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1. RESUMO

ALMEIDA, Bruno Albuquerque de. Efeitos Do Pneumoperitonio Na Histopatologia E
Estresse Oxidativo Testicular. 2018. 42 p. Dissertacio de Mestrado. Programa de Pos-

graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas. Universidade Federal de Rio Grande — FURG.

O pneumoperitonio ¢ caracterizado pela presenca de géas na cavidade abdominal, sendo
utilizado na criagdo de espaco na cavidade abdominal para procedimentos cirirgicos e
diagnosticos através de videolaparoscopia. O pneumoperitonio ¢ capaz de causar lesdo no
momento da insuflagdo da cavidade através da isquemia, e apds a desinsuflacdo, pela
reperfusdo, causado pelo desequilibrio entre produgdo de radicais livres e a capacidade de
defesa do sistema antioxidante. O objetivo foi realizar uma revisdo sistematica para analisar o
efeito de expor animais saudéaveis a diferentes configuragdes de pneumoperitonio sobre
biomarcadores de estresse oxidativo e histopatologia testicular. A revisdo sistematica foi
realizada no idioma inglés, nos bancos de dados Pubmed, ScienceDirect ¢ Web of Science,
utilizando os termos: pneumoperitoneum AND testi* or gonad. A pesquisa retornou 2209
artigos cientificos. Apds aplicar os critérios de inclusdo e exclusdo, seis artigos foram
selecionados. Todos artigos verificaram o efeito do pneumoperitonio na estrutura testicular,
utilizando pelo menos um sistema de pontuacdo Cosentino e Johnsen para avaliar a
histopatologia dos testiculos. Trés estudos verificaram a ocorréncia de mudangas nos
biomarcadores de estresse oxidativo. De acordo com esta revisio de literatura, o
pneumoperitonio utilizado em pressdes intra-abdominais iguais a, ou maiores que 9 mmHg
causaram alteracdes histologicas nos testiculos dos animais utilizados. De acordo com os
biomarcadores utilizados nos estudos, pressdes iguais ou maiores que 10 mmHg foram
suficientes para causar estresse oxidativo no ambiente testicular.

Palavras-chave: testiculos, pressdo intra-abdominal, lesdo, laparoscopia.
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2. ABSTRACT

Pneumoperitoneum is characterized by the presence of abdominal cavity gas and is used to
create a space in the abdominal cavity for videolaparoscopic surgical procedures. It is capable
of causing damage in insufflation induced by ischemia, and by reperfusion due to the deflation
of the cavity, caused by an imbalance between free radical production and antioxidant defense
system capacity. The objective of this study was to analyze the effect of exposing healthy
animals to different pneumoperitoneum settings by assessing oxidative stress biomarkes and
testicular histopathology through a systematic review. A systematic search was carried out in
Pubmed, Science Direct and Web of Science, using the English following terms:
pneumoperitoneum AND testi* or gonad. The survey conducted in the databases yielded 2209
scientific articles. After applying inclusion and exclusion criteria, six papers were selected. All
the articles selected addressed the effects of pneumoperitoneum on testicular structure and used
at least one scoring system to perform histopathological evaluation of the testis. Three studies
verified the occurrence of changes in oxidative stress biomarkers. According to this literature
review, pneumoperitoneum used at intra-abdominal pressures equal to, or greater than, 9 mmHg
caused histological changes in animal model. According to the biomarkers used in studies,
pressures equal or greater than 10 mmHg were sufficient to cause testicular oxidative stress.

Keywords: testis, intra-abdominal pressure, injury, laparoscopy.
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3. INTRODUCAO

3.1. Pneumoperitonio

O pneumoperitonio ¢ definido como o acumulo de gas livre na cavidade peritoneal,
também chamada de abdomen. O pneumoperitonio pode ocorrer em humanos e animais como
uma manifestacdo de doengas intra-abdominais, porém, também pode ser utilizado como
ferramenta para realizagao de procedimentos de diagndsticos médicos e veterinarios, como a

endoscopia, ou a realizagdo de procedimentos cirirgicos minimamente invasivos.

Outras causas de pneumoperitonio podem ser agrupadas em pos-operatorias, torcicas,
abdominais, ginecoldgicas e idiopaticas. Esta condicdo pode ser encontrada em 85% dos
pacientes que apresentam visceras perfuradas, e, em sua maioria, sdo casos que devem ser
resolvidos através de cirurgia. (Mularski et al., 1999). Uma das motivagdes para o estudo do
pneumoperitonio e a busca pelo conhecimento dos efeitos associados a sua utilizagdo esta
ligado ao carater emergencial de doengas que o desencadeiam, como também aos efeitos locais

e sistémicos, diretos ¢ indiretos.

O pneumoperiténio também pode ser utilizado para criacdo de espaco dentro da
cavidade abdominal durante um procedimento videoassistido, onde normalmente a tensdo da
musculatura abdominal mantém um espago minimo necessario para os 6rgaos abdominais, nao
havendo possibilidade de manusear instrumentais. Este espaco € criado a partir da insuflagio
da cavidade abdominal através da injecao de gases, onde normalmente ¢ utilizado didéxido de
carbono como gas padrdo, devido a suas especificidades, através do equipamento chamado
insuflador, que injeta e mensura a pressao do géas dentro da cavidade abdominal (Figura A)
(Lacy et al., 1998). Apo6s a insuflagdo os procedimentos minimamente invasivos sao realizados

a partir de pequenos orificios, onde sdao introduzidos portais (Figura Al), que possibilitam a
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utilizacao de instrumentais (Figura AlIl), sendo o procedimento em si, diagndstico ou cirurgico,
realizado guiado por uma camera (Brun, 2015).

Torre de
Videocirurgia

Cilindro Pneumoperitonio

Paciente

Figura A: Esquematizagao da criagdo do pneumoperitonio cirtrgico. O gas (CO.) ¢ injetado
através do insuflador no paciente anestesiado, a parede abdominal cede e se expande conforme
aumenta a pressao intra-abdominal do gés, criando o pneumoperitonio, que também pressiona

os 0rgdos abdominais e toracicos.

12
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Figura B: (I) Paciente canino em decubito dorsal com dois portais ja instalados. O gas utilizado
para criagcdo do pneumoperitonio ¢ injetado através da mangueira (Ponta de seta). (II) Utiliza¢ao
de pinca para bidpsia (Seta) através de um portal instalado em um paciente canino. Fonte:

Vanessa Milech.

3.2. Pneumoperitonio e cirurgia minimamente invasiva

Na literatura, ha diversas vantagens na utilizagdo dos procedimentos minimamente
invasivos em comparag¢ao a cirurgia convencional, nestes, ¢ utilizado pneumoperitonio, embora
existam técnicas alternativas a sua utilizagdo, a expansao da cavidade através da insuflagdo com
gas ¢ a mais comumente utilizada. A utilizacdo destes procedimentos minimamente invasivos
permite melhorar o prognostico de pacientes humanos e animais, o bem-estar, € o
gerenciamento hospitalar, pois resultam em uma diminui¢d@o no custo hospitalar, devido ao
menor tempo de procedimento e de utilizagdo da sala cirargica, no tempo de internagao de
pacientes (Glasgow et al.,, 2004). Também podem ser citadas como vantagens dos
procedimentos laparoscopicos a diminui¢dao do tamanho da incisdo, da perda sanguinea, da dor

e desconforto (Agha e Muir, 2003) e redugcdo nas complicagdes relacionadas a ferida
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(deiscéncia, infegdo, herniagao) (Henry e Thompson, 2001). Devido aos seus beneficios, ocorre

sua ampla utilizagdo na medicina humana, e sua transposicao para a medicina animal.

3.3. Efeitos fisiologicos do pneumoperitonio

Os efeitos fisioldgicos do pneumoperitonio sdo observados nos sistemas cardiovascular,
respiratdrio, uroldgico, gastrointestinal, neuroldgico (Perrin e Fletcher, 2004) além de efeitos
observados no proprio revestimento do abdomen, o peritdnio (Brokelman et al., 2011). Quando
se conhece os efeitos fisioldgicos do pneumoperitonio também pode se observar que estes sao
responsaveis por possiveis complicagdes cirirgicas, que podem ocorrer durante o trans e poOs-
operatdrio. O estudo das alteragdes fisiologicas provocadas pelo pneumoperitonio pode ser
importante para conhecer as caracteristicas deste procedimento e minimizar possiveis efeitos

nocivos na utilizagdo desta ferramenta.

3.4. Mecanismo de lesiio utilizando pneumoperitonio

Dentre os efeitos fisiologicos do pneumoperitonio, cabe destacar quais sdo
potencialmente lesivos em sua utilizacdo, como também, ¢ importante considerar a partir de
que momento ocorre a perda da homeostase. Entre outros efeitos, iremos relacionar os que estao
associados ao aumento da pressdo intra-abdominal (PIA) (ou pressao intraperitoneal), pois estas

evidéncias sao necessarias para a compreensao do objeto do estudo.

No sistema cardiovascular ocorre uma atuacao bimodal do pneumoperitonio, atuando
de maneira diferente conforme PIA do gas dentro da cavidade abdominal (Perrin e Fletcher,
2004). Utilizando pressdes menores que 10 mmHg pode ser observado o aumento do retorno
venoso ¢ aumento do débito cardiaco, o que pode ser explicado pelo mecanismo de Frank
Starling, enquanto o retorno venoso aumenta pela compressdo esplancnica, efetuada pelo gas.

O mecanismo de Frank Starlin esta relacionado a adaptagdo do ventriculo a varia¢des na pré-

14
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carga, que responde adequando a pds-carga ao volume de sangue recebido. A utilizacdo de
pressdes maiores que 10 mmHg podem ocasionar a compressao da veia cava inferior (caudal
no caso dos animais domésticos), reduzindo o débito cardiaco. A compressdo de artérias pode
ocasionar o aumento da resisténcia vascular sist€émica (RVS), e, por conseguinte, da pressao
sanguinea. Conforme se aumenta a PIA, ha um aumento no trabalho cardiaco de modo
compensatorio, at¢ 0 momento em que ocorre estase do sangue na veia cava, reducao do retorno
venoso, do débito cardiaco e da pressdo sanguinea. A utiliza¢ao de pressdes iguais a 15 mmHg
resultou em uma reducdo de até 28% do débito cardiaco em procedimentos videocirlirgicos
realizados em humanos, através de Doppler transesofagico (Muralidhar, 2007), enquanto outros
autores relacionaram uma queda de 15% no débito cardiaco e uma queda de 30% na pressao
arterial média, utilizando a mesma pressdo (Safran e Orlando, 1994). O resultado destas
alteragdes cardiovasculares ndo compensadas resulta na queda da pressdo arterial o que
ocasiona a hipoperfusdo dos 6rgaos, gerando dano por isquemia, e por conseguinte, reperfusao

na desinsuflagao.

O aumento da PIA também ocasiona efeitos relacionados a pressao intra-abodminal no
sistema respiratorio. A partir da insuflagdo da cavidade abdominal, pode-se observar o aumento
da PIA, que promove a expansdo do volume da cavidade abdominal, porém, a mesma pressao
utilizada para vencer a resisténcia das camadas musculares do abdomen ¢ aplicada no
diafragma, diminuindo o volume da cavidade toracica, o que também altera o volume tidal
(Deveney 2006), que compreende o volume de ar inalado e exalado sem esforgo adicional. O
aumento da pressao intra-abdominal também faz com que o abdomen oferega uma resisténcia
maior a expansao do diafragma, aumentando o esforgo respiratdrio necessario para movimentar

o diafragma (Safran e Orlando, 1994). A queda no volume tidal diminui o volume de ar
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renovado nos alvéolos, o que pode comprometer o gradiente necessario para difusdo de gases

entre o alvéolo e o sangue.

Outros sistemas sao afetados pelo aumento da pressdo intra-abdominal, isto pode
ocorrer de maneira direta, pelo aumento da PIA, ou indireta, através das alteragdes no sistema
cardiovascular que resultam em diminui¢ao da perfusdo dos 6rgaos. Como efeito indireto do
sistema cardiovascular, o sistema urologico tem o rim como principal alvo de alteragdes,
resultando na reducdo da perfusdo renal e taxa de filtracdo glomerular, resultado da
vasoconstri¢do desencadeada pela compressao do parénquima renal e do ureter, compressao
venosa, resposta simpatica e sistema renina angiotensina (Diebel, 1998). O aumento na
epinefrina circulante foi observado em animais submetidos a um modelo de aumento da
resisténcia vascular periférica ndo invasiva (Julius et al., 1982), e pode resultar na liberacao de
renina, assim como a diminui¢do da perfusdo renal. A diminui¢do da perfusdo renal pode
ocasionar hipoxia e isquemia, os quais sdo dois fatores primarios para lesdo renal, uma vez que
as células do tiibulo proximal e da Al¢a de Henle ascendente, parte espessa, sdo segmentos

ativos com alta metabolizacdo (Basile et al., 2014).

Diretamente relacionado ao aumento da PIA, ocorre a compressdao dos Orgaos
abdominais e tordcicos. O aumento da pressao intra-gastrica, associado ao aumento da pressao
intratoracica (que efetua compressao esofagica), pode aumentar a ocorréncia de refluxo (Safran
e Orlando, 1994, Perrin e Fletcher, 2004). Ainda, o parénquima hepatico ¢ comprimido pela
PIA associada a compressdo da expansdo tordcica (pelo diafragma) porém isto ndo seria o
suficiente para induzir lesdo no parénquima hepatico (Potter et al., 2006). A compressao de
veias hepaticas foi capaz de reduzir em até 53% do fluxo hepatico mensurado na veia porta de

cdes submetidos a pneumoperitonio utilizando pressdo igual a 14 mmHg (Jakimowicz et al.,
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1998), o que ocasionou disfuncdo hepatica em porcos, quando comparados a um grupo
submetido a cirurgia aberta (Tufidn et al., 1999). O aumento da PIA e o aumento da compressao
venosa também resultam no aumento da pressdo intracraniana. A compressao venosa causa o
decréscimo do fluxo no plexo lombar e o aumento da pressdo venosa no compartimento

vascular do canal espinhal, aumentando a pressao intracraniana (Rosenthal et al., 1998).

3.5. Mecanismo de lesdo na isquemia e reperfusiao

A suscetibilidade celular a isquemia e reperfusdo estd relacionada a taxa metabolica e
mecanismos adaptativos intrinsecos (Eltzschig e Collard, 2004), porém ocorre necrose, se o
periodo de anoxia ou hipdxia severa € extenso. Os mecanismos de alteracdo celular e lesdao na
isquemia-reperfusao propostos por alguns autores (Kloner e Jennings 2001; Castro E Silva Jr
et al., 2002; Eltzschig e Collard, 2004; Barbosa et al., 2006) foram esquematizados na Figura

C.
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Figura C: Esquema dos mecanismos para geracao de radicais livres de oxigénio, e de alteragdes

celulares induzidas por isquemia-reperfusao.

’

E importante salientar que a lesdo provocada por isquemia-reperfusdo tem como
componente a producdo de espécies reativas de oxigénio (e de nitrogénio), podendo ser
consideradas decorrente de estresse oxidativo; mas o estresse oxidativo ndo resulta,
obrigatoriamente, em lesdo. A definicao atualizada de estresse oxidativo formulada por Sies e
Jones (2007) ¢: Um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes,

levando a uma interrup¢ao da sinalizagdo redox, controle, e/ou dano molecular.

O estresse oxidativo pode ser estudado através de uma ampla gama de metodologias que
geralmente focam na mensuragdo de radicais livres, produtos da lesdo por espécies reativas de
oxigénio e niveis de antioxidantes totais ou especificos. Dentre as possibilidades, o teste para
substancias reativas ao acido tiobarbitrico, majoritariamente malondialdeido, expressa os
niveis de subprodutos da peroxidagao lipidica que reagem com o acido tiobarbiturico (Silva et
al., 1999). As espécies reativas de oxigé€nio podem elevar a toxicidade do 6xido nitrico
sintetizado por enzimas, pois a reacao entre estes resulta em compostos altamente toxicos.
Também ¢é observado o aumento da atividade destas enzimas na situacdo de

isquemia/reperfusao (Mete et al., 2017).

3.6. Estresse oxidativo e pneumoperitonio

Segundo os mecanismos de lesdo do pneumoperitonio associados a isquemia—reperfusao, ¢
possivel gerar a hipotese de que os 6rgaos em que o retorno venoso ocorre atraves da veia cava
inferior sofram estresse oxidativo ap0s a isquemia e reperfusao associadas, respectivamente, ao
pneumoperitonio e sua desinflacdo. Dentre as evidéncias deste mecanismo de lesdo, ja foram

observadas alteracdes de biomarcadores em varios o6rgdos. A utilizacdo de pneumoperitonio
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com pressdes maiores que 5 mmHg aumentou a producao de espécies reativas de oxigénio no
pulmdo e no figado (Sare et al., 2002); e aumentou niveis de malondialdeido (MDA) em
intestino delgado (Kaya et al., 2002), rim (Akbulut et al., 2002) e ovario (Guven et al., 2010).
Os niveis de MDA, estdo associados a peroxidagao lipidica, sendo este, considerado o aldeido
de maior potencial mutagénico (Ayala, et al 2014), e a maior produgao de espécies reativas de
oxigénio constantemente ligada a periodos de isquemia e reperfusao, e responsaveis pelo dano

molecular a lipideos, proteinas e dcido desoxirribonucleico (Lodish et al., 2014).

3.7. Infertilidade e subfertilidade

A reproducdo ¢ algo natural para a maioria dos casais em todas as espécies, porém alguns
individuos podem enfrentar dificuldades em atingir este objetivo. Quando isso ocorre, o
individuo ou o par, podem ser considerados inférteis ou subférteis. Segundo Zegers-Hochschild
e colaboradores (2009), que revisaram o glossario de termos utilizados em tecnologias de
reproducgdo assistida, a infertilidade pode ser definida como a inabilidade de um casal, nao
utilizando métodos contraceptivos, de atingir uma gravidez clinica durante o periodo de um
ano. Enquanto a subfertilidade pode ser conceituada como qualquer forma de fertilidade
reduzida resultando em um tempo prolongado de nao-concepcao indesejada (Gnoth et al.,
2005). Uma revisdo sistematica realizada com o objetivo de verificar a prevaléncia da
infertilidade pelo mundo, demonstrou que aproximadamente 20 a 30% dos casos de
infertilidade podem ser atribuidos aos homens, enquanto outros 20 a 30 % sdo resultantes do
casal, sendo o restante, 50% dos casos, atribuidos as mulheres (Agarwal et al., 2015),
aproximadamente 30 milhdes de homens apresentariam infertilidade, onde estd infertilidade
masculina seria classificada apds o exame do casal com problemas encontrados somente no

homem. As causas de infertilidade masculina podem estar associadas a problemas na producao
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de espermatozoides ou no transporte dos espermatozoides, problemas hormonais, problemas

sexuais (eregdo e ejaculacao) e anticorpos contra os espermatozoides.

3.8. Lesao testicular e alteracoes na fertilidade

Conforme revisado por Reyes et al., (2012), a hipdxia esta relacionada a mais de uma causa
de infertilidade masculina, a infertilidade em humanos caracteriza-se geralmente por
apresentam baixa contagem espermatica, motilidade e niveis de testosterona. Em roedores as
alteragdes sao: células de Sertoli vacuolizadas, diminuicdo e picnose nas células germinativas,
ingurgitamento dos vasos sanguineos, diminui¢ao no niimero de células de Leydig, e alteracdo
nos niveis de testosterona. A suscetibilidade dos testiculos a hipoxia ¢ exacerbada pela baixa
tensao de oxigénio nos tubulos seminiferos, inclusive, a tensdo de oxigénio no tubulo
seminifero ¢ 20% menor que no intersticio testicular (Free et al., 1976). E esperado que a tensio
de oxigénio no tibulo seminifero seja afetada por duas condigdes, baixo O atmosférico
(hipoxia) e fluxo sanguineo reduzido (torsao testicular e varicocele) (Reyes et al., 2012). A
varicocele, dilatacdo exacerbada do plexo pampiniforme, reduz o fluxo sanguineo testicular
significativamente, e através da falha no suprimento do metabolismo do epitélio germinativo,
prejudica a espermatogénese (Tarhan et al., 2003). Ademais, conforme ocorre em 6rgaos
posicionados dentro do abdomen e drenados pela veia cava inferior, ¢ possivel que o fluxo
sanguineo testicular esteja reduzido, uma vez que ¢ drenado pela veia testicular, que se liga

diretamente a veia cava inferior.

O dano histologico testicular pode ser mensurado através de varias formas, porém, sistemas
de pontuacdo foram desenvolvidos para facilitar a comparag@o e promover a uniformizagao dos
trabalhos. Entre outros, podemos citar os sistemas de pontuacdao de Johnsen (1970) e de

Cosentino et al. (1986), o primeiro se baseia na presenca das células que compdem o testiculo,
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e sua quantidade, sendo que a maior nota ¢ atribuida a arquitetura normal, € a menor nota ¢
atribuida a auséncia de célula no corte histoldgico do tubulo seminifero; o segundo é formado
pelas caracteristicas presentes no epitélio do tibulo seminifero, como: variagcdo na ordenagao,
presenca de descamacao, alteracdo nos nucleos celulares, presenca de necrose, compactacao do
tabulo seminifero, sendo que a arquitetura normal ganha a menor nota, € a presenca de necrose

a maior nota (Manuscript, Figure 1, p. 43).
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4. OBJETIVOS

Geral:

* O objetivo ¢ analisar a literatura, através de uma revisao sistematica, para avaliar o
efeito de expor da exposi¢do de animais saudaveis a diferentes configuragdes de
pneumoperitonio, sobre parametros de biomarcadores de estresse oxidativo e
histologia testicular.

Especificos:

* Reunir evidencias de alteragdes histologicas e estresse oxidativo no testiculo,
interpretando a luz da PIA e do tempo de exposigao.

* Encontrar uma configuragdo para utilizacao de pneumoperitonio que nao resulte em
alteracao testicular.

* Auvaliar a aplicagdo de resultados em pacientes humanos e animais domésticos.

* Gerar solugdes posteriores as deficiéncias encontradas nesta metodologia.
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5. Manuscrito

Um sumdrio deste manuscrito foi submetido a uma avaliagdo preliminar do editor da
Revista Urology, este demonstrou interesse emitindo um convite formal para sua submissdo do
manuscrito.

Pneumoperitoneum effect on testicular oxidative stress and histopathology — Systematic
Review.

Submetido na Revista Urology (CBII = B1).
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5.1.ABSTRACT

To analyze the effect of exposing healthy animals to different pneumoperitoneum settings by
assessing oxidative stress and testicular histopathology, a systematic search was carried out in
three databases, using terms: pneumoperitoneum AND testi* or gonad. The survey yielded
2209 scientific articles. After applying criteria, six selected articles addressed
pneumoperitoneum effects on testicular structure and used scoring system to perform
histopathological evaluation. Three studies verified the occurrence of changes in oxidative
stress. According to this review, pneumoperitoneum used at intra-abdominal pressures >9
mmHg caused testicular histological damage, and pressures >10 mmHg were sufficient to cause

testicular oxidative stress in healthy animals.
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S5.2INTRODUCTION

Pneumoperitoneum is the presence of gas in the abdominal cavity. This can occur as a
pathological condition starting from visceral perforation and other thoracic, abdominal, and
gynecological causes. | However, it is also used for creating space in the abdominal cavity for
surgical procedures using video laparoscopy. 2 It is necessary to understand the physiologic
alterations provoked by pneumoperitoneum and its possible risks with the intention of
minimizing harmful effects.

Physiological changes caused by pneumoperitoneum include inflammatory, structural
changes in the peritoneum, which may reduce the capacity to protect against microorganisms,
their products and components, and cardiovascular/hemodynamic, acid-base, and respiratory
effects. 2 The hemodynamic effects of pneumoperitoneum are associated with intra-abdominal
pressure (IAP) used in insufflation and results in the reduction of blood flow to the organs
because of the relationship between increasing IAP, greater compression of the vena cava
followed by venous blood damping, and a decrease in cardiac output. > The mechanisms of
tissue injury following ischemia involve the reduction of blood and nutrient supply; reduced
withdrawal of metabolic products;  increased capillary extravasation and leukocyte diapedesis;
and the release of inflammatory mediators by the endothelium with stimulation of cellular local
response.” Reperfusion-induced damage is caused by an imbalance between free radical
production and antioxidant defense system capacity. °

Cellular lesion propagation is associated with the magnitude and duration of tissue
ischemia®, which is associated with the level of vena cava compression; blood flow stasis
caused by the TAP; and time of exposure (TE) to pneumoperitoneum. In minimally invasive
therapeutic and exploratory procedures, pressure is chosen according to operative volumetric

needs, ' allowing for the visualization and manipulation of abdominal cavity structures.

27



28

Optimal pneumoperitoneum configuration can be chosen based on the knowledge of the
harmful effects. The objective of this systematic review was to analyze the effect of exposing
healthy animals to different configurations of pneumoperitoneum on evaluating oxidative stress

biomarkers and testicular histology.

5.3.MATERIAL AND METHODS

5.3.1. Search strategy

We did a systematic search for publications in three databases. The search was
performed on March 20, 2017 in English without time restriction. The databases used were
PubMed, ScienceDirect, and Web of Science. Full scientific articles found were assessed for

their relevance to this study. The terms structure used for the search were:

* (pneumoperitoneum) AND (testi* OR gonad)

5.3.2. Selection of Studies
Two independent reviewers (BAA and VM) selected studies using the title, abstract,

keywords, or full text by applying inclusion and exclusion criteria. Any differences were

resolved through a discussion with a third reviewer (CDC).

5.3.3. Inclusion and Exclusion Criteria

Inclusion criteria were (1) fully published in peer-reviewed journals; (2) using animal
models; (3) comparing groups of animals exposed to pneumoperitoneum with an unexposed
group; (4) results of the testicular damage were measured using the Cosentino ® or Johnsen °
scoring system and performed by optical microscopy; (5) or testicular oxidative stress was
assessed by free radical direct measurement, and products of damage by reactive oxygen

species, or specific or total antioxidant levels, without technical restriction. The exclusion
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criteria were (1) the non-applicability of inclusion criteria on the study, and (2) study’s in other

languages.

5.4.RESULTS

A total of 2734 results were found in the databases. There were 113 from PubMed, 2574
from ScienceDirect, and 47 from Web of Science publications included. Subsequently, 2209
publications remained after publications that were not complete scientific articles or duplicate
items were excluded. Six full-text papers were selected after applying inclusion and exclusion
criteria.

The Studies used carbon dioxide pneumoperitoneum to produce abdominal cavity
insufflation, however this information was not found in Aydin et al. '° Procedures were
performed on pigs after preanesthetic medication with ketamine and xylazine, induction with
propofol, and maintenance of inhalation anesthesia with the use of sevoflurane !! and in rats

after general injectable anesthesia with ketamine hydrochloride and xylazine. %1% 1314

5.4.1. Testicular histopathology

All six articles used at least one scoring system (Figure 1) for testicular
histopathological evaluation and to address the effects of pneumoperitoneum on testicular
structure. The articles are summarized in Table 1, showing their respective scores of
histological damages, TE and IAP.

Ribeiro et al. 1° observed a decrease in diameter of the seminiferous tubules in the 8
mmHg group when using light microscopy. The studies of Imamoglu et al. '* and Ribeiro et al.
15 extended the interval between disinflation and sampling time for histological evaluation and
oxidative stress. Samples were collected six weeks after pneumoperitoneum exposure, unlike

in other studies where material was collected after disinflation. % 11,1214

29



30

5.4.2. Testicular oxidative stress

Three studies found changes in testicular oxidative stress in animals exposed to
pneumoperitoneum. Imamoglu et al. '? investigated levels of malondialdehyde (MDA) to
estimate testicular tissue lipid peroxidation. The testes of the 10 mmHg and 20 mmHg groups
presented higher levels of MDA compared to the control group. Using immunohistochemistry,
Istanbulluoglu et al. '! observed an increase in nitric oxide-producing enzymes (induced and
endothelial) in animal testes that underwent 20 mmHg of IAP. The study conducted by
Rifaioglu et al. ' revealed the oxidative and total antioxidant (TOS and TAS) conditions of
animals exposed to pneumoperitoneum, where the control group showed the highest TAS and

lowest TOS while the PNP group with 15 mmHg showed the lowest TAS and the highest TOS.

5.5.DISCUSSION

The terms structure and inclusion criteria used in this study were broad, although there
were defined histopathology scoring systems for inclusion in this systematic review. The
Johnsen and Cosentino scores were chosen after an initial search because its use was observed
in journal articles included in the literature review. Nevertheless, it was impossible to perform
a meta-analysis due to the small number of heterogeneous sample papers.

Using the information obtained from samples collected after testicular deflation and
histological analysis (Table 1), it was observed that pressures equal to, or higher than, 9 mmHg
resulted in a greater degree compared to control, according to Cosentino lesion scores. Using
the Johnsen score, Istanbulluoglu et al. ' found no difference between the groups even when
using an IAP and an TE higher than those of Rifaioglu et al., '* in which the group exposed to
pneumoperitoneum differed from the control group. The study results of Istanbulluoglu et al.
' 'may be explained by possible germ cell permanence in the injured testis after immediate

disinflation because imamoglu et al. '* observed a marked fall in the Johnsen score in samples

30



31

collected six weeks after pneumoperitoneum induction using the same IAP at a lower TE.
Species-specific factors and different anesthetic protocols may explain the varied results found
by Istanbulluoglu et al. ! and Rifaioglu et al. '*. The first study was conducted on pigs while
the second was conducted on rats. It is known that some drugs, such as ketamine, may induce
anti-inflammatory activity, possibly conferring a protective effect on other organs, like rat
intestines, '® against ischemic-reperfusion injuries.

Testicular tissue changes we’re not observed in short (6 mmHg) '° and long-term (8
mmHg) 5 at pressures equal to, or lower than 8 mmHg. A pressure of 6 mmHg may be
insufficient to perform minimally invasive procedures in small animals, where an IAP between
8 and 12 mmHg is usually used. This is even lower than the 15 mmHg pressure used in humans
due to the thinness of the abdominal wall !7, resulting in lower compliance. The absence of
changes in Johnsen scores in samples collected after 6 weeks of exposure to pneumoperitoneum
15 may be indicative of germ cell restocking in the seminiferous tubules after injury since the
mouse spermatogenic cycle is 48 to 52 days '®, rather than lack of injuries. Ribeiro et al. '°
analyzed long-term studies and differed from Imamoglu et al. * because their study not show
testicular lesions. However, ischemic magnitude may explain the differences in results
considering that the IAPs and TEs used by Ribeiro et al. '° were smaller. Seminiferous tubule
lumen reductions observed by Ribeiro et al. > may correspond to histological findings of
graduation 2 of the Cosentino score. In addition, the compactness of the seminiferous tubules
was analyzed based on their diameters. Based on these observations, it is suggested that an in-
depth study on pneumoperitoneum using smaller IAP and with a similar TE be performed. It is
also suggested that the Cosentino and Johnsen scoring systems be used to analyze short and

long-term effects.
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It is possible to estimate the damage caused by testicular blood flow occlusion and
reperfusion through techniques such as 720° torsions or spermatic cord clamping. The Johnsen
scores of the clamp group, applied for 1 hour, were lower than the short-term control group (4
hours after reperfusion, mean 4.6 + 2.1), !° and long-term group (6 months after the procedure,
mean 6.87 + 0.37). 2° The results found by 4I-Maghrebi et al. *° were similar to observations
by imamoglu et al., '3 who evaluated a group after six weeks following the application of an
IAP of 20 mmHg. These findings suggest that there is a point where the magnitude of injury
established through the pneumoperitoneum, caused by a high IAP, appears to be similar to total
occlusion of the testicular blood flow. However, the damage caused by short-term spermatic
cord clamping is greater than any pneumoperitoneum configuration found in the studies, and
could be greater than damages found in animals exposed to 20 mmHg, which could explain
similar morphological changes at different time points.

Only a few studies evaluated testicular oxidative stress, and these do not include IAPs
less than 10 mmHg. In general, alterations were found in animals exposed to
pneumoperitoneum with the pressures used (10, 15 and 20 mmHg) compared to controls. The
study by Imamoglu et al. '> demonstrated an increase in MDA levels, similar to those found in
total testicular torsion occlusion in other studies. %! According to Imamoglu et al. 3, testicular
tissue is highly sensitive to ischemia and can become hypoxic even after short-term
microcirculatory disorders, leading to reduced tissue oxygenation, cell metabolism, acidosis,
and the production of reactive oxygen species. Furthermore, Istanbulluoglu ez al. '! believe that
reactive oxygen and nitrogen species are important mediators of ischemia-induced damage to
tissues, and nitric oxide is a potent biological mediator that functions as a signal in physiological

conditions. However, it can cause DNA damage and cell death in high concentrations. Nitric
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oxide-forming enzymes also showed an increase in concentration 2% in animals submitted to
testicular torsion of 720 ° for 1 hour, as observed by Istanbulluoglu et al. !!

Although it was not the purpose of the study to examine the attenuate techniques for
testicular damage during pneumoperitoneum, preconditioning studies of pneumoperitoneum
were not found. Preconditioning uses brief exposure to IAP prior to the main procedure, where
animals subjected to pneumoperitoneum carried out with pressure of 15 mmHg and TE of 1
hour showed lower degrees of ovarian lesions when compared to animals without pre-
conditioning. 2* Preconditioning the pneumoperitoneum can be an alternative for situations that

require the highest IAPs, which result in testicular damage.

5.6. CONCLUSIONS

According to this literature review, pneumoperitoneum used at pressures equal to, or greater
than, 9 mmHg caused the testicles to exhibit histological damages. In addition, pressures greater
than 10 mmHg are sufficient to cause testicular oxidative stress, according to the biomarkers
used in some included studies. However, oxidative stress evaluations were not observed in

pneumoperitoneum at pressures lower than § mmHg.
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Table 1 — Summary of the selected studies with pneumoperitoneum TE, IAP and histological

degree of injury findings.

Author

Pneumoperitoneum

TE (h) IAP (mmHg) Cosentino (Median)

Histological degree of injury

Johnsen (Mean)

Aydin et al. '°

Imamoglu et al. '?

Imamoglu et al.

Istanbulluoglu et al. !!

Ribeiro et al.

Rifaioglu et al. '

1

Control

6

9

12

Control

10

20

Control

10

20

Control

20

Control

8

Control

15

1(1-1)

1(1-2)

2 (1-2)*

2 (1-2)*
1(1-1)  1(1-1)
2(2:2)%  2(2-3)*
223 2(2-3)*
1(1-1)  1(1-1)
2 (1-2)% 2 (1-2)*
3(2-3)%  3(2-3)*

9.9+0.4 9.8+0.5

7.9+0.8*%  8+0.8*

6.3+0.4* 6.8+1.0*

10+0

8.66+0.8

8.2+0.4

8.4+0.4

10

9*

* Groups that differed from their control, in the same column. IAP — Intra-abdominal pressure;

TE — Time of exposure.
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Figure 1 —Cosentino and Johnsen histological degree criteria.

Cosentino graduation ®

Johnsen graduation °

Normal testicular architecture with an

orderly arrangement of germinal cells.

10

Complete spermatogenesis. Germinal
epithelium organized in a regular thickness

leaving an open lumen.

Many spermatozoa present but germinal

9 | epithelium disorganized, with marked
sloughing or obliteration of the lumen.
Less orderly and noncohesive germinal 8 | Only a few spermatozoa
2 | epithelium and packed seminiferous
7 | No spermatozoa but many spermatids present.
tubules.
Disordered sloughed germinal cells with 6 | No spermatozoa and only a few spermatids.
3 | shrunken pyknotic nuclei and less distinct No spermatozoa and spermatids but
seminiferous tubule borders ’ spermatocytes present.
No spermatozoa and spermatids but few
Seminiferous tubules that were packed ! spermatocytes
4 | with coagulative necrosis of the germinal 3 | Only spermatogonia present.
epithelium. 2 | Only Sertoli cells present.
1 | No cells in tubular cross-section,
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6. DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

O nosso trabalho pode reunir diversas evidéncias de que ocorre estresse oxidativo e dano
lesdo testicular em animais submetidos a pneumoperitonio utilizando PIA maiores. No entanto,
devido a heterogeneidade dos trabalhos, foi impossivel realizar uma meta-analise, de maneira
a avaliar o efeito resultante do pneumoperitonio. Pelo mesmo motivo, a interpretacao dos
resultados a luz da medicina humana ¢ dificil, devido as variagdes metodologicas (sobre todas,
as espécie-especificas). Embora a utilizagdo de animais aproxime os resultados com a medicina
veterinaria, ¢ dificil transpor as evidéncias relacionadas ao padrdo de configuracdo do
pneumoperitonio, da mesma forma que ocorre em humanos, gerando diversas duvidas sobre a

utilizagdo do pneumoperitdnio com os pacientes.

Diante do trabalho, fica evidente a dificuldade em se avaliar os efeitos do pneumoperitonio
em pacientes humanos ou animais, devido ao carater invasivo das metodologias necessarias
para se avaliar a citologia testicular. Em animais que estes procedimentos sao mais comumente
realizados (cdes e gatos), ainda ¢ possivel sugerir a castracdo apds procedimentos
videoassistidos como uma forma de avango no conhecimento dos efeitos do pneumoperitonio
no ambiente testicular, porém, ainda assim, o procedimento cirurgico poderia ficar
exageradamente longo, pois iria incluir o procedimento especifico realizado com
pneumoperitonio (com tempo definido), tempo de reperfusao apds a desinsuflacdo e mais o

tempo de castracao.

Para sanar as duvidas resultantes do trabalho seria necessaria uma metodologia nao
invasiva para ser utilizada em pacientes humanos, que ainda poderia ser aplicada no estudo dos
pacientes animais. Como forma alternativa, e baseado nos resultados encontrados em literatura
pelo nosso trabalho, poderiamos sugerir a utilizagdo do espermograma em ejaculado destes

pacientes, essa abordagem traz como vantagem uma avalia¢ao seriada, na qual poderiam ser
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observados os efeitos imediatos, € apos varias semanas, de procedimento. Baseado nos
resultados do escore de Johnson (Imamoglu et al., 2006) é possivel esperar um decréscimo na
quantidade de espermatozoides a longo prazo ap6s o procedimento, porém, os resultados a curto
prazo seriam imprevisiveis, uma vez que as células espermaticas colhidas apo6s o procedimento
seriam provenientes do epididimo, o que pode gerar um decréscimo gradativo apds a primeira
coleta. Embora nado seja objeto de estudo, a utilizacdo desta metodologia alternativa ainda
poderia auxiliar a medicina a compreender o tempo total de alteracdo na fertilidade destes
pacientes, observando nao s6 o decréscimo da quantidade e qualidade, como também sua
recuperacgdo. Através do espermograma seriado seria possivel definir qual a PIA que ndo causa

dano as células espermaticas, ou alteracao na fertilidade masculina.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertagdo teve como objetivo analisar a literatura para avaliar o efeito de expor
animais saudaveis a diferentes configuracdes de pneumoperitonio, através da avaliacdo de
estresse oxidativo e histopatologia testicular. De acordo com nossos resultados, o
pneumoperitonio utilizando PIA, iguais a, ou maiores que 9 mmHg causaram lesdo testicular,
verificada através de avaliag@o histologica. PIA maiores que 10 mmHg foram suficientes para
causar estresse oxidativo testicular, o qual ndo foi observado utilizando PIA igual a, ou menor
que, 8 mmHg. Em discussdo, os resultados de dificil aplicagdo a rotina clinico cirargica
(humana e animal) devido sua heterogeneidade, puderam gerar uma metodologia alternativa
para acessar as alteragdes testiculares de maneira ndo invasiva e definitiva em medicina humana
e animal. Esta dissertacdo pode reunir os trabalhos que pesquisaram os efeitos do
pneumoperitonio em testiculos de animais saudaveis, no qual puderam ser observados
diferentes niveis de lesdo e a existéncia de estresse oxidativo, porém, estes resultados sé
poderdo ser aplicados a rotina clinico cirirgica, quando sustentados por uma metodologia

alternativa especifica a espécie de estudo.
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