de Student NS
Controle B (4 h) x Grupo 3 0,012 “ S
Grupo 2 x Grupo 3 0,789 t de Student NS

ME (8 Semanas)

Controle A (2 h) x Grupo 2 0,138 t de Student NS
Controle B (4 h) x Grupo 3 0,010 “ S
Grupo 2 x Grupo 3 0,507 t de Student NS

TABELA 7 - ANALISE COMPARATIVA DA CREATININA SERICA INTRAGRUPOS

DADOS VALOR DE p TESTE APLICADO SIGNIFICANCIA

MPP1 x MPP2

Controle A (2h) 0,291 t de Student NS

Controle B (4h) 0,094 “ NS

Grupo2  (2h) 0,045 “ S

Grupo 3  (4h) 0,665 t de Student NS
MPP1 x ME

Controle A (2h) 0,219 t de Student NS

Controle B (4h) 0,035 “ S

Grupo2  (2h) 0,087 * NS

Grupo 3 (4h) 0,344 t de Student NS
MPP2 x ME

Controle A (2h) 0,727 t de Student NS

Controle B (4h) 0,494 “ NS

Grupo2  (2h) 0,333 “ NS

Grupo 3 (4h) 0,109 t de Student NS




TABELA 8 - ANALISE COMPARATIVA DO ESTUDO MORFOMETRICO ENTRE GRUPOS

60

MPP1 ME- Rim remanescente
DADOS
Valorde p Signifcancia Valor de p Significancia

DIAMETRO GLOMERULAR

Controle A (2 h) x Grupo 2 0,023 S 0,255 NS

Controle B (4 h) x Grupo 3 0,330 NS 0,154 NS

Grupo 2 x Grupo 3 0,539 NS 0,567 NS
VOLUME GLOMERULAR

Controle A (2 h) x Grupo 2 0,032 S 0,370 @ NS

Controle B (4 h) x Grupo 3 0,436 @ NS 0,285 @ NS

Grupo 2 x Grupo 3 0,214 @ NS 0,525 @ NS
AREA GLOMERULAR

Controle A (2 h) x Grupo 2 0,035 S 0,589 NS

Controle B (4 h) x Grupo 3 0,215 NS 0,172 NS

Grupo 2 x Grupo 3 0,638 NS 0,455 NS
CELULAS MESANGIAIS

Controle A (2 h) x Grupo 2 0,417 NS 0,033 S

Controle B (4 h) x Grupo 3 0,428 NS 0,709 NS

Grupo 2 x Grupo 3 0,942 NS 0,335 NS
(1) t de Student.
(2) Mann-Whitney.
TABELA 9 - ANALISE COMPARATIVA DO ESTUDO MORFOMETRICO INTRAGRUPOS - MPP1 x ME .

DADOS VALOR DE p SIGNIFICANCIA

DIAMETRO GLOMERULAR

Controle A (2h) 0,529 NS

Controle B (4h) 0,352 NS

Grupo 2 (2h) 0,996 NS

Grupo 3 (4h) 0,163 NS
VOLUME GLOMERULAR

Controle A (2h) 0,543 @ NS

Controle B (4h) 0,410 @ NS

Grupo2  (2h) 0,858 @ NS

Grupo3  (4h) 0,211 @ NS
AREA GLOMERULAR

Controle A (2h) 0,512 NS

Controle B (4h) 0,528 NS

Grupo 2 (2n) 0,322 NS

Grupo 3 (4h) 0,333 NS
CELULAS MESANGIAIS

Controle A (2h) 0,799 NS

Controle B (4h) 0,281 NS

Grupo 2 (2n) 0,215 NS

Grupo 3 (4h) 0,815 NS

(1) t de Student pareado; (2) Wilcoxon.
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ANEXO 1 - TERMO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

} o I {
Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho (Protocolo n® 004/04 datado de 10/02/04) , intitulado:
Efeitos do pneumoperitonio em ratos portadores de rim tnico adquirido: estudo
morfolégico e funcional do rim remanescente, de autoria de Luiz Sergio Santos, por
estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) do Campus I — PUC-PR, foi
aprovado em reunido do CEPA de 04/03/2004

Curitiba, 04 de margo de 2004.
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Prof. Dr. Zacarias Alves de Souza Filho
Presidente do Comité - CEPA/PUC-PR
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