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INTRODUÇÃO

Atualmente a videocirurgia é amplamente empregada 
como ferramenta diagnóstica ou como método de acesso 
cirúrgico21 e mais recentemente tem sido utilizada no 
diagnóstico e estadiamento das neoplasias abdominais e 
torácicas, por permitir recuperação mais rápida e o início 
de tratamento complementar mais precoce13. 

Apesar dos inegáveis benefícios desta técnica, não 
tornam suas aplicações ilimitadas e  eventuais evoluções 
insatisfatórias tem motivado estudos experimentais para a 
investigação dos fenômenos fisiopatológicos relacionados. 

A videocirurgia pode apresentar complicações inerentes 
ao método e dentre elas destacam-se as relacionadas ao au-
mento da pressão na cavidade intra-abdominal - o pneumo-
peritônio -, como a ocorrência de enfisema parietal, injeção 

de gás no omento, no interior de um órgão abdominal ou 
grande vaso, complicações respiratórias devido à elevação da 
cúpula diafragmática, hipofluxo esplâncnico levando à hipo-
perfusão de órgãos abdominais e intestinos com alterações dos 
componentes da barreira intestinal, alterações circulatórias 
causadas pela compressão da veia cava inferior e como efeito 
cascata, verifica-se redução do débito cardíaco, bradicardia 
e possível parada cardíaca25. Considerava-se como contra-
indicação absoluta da colecistectomia laparoscópica situações 
como gravidez, operação abdominal prévia, intolerância ao 
aumento da pressão intra-abdominal, obstrução intestinal, 
coagulopatia, obesidade, cirrose, intolerância à anestesia 
geral, coledocolitíase e colecistite aguda. Atualmente, a maior 
experiência do cirurgião com o método e melhores conhe-
cimentos e controle das repercussões do pneumoperitônio 
pelo anestesista, ampliaram as indicações dos procedimentos 
laparoscópicos e restringiram suas contra-indicações e vem 
sendo utilizada na definição diagnóstica, mesmo em pacientes 
críticos com quadro séptico21. 

Com o advento da antibioticoterapia, desde a metade 
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RESUMO – Racional - A videocirurgia pode apresentar complicações inerentes ao método e dentre elas destacam-se as relacionadas ao aumento da 
pressão na cavidade intra-abdominal. Objetivo -Analisar os efeitos do pneumoperitônio em modelo experimental de endotoxemia causada por 
lipopolissacarídeo. Método - Foram utilizados 32 ratos Wistar dos quais foi coletado sangue 24 horas prévias para obtenção dos valores de referên-
cia nas provas de função renal, hepática e do estado endotóxico (contagens total e diferencial de leucócitos, contagem de plaquetas e dosagens de 
lipopolissacarídeo, TNFα, IL6). A seguir os ratos foram separados em quatro grupos com oito: grupos controle inoculados com lipopolissacarídeo 
(10 mg/kg via intraperitoneal) e mantidos por quatro e 11 horas (C-LPS4 e C-LPS11). Grupo C-PP, submetido ao pneumoperitônio por CO2 por 
uma hora e mantido sob observação por seis horas. Grupo experimento (E) inoculados com 10 mg/kg de lipopolissacarídeo por via intraperitoneal, 
após quatro horas submetidos ao pneumoperitônio por CO2 por uma hora e mantidos sob observação por seis horas. Ao término destes períodos 
foram coletadas amostras de sangue para as mesmas avaliações iniciais. Utilizou-se o método de T-Student para as comparações dos resultados, 
com nível de significância de 0,05. Resultados - Em comparação aos valores iniciais e aos grupos controle, o grupo E apresentou maiores valores 
nas dosagens de creatinina e uréia, bilirrubina direta, ALT e TAP, aumento nas dosagens de IL6, TNFα e diminuição de plaquetas, aumento de 
leucócitos e bastonetes e detecção de endotoxina circulante. Conclusão - O pneumoperitônio por dióxido de carbono induz aumentos na liberação 
de TNFα, IL6, piora das funções hepática e renal em modelo experimental de endotoxemia induzida por lipopolissacarídeo.

DESCRITORES - Ratos. Pneumoperitônio. Dióxido de carbono. Sepse. Lipopolissacarídeo. Fator de necrose tumoral Alfa. Interleucina 6.
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do século passado os índices de morbi-mortalidade associa-
dos às infecções reduziram-se significativamente, contudo, 
pemanecem desafiantes os quadros infecciosos seguidos de 
sepse. Nos Estados Unidos2 estimaram a incidência anual 
de 751.000 casos (3 casos/1.000 população) e evolução para 
óbito em 215.000 casos (28,6 %). No Brasil, por não ser uma 
doença de notificação compulsória não se conhece a real 
incidência da sepse na população em geral, mas evidencia-se 
o elevado impacto econômico e social que ela acarreta por 
ser uma das mais elevadas taxas de incidência do mundo - 
57 por 1.000 pacientes/dia -, e com quadros mais graves e 
internação mais prolongada que em outros países. A sepse é 
relacionada diretamente à liberação de endotoxina bacteriana 
que também é conhecida como lipopolissacarídeo (LPS)27. 
Trata-se de um componente da parede celular de bactérias 
Gram-negativas e que, “per se”, é capaz de desencadear me-
canismos indutores reações inflamatórias graves, os quais se 
sobrepõem aos sintomas da infecção sistêmica pré-existente. 
A definição de sepse, de acordo com o Consenso Brasileiro 
de Sepse7 é uma “resposta inflamatória sistêmica exagerada, 
secundária à infecção grave documentada”. 

O LPS é responsável pela ativação de mediadores 
endógenos secretados por células inflamatórias ativadas, 
identificados como citocinas, e entre estas destacam-se o 
fator de necrose tumoral alfa e a interleucina (TFNα e IL6)1. 
Estas citocinas são as responsáveis pela eclosão de diversas 
alterações clínicas na sepse como a febre ou hipotermia, as 
alterações funcionais como oligúria, taquipnéia, hipoxemia, 
taquicardia, hipotensão, acidose láctica e coagulopatia entre 
outros. Não é infrequente em nosso meio a utilização da 
videolaparoscopia em pacientes sépticos, seja para a res-
olução do foco infeccioso ou para avaliação diagnóstica21, e 
desconhece-se ainda, os efeitos da associação do pneumo-
peritônio em condições de resposta inflamatória sistêmica 
secundária à endotoxemia. 

Este estudo tem por objetivo analisar os efeitos do pneu-
moperitônio (PP) em modelo experimental de endotoxemia 
causada por lipopolissacarídeo (LPS).

MÉTODO

Descrição da amostra e organização dos grupos de estudo

Nesta pesquisa foram adotadas as recomendações do 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA)23 e o 
projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa Ani-
mal conforme protocolo 36/2007 de 23 de setembro de 2007. 

Foram utilizados 32 ratos da linhagem Wistar (Rattus 
norvegicus, Rodentia, mammalia), com idade de 134 ± 
11 dias, peso médio de 265,34 ± 23,73 g provenientes do 
biotério central da Universidade Federal do Paraná  e man-
tidos grupos de quatro em cada caixa de prolipropileno com 
maravalha trocados diariamente. Os animais foram man-
tidos em ciclos de iluminação automaticamente regulados 
a cada 12 horas por todo o período da experimentação em 
temperatura ambiente mantida entre 18 e 27º C, a umidade 
relativa do ar entre 40 e 70 % com foi livre o acesso à água 
e à ração balanceada própria para a espécie composta de 4 

% de lipídios, 21 % de proteínas, 52 % de carboidratos e 
o restante de resíduos não digeríveis (Nuvilab, Nuvital®). 
Foram separados em dois grupos, o grupo experimento (E) 
foi submetido à inoculação de LPS e mantidos por quatro 
horas, seguido de indução do pneumoperitônio por uma 
hora e posteriormente mantidos por seis horas até a coleta 
de amostras. O grupo controle continha os seguintes sub-
grupos: inoculação de LPS e manutenção por quatro horas e 
coleta de amostras (C-LPS4), indução de pneumoperitônio 
e coleta de amostras (C-PP) e ainda inoculação de LPS e 
manutenção por onze horas e coleta de amostras (C-LPS11).

Indução de pneumoperitônio

Conforme metodologia anteriormente descrita14, com os 
ratos em jejum de 24 horas prévias ao experimento, foram 
executadas a pesagem e a anestesia pela administração de 100 
mg/kg Cetamina (Cristalia®) associada a 10 mg/kg Xilasina 
(Dopaser, Calier®) por via intramuscular (panturrilha)3. 
Foram colocados em decúbito dorsal e realizada anti-sepsia 
abdominal com álcool iodado e em seguida foram puncio-
nados na região mediana infra-umbilical do abdômen, com 
agulha 40X12 mm. A agulha foi conectada através de tubo 
de silicone esterilizado ao dispositivo distribuidor de CO2 e 
este, ao insuflador eletrônico (Endoview®). O aparelho de 
insuflação foi regulado a 100 mL/minuto de CO2, por uma 
hora. Os ratos foram mantidos em temperatura ambiente 
regulada entre 19 a 22ºC e respiração espontânea (Figura 1).

Ao término o insuflador era desligado e provocada a 
desinsuflação abdominal dos ratos por leve compressão 
manual e durante este período foram monitorizadas a ocor-
rência de sinais de hipotermia, indicada por pilo-ereção e 
tremores, bem como de baixa perfusão de oxigênio indicada 
pela cor da pele das orelhas e patas3.

Indução de endotoxemia pelo LPS

Preparação do inóculo de LPS

A solução de LPS foi preparada imediatamente antes 
de sua inoculação. Pesou-se 5 mg de LPS em frascos de 
vidro esterilizado e apirogênico e solubilizou-se em 10 mL 
de solução fisiológica, imediatamente antes de sua inocu-

FIGURA 1- Indução de pneumoperitônio em 13 ratos simulta-
neamente
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lação nos ratos10,19. Foram inoculadas as doses de 10 mg/
kg de peso por via intraperitoneal sob sedação por inalação 
de Isoflurano (Forane® Abbott) em circuito fechado. Os 
mesmos procedimentos foram feitos nos ratos do sub-grupo 
controle do pneumoperitônio, sendo inoculado solução 
fisiológica em volume proporcional ao peso.

Aferições

Coleta de sangue

Ao término do experimento em cada sub-grupo, os ratos 
eram anestesiados em campânula fechada sob saturação 
de isoflurano (Forane®Abbott) e após a degermação da 
pele da região torácica com álcool iodado era puncionado 
o tórax e coletava-se sangue até o volume mínimo de 10 
mL, suficiente para a indução de parada cárdio-respiratória. 
Imediatamente o sangue era separado em alíquotas míni-
mas de 2 mL em quatro diferentes tubos de ensaio para as 
avaliações.

Dosagem do TNFα, IL6 e LPS

Para a dosagem de TNFα utilizou-se o método imu-
noenzimático (Elisa) com os reativos Biotra – Tumor 
Necrosis Factor Elisa System (Amersham Pharmacia code 
RPN 2718®)29. Para a IL6 utilizou-se o método imuno-
enzimático (Elisa) com os reativos Abazyme Human IL6 
Elisa Kit® EL-10023)4. Para a dosagem de endotoxinas, 
foi empregado o método do Lymulus Amebocyte Lisate 
(Endosafe® 1073)6.

Avaliações bioquímicas e hematológicas

Para as dosagens bioquímicas empregou-se método 
automatizado com reativos específicos e padrões para cada 
teste Selectra II (Vitalab®) e para as avaliações hematológi-
cas o método automatizado Seldin 3000®. As contagens 
de bastonetes foram feitas pelo método microscópico 
porcentual, em distensões hematológicas de cada amostra 
coradas pelo método de May-Grunwlad Giemsa. A avalia-
ção do tempo de ação da protrombina foi feita pelo método 
automatizado com reativos específicos Stago Baye®.

Análise estatística

Os resultados foram comparados mediante a análise 
estatística pelo método de T de Student e adotado 0,05 como 
nível de rejeição da hipótese nula através do programa 
Graphpad software entre as médias e desvios-padrões de 
referência em comparação aos grupos, bem como entre 
estes.

RESULTADOS

Não ocorreram mortes entre os animais submetidos ao 
pneumoperitônio ou às inoculações de LPS. 

Avaliação da função renal 

As dosagens de creatinina foram analisadas por com-
paração dos valores de referência às médias dos grupos. 
Observou-se que o grupo E apresentou maiores valores 
(0,85 ± 0,24 mg/dL), diferindo significantemente dos 
grupos referência (0,63 ± 0,13 mg/dL) com P=0,0013 e do 
grupo C-PP (0,57 ± 0,1 mg/dL) com P=0,0114. As dosagens 
de uréia dos grupos E, C-LPS4, C-LPS11 e C-PP foram 
significantemente maiores que as médias de referência. O 
grupo E apresentou maiores valores (106,38 ± 37,61 mg/
dL), diferindo significantemente dos valores de referência 
(36,41 ± 7,17 mg/dL) com P<0,0000, e dos grupos C-PP 
(43,75 ± 11,44 mg/dL) com P=0,0158, C-LPS4 (65,25 ± 
19,51 mg/dL) com P=0,0158 e não diferiu do grupo C-
LPS11 (111,88 ± 62,28 mg/dL) com P=0,8338.

Avaliação da função hepática

Dosagens de bilirrubinas, aminotransferases e do 
tempo de ativação da protrombina

Quanto às dosagens de bilirrubina direta observou-se 
que o grupo E apresentou maiores valores (0,34 ± 0,09 
mg/dL), diferiu significantemente do grupo C-LPS4 (0,21 
± 0,06 mg/dL) com P=0,0039, e não diferiu dos demais 
grupos. Nas dosagens de bilirrubina total o grupo E (0,48 ± 
0,16 mg/dL) não diferiu significantemente dos demais gru-
pos. As dosagens de ALT dos grupos E, C-LPS4, C-LPS11 
e C-PP foram significantemente maiores que os valores de 
referência. O grupo E apresentou maiores valores (390,38 
± 351,88 mg/dL), diferindo significantemente do C-LPS4 
(123,38 ± 57,37 mg/dL) com P=0,0022 e dos valores de 
referência (48,34 ± 15,48 mg/dL) com P<0,0000. As dosa-
gens de AST dos grupos E, C-LPS4, C-LPS11 e C-PP foram 
significantemente maiores que as médias de referência e as 
médias do TAP do grupo E foram significantemente maiores 
que dos demais grupos e dos valores de referência, bem 
como a média do grupo C-LPS11 (17,01 ± 2,18 U/L) foi 
significante maior que os valores de referência (14,18 ± 
3,49 U/L) com P=0,0355.

Dosagens de IL6e do TNFα

A média das dosagens de IL6 do grupo E (36,0 ± 11,23 
pg/mL) foi significativamente maior que os demais grupos 
(C-LPS11= 7,83 ± 3,88 pg/mL, C-LPS4= 12,58 ± 2,47 pg/
mL, C-PP= 4,89 ± 4,26 pg/mL e referência 4,7 ± 4,12 pg/
mL). O grupo C-LPS4 (12,58 ± 2,47 pg/mL) demonstrou 
valores significantemente maiores que os demais grupos e 
os valores de referência, exceto o grupo E. 

A média das dosagens de TNFα do grupo E (518,36 ± 
203,39 pg/mL) foi significativamente maior que os demais 
grupos e também que os valores de referência e os demais 
grupos C-LPS4 (12,58 ± 2,47 pg/mL), C-LPS11 (42,49 
± 14,57 pg/mL), C-PP também demonstraram valores 
significantemente maiores que os valores de referência.

Influência do pneumoperitônio nas funções hepática e renal e na liberação de citocinas pró-inflamatórias em modelo experimental de endotoxemia induzida por lipopolissacarídeo de Escherichia coli 
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Avaliações hematológicas

Observaram-se diminuições significativas nas con-
tagens de plaquetas nos grupos E (P<0,0000), C-LPS11 
(P<0,0000), e C-LPS4 (P<0,0412), em relação aos valores 
de referência. Observou-se aumento significativo na con-
tagem de leucócitos no grupo E quando comparado aos 
demais grupos e aos valores de referência. Ocorreu aumento 
significativo na contagem de bastonetes nos grupos E e 
C-LPS11 aos valores de referência (0 a 10 %). 

Dosagem de LPS - Unidades Endotóxicas/mL

Não houve detecção de endotoxina no grupo C-PP e 
nas amostras de referência. O grupo E apresentou média 
significativamente maior de endotoxina circulante (0,21 ± 
0,08 UE/mL) quando comparada à do grupo C-LPS4 (0,11 
± 0,06 UE/mL) com P=0,0124 e à do grupo C-LPS11 (0,13 
± 0,05 UE/mL) com P=0,0230. Entre os grupos C-LPS4 e 
C-LPS11 não houve diferença significante (P=0,6186). A 
média das dosagens de TNFα do grupo E (518,36 ± 203,39 
pg/mL) foi significativamente maior que os demais grupos 
e também que os valores de referência. Os demais grupos 
C-LPS4 (12,58 ± 2,47 pg/mL), C-LPS11 (42,49 ± 14,57 
pg/mL), C-PP demonstraram valores significantemente 
maiores que os valores de referência.

DISCUSSÃO

A insuflação de dióxido de carbono sob pressão na 
cavidade peritoneal pode levar a graves alterações na 
microcirculação esplâcnica, podendo influir na fisiologia 
pulmonar, cardíaca, hepática e renal. Tradicionalmente os 
animais de médio porte como cães e porcos são utilizados 
em experimentos envolvidos com operação laparoscópica, 
devido a seu porte e a possibilidade de emprego dos 
mesmos instrumentos utilizados em humanos5,12, porém 
a utilização do rato como opção na experimentação em 
videocirurgia tem sido crescente nos últimos anos. 

O presente estudo foi executado com os ratos sob anes-
tesia induzida pela associação de ketamina e xilasina, que 
têm sido apontadas como vantajosas em relação à outras 
drogas anestésicas por contribuírem para melhor saturação 
periférica de oxigênio, estabilidade na frequência cardíaca 
e manutenção da temperatura corpórea3,11 - o que deve jus-
tificar a não ocorrência de mortes durante o presente estudo 
mesmo sem intubação intratraqueal. Conforme anterior-
mente descrito, para a indução do pneumoperitônio escol-
heu-se a pressão de 10 mmHg14, por uma hora de duração 
com dióxido de carbono.  Nestas condições experimentais 
não foram observadas alterações da função renal no grupo 
controle (C-PP) submetido somente ao pneumoperitônio 
Santos et al.26 em 2005. Quanto às dosagens de creatinina, 
os resultados estão de acordo com a literatura. Contudo, 
com referência à dosagem de uréia houve aumento signifi-
cante neste grupo com P=0,0000, em relação aos valores 
de referência. Quando foram avaliados estes resultados 
de uréia e creatinina nos ratos sob pneumoperitônio e em 

vigência de endotoxemia, observou-se aumento significante 
nestas dosagens quando comparados aos grupos controle 
C-PP sendo dosagens de uréia P=0,0000, e de creatinina 
P=0,0013, o que demonstra a influência da endotoxemia 
na disfunção renal quando sob pressão intra-abdominal de 
10 mmHg por uma hora. 

Estes resultados também concordam com Santos et al.26 
em 2005, que descreveram o decréscimo na velocidade de 
fluxo na veia renal com consequente oligúria e também de 
outros autores20, que definiram o efeito do pneumoperitônio 
na pressão intra-abdominal de 4 mmHg em ratos, através 
de alterações significantes uréia, pH e pO2. Estes achados 
podem ser explicados pela associação hipoperfusão tecidual 
causada tanto pela endotoxemia27 como pelo pneumo-
peritônio8,9,15,17,18 e também pela lesão inflamatória induzida 
pela endotoxina. Esta associação induz dano isquêmico e 
disfunção tubular renal. Ocorre ainda oligúria progressiva 
com queda da taxa de filtração glomerular e elevação da 
creatinina. Foi descrito que na sepse, a instalação do quadro 
de insuficiência renal incrementa a morbimortalidade, 
apesar da terapia renal substitutiva precoce24, sendo que 
a insuficiência renal aguda, associada à sepse, determina 
prognóstico muito reservado, com taxas de mortalidade 
de até 80 %. Quanto à função hepática, demonstrou-se 
em humanos que as alterações ocorrem tardiamente, no 
curso da sepse. A colestase é a manifestação mais comum, 
caracterizando-se pela elevação das bilirrubinas, predomi-
nantemente direta, sem obstrução biliar e sem grandes 
aumentos nas transaminases. As hipóteses para explicar 
tal condição são alicerçadas nas evidências de diminuição 
do fluxo sanguíneo hepático, congestão venosa e lesão 
inflamatória dos hepatócitos, acarretando alteração fun-
cional nos mesmos. A eclosão de icterícia é sinal de pior 
prognóstico na sepse. Só mais tardiamente aparecem os 
quadros de insuficiência hepática e encefalopatia. O prin-
cipal órgão que responde à endotoxemia é o fígado, sendo 
que ele pode entrar em falência funcional em decorrência 
do choque induzido por LPS, mesmo com intervenção 
terapêutica. No presente estudo com a inoculação de 10 
mg/kg de LPS ocorreram alterações hepáticas significan-
tes, observadas pelas elevações das bilirrubinas direta e 
total e das transaminases, destacando-se a associação ao 
pneumoperitônio. Estudos do pneumoperitônio em animais 
demonstraram redução do fluxo sanguíneo portal, hepático 
e intestinal20,30. As anormalidades habituais hematológicas 
descritas na endotoxemia em humanos são caracterizadas 
por leucocitose, aumento do número de bastonetes e linfo-
penia. Eventualmente, pode haver leucopenia, o que parece 
ter um prognóstico mais sombrio. A trombocitopenia ocorre 
devido ao consumo periférico de plaquetas. O quadro de 
coagulação intravascular disseminada pode se desenvolver 
pelo estímulo inflamatório da coagulação e se caracteriza 
por facilitar o sangramento e por deposição de fibrina na 
microcirculação, com consequente isquemia de órgãos. No 
presente estudo, pode-se observar o alargamento do TAP 
nos ratos do grupo E, de forma significante (P=0,0355), 
quando comparados ao grupo referência e ao grupo C-PP. 
Quanto à plaquetopenia, ocorreu significantemente também 
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no grupo E e no grupo C-LPS11. No presente estudo ocorre-
ram alterações típicas da sepse humana na endotoxemia in-
duzida nos ratos. Observaram-se leucocitose significante no 
grupo E e nos demais grupos estes valores foram normais. 
Este fato pode ser explicado pelo simultâneo aumento do 
TNFα, e da IL6 que por serem citocinas pró-inflamatórias, 
têm ações estimuladoras na liberação de leucócitos, o que 
também justifica a ocorrência de bastonetes nos grupos 
C-LPS11 e E. A administração de endotoxina de bactérias 
Gram-negativas a ratos resulta em hipotensão sistêmica, 
aumento do hematócrito, aumento do número de leucócitos 
circulantes e plaquetas. Essas alterações podem ser parcial-
mente atribuídas à ativação do complemento e geração de 
anafilatoxinas pela endotoxina16. O mecanismo de ativação 
dos macrófagos pelo LPS conduz à biossíntese de diversos 
mediadores inflamatórios, como o TNFα, a IL-1 β e a IL-6 

e co-estimula a produção de algumas moléculas necessárias 
para a resposta imune adaptativa28. No presente estudo foi 
descrito a endotoxemia pela detecção de níveis circulantes 
de LPS nos grupos inoculados (C-LPS4, C-LPS11 e E) e 
a sua não detecção no grupo referência. Desta forma, este 
estudo permite descrever que a indução de pneumoperitônio 
em vigência de sepse pode levar a agravos decorrentes 
de uma forma de estimulação inflamatória sistêmica já 
vigente na sepse.

CONCLUSÃO

 O pneumoperitônio por dióxido de carbono induz 
aumentos na liberação de TNFα, IL6, piora das funções 
hepática e renal em modelo experimental de endotoxemia 
induzida por lipopolissacarídeo.
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