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RESUMO

Cirurgias minimamente invasivas, como a laparoscopia, causam pequenos
traumas e atenuam a resposta enddcrino metabolica ao estresse causado pela
cirurgia. O estresse oxidativo ¢ também uma parte integrante da resposta ao ato
cirirgico. Contudo, o pneumoperitonio continua ainda sendo implicado na
producdo de radicais livres. Objetivo: Avaliagdao dos efeitos do pneumoperitonio
nos pulmoes de ratos submetidos a insuflagdo abdominal por didxido de carbono
(simulando laparoscopia). Material e Métodos: Foram utilizados seis grupos
(n=8 ratos por grupo), sendo: Sham: sem insuflagdo intra-abdominal; IAPS: uso
de pressao intra-abdominal de 5 mmHg de didéxido de carbono; IAPS8: uso de
pressao intra-abdominal de 8 mmHg; IAP10: uso de pressao intra-abdominal de
10 mmHg; IAP12: uso de pressdo intra-abdominal de 12 mmHg; IAP14: uso de
pressdo intra-abdominal de 14 mmHg. Ao final do experimento foi realizada a
eutanasia e retirados os pulmdes para analise de estresse oxidativo, mediadores
inflamatorios e histologia.
Resultados: O grupo Sham difere estaticamente dos outros grupos em todas as
analises. TNF-alfa: IAP8 (5,73 pg/mL) foi menor quando comparado com o
[IAP12 (6,32 pg/mL) e IAP14 (7,56 pg/mL) (p <0,001). IAP12 foi menor quando
comparado com [AP14 (p <0,001). IL-6: TAP8 (8,23 pg/mL) foi menor em
comparagdao com os IAP10 (8,91 pg/mL) (p <0,05). Os IAP10 foram inferiores a

[IAP12 (9,74 pg/mL) (p <0,01) e a IAP14 (14,57 pg/mL) (p <0,001). IAP12 foi



menor quando comparado com IAP14 (p<0,001). Peroxidacao lipidica: IAPS foi
menor quando comparado com os IAP10 (p <0,001) e este foi menor quando
comparado com os IAP12 (p <0,01). IAP12 foi menor quando comparado com
IAP14 (p <0,001). MPO: TAPS (8,23 mU/mL) foi menor quando comparado com
os IAP10 (8,91 mU/mL) (p <0,05). Os IAP10 foram menores quando comparados
com [AP12 (9,74) (p <0,01), e foi menor [AP12 quando comparados com IAP14
(14,57 mU/mL) (p <0,001). Os TAP5 ndo tiveram diferencas estatisticamente
significativas para o grupo sham na maior parte dos itens avaliados. Histologia:
As amostras de tecidos pulmonares de ratos IAPS5 e IAP8 apresentaram danos

leves, os grupos IAP10 e IAP12 danos moderados e o grupo IPA14 danos graves.

Conclusoes: Estes dados demonstram crescentes alteracdes inflamatorias e
histologicas diretamente proporcionais ao aumento do IAP. A anélise bioquimica
e inflamatdria demonstrou aumento dos marcadores nos grupos com pressao mais
elevada. Esses achados sugerem que a IAP mais baixa protege contra lesdes apos

a insuflagdo do pneumoperitonio.

Palavras-chaves: Pneumoperitonio; Experimental; Citocinas; Estresse oxidativo;

Lesao pulmonar, Laparoscopia.



ABSTRACT:

Study of functional and morphological pulmonary alterations in an animal

model of pneumoperiton.

Background: Laparoscopic surgeries require pneumoperitoneum achieved
by pressure-controlled insufflation of carbon dioxide into peritoneal cavity.
This can change the respiratory mechanics and promotes an oxidative stress.
We aimed to assess the effect of different intra-abdominal pressures (IAP)

from the pneumoperitoneum in a ventilated rat model with normal lungs.

Methods: The animals (n=48) were allocated randomly into 6 groups: Sham
group, group without pneumoperitoneum; [AP5 mmHg; IAP8 mmHg;
[IAP10 mmHg; IAP12 mmHg and [AP14 mmHg. All animals were ventilated
during 60 minutes with VT 5 mL/kg, PEEP 2 cmH,0, Fi0, 35% and RR 60-
70 bpm. At the end of the experiment the animals were euthanatized and the
lungs were removed for analysis. We performed lipid peroxidation,
myeloperoxidase activity, cytokines measurements, and histopathologic

analysis.

Results: The Sham group was lower when compared with other groups in all
analysis. TNF-alpha: TAP8 (5.73 pg/mL) was lower when compared with
IAP12 (6.32 pg/mL) and IAP14 (7.56 pg/mL) (p<0.001). IAP 12 was lower

when compared to IAP14 (p<0.001). IL-6: TAP8 (8.23 pg/mL) was lower



when compared to IAP10 (8.91 pg/mL) (p<0.05). IAP10 was lower when
compared to IAP12 (9.74 pg/mL) (p<0.01) and to [AP14 (14.57 pg/mL)
(p<0.001). IAP12 was lower when compared to IAP14 (p<0.001). Lipid
peroxidation: IAP8 was lower when compared to IAP10 (p<0.001), IAP10
was lower when compared to IAP12 (p<0.01). IAP12 was lower when
compared to IAP14 (p<0.001). MPO activity: IAP8 (8.23 mU/mL) was
lower when compared to IAP10 (8.91 mU/mL) (p<0.05). IAP10 was lower
when compared to IAP12 (9.74 mU/mL) (p<0.01), and TAP12 was lower
when compared to [AP14 (14.57 mU/mL) (p<0.001). Histological: The
tissues from IAPS rats exhibited low architecture alveolar damage, augment
of alveolar septae and neutrophil infiltration, whereas IAP10 and IAP12
groups exhibited alteration in architecture alveolar with septal rupture edema
and neutrophil infiltration and the IPA14 exhibited severe septal rupture,
edema, diffuse bleeding and neutrophil infiltration. Conclusions: These data
demonstrated histological growing changes according to the increase of the
intraperitoneal pressure. The biochemical and inflammatory analysis
demonstrated increase in the groups with higher pressure. Those findings
suggest that the lower pressure protects the lungs from injury after

pneumoperitoneum.

Keywords: Experimental; Pneumoperitoneum; Cytokines; Oxidative stress;
Lung Injury, Laparoscopy.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA



I. INTRODUCAO

A cirurgia laparoscOpica ¢ uma técnica utilizada no diagndstico e
tratamento em um grande nimero de especialidades, tais como em cirurgia
geral, do aparelho digestivo, oncoldgica, das articulagdes (artroscopia) e em

. . . 14
ginecologia e urologia

A laparoscopia ¢ realizada por meio de incisdes muito pequenas no
abdome nos quais se introduzem o laparoscopio, pingas, insufladores e demais
instrumentais através de trocateres. Através de uma camera de fibra dptica que
se permite a realizagdo, por visualizagdo indireta, de procedimentos

. , . A . 5-7
diagnosticos e terapéuticos” .

Os procedimentos de cirurgia laparoscopica sao usualmente usados nos
casos em que ha possibilidade da realizacdo da cirurgia por laparotomia e sao
especificos para diversos procedimentos cirargicos, contudo existem
contraindicac¢des (Quadro 1) >'°.

As potenciais vantagens da laparoscopia sobre a laparotomia incluem:
o reduzido tempo operatdrio, pequenas cicatrizes com menores complicagdes
das mesmas, beneficio estético, menor tempo de ileo pds-operatédrio, redugao
da formacgdo de aderéncias, menor resposta enddcrino-metabolica ao trauma,

menores complicagdes pos-operatorias, menor dor pds-operatéria, menor

consumo de medicagdes analgésicas, baixo custo, mobilizacdo precoce,



recuperacao mais rapida, alta hospitalar e retorno as atividades laborais precoce

5-9, 11

T o fs 5479
Quadro 1. Contraindicacdes da cirurgia laparoscopica ™ "".

Relativas: Absolutas:

- Gravidez avangada - Obstrucao intestinal

- Extremos de peso - Instabilidade hemodinamica
- Multiplas laparotomias anteriores | - Peritonite difusa

- Doengas cardiorrespiratdrias - Hérnias abdominais e

, diafragmaticas extensas.
- Tuberculose peritoneal

: : . - Contra-indicagdo para anestesia
- Patologia maligna adiantada geral

- Massa abdominal volumosa

- Comprometimento do estado geral
da paciente.

Por outro lado, a cirurgia laparoscopica requer a producdo de
pneumoperitonio, que se realiza utilizando insuflagdo por pressdo controlada
de di6xido de carbono (CO,) ou outros gases na cavidade peritoneal. O CO,; ¢
o mais utilizado por ser de baixo custo, absorvivel, solivel, ndo inflamavel e as
pressoes de insuflagdo habitualmente utilizadas variaram entre 12-15
milimetros de mercurio (mmHg; ou 16,31 — 20,39 centimetros de 4gua
[cmH,0])"*. O pneumoperitonio é um evento complexo, contudo bem tolerado,
sendo um estado fisiopatoldgico caracterizado pelo aumento da pressdo intra-

. . . 13-16 . . .
abdominal (IAP, intra-abdominal pressure) °~° caracterizando uma isquemia e



o reestabelecimento do fluxo (reperfusdo) que ocorre com a desinsuflacao da
cavidade abdominal com importantes efeitos hemodindmicos e respiratérios
7,11,17,18

Esta condicao de “isquemia-reperfusao” (IR) ¢ um importante estimulo a

producdo de estresse oxidativo e alteracdes respiratorias diretas e secundarias.

A instabilidade hemodinamica ¢ caracterizada por reducao do débito
cardiaco (DC) e aumento da pressao arterial sistémica (PAS), com elevagao da
resisténcia vascular pulmonar e periférica. A alteracdo do débito cardiaco ¢
usualmente inversamente proporcional ao aumento da pressdo intra-

: 13 b r ~ o,y e
abdominal °, mas isto esta bem documentado como alteragao transitoria, uma

o , con s 1415
vez que nao altera durante todo o periodo de uso do pneumoperitonio . Estas
discrepancias causam diferencas no uso da insuflagdo com CO, na pressao
- . 116 _r Lo L .
intra-abdominal °, na perfusdo tissular, nos niveis de anestésicos no sitio efetor
central (desequilibrio da histerese), podendo influenciar as técnicas anestésicas
utilizadas. Contudo, outros fatores influenciam o débito cardiaco e demais
variaveis fisiologicas. Muitos estudos demonstram uma reducao entre 10-30%
no débito cardiaco durante insuflacdo peritoneal quando o paciente ¢
. : - 19,20
posicionado com a cabega para baixo (posi¢do de Trendelenburg) ou para
: - . \2122
cima (posi¢do em proclive) “ .
As principais alteracoes fisiologicas relacionadas ao pneumoperitonio estao

: : 12,23-32
relacionadas abaixo no quadro 2 :



Quadro 2. Alteragdes Fisioldgicas relacionadas ao pneumoperitonio:

1. Efeitos Pulmonares

Deslocamento superior do diafragma

Aumenta a liberagdo de CO, pelo pulmido em at¢ 50% durante o
pneumoperitonio em fungao da absorcao peritoneal

Disturbio Acido-Base

Risco de acidose: pacientes sépticos, com fluxo sanguineo regional
prejudicado, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ou com baixo
debito cardiaco

Redugdo do fluxo sanguineo nos 6érgaos toracicos

Reducao da complacéncia pulmonar

Aumento na pressdo de pico nas vias aéreas

Redugdo da capacidade vital

Aumento na resisténcia das vias aéreas

Favorecimento de lesdes nos pneumocitos

2. Efeitos Circulatorios

O aumento da pré-carga

Aumento da pos-carga

Aumento do trabalho cardiaco

Risco em pacientes cardiopatas e com insuficiéncia coronariana

O desempenho cardiovascular ndo volta ao normal imediatamente apos o
pneumoperitonio ser desfeito

Embolia gasosa

3. Efeitos Renais

Diminuigdo do débito urinério

Reducao na taxa de filtracdo glomerular

4. Efeitos sobre a coagulagdo

Posicionamento do paciente, especialmente a posicdo de Trendelenburg
invertida, diminui o fluxo venoso femoral podendo levar a trombose venosa
profunda (TVP)

Retorno mais precoce a plena atividade como fator de prote¢ao contra a TVP




A pressao intra-abdominal durante cirurgia laparoscopica pode causar
lesdes por isquemia-reperfusdo afetando primariamente e posteriormente
orgdos e tecidos distantes, sendo que este efeito seria tempo e pressdo-

11,20,33-36
dependente .
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II. REVISAO DA LITERATURA

Os efeitos adversos hemodindmicos do pneumoperiténio estdo
confirmados por estudos utilizando cateterizagdo de artéria pulmonar®,
impedancia elétrica toracica®’??, pressdo intra-abdominal avaliada por medida
intravesical® ecocardiografia transtoracica™ e transesofagico”>%"".

Algumas das alteracdes nas propriedades mecanicas do sistema
respiratdrio estdo associadas com a compressao exercida na base dos pulmdes
pelo deslocamento cefalico do diafragma com uma redugdo da capacidade
residual pulmonar funcional, aumento da pressdo de pico, da média das
pressdes nas vias aéreas, além do aumento do risco de pneumotérax’®. Por estas
razoes o pneumoperitonio durante anestesia geral causa a reducao continua da
oxigenacio arterial com atelectasia compressiva®, particularmente em regides
pulmonares dependentes®. O recrutamento corrente ciclico das areas
atelectasicas aumenta o estresse mecanico no parénquima pulmonar*'. Tal
estresse diminui o volume pulmonar que pode ser composto por
comprometimentos no pré- ou no intra-operatério produzindo disfungdo
pulmonar pds-operatéria. Técnicas ndo-invasivas incluindo tomografia de
impedancia elétrica (TIE) e os indices de estresse encontram-se estabelecidos,
mas ainda controversos.

A producdo, com reduzida degradagdo, de espécies reativas de

oxigénio (ERO) causa lesdo tissular oxidativa e também a ativacdo de



mediadores inflamatorios iniciadas imediatamente apos a reperfusdo que
pode durar algumas horas, fato que em termos de lesdo celular podemos
chamar de “reversivel”, contudo uma segunda fase pode ocorrer por até dias
levando a uma lesdo “irreversivel”***°. Para tanto, o organismo produz
substancias antioxidantes, como as superoxido dismutase (SOD), na
tentativa de equilibrar o sistema, a SOD1 e SOD3 sao dependentes de Cu/Zn,
sendo a primeira presente no nucleo e citosol e a outra na matriz extracelular

e a SOD2, que ¢ dependente de Mn, presente na mitocondria®’.

Corona e colaboradores (2015) estudaram os efeitos do 6xido nitroso
no pneumoperitonio e suas implicagdes na adesdo pods-operatoéria em
camundongos nos quais demonstraram uma melhora na prevencao do efeito de
adesividade (adesinogénico) na cavidade peritoneal *®.

Outros estudos experimentais demonstraram efeitos bactericidas
controversos em animais submetidos a contaminagao peritoneal € o uso de CO,
intraperitoneal*".

Para a manutencdo da anestesia geral a ventilagdo mecanica ¢ uma
ferramenta muito importante. Contudo, hd quase duas décadas sabemos que a
ventilagdo mecanica pode levar a lesdo pulmonar. Dreyfuss e colaboradores
(1998) demonstraram a relagdo entre ventilagdo mecanica e alteragdes

L : 51
patologicas no tecido pulmonar’, e recentemente Andrade e colaboradores

(2014) demonstraram alteragdes pulmonares e diafragmaticas em animais senis
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submetidos a ventilacdo mecénica’”. Tais informag¢des ampliam a importancia
do estudo do pneumoperitonio, uma vez que duas pressoes diferentes,

peritoneal e pulmonar, interagem.
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III. OBJETIVO

III.1. Objetivo Geral:

. Avaliar as implicagdes do pneumoperitonio, simulando laparoscopia,
com pressao positiva de CO, em ratos e seus efeitos nos parametros

morfoldgicos e inflamatdrios pulmonares.

I11.2. Objetivos Especificos:

- Determinar e comparar a morfologia pulmonar observando possiveis

alteracoes teciduais;

- Determinar e comparar os mediadores pro-inflamatérios no tecido pulmonar;

- Determinar e comparar os oxidantes e antioxidantes no tecido pulmonar.

I1I. 3. Hipotese:

O pneumoperitdnio por pressao positiva de CO, pode aumentar os niveis
de mediadores inflamatorios e estresse oxidativo nos pulmdes promovendo a
lesdo pulmonar, proporcionalmente ao aumento do IAP. Assim, a diminui¢do

da IAP levaria a diminui¢ao das lesdes pulmonares.
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IV. MATERIAL E METODOS

Para este estudo o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
para Uso em Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sao Paulo sob o

numero 6950190214 aprovado em 17/04/2014 (Anexo 1).

Utilizou-se 48 ratos adultos (Rattus norvegicus, com peso aproximado
entre 190 a 250 gramas; 4-6 semanas de idade) anestesiados e randomizados
utilizando o programa random (Random.org). O “Random.org” ¢ um site
gerador de nimeros randomicos e gera cerca de 111 milhdes de bits

randOmicos.

Os animais foram divididos em 6 grupos (n=8 por grupo), sendo: Sham:
apenas posicionamento do angiocateter intraperitoneal, sem insuflagdo de PNP;
[APS5: uso de pressdo intra-abdominal de 5 mmHg de didxido de carbono
(CO,); IAPS: uso de pressado intra-abdominal de 8 mmHg de CO,; IAP10: uso
de pressao intra-abdominal de 10 mmHg de CO,; IAP12: pneumoperiténio com
12 mmHg de CO,; e [AP14: pneumoperitonio com 14 mmHg de CO,. Todos
os animais foram ventilados mecanicamente por 60 minutos apos a instalagao
do PNP, com excecdo do grupo Sham, que foi ventilado sem insuflagdo do

PNP, conforme fluxograma abaixo.



Figura 1 - Fluxograma
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Andlise Biomarcadores + Histologia + Genomica

Figura 1. Fluxograma do projeto e seus passos. CEUA: Comissdo de
Etica no Uso De Animais. IAP: Pressdo intra-abdominal do
pneumoperitonio, VM: Ventilagdo mecanica.

Os animais foram mantidos no Biotério da UNIFESP/ EPM Saul
Goldenberg (niimero 24) por um periodo de 1 semana antes do inicio do
experimento (adaptagdo e/ou ambientalizagdo) em caixas-padrdes com comida
e agua a vontade (ambas suspensas 2 horas antes do experimento) € em

condicodes ideais de luminosidade (12/12 h ciclo claro/escuro), temperatura



ambiente (22+2°C) e umidade (65%-70%). A anestesia e analgesia foram
induzidas com injec¢ao, em bolus, intramuscular (IM) de 50 mg/kg de cloridrato
de cetamina (Cetamin®, Syntec, SP, Brasil) e 10 mg/kg de cloridrato de
xilazina (Anasedan®, Ceva, SP, Brasil). Quando os animais atingiram o plano
anestésico foram posicionados em decubito dorsal (posicdo supina) e
realizamos a intubacao orotraqueal (Figura 2) com canula intravenosa de 14
Gauges (G), com aproximadamente 3 cm de comprimento para se posicionar
um pouco acima da Carina. O relaxamento muscular foi realizado com inje¢ado
IM de 2 mg/kg de brometo de pancuronio (Pavulon®, Organon, SP, Brasil)
seguido de ventilagcdo mecanica com modo volume-controlado (Ventilator,
Harvard Apparatus, MA, EUA) com volume corrente (VT) 5 mL/kg, pressao
positiva ao final da expiracao (PEEP) de 2 cmH,O0, fragao inspirada de oxigénio
(F10,) de 35%, relagdo inspiragdo/expiracdo de 1:1 e frequéncia respiratéria
(Fr) de 60-70 incursdes por minuto (ipm). A temperatura corporal foi mantida

com cobertor térmico e controlada com termometro retal (~37°C; YSI Inc., OH,

EUA).



Figura 2. Posicionamento do animal em posi¢ao supina e da canula orotraqueal.

Realizamos a depilacdo (Figura 3) da regido abdominal com creme
depilatorio (Veet®, Veet, SP, Brasil) e antissepsia da regido com alcool iodado

0,1% (Rioquimica, SP, Brasil).



Figura 3. Depilacao da regido abdominal com utilizagdo de creme depilatoério.

O pneumoperitonio foi realizado utilizando uma canula de 18 G inserida
na cavidade peritoneal abaixo do processo xiféide (Figuras 4 e 5) e a insuflagao
utilizando insuflador automéatico (Model CO, - OP-Pneu Electronic, Wisap,
Alemanha) realizada com CO, com a IAP mantida constante e controlada por

60 minutos.



Figura 4. Posicionamento e fixacdo da canula para insuflagdo do abdome por

dioxido de carbono.
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INSUFFLATE

Figura 5. Animal anestesiado com pneumoperitonio insuflado.

Ao final do experimento aguardamos 30 minutos apds a desinsuflacao
do peritonio e em seguida os animais foram eutanasiados com alta dose
anestésica (2 mL/kg IV) com T61® (Hoechst-Roussel, Alemanha)’®~*. Na

sequéncia, realizamos a toracotomia para a retirada dos pulmades.

Os pulmodes foram pesados, perfundidos com solucdo tampao fosfato
(PBS) e o lobo cranial (superior) direito homogeneizado com solucao tampao
fosfato (Disruptor Ultrassonico, Thornton, SP, Brasil), aliquotado e congelado
para a andlise de ensaio imunoenzimatico (ELISA) com espectrofotometro

(ELX800UV®, BioTek Instruments, VT, EUA) de peroxidacao lipidica,



atividade da mieloperoxidase e citocinas. Para os ensaios de reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa (QPCR), em tempo real, utilizamos os lobos caudais
(inferiores) direitos que foram colocados em tubos do tipo Eppendorf com 1,5
mL de solucdo de TRIzol (Life Technologies, EUA) e congelados em
nitrogénio liquido. A porcdo caudal (inferior) dos pulmdes esquerdos foi

utilizada para analise histologica.
Avaliaciao Malondialdeido (MDA)

O grau de lipoperoxidagdo nos tecidos foi medido através da
determinacdo dos niveis de aldeido maldnico ou malondialdeido (MDA). A
peroxidagao lipidica ¢ uma reacao lesiva que se processa durante a reperfusao,
na qual o radical hidréxido (OH") estimulado pelos radicais livres do oxigénio
agride as membranas celulares e das organelas, atuando sobre os 4cidos graxos
das cadeias fosfolipidicas presentes nas mesmas, destruindo a funcdo seletiva
de barreira que essas membranas realizam e desorganizando a estrutura e a
atividade celular. Em condi¢des de normalidade fisiologica os radicais livres
formados sdo neutralizados pela superoxido dismutase (SOD). O MDA ¢ um
produto final, gerado pela peroxidagdo lipidica e desta forma um parametro
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bem estabelecido para determinar o aumento dos radicais livres do oxigénio™.

A determinagdo de malondialdeido foi realizada através da formagao de

substancias reativas do 4cido tiobarbitirico (TBARS) utilizando kit especifico



(OxiSelect TBARS assay kit, Cell Biolabs, CA, EUA) e seguindo as instrugdes

do fabricante.
Avaliacdo da Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO ¢ um indicador de acimulo de leucécitos
polimorfonucleares (PMN) no tecido pulmonar® ¢ sua avaliagdo foi realizada
utilizando ensaio imunoenzimatico (MPO Colorimetric Assay, MAKO068,

Sigma-Aldrich, MO, EUA) seguindo as orientagdes do fabricante.

Avaliacdo de Mediadores Pro-Inflamatorios por Ensaio Imunoenzimatico

(ELISA)

Determinamos as concentragdes dos mediadores inflamatérios, TNF-alfa
(Rat TNF-alpha Quantikine SixPak [SRTAO00]), IL-6 (Rat IL-6 Quantikine
SixPak [SR6000B]), IL-1beta (Rat IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine SixPak
[SRLBO00]), no homogeneizado dos pulmdes utilizando a técnica de ELISA,

seguindo as orientagdes do fabricante (R&D System, MN, EUA).

Avaliacio dos Antioxidantes por Reacio em Cadeia da Polimerase em

Tempo Real (qPCR)
Preparacao do RNA e quantificacido por RT-PCR em tempo-real

Para a realizagdo deste ensaio utilizamos pool de pulmdes de cada

animal alocado em seu respectivo grupo, ou seja, um pool por grupo.



Primeiramente o RNA total foi extraido do tecido pulmonar usando reagente
TRIzol ™ (Life Technologies, CA, EUA) e purificado utilizando Minikit
RNeasy '™ (Quiagen, CA, EUA). A concentra¢io do RNA total foi avaliada por
espectrofotometria e a quantidade acessada por eletroforese em gel de agarose
a 2%. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando 1pug do RNA
total e RT” First Strand kit (SABiosciences Qiagen, EUA), quantidades iguais
de cDNA e de Master Mix SYBR ™ Green gPCR Mastermix (SABiosciences
Qiagen, CA, EUA) foram distribuidos na placa de arranjos contendo sequéncias
especificas. A reagdo foi realizada em placa com 96 pocos (arrays) da
SABiosciences (Rat Endothelial Cell Biology RT® Profiler ™, Catalogo
PAMM-065; Qiagen, CA, EUA), seguindo o protocolo do fabricante, para
deteccdo de genes relacionados com o estresse oxidativo acompanhada de 5
genes controles (ACTB, GADPH, Hsp90ab1, Hprtl, Gusb) utilizados para a
normaliza¢do de dados do arranjo de PCR, e um controle negativo para controle
de contaminagdo do DNA gendmico. A sequéncia do controle negativo detecta
transcri¢des ndo especificas. Trés pocos para controles de transcri¢cao reversa
(RTCs) foram utilizados para verificar a eficiéncia da reagao de RT com ensaio
de qPCR. Os controles de PCR positivos replicados (PPCs) foram utilizados
para determinar a eficiéncia da reacdo em cadeia da polimerase por si mesma.
Os dois sets de pogos para a replicagdo do controle (RTCs e PPCs) foram

utilizados para comprovar a consisténcia inter-pogos e intra-placas. A avaliacao



dos dados foi realizada com programa (MxPro Equipment Real Time System:s,
GE, EUA) que calcula os valores do limiar do ciclo (threshold cycle; Ct) para
todos os genes do arranjo, sendo realizada uma comparacdo por pares €
calculando as alteragdes de dobra (fold changes) na expressao génica dos dados
brutos do ciclo utilizando o método delta-delta Ct (AACt)’"™. O método foi
utilizado para determinar os niveis de expressao relativa dos genes de interesse
(SOD1, SOD2 e SOD3) contidos nas amostras e avaliados pelo programa PCR

Array Data Analysis v3.3 (SABiosciences, Qiagen, CA, EUA).

Avaliacao Histologica

Para esta avaliacdo fragmentos de pulmao de cada animal foram
convenientemente embebidos em formaldeido a 10% tamponado (tampao
fosfato) por 8 horas e depois desidratados em concentragdes crescentes de
alcool etilico, diafanizados pelo xilol e impregnados pela parafina liquida em
estufa, regulada a temperatura de 59°C, segundo a metodologia estabelecida em
nosso Laboratdrio para inclusdo em parafina®. O material foi incluido em
parafina e os blocos cortados em micrétomo do tipo Minot (Accu-Cut®,
SaKura Finetek, CA, EUA), ajustado para 4 um. Alguns cortes assim obtidos
foram colocados em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e
mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C, durante 24 horas, para

secagem e colagem. Uma lamina de cada animal foi entdo submetida ao método



de coloracdo pela hematoxilina e eosina (HE) para posterior analise
morfoldgica. Na analise morfologica foi utilizado microscépio de luz
(Axiolab™ Standart 2.0, Carl Zeiss, Alemanha) com objetivas variando de 4 a
400 X para caracterizagdo e descri¢ao de cada corte histoldégico levando em
conta: ruptura de septo alveolar (grau de edema tecidual) e presenca de
infiltrado leucocitario (resposta inflamatoria). A coleta de imagens foi realizada
por cadmara acoplada ao microscopio (AxionCam™ Carl Zeiss, Alemanha). O
indice de escore foi realizado com base na avaliacao das laminas de histologia
por um patologista que nao conhecia a que grupo cada animal pertencia, sendo:
0= sem lesdo; 1= lesdo minima (pouco edema); 2= lesdo moderada (edema e
presenga de hemacias); 3= lesdo grave (edema, presenga de hemacias ¢ PMN);
4= lesao severa (edema, presenca de hemadcias, PMN e ruptura de septo

alveolar).
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V. ANALISE ESTATISTICA

Todas as varidveis foram testadas em relagdo a sua distribui¢dao de
normalidade. Foram apresentadas por média, desvio padrao (M+DP) e erro
padrao e graficamente por média e intervalo de confianga (IC) de 95% para
média. Para as comparagdes intergrupos utilizou-se o teste ANOVA, e
analise de variancia grupo a grupo pelo teste de Turkey. As comparagdes
estatisticas entre o grupo controle e os demais grupos experimentais foram
feitas por meio do ajuste do teste rfDunnett. Para todas as comparacgdes foram
considerados significativos os resultados para um valor de p < 0,05. Os
resultados da histologia foram demonstrados de maneira descritiva e
comparativa. O software utilizado para a andlise estatistica dos resultados foi
o Stata” na versdo 13.0. As anélises estatisticas das amostras de expressio
génica foram realizadas dentro do programa PCR Array Data Analysis (v3.3)
da empresa que confeccionou a placa com os genes (Thermo Fisher

Scientific, MA, EUA).



RESULTADOS



VI. RESULTADOS

Durante os experimentos ndo perdemos nenhum dos animais na
vigéncia dos procedimentos. Abaixo, encontram-se descritos os resultados
para os parametros analisados de MDA, MPO, TNF-alfa, IL-1beta, IL-6 ¢
expressao génica de SOD, respectivamente, além das descricdes dos

resultados das andlises histologicas com figuras ilustrativas das alteragdes.

Houve diferenca significativa nos niveis de MDA (Tabela: 1; Figura
6) para todas as comparacoes entre o grupo Sham e dos demais grupos
experimentais, exceto quando comparado o grupo experimental (IAP5) com

o grupo Sham (p=0,75).

Tabela 1 - Descri¢ao das médias e dos parametros para a média em amostras

para o experimento MDA (nmol/g proteina)

Erro padrao

N Media  “ @ sdia
Sham 8 2150 1,01
AP5 8 2112 110
IAPS 8 31,00 116
IAP10 8  44.25 247
MDA \AP12 8 5137 125
IAP14 8 6137 123
Total 48 3843 227

*teste ANOVA. Teste Turkey para andlise da varidncia entre grupos:
IAP5/TIAPS: p=0,001; TAP5/IAP10: p=0,001; IAPS5/IAP12: p=0,001;
IAP5/IAP14: p=0,001; TIAPS8/IAP10: p=0,001; IAP8/IAP12: p=0,001;
IAPS8/IAP14: p=0,001; TAP10/IAP12: p=0,02 ¢ IAP10/IAP14: p=0,001;
IAP12/1AP14: 0,001. Teste de tDunnett para andlise da varidncia entre o



grupo controle Sham com experimentos: IAP5: p=0,99; TAPS: p=0,01;
IAP10: p=0,00; TAP12: p=0,00 e IAP14: p=0,00.
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Figura 6. Histograma mostrando a distribuicdo da producdo de MDA e,
indiretamente, a produ¢do de ERO nos diferentes grupos, evidenciando o

aumento diretamente proporcional ao aumento da IAP.

Houve diferenca significativa para a andlise de MPO (Tabela: 02;
Figura 7) todas as comparagdes entre o grupo Sham e os demais grupos
experimentais, exceto quando comparado o grupo IAP5 e com o grupo Sham
(p=0,99). As comparacdes entre os grupos experimentais foram

significativas entre si para todos os grupos (p<0,001).



Tabela 2 - Descri¢ao das médias e dos parametros para a média em amostras

para o experimento MPO (mU/mL).

Erro
N Média padréo

da média
Sham 8 3,15 0,20
IAP5 8 3,81 0,16
IAP8 8 5,41 0,21
IAP10 8 6,45 0,21
MPO IAP12 8 7,92 0,24
IAP14 8 12,90 1,00
Total 48 6,60 0,50

*teste ANOVA. Teste Turkey para andalise da varidncia entre grupos:
IAP5/1APS: p=0,15; IAP5/IAP10: p=0,001; IAPS5/IAP12: p=0,001;
IAP5/IAP14: p=0,001; IAP8/1AP10: p=0,59; IAP8/IAP12: p=0,001;
IAPS8/IAP14: p=0,001; TAP10/IAP12: p=0,22 ¢ IAP10/IAP14: p=0,001;
IAP12/1AP14: 0,001. Teste de tDunnett para andlise da varidncia entre o
grupo controle Sham com experimentos: [AP5: p=0,75; IAP8: p=0,001;
IAP10: p=0,001; TAP12: p=0,001 e IAP14: p=0,001.
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Figura 7. Histograma mostrando a distribui¢do da producao de MPO
e, indiretamente, o recrutamento neutrifilico nas amostras selecionadas dos
diferentes grupos, evidenciando o aumento diretamente proporcional ao

aumento da [AP.

Observa-se que os valores de TNF-alfa (Tabela 3; Figura 8) foram
significativamente maiores para todos os experimentos, quando comparados
como grupo Sham (p<0,001), exceto quando comparado o grupo IAP5 com

o grupo Sham (p=0,23).



Tabela 3 — Descri¢gdo das médias e dos parametros para a média em amostras

para o experimento TNF-alfa (pg/mL).

Erro padréo

N Média "
da média
Sham 8 5,39 0,09
IAP5 8 5,61 0,06
IAP8 8 5,77 0,05
TNF- 1AP10 8 5,87 0,03
alfa 1AP12 8 6,33 0,06
IAP14 8 7,60 0,04
Total 48 6,09 0,10

*teste ANOVA. Teste Turkey para andlise da varidncia entre grupos:
IAP5/IAPS: p=0,45; IAPS5/IAP10: p=0,06; IAP5/IAP12: p=0,001;
IAP5/IAP14: p=0,001; IAP8/1AP10: p=0,88; IAP8/IAP12: p=0,001;
IAPS8/IAP14: p=0,001; IAP10/IAP12: p=0,001 ¢ IAP10/IAP14: p=0,001;
IAP12/1AP14: 0,001. Teste de tDunnett para analise da varidncia entre o
grupo controle Sham com experimentos: [AP5: p=0,11; IAPS8: p=0,01;
IAP10: p=0,001; TAP12: p=0,001 ¢ IAP14: p=0,001.
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Figura 8. Histograma mostrando a distribuicdo da produ¢do de TNF-
alfa nos diferentes grupos, evidenciando o aumento diretamente

proporcional ao aumento da IAP.

Houve diferenca significativa nos niveis de IL-1beta para todas as
comparagdes entre o grupo Sham e dos demais grupos experimentais, exceto
quando comparado o grupo IAP5 com o grupo Sham (p=0,98) (Tabela 4 ¢

Figura 9).



Tabela 4 - Descri¢ao das médias e dos parametros para a média em amostras

para o experimento IL-1beta (pg/mL).

Erro
N Média padrao

da média
Sham 8 5,92 0,24
IAP5 8 6,03 0,18
IAP8 8 7,05 0,12
IL- IAP10 8 9,72 0,34
1b IAP12 8 10,88 0,15
IAP14 8 13,85 0,35
Total 48 8,91 0,43

*teste ANOVA. Teste Turkey para analise da varidncia entre grupos:
IAP5/1APS: p=0,07; IAP5/IAP10: p=0,001; IAPS5/IAP12: p=0,001;
IAP5/IAP14: p=0,001; IAPS8/IAP10: p=0,001; IAP8/IAP12: p=0,001;
IAPS8/IAP14: p=0,001; TAP10/IAP12: p=0,03 ¢ IAP10/IAP14: p=0,001;
IAP12/IAP14: 0,001. Teste de rDunnett para andlise da variancia entre o
grupo controle Sham com experimentos: IAP5: p=0,98; IAPS8: p=0,01;
IAP10: p=0,001; TAP12: p=0,001 e IAP14: p=0,001.
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Figura 9. Histograma mostrando a distribuicao da produgdo de Il-1b e,
indiretamente, a resposta inflamatoria nas amostras selecionadas dos
diferentes grupos, evidenciando o aumento diretamente proporcional ao

aumento da [AP.

Os valores de IL-6 (Tabela: 5; Figura 10) foram significativamente
maiores para todas as comparagdes entre o grupo Sham e os demais grupos

experimentais (p=0,001).

Tabela 5 - Descri¢ao das médias e dos parametros para a média em amostras

para o experimento IL-6 (pg/mL).

N Média Erro padréo

da média
Sham 8 7,24 0,28
IAP5 8 7,76 0,14
IAP8 8 8,26 0,03
IAP10 8 8,92 0,02
IL-6 IAP12 8 9,75 0,02
IAP14 8 14,61 0,08
Total 48 9,42 0,36

*teste ANOVA. Teste Turkey para andlise da varidncia entre grupos:
IAP5/1APS: p=0,12; IAP5/IAP10: p=0,001; IAPS5/IAP12: p=0,001;
IAP5/IAP14: p=0,001; IAP8/1AP10: p=0,02; IAP8/IAP12: p=0,001;
IAPS8/IAP14: p=0,001; TAP10/IAP12: p=0,01 ¢ IAP10/IAP14: p=0,001;
IAP12/1AP14: 0,001. Teste de tDunnett para analise da varidncia entre o



grupo controle Sham com experimentos: [AP5: p=0,04; IAP8: p=0,001;
IAP10: p=0,001; TAP12: p=0,001 e IAP14: p=0,001.
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Figura 10. Histograma mostrando a distribui¢ao da produgao de I1-6 e,
indiretamente, a resposta inflamatoria nas amostras selecionadas dos

diferentes grupos, evidenciando o aumento diretamente proporcional ao
aumento da [AP.

Os dados referentes a expressdo génica foram significativos e
corroboram com nossos outros achados (Tabela 6; Figuras 11, 12 e 13). As
superdxidos dismutases (SOD1, SOD2 e SOD3) sdo enzimas antioxidantes

e apresentaram diferencgas significativas conforme a pressao utilizada.



Tabela 6: Descricdo dos genes estudados e o valor da expressao génica

encontrado no pool de amostras de cada grupo.

Gene Sham IAPS IAP8 IAP10 IAP12 IAP14
SOD1 0,325 2,165 0,499 4,449 1,329 AM
SOD2 0,216 2,096 1,972 3,667 3,331 AM
SOD3 1,193 3,029 3,880 7,192 4,609 1,813

Expressdao de SOD1: Sham vs IAPS5, IAP10, IAP12 ¢ IAP14 (p < 0,05); IAPS vs
IAP8, IAP10, IAP12 e IAP14 (p < 0,05); IAP8 vs IAP10, IAP12 ¢ IAP14 (p <
0,05); IAP10 vs, IAP12 (p > 0,05) e IAP14 (p < 0,05); e IAP12 vs IAP14 (p <
0,05). Expressao de SOD2: Sham vs IAPS5, IAP10, IAP12 e IAP14 (p < 0,05);
IAP5 vs IAP8, IAP10, IAP12 e IAP14 (p <0,05); IAP8 vs IAP10, IAP12 ¢ IAP14
(p < 0,05); IAP10 vs, IAP12 ¢ IAP14 (p < 0,05); ¢ IAP12 vs IAP14 (p < 0,05).
Expressdao de SOD3: Sham vs IAPS, IAP10, IAP12 e IAP14 (p < 0,05); IAPS vs
IAP8 (p < 0,05), IAP10, TAP12 e IAP14 (p < 0,05); IAP8 vs IAP10, IAP12 e
IAP14 (p <0,05); IAP10 vs, IAP12 ¢ IAP14 (p < 0,05); e IAP12 vs IAP14 (p <
0,05). AM: abaixo do minimo detectavel.
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Figuras 11, 12 e 13. Valores e distribuigcdes da expressao génica encontradas

nas amostras de cada grupo (média). Abreviaturas: AM= abaixo do minimo

detectavel.
Nas andlises histologicas observamos que nas amostras de tecidos

pulmonares de ratos dos grupos IAPS5 e IAP8 apresentaram danos leves,



enquanto que nos grupos IAP10 e IAP12 exibiram danos moderados e o

grupo IPA14 exibiu danos mais graves.

Na avaliacdo histolégica (Figura 14 e 15), a andlise dos diferentes
grupos demonstrou alteragdes histoldgicas mais perceptiveis e
caracterizaveis nos grupos submetidos a regimes de maiores pressoes intra-
abdominais. As diferengas foram mais claras quando se comparou os grupos
extremos (Sham e menores pressdes vs. maiores pressdes). No grupo
submetido a regime de maiores pressoes (IAP14) havia marcadamente grave
ruptura dos septos alveolares, edema, hemorragia e presenca de maior
infiltrado leucocitario. Os grupos IAP10 e IAP12 apresentaram alteracdo na
arquitetura alveolar com edema e dilatacdo dos septos alveolares, além de
infiltragdo de neutréfilos, porém, em graus menores do que o grupo IAP14 e
claramente maiores do que os grupos submetidos a pressoes menores (IAPS
[que também apresenta um pouco de edema], IAPS e Sham). As amostras de
tecidos pulmonares do grupo IAP8 exibiram algumas alteragdes da
arquitetura, aumento dos septos alveolares e pequena infiltracdo de
neutréfilos, embora em grau menor do que os grupos submetidos a regimes

de pressdes maiores.



Figura 14: Avaliacao histologica das amostras de tecido pulmonar mostrando
as diferencas entre os grupos estudados. Podem-se observar no grupo IAP14

rupturas do septo alveolar (setas cheias), edema (asterisco), hemécias (seta



curta) e influxo de PMN (seta longa), sendo lesdes mais severas quando

comparadas com OS grupos Com menores pressées.
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Figura 15: Histograma mostrando a distribui¢do do escore de lesdo pulmonar
nas amostras selecionadas dos diferentes grupos, evidenciando o aumento de
maior escore diretamente proporcional ao aumento da IAP. *teste ANOVA.
Teste Turkey para andlise da variancia entre grupos: [AP5/IAPS: p<0,05;
IAP8/IAP10: p=0,001; IAP10/IAP12: p=0,001; TAP12/IAP14: p<0,05.
Teste de tDunnett para anélise da variancia entre o grupo Sham e o grupo
IAP5 demonstrou significancia estatistica quando comparado com os

grupos: [AP8, IAP10, IAP12 e IAP14; p<0,05.



DISCUSSAO



VII. DISCUSSAO

Os radicais livres de oxigénio sdo responsdveis pelo aumento da
permeabilidade vascular, peroxidacao lipidica da membrana celular e inicio do
processo inflamatorio local e sistémico. Os resultados encontrados neste trabalho
foram bastante consistentes e mantiveram um padrao de constante também nos
diferentes grupos estudados, mostrando a relacdo direta entre a pressdo de
insuflacdo do PNP e as alteracdes pulmonares de acordo com as andlises
realizadas (peroxidagdo lipidica, atividade da mieloperoxidase, mediadores pro-

inflamatorios, histologia e expressdo génica de antioxidante).

Parece existir uma alta correlacdo entre o aparecimento destas lesdes
descritas e o aumento da producao de ERO e demais marcadores inflamatorios,
diretamente proporcionais. Todavia, esta correlagdo positiva especificamente
entre alteracoes de MDA versus acimulo de polimorfonucleares (MPO) parece

ser mais clara quando se comparam os grupos controle e de baixa pressdoes com o

grupo IAP14 (p=0,001).

Para todos os parametros utilizados, as diferencas foram significativas
comparando os grupos, com excecao de alguns dos pardmetros avaliados quando
se comparou o grupo Sham e o grupo de menor pressao, IAP5. Ao se comparar

grupos de maiores (IAP10, IAP12 e IAP14) e menores pressoes (Sham, IAPS e



[APS) entre si, as diferencas foram mais expressivas, evidenciando o efeito do

PNP sobre as alteragdes pulmonares agudas.

Rubbini et al.®', em 2012, mostraram o efeito do PNP sobre as propriedades
mecanicas do pulmao. Associaram ainda as modificagdes destas propriedades
com os diversos posicionamentos dos pacientes na mesa operatoria (proclive e
trendeleburg), mostrando o perfil de alteragdo da elastdncia e resisténcia
pulmonares com e sem a insuflacdo do PNP durante ventilagdo mecanica volume -
controlada em individuos sedados adequadamente e com bloqueio
neuromuscular. As regidoes basais (mais proximas do diafragma relaxado e
“empurrado‘ cranialmente pela forca exercida pelo PNP) e dependentes foram as
mais afetadas, sendo as regides onde ha maior formagao de atelectasias e onde

. N . . . JORIN)!
ocorrem suas maiores consequencias para o sistema I'CSplI'EltOI'lO .

1.2, em 2012, demonstraram a

Em outro trabalho, Runck et a
diminui¢ao da complacéncia no sistema respiratorio apos a insuflacdo do

IAP em ratos ventilados mecanicamente. O aumento progressivo da IAP

promove redugdo inversamente proporcional da complacéncia respiratoria.

A diminuicdo da complacéncia no sistema respiratdrio implica em
aumento médio das pressdes inspiratdrias para compensacao, levando ao
aumento da driving pressure, a exposi¢ao do sistema respiratorio a regimes

menos fisioldgicos de maiores pressdes e, consequentemente, mais



inflamagdo e producdo de ERO®™'. Para evitar atelectasia, hipoxemia e
lesdes pulmonares, a PEEP ndo deve ser negligenciada para contrabalancear
o aumento da IAP. Assim, quanto maior for a AP, maior sera resisténcia no
sistema respiratorio, o que tem relagdo direta com o aumento dos marcadores
inflamatorios e de producio de ERO®', em conformidade com os nossos

resultados.

Strang et al., em modelo porcino, em diversos estudos evidenciou a
correlacdo direta entre o aumento da IAP e a taxa média de atelectasias.
Desta forma, em porcos ventilados mecanicamente ¢ em posicdo supina,
foram aplicadas diferentes IAP com CO, e avaliado o percentual de
atelectasia presentes nestes animais apos a aplicagao do PNP, onde verificou-
se que nos controles (sem insuflacdo) havia em média 4% de atelectasias,
nos animais submetidos a AP de 8 mmHg, 9%, no grupo com [AP de 12
mmHg, 12% e no ultimo grupo, com 16 mmHg, 16% de atelectasias,
mostrando a relagdo direta entre o aumento da pressao de insuflacio do PNP

. 6568
¢ a presenca de atelectasias™™ .

Para alcangar o uso de pressdes mais baixas de insuflacdo do
pneumoperitonio, sem diminuir significativamente o campo cirdrgico ou
atrapalhar a técnica operatoria, uma das estratégias ¢ a implementagdo do

uso de doses adequadas dos bloqueadores neuromusculares



~ 69-70
adespolarizantes

, associada a monitoriza¢cdo constante para manutengao
das doses nos momentos apropriados, de acordo com a avaliagdo do monitor
da jun¢dao neuromuscular, desde que este seja devidamente calibrado de
acordo com o paciente. A manuten¢ao do bloqueio neuromuscular profundo
esta associada a maior complacéncia da parede abdominal, resultando na
necessidade de menores pressdes para insuflagdo, minimizando as alteragdes

. . . 69-71
no sistema respiratorio .

O bloqueio neuromuscular profundo associa-se a melhores escores de
qualidade de campo cirtrgico quando indagado ao cirurgido em campo, sem
comprometer o pos-operatorio e sem curarizacdo residual, quando feito

69, 72-74
adequamente” ",

Do ponto de vista clinico, hd diversos trabalhos demonstrando que
com o uso de menores pressdes de insuflacio do PNP hd menor incidéncia
de dor pos-operatoria, incluindo avaliagcdes sobre o menor uso de analgésicos
no pos-operatorio imediato, além de menores escores de dor baseados na
escala internacional de dor, alta mais precoce, com tempo cirtrgico similar

.. ) ) o . 69-72,75,78
as cirurgias nas quais se usam pressoes maiores .

Este estudo mostra a tendéncia de demonstragao encontrada em outros
trabalhos com ratos nos quais associa menores IAP a menor produgao de

76 , . . . .
ERO™, com niveis menores de MDA quantificados e associados a baixas



pressdes de insuflacdo. Percebeu-se ainda em outros estudos que os valores
de MDA se elevam diretamente proporcional ao tempo de exposi¢do ao
PNP”, item ndo avaliado por nds, especificamente, uma vez que todos os
nossos grupos tiveram o mesmo tempo de ventilacdo mecanica durante a
exposicao ao PNP, 60 minutos. Niveis de AP acima de 12 mmHg sdo
marcadamente associados a valores mais altos dos marcadores de produgao
de ERO. Para o MPO nao foi diferente, estando ainda associado também ao

tempo de exposicdo ao AP

O PNP induz o estresse oxidativo sistemicamente. No pulmao nao ¢
diferente, ainda mais submetido a um regime de pressdes nao fisiologicas, o
que acentua ainda mais a alteracdo da homeostase. Os fatores inflamatorios
promovidos pela cirurgia em si, pela pressao que o PNP implica, e pela VM
em si promovem a formagdo destas ERO e sdo tempo-dependente da

- o~ 79-81
CXposigao .

Dentre os diferentes animais usados em atividades de pesquisa
experimental e os humanos hé diversas diferencas anatdmicas, fisiologicas,
incluindo a mecanica pulmonar, como exemplo da elastancia e resisténcia,
que determinam diferentes resultados. O que se estuda e se deve levar em
consideracdo como ponto de referéncia sdo as tendéncias nos resultados
comparativos entre regioes pulmonares e respostas fisioldgicas. Ha modelos

de estudos que tentaram calcular as IAPs em animais equivalentes as



respectivas no humano, demonstrando que as pressdes nao sao exatamente
equivalentes, mas a demonstracdo da progressdo ¢ da comparacao entre os
grupos com diferentes IAP, para diferentes animais, mostram consisténcias
em relacdo ao padrdo de lesdo promovido pelo aumento gradativo da
IAP¥* . Assim, valores absolutos nio parecem possuir significincia quando
se comparam as IAP em diferentes animais, mesmo quando expostos as

mesmas condigoes.

Apesar dos pulmdes serem Orgdos bastante afetados por oxidantes
exdgenos e espécies reativas de oxigénio enddgenas, nosso organismo possui
sistemas antioxidantes enzimaticos € nao enzimaticos que buscam
neutralizar os efeitos lesivos dos produtos de espécies reativas enddgenas,
desta forma nas afec¢des pulmonares o equilibrio tende para o lado do

. 79-81
oxidante )

As alteracdes pulmonares causadas pelo pneumoperitonio levam a um
desequilibrio dos sistemas antioxidantes, uma vez que foram detectados em
nosso estudo a expressao génica de antioxidantes como o SOD1 e SOD2 que
foram significantemente menores no grupo IAP14 comparado com os outros
grupos € o SOD3 que apesar de ser expresso em todos os grupos estava
menor no grupo IAP14 comparado com os outros grupos submetidos a

pI'GSS(N)GDS menores.



Nao podemos esquecer que o mecanismo pelo qual a manipulagdo
cirirgica provoca alteragdes inflamatorias podem estar ligadas ao trauma
local, na serosa, que conduz a uma resposta inflamatoria no trato
gastrintestinal, pela inducdo da lesdo por isquemia-reperfusio em
decorréncia de uma interrup¢cdo ou reducdo temporaria do fluxo da
microcirculagdo que em nosso caso ocorreu por uma compressao das
estruturas peritoneais. Desta forma varios modelos experimentais de
laparoscopia demonstraram alteragdes imunologicas no periténio apos
laparotomia, sendo estas alteracdes mais pronunciadas com a exposi¢ao dos

A L - 84,85
orgaos abdominais ao ar ambiente do que ao CO, ™.

Em nosso estudo as expressdes de SOD1 se mostraram maiores no
grupo IAP10 e ndo houve expressao significativa no grupo IAP14, o mesmo
ocorrendo na expressao do SOD2. Tal situacdo pode ser resultado de uma
maior necessidade de determinados grupos em produzirem antioxidantes € a
nao expressao no grupo de maior pressao pode significar uma sobrecarga do
sistema. Varios estudos demonstraram o carater protetor contra as ERO e

: 86-89
nossos achados corroboram com tais estudos )

Por outro lado, 0 SOD3, que esta bem documentado sua existéncia na
matriz extracelular de células pulmonares do tipo 11 e macréfagos alveolares
90,91

, também esteve expresso em todos os grupos sendo menor no grupo

[IAP14. Tal condi¢cdo ocorre porque sua atividade ¢ 1,8 vezes superior a



SODI1 e SOD2 **, o que poderia justificar a sua expressdo no grupo IAP14
em relagdo a ndo expressao de SOD1 e SOD2 no referido grupo. A Literatura
nao ¢ clara quanto a esta expressao diferenciada na SODI1 e 2 para os grupos
de maior pressao (IAP 14). Uma possibilidade seria para o seu perfil de
expressao ser diferente e ndo suportado para tais niveis de lesdo celular. A
resposta para esta pergunta talvez possa ser dada com estudos mais

aprofundados sobre este grupo especificamente.

Em nosso estudo, os exames histopatologicos dos tecidos pulmonares
tiveram consisténcia com diversos dados bioquimicos avaliados,
dependendo da faixa de IAP analisada. Os indicadores histoldgicos
demonstram significante lesdo tecidual nos grupos IAP12 e [AP14, uma vez
que existe um maior confronto de pressdes por conta da ventilagdo mecanica
associada a insuflacdo intra-abdominal, levando provavelmente a uma
hipoperfusdao pulmonar. Por outro lado, baixas pressdes intra-abdominais
reduzem o dano pulmonar confirmando os efeitos benéficos do uso de

menores pressoes intra-abdominais.

O uso de métodos que possibilitem a utilizagdo de pressdes de
insuflacdo do pneumoperitdnio em valores menores podem trazer beneficios
para os pulmodes, levando a menores niveis de atelectasias, menores

agressoes ao tecido pulmonar e menor inflamagao.



Desta forma os nossos resultados podem embasar e estimular estudos
que avaliem a necessidade da utilizacdo de intervengdes que reduzam os
riscos de complicagdes respiratorias no pds-operatorio de cirurgias por
laparoscopia. Com base nestes resultados deste estudo experimental percebe-
se a necessidade de estudos clinicos para avaliar os reais efeitos do

pneumoperitonio nos pulmoes de pacientes submetidos a laparoscopia.



Limitagcoes do estudo:

Uma limitagdo consistiu na manutencdo do padrido uniforme dos
parametros ventilatérios, uma vez que os animais dos diferentes grupos
foram expostos a IAPs diferentes e isto certamente afetou a ventilagdo
pulmonar. A mecanica respiratdria altera-se com a insuflacdo do
pneumoperitonio e isto cria a necessidade do uso do conceito de pressao
transpulmonar, que ¢ a diferenca entre a pressdo alveolar e a pressdo
intrapleural (Pressdo transpulmonar = Pressdo alveolar — Pressao
pleural)®®. Assim, quanto maior a pressdo ao redor do pulméo (vindas da
parede toracica e do diafragma, totalmente influenciaveis pela insuflacao do
pneumoperitonio), maior tera que ser a pressao ofertada pelo ventilador para
manter um mesmo padrao de ventilagdo. Caso ndo exista uma compensagao
adequada, com os diferentes valores de IAP submetidos, haveréd diferentes
insuflagdes pulmonares. Dados da literatura sugerem que o
“desmembramento” das pressdes que chegam ao sistema respiratério,
utilizando as medidas obtidas dos ventiladores mecanicos mais o uso de uma
sonda esofagica que mede indiretamente a pressao pleural pode medir mais
precisamente os gradientes de pressdes que efetivamente sdo utilizados para
a insuflagdo pulmonar **°. Assim, talvez, possam descrever e servir como

definidor de condutas nas estratégias para ventilacdo em diferentes niveis de



pneumoperitonio e para procedimentos que exijam inclinagdes significativas

das mesas cirturgicas (proclive ou trendeleburg).



CONCLUSAO



VIII. CONCLUSAO

Este estudo experimental evidencia que o aumento da IAP durante o
pneumoperitonio associado a ventilagdo mecanica causa efeitos adversos
potenciais no pulmdo, nem sempre percebidos clinicamente, favorecendo
areas de colapso que causam inflamagdo e estresse oxidativo evidenciado
pela histopatologia e bioquimica, dependendo da magnitude do aumento da

IAP, com elevacao diretamente proporcional ao aumento da IAP.
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