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RESUMO

BRAZ F., Avaliagao do impacto do pneumoperitdbneo nos parametros
hemodinamicos e do estresse oxidativo renal de ratos pré-tratados com
citrato de sildenafil. Botucatu, 2016, 41f. Dissertacdo de mestrado,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista Julio de Mesquita Filho.

A laparoscopia tem sido cada vez mais empregada na rotina médica e
veterinaria com o intuito de promover intervengdes cirurgicas e diagndsticas
menos invasivas. Apesar de seus beneficios, ha evidéncias de que a
insuflagdo abdominal pode levar a isquemia dos 6rgédos, seguida pela injuria
de reperfusdo. Algumas medicagcbes tem sido utilizadas na tentativa de
prevenir ou minimizar os danos que podem ser causados pela injuria
isquemia/reperfusdo. O presente estudo teve por objetivo avaliar se o uso do
sildenafil via oral, antes da realizacdo do pneumoperitbneo, seria capaz de
atenuar estes efeitos da isquemia/reperfusdo. Foram utilizados 26 ratos
Wistar machos, divididos em 3 grupos: controle (6), Sham (10) e S/P (10). O
grupo S/P foi suplementado com 1mg/kg de citrato de sildenafil via oral. Os
animais dos grupos Sham e S/P foram submetidos ao pneumoperitbénio por
60 minutos, com presséo intra-abdominal de 12mmHg. A artéria carétida
direita foi dissecada e canulada para que fossem colhidas amostras
sanguineas e avaliadas variaveis de oxigenacao e ventilagdo (pressao parcial
de oxigénio, pressdo parcial de gas carbdnico e saturagdo de oxigénio).

Durante o procedimento também foram avaliadas variaveis hemodinédmicas



(frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e pressao arterial média). Apds
24 horas os animais foram submetidos a eutanasia e foram colhidos os rins
para dosagem do estresse oxidativo, através da mensuragdo da atividade
das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, glutationaperoxidase e
catalase, além do subproduto da peroxidagao lipidica, o hidroperdxido. Os
resultados observados em relagdo as variaveis hemodinamicas e também de
oxigenagao e ventilagdo, ndo apresentaram diferenga quando comparados os
diferentes momentos dentro de um mesmo grupo, e na comparagao entre 0s
grupos. Nos valores encontrados para a atividade das enzimas antioxidantes
foi similar no grupo S/P e controle. Foi observado que a atividade das
enzimas glutationa peroxidase e catalase apresentaram consideravel
aumento, ao passo que a superoxido dismutase teve importante queda. O
subproduto da peroxidagao lipidica, hidroperoxido, também foi menor nos
grupos controle e S/P, quando comparado ao grupo Sham. Tais resultados
indicam que tanto o grupo controle, como o grupo S/P apresentam uma maior
capacidade de protegédo contra a agressao oxidativa. Sendo assim, pode-se
concluir que o citrato de sildenafil, quando utilizado antes da realizagdo do
pneumoperitbneo foi capaz de diminuir o estresse oxidativo causado pela

injuria de isquemia e reperfuséo.

Palavras-chave: rato, rim, sildenafil, pneumoperitoneo.



ABSTRACT

BRAZ F., Pneumoperitoneum impact assessment in the hemodynamics and
renal oxidative stress in rats pretreated with sildenafil citrate. Botucatu, 2016,
41p. Master's thesis., Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

Laparoscopy has been increasingly used in medical and veterinary routine in
order to promote less invasive surgical and diagnostic interventions. Despite
its benefits, there is evidence that abdominal insufflation can lead to ischemia
of the organs, followed by reperfusion injury. Some medications have been
used in attempts to prevent or minimize the damage that can be caused by
injury ischemia/reperfusion. This study aimed to assess whether the use of
oral sildenafil, prior to the pneumoperitoneum, was able to mitigate these
effects of ischemia/reperfusion. We used 26 male Wistar rats, divided in 3
groups: control (6) Sham (10) and S/P (10). The S/P group was supplemented
with 1 mg/kg of oral sildenafil citrate. The animals of the sham group and S/P
were subjected to pneumoperitoneum for 60 minutes with intra-abdominal
pressure of 12mmHg. The right carotid artery was dissected and cannulated
in order to collect blood samples and evaluated oxygenation and ventilation
variables (partial pressure of oxygen, partial pressure of carbon dioxide and
oxygen saturation). During the procedure, hemodynamic variables were also
evaluated (heart rate, respiratory rate and mean arterial pressure). After 24
hours the animals were euthanized and their kidneys were collected for

dosage of oxidative stress by measuring the activity of antioxidant enzymes



superoxide dismutase, catalase and glutationaperoxidase, besides the by-
product of lipid peroxidation, hydroperoxide. The results observed for the
hemodynamic variables and also oxygenation and ventilation, showed no
difference when comparing the diferente times whithin the same group, and
compared between groups. The values found for the antioxidant enzyme
activity were similar in the S/P and control group. It was observed that the
activities of the enzymes glutathione peroxidase and catalase were markedly
increased, while superoxide dismutase had a significant decrease. The by-
product of lipid peroxidation, hydroperoxide, was also lower in the control
groups and S/P when compared to the sham group. These results indicate
that the control group, like the S/P group have a greater ability to protect
against oxidative insult. Thus, it can be concluded that sildenafil citrate when
used prior to the pneumoperitoneum was able to reduce the oxidative stress

caused by ischemia and reperfusion injury.

Keywords: rat, kidney, sildenafil, pneumoperitoneum.



CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

O progresso observado dentro das ciéncias médicas nas ultimas
décadas destaca-se principalmente pelos avangos tecnoldgicos que
propiciaram o desenvolvimento de metodologias com caracteristicas menos
invasivas para realizagdo de procedimentos cirurgicos e diagnosticos
(PARKINSON, 2012). Dentre os procedimentos minimamente invasivos, a
cirurgia laparoscoépica, e mais recentemente a cirurgia robética, tem evoluido
consideravelmente, substituindo alguns inconvenientes e apresentando
indices de sucesso poés-operatério superiores a laparotomia convencional
(GUPTA e WATSON, 2001; HANLY et al., 2003).

Mesmo com o apontamento de varios beneficios, tais como menos dor
poOs-operatoria € menor interferéncia na imunidade (GUPTA e WATSON,
2001; GUTT et al., 2001, HANLY et al., 2003; ROMEO et al., 2003), a cirurgia
laparoscopica também apresenta pontos criticos. Evidéncias cientificas
levantam a hipdtese de que as consequéncias da insuflagdo abdominal,
incluindo o aumento da pressé&o intra-abdominal, possam levar a significante
isquemia dos 6rgéos, seguida pela injuria de reperfusdo (SAMMOUR et al.,
2009). Neste cenario estdo inseridas as alteracbes hemodinamicas que
predispdem ao comprometimento da fungcdo renal, podendo esta ser
transitoria ou definitiva (BISHARA et al., 2009; WIESENTHAL et al., 2011;
ABASSI et al., 2008).

Os rins apresentam intenso metabolismo aerobico (BONVENTRE e
YANG, 2011; SHARFUDDIN e MOLITORIS, 2011) e metabolizam todo o
oxigénio em agua, resultando em minima formac&o de subprodutos reativos.
Em pacientes submetidos ao pneumoperitbneo, possivelmente devido a
isquemia renal, o controle do metabolismo do oxigénio pode tornar-se
alterado, causando aumento da produgdo de espécies reativas, como
radicais superoxidos, peroxido de hidrogénio e radicais livres de hidroxila. O
acumulo de espécies reativas do oxigénio, com consequente desequilibrio
entre producéo e eliminagdo destes compostos, levam ao acontecimento de
um fendmeno denominado estresse oxidativo. E devido a este fendbmeno que

podemos observar lesdes celulares causadas por peroxidagao dos lipidios



das membranas, oxidacdo de proteinas e lesées de DNA. A avaliacido do
estresse oxidativo tem sido empregada na analise e mensuragdo do dano
isquémico tecidual apoés reperfusdo (PAGLIUSO et al., 2006).

Inumeros estudos tém sido realizados na busca de farmacos que
possam ser utilizados para a prote¢ao renal, com o intuito de prevenir ou
minimizar os danos causados pela injuria de isquemia/reperfusdo, apos o
paciente ser submetido a um pneumoperitdneo,. Dentre eles podemos citar
Ester fenetil acido cafeico (CAPE) (RIFAIOGLU et al., 2013), Aprotinina
(BALTATZIS et al., 2014), N-acetilcisteina (NAC) (SEGURO et al., 2012),
Teofilina (OZTURK et al., 2015) e inibidores da fosfodiesterase (ORUC et al.,
2010; LLEDO-GARCIA et al., 2011).

A fosfodiesterase 5 (PDES5) € uma enzima que tem sido encontrada
em diversos 6rgéos, tais como o rim (GIORDANO et al., 2001). E conhecido
que o uso de inibidores da PDES impedem a degradagédo do monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc). Como consequéncia da concentragao elevada de
GMPc no interior das células, € observada a vasodilatacdo arterial
(MEDEIROS et al., 2010).

Dentre os inibidores da fosfodiesterase 5, o citrato de sildenafil foi o
primeiro medicamento aprovado pela Food and Drug Administration (FDA,
EUA) para tratamento da disfungéo erétil e hoje em dia s&o conhecidas agdes
diversas no organismo, que possibilitam seu uso para outras finalidades,
dentre elas o tratamento da angina e da hipertensdo pulmonar (OCKAILI et
al., 2002; ROSANO et al., 2005; SANDNER et al., 2007; SESTI et al., 2007;
ELAHI et al., 2009; MOHEY et al., 2016). Ainda, as propriedades anti-
oxidante, anti-inflamatéria e anti-apoptotica do citrato de sildenafil tem sido
atribuidas a uma funcdo de renoprotegdo em diferentes modelos
experimentais (MEDEIROS et al., 2010; ORUC et al., 2010; LLEDO-GARCIA
et al., 2011; MOHEY et al., 2016).

Com base nos resultados preliminares acerca dos potenciais efeitos
protetores do citrato de sildenafil nos diferentes tecidos, o presente estudo
propoe avaliar se o pré-tratamento com este farmaco seria capaz de atenuar

os efeitos da isquemia/reperfusdo em ratos submetidos ao pneumoperitoneo.



2. REVISAO DA LITERATURA

O primeiro registro literario de laparoscopia data de 1901. No ano de
1960, Kurst Semm, ginecologista alemdo desenvolveu um insuflador
automatico para estabilizar o pneumoperiténio. Em 1985, Erich Mule relatou a
primeira colecistectomia laparoscopica (SAMMOUR et al., 2009) e, desde
entdo, tem sido realizadas pesquisas para desenvolvimento de novas
tecnologias que propiciem intervengdes cirurgicas e diagnosticas menos
invasivas (PARKINSON, 2012).

O menor trauma cirurgico proporcionado pela laparoscopia mostra
vantagens que otimizam sua utilizagdo em relagdo aos métodos cirurgicos
convencionais, incluindo a menor dor pés-operatéria (GUPTA e WATSON,
2001; GUTT et al., 2001, HANLY et al., 2003). A maioria dos estudos clinicos
e experimentais demonstra que o procedimento laparoscépico esta associado
a melhor preservacao da fungdo imune sistémica pds-operatéria em relacido a
cirurgia convencional (GUPTA e WATSON, 2001; ROMEO et al., 2003).
Ainda, em humanos, destaca-se o melhor resultado estético e o retorno mais
rapido do paciente as suas atividades habituais, diminuindo tempo de
hospitalizagao e reduzindo custos (HANLY et al., 2003; WIESENTHAL et al.,
2011).

Apesar dos inumeros beneficios sobre os procedimentos abertos, as
cirurgias laparoscopicas n&o estdo isentas de cursar com efeitos adversos. O
pneumoperitbneo, necessario para a realizacdo de um procedimento
laparoscopico é obtido pela insuflagdo da cavidade abdominal com gas,
usualmente dioxido de carbono (CO3). Dentre as vantagens do CO», destaca-
se suas caracteristicas n&o inflamaveis, menor custo, facilidade de manuseio,
eliminacdo rapida por meio de ventilagdo e baixo risco de embolia gasosa
(FAHY et al., 1999). No entanto, os efeitos causados pela presenga do CO,,
aumento da presséao intra-abdominal e duragdo do pneumoperitbneo tém sido
investigados e relacionados com alteragbes hemodinédmicas (LAl et al.,
2014), imunologicas, repercussdées na angiogénese, biologia tumoral e
fisiologia renal (WIESENTHAL et al., 2011).



Além do tipo de gas utilizado para a formac¢ao do pneumoperitbneo, a
pressao exercida dentro do abdomen também € bastante discutida.
Pressbes acima de 15mmHg foram correlacionadas com lesbes de
isquemia/reperfusdo tecidual em multiplos 6rgdos, em modelo suino
(SCHACHTRUPP, 2002).

A disfuncdo renal pode ocorrer devido ao comprometimento da
hemodinadmica renal causada pelo pneumoperitbneo. Autores relatam que
valores acima de 10mmHg de pressao intra-abdominal podem ser causa de
oliguria transitoria, diminuicdo na taxa de filtragdo glomerular e fluxo
sanguineo renal (ABASSI et al., 2008). Compress&o direta da veia e do
parénquima renal e aumento da resisténcia vascular renal contribuem para a
isquemia-reperfusdo do 6rgdo (HAZEBROEK, 2003). SCHAFER et al. (2001)
em seu estudo observaram diminuigdo do fluxo renal, que variou de 12 a
40%. No entanto, trata-se de um fenbmeno multifatorial, envolvendo nivel de
pressao intra-abdominal, grau de hipercapnia, posicionamento do paciente e
reserva hemodinamica individual (BISHARA et al., 2009; SOUZA et al.,
2013).

O aumento da liberagdo de vasopressina, catecolaminas, hormdnios
do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e endotelinas (ET)-1 sdo
considerados outros fatores adicionais que podem afetar os rins durante o
pneumoperitdneo (ABASSI et al., 2008; BISHARA et al., 2009; WIESENTHAL
et al., 2011). As endotelinas s&o potentes agentes vasoconstrictores nos
mamiferos, com ag¢ao nos sistemas cardiovascular e renal, além de outros
orgaos alvo, por ligagado a dois tipos principais de receptores, ETA e ETB.
Alta abundéancia de receptores ETA foi detectada na aorta, coragcao e rim, ao
passo que os receptores ETB estdo expressos principalmente no endotélio e
células epiteliais tubulares do ducto coletor. E conhecido que o rim é o 6rgéo
alvo e também o maior produtor de endotelinas (ET)-1 (ABASSI et al., 2008).

O Oxido Nitrico (NO) é um sistema paracrino/autécrino adicional
dentro do rim que também influencia a funcdo vascular e tubular e pode
interagir com as agbes do sistema de endotelinas. A este respeito, varios
estudos tém demonstrado que o NO medular desempenha papel fundamental
na regulagcdo da hemodinadmica renal medular e fungdo excretora (ABASSI et
al., 2008).



A estabilidade da funcdo renal adequada € primordial para
manutengdo das fungdes deste 6rgdo, cuja arquitetura celular altamente
diferenciada depende de um metabolismo aerdbio intenso (BONVENTRE e
YANG, 2011; SHARFUDDIN e MOLITORIS, 2011). Em condigbes normais, o
oxigénio € metabolizado completamente a agua, sendo formadas pequenas
quantidades de produtos intermediarios de oxigénio. Contudo, na isquemia
ha perda de controle do metabolismo do oxigénio, utilizado como aceptor final
de elétrons, provocando aumento da producdo de espécies reativas, como
radicais superoxidos, peroxido de hidrogénio e radicais livres de hidroxila. A
abundéncia de espécies reativas de oxigénio provoca a oxidagado dos
fosfolipidios de membrana, proteinas e DNA, resultando em necrose celular e
disfungéo de 6rgaos (BALTATZIS et al., 2014).

A quebra no equilibrio existente entre a produgao de espécies reativas
e a atividade antioxidante resulta no fendmeno denominado estresse
oxidativo. Quando encontra-se instalado o estresse oxidativo, tem inicio a
peroxidacao lipidica das membranas celulares. O processo de peroxidagao
lipidica também pode ser catalisado por ions ferro, pela conversao de
hidroperoxidos lipidicos em radicais lipidicos altamente reativos, que iniciam
nova cadeia de reacbes (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; LIMA e
ABDALLA, 2001).

Em tecidos pds-isquémicos, o acumulo de radicais livres € limitado por
trés sistemas antioxidantes - SOD (superoxido dismutase), catalase e
glutationa (GSH), (BARREIROS et al., 2006; PAGLIUSO et al., 2006). A
enzima superoxido dismutase (SOD) é responsavel por catalisar a destruicao
do anion superodxido (O2-) e converté-lo em oxigénio (O2) e perdxido de
hidrogénio (H202). A catalase, segundo sistema, participa na dismutagdo do
peroxido de hidrogénio em oxigénio (O2) e agua (H20) (BARREIROS et al.,
2006).

A glutationa (GSH) € o mais importante antioxidante endogeno. Em
conjunto com outras duas enzimas : glutationa peroxidase (GSH-Px) e
glutationa redutase (GSH-Rd), forma o terceiro sistema antioxidante. Em sua
forma reduzida, (GSH) e por meio da enzima glutationa peroxidase, ela



interage com os radicais formando glutationa oxidada (GSSG) e agua. A
GSH-Px atua tanto sobre os peroxidos lipidicos como o peroxido de
hidrogénio, reduzindo-os na presenga de glutationa (fornecedora de
hidrogénio) (BARREIROS et al., 2006; PAGLIUSO et al., 2006).

Outra enzima bastante estudada é a xantina oxidase (XO), que tem
descrito seu efeito altamente toxico no pulmdo. KHOURY et al. (2009),
pesquisaram a acdo da xantina oxidase (XO) no tecido renal, apdés a
ocorréncia de lesdo isquemia/reperfuséo.

Os radicais livres sdo compostos altamente reativos e que apresentam
instabilidade quimica, o que dificulta sua avaliagdo direta. Portanto, a
quantificacdo da atividade antioxidante (catalase, superoxido dismutase,
glutationa peroxidase) e de subprodutos da peroxidagdo lipidica
(malondialdeido, F2-isoprostano, hidroperéxido, entre outros), (LIMA e
ABDALLA, 2001; PAGLIUSO et al., 2006; GALVAO, 2009; NIKI, 2013;
SANTOS et al.,, 2013) tem sido indicadas para melhor avaliar o papel dos
radicais livres nas lesdes.

Com o objetivo de proteger os rins contra os efeitos da lesdo de
isquemia/reperfusdo, recentes estudos experimentais tem investigado a agao
de diferentes substancias, incluindo uso de inibidores da fosfodiesterase
(ORUC et al.; 2010; LLEDO-GARCIA et al., 2011).

A Fosfodiesterase do tipo-5 (PDES5) é um componente integral da
via oxido nitrico (ON)/monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
e tem sido caracterizada em diversos tecidos e tipos celulares,
tais como pénis, pulmdo, coragdo, figado, rim, cérebro e estbmago
(GIORDANQO et al., 2001). A distribui¢cdo tecidual da PDES coincide com a da
proteina quinase G (PKG), provavelmente porque ambas as enzimas sao os
principais receptores intracelulares para GMPc. Além disso, a PKG & um
excelente catalisador in vitro para a fosforilagdo da PDE5 (THOMAS et al.,
1990). Em ultima instancia, os niveis teciduais de GMPc dependem de um
equilibrio entre a atividade da guanilato ciclase, que catalisa a formagao de
GMPc a partir da guanosina trifosfato (GTP), e pela agdo da PDE5 que
catalisa a degradagdo do GMPc em guanosina monofosfato (GMP). Como
resultado, os inibidores da PDE5 aumentam a concentracdo de GMPc e,



consequentemente, seu efeito, a vasodilatagdo arterial (CHUANG et al.,
1998; GIBSON, 2001; MEDEIROS et al., 2010) (Figura 1).

Células endoteliais

: 1 Ativacao
Oxido Nitrico sy Guanilato ciclase Proteinoquinase
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FIGURA 1. Mecanismo de agc&o de um inibidor da PDES (sildenafil). (GTP:
Guanosina trifosfato, GMPc: Mofosfato ciclico de gaunosina, GMP:

5 Fosfodiesterase

Monofosfato de Guanosina).

Os inibidores da PDES (PDESi) foram originalmente desenvolvidos
para tratar angina e, posteriormente, utilizados na terapéutica da disfuncao
erétil e da hipertensdo pulmonar (REFFELMANN e KLONER, 2009). O citrato
de sildenafil foi a primeira droga aprovada pela FDA para o tratamento da
disfungdo erétil. Entretanto, estudos recentes sugerem que os PDESi,
incluindo o sildenafil, vardenafil e tadalafil, podem ter efeitos muito mais
amplos (SANDNER et al., 2007; ELAHI et al., 2009), melhorando inclusive a
funcdo endotelial (ROSANO et al., 2005) e reduzindo o tamanho da area de
infarto do miocardio em ratos (OCKAILI et al., 2002; SESTI et al., 2007). O
citrato de sildenafil e vardenafil apresentam meia-vida de 4-5 horas e o
tadalafil apresenta meia-vida maior (17,5 horas) (MORCOS, 2014).

Estes farmacos podem oferecer protegdo contra a lesdo de
isquemia/reperfusdo por sustentar o efeito vasodilatador do Oxido Nitrico
liberado na medula renal. O oxido nitrico ajuda a diminuir a expressao e a
atividade da endotelina no endotélio vascular, protegendo-o contra a lesdo
renal isquémica. MEDEIROS et al (2016) referem que quando a lesdo



endotelial esta presente, a producdo do Oxido Nitrico pela NO sintetase é
inibida. Segundo KUKREJA et al (2005), a agao vasodilatadora do Sildenafil
contribui para a liberagdo de mediadores enddgenos, tais como a adenosina
e a bradiquinina a partir de células endoteliais. Tal reacdo desencadeia uma
cascata que resulta na fosforilacdo de NO sintetase e a liberagao de NO.

Estudos em suinos demonstraram que o citrato de sildenafil
administrado por via intravenosa, em modelo de lesdo de isquemia/
reperfusao, protegeu as estruturas vasculares renais destes animais (LLEDO-
GARCIA et al., 2011). KUCUK et al. (2012) avaliaram rins de ratos
submetidos a isquemia/ reperfusdo, demonstrando que animais tratados com
citrato de sildenafil exibiram menor indice de células apoptdticas e espécies
reativas de oxigénio.

Algumas alternativas para controlar as repercussdes negativas do
penumoperitbneo também tém sido pesquisadas, como uso de inibidores do
Sistema  Renina-Angiotensina-Aldosterona, hiper-hidratacdo e  pré-
condicionamento renal (AVRAAMIDOU et al., 2012; DOLKART et al., 2014).

AVRAAMIDOU et al. (2012) provocaram um pneumoperitbneo com
baixa pressdo por 15 minutos antes de chegar a pressdo desejada.
Analisando indicadores hemodinamicos, bioquimicos e inflamatdrios, foi
observado que o pré-condicionamento foi positivo no intuito de diminuir os
efeitos adversos do penumoperitbnio. Os autores alertam para o fato de que
o aumento da pressdo intra-abdominal pode provavelmente refletir
importantes implicagdes clinicas, especialmente em idosos ou pacientes com
insuficiéncia cardiaca, renal ou hepatica submetidos a procedimentos
laparoscopicos.

Novos estudos s&o necessarios para que, adicionalmente ao que ja
estd exposto na literatura, as repercussdes negativas relacionadas aos
procedimentos minimamente invasivos video-assistidos e suas etapas, sejam
prevenidas e possam beneficiar todas as classes de pacientes submetidas a

estes procedimentos cirurgicos.
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CAPITULO 2

4. INTRODUGAO

A laparoscopia ndo esta isenta de pontos criticos que possam cursar
com repercussdes clinicas negativas no pos-operatorio, como a diminui¢cao
transitéria da funcao renal associada ao pneumoperitonio.

A lesao renal, transitoria ou ndo, pode ser relacionada a injuria de
isquemia/reperfusdo. Esta, por sua vez, esta associada ao estresse oxidativo,
que resulta no desequilibrio entre a producdo de radicais de espécies de
oxigénio, antioxidantes e os processos de reparo tecidual (ELAHI et al.,
2009).

Com o intuito de minimizar estas alteragdes, os inibidores da
fosfodiesterase 5 (PDES), em especial o citrato de sildenafil, € citado na
literatura. Em seu trabalho, UCKERT et al. (2013), observou que o citrato de
sildenafil pode servir como alternativa terapéutica na doenca renovascular,
expandindo-se as possibilidades de utilizagdo convencional de inibidores de
PDE 5. Esta observagao pode ser confirmada por CHOI et al. (2009), que
classifica o citrato de sildenafil como uma alternativa terapéutica promissora

na prevengao do estresse oxidativo.

O aumento da pressao intra-abdominal, fundamental para a realizagéo
do procedimento laparoscépico, pode ser inbcuo em pacientes higidos, mas
cursar com importantes implicagbes clinicas, especialmente em idosos,
pacientes com insuficiéncia cardiaca, renal ou hepatica. Os mecanismos
exatos que levam as alteragdes renais devido ao pneumoperitbneo ainda nao
foram totalmente determinados, apesar de muitas pesquisas, mas podem
incluir o efeito direto do aumento da pressdo abdominal, os efeitos indiretos
da absorcdo de CO2, fatores neuroenddcrinos e danos teciduais causados
pelo estresse oxidativo (SODHA et al.,, 2015). A investigacdo de
possibilidades que diminuam o risco de lesdo em 6rgaos ja comprometidos
pode ser uma importante ferramenta terapéutica na diminuicdo da morbidade

de pacientes de risco.



5. OBJETIVO

O presente estudo propde avaliar se o pré-tratamento com Sildenafil
atenua os efeitos das alteracbes induzidas pelo processo de

isquemia/reperfuséo renal em ratos submetidos ao pneumoperiténeo.

6. METODOLOGIA

6.1. Animais de Experimentacgao

O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo CEUA 1085/
2014).

Foram utilizados 26 ratos Wistar, machos, jovens, com peso medio de
450 g. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura constante
(21 £ 5°C), umidade (70 £ 10%) e luminosidade de 12 horas, com acesso

livre para ragado normal para ratos e agua ad libitum.

6.2. Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos, totalizando 3 animais por
caixa, sendo entdo definidos trés grupos experimentais:

Grupo Sham (10 animais) — ratos n&o suplementados, submetidos ao
pneumoperitbneo.

Grupo S/P (10 animais) — ratos suplementados com 1mg/Kg de citrato
de sildenafil’, via oral, 1 hora antes do pneumoperiténeo.

Grupo Controle (6 animais) — ratos n&do suplementados, nao
submetidos ao pneumoperitdneo, utilizados para controle de normalidade do

estresse oxidativo.

! Citrato de Sildenafil (1mg/ml), manipulada na Farméacia Cruz Vermelha. Botucatu



6.3. Sequéncia Experimental

Antes da realizagdo do procedimento, os animais foram anestesiados
com protocolo dissociativo utilizando associagao de cloridrato de quetamina
(50 mg/Kg)? e Xilazina (10 mg/Kg)®, via intramuscular. Apds tricotomia
cervical e abdominal, os animais foram colocados em decubito dorsal e foram
fixados a mesa operatoria aquecida (36-37°C), sendo entdo executada
antissepsia da regido com clorexidine®. A manutencdo anestésica foi feita
com lIsofluorano®, na concentracdo de 2%, mediante uso de mascara e
respiragao espontanea. A monitorizagdo da saturagao de oxigénio (SpO2) foi
feita com oximetro de pulso, posicionado na extremidade de um dos
membros toracicos do animal e a temperatura foi aferida por termémetro
digital, via retal. Adicionalmente, a frequéncia cardiaca também foi
acompanhada por doopler posicionado na regido toracica ventral esquerda
(Figura 2). Apods obtengdo do plano anestésico adequado para a
manipulagéo cirurgica, a artéria carotida foi dissecada, reparada e canulada
com cateter venoso 24G, devidamente heparinizado e ocluido com PRN
(Figura 3A e 3B). A fixacdo do cateter foi feita com cola a base de
cianoacrilato. Posteriormente, o acesso arterial foi acoplado ao monitor
multiparamétrico Dixtall para acompanhamento e registro da pressao arterial
diastolica (PAD), média (PAM), sistdlica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC).

? Vetaset® (100mg/ml). Sdo Paulo: Zoetis

’ Anasedan® (20mg/ml). Sdo Paulo: CEVA

* Asseptic® (10mg/ml). Sdo Paulo: Neo Quimica
> Vetflurano® (100mg/100ml). Sio Paulo: Virbac



FIGURA 2. Rato sob anestesia geral inalatéria, com mascara, monitoramento
com oximetro de pulso em membro toracico, termdmetro digital por via retal e
posicionamento do doopler na regiao toracica ventral esquerda. Observe a
tricotomia na regido cervical para canulagdo da artéira carodtida direita e em

regido abdominal para posterior pneumoperiténeo.

e

FIGURA 3. Disseccao da arteira carotida direita do rato, com dois fios de

reparo e apoiada sobre clamp tipo bulldog (3A) e pungéao arterial com cateter
24G (3B).



Uma hora antes a instalacdo do pneumoperitdneo, os animais do
grupo S/P receberam 1 mg/Kg de citrato de sildenafil, via gavagem.

Para a instalagdo do pneumoperitdbneo foi inserido um cateter venoso
20G na cavidade abdominal (Figuras 4A e B), que posteriormente, foi
conectado ao insulflador digital Karl Storz®, sendo mantida pressdo maxima
de CO2 em 12 mmHg, por 60 minutos.

Desde a instalacdo do pneumoperitbneo até cinco minutos apds seu
término, valores de frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, saturagao de
O, e das pressodes invasivas (PAD, PAM e PAS), foram continuamente
monitorados e anotados em momentos previamente determinados, sendo M1
— momento que antecedeu a confecgao do pneumoperitdbneo (valores basais
dos parametros em estudo), M2 — 15 minutos de pneumoperitbneo, M3 — 30
minutos de pneumoperitbneo e M4 — logo apos o término do
pneumoperiténio.

Em M1 (antes do inicio do pneumoperitdbneo), M3 e M4 foram colhidas
amostras de sangue arterial para hemogasometria.

Ao final do procedimento, os animais permaneceram ainda em
oxigenagao e, aproximadamente apds quinze minutos, foram realocados em

caixas plasticas, com agua e ragao ad libitum.

FIGURA 4. Rato anestesiado com puncdo abdominal com cateter 20G,

acoplado ao insuflador e pneumoperiténeo instalado (A e B).



6.4. Eutanasia

A eutanasia foi realizada 24 horas apds o término do penumoperitdnio,
fazendo-se uso de cloridrato de quetamina (50mg/kg) e xilazina (10mg/kg),
por via intra-muscular, seguido por isofluorano inalatério, até o momento de
registro de parada cardio-respiratoria (conforme métodos descritos no Anexo
| da Resolugdo CFMV n° 1000/ 2012).

6.5. Analise do Estresse Oxidativo

Apoés eutanasia, os dois rins de cada animal foram colhidos e
seccionados longitudinalmente, sendo acondicionados em freezer -80°C.

Para avaliagdo do estresse oxidativo, aproximadamente 200mg de
tecido foram homogeneizados em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, na
presenca de tampéo fosfato de sdédio (0,01M) pH 7,0. Os homogeneizados
foram centrifugados a 12 000 xg, durante 15 minutos, a -4°C. O sobrenadante
foi utilizado para as determinagbes da atividade das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase, catalase, superdxido dismutase e também da
concentracéo do hidroperéxido lipidio.

6.5.1. Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada na presenca de
peréxido de hidrogénio. A mistura de reagao foi preparada com tampao
fosfato de sédio, NADPH,, azida sodica, EDTA, glutationa reduzida (GSH) e
glutationa redutase. Através da oxidagao do NADPH; a 340nm na presenca
da glutationa redutase, a qual catalisa a redugdo da glutationa oxidada
(GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px.

6.5.2. Catalase

A atividade da catalase foi determinada em tampé&o fosfato pH 7,0,
utilizando 0,5mL de amostra e peroxido de hidrogénio (30%). As leituras
foram realizadas a 240nm (AEBI, 1974).



6.5.3. Superéxido Dismutase

Para determinar a atividade da superdxido dismutase foi utilizada a
técnica de Ewing e Janero (1995), tendo como base a capacidade inibitoria
da enzima na redugdo do nitroblue-tetrazodlico (NBT) por radicais livres
gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A hidroxilamina gera
fluxo de O2” do NBT para blue-formazana em temperatura ambiente. Quando
a amostra foi adicionada, a velocidade de redugdao do NBT foi inibida,

conforme a porcentagem de SOD presente na amostra.

6.5.4. Hidroperoxido Lipidio

A concentragao de hidroperoxido lipidio foi determinada através da
oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe**) na presenca de alaranjado de
xilenol, acido sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT) em metanol a
temperatura ambiente. O Fe®*" reage com alaranjado de xilenol e forma
cromogeno, cuja intensidade de coloragéo foi medida

espectrofotometricamente (JIANG et al, 1991).

6.6. Analise Estatistica

Foi realizado um teste de normalidade para verificar a distribuicao dos
dados. Para as variaveis que apresentaram uma distribuicdo simétrica,
ajustou-se um modelo linear generalizado (ANOVA), seguido de Tukey para
as comparagbes multiplas. Para as variaveis que apresentaram uma
distribuicdo assimétrica, ajustou-se um modelo linear generalizado com
distribuicdo gama, para realizar as comparagdes entre os grupos controle,
tratado e nado tratado. Para as comparagdes em medidas repetidas no tempo,
foi ajustado um modelo Misto, seguido de Tukey para realizar as
comparagdes multiplas entre grupos versus momento.

Considerou-se p<0,05 como nivel de significancia.

O programa utilizado foi o programa SAS for Windows vers&o 9.2.



7. RESULTADOS

7.1 Variaveis Hemodinamicas

7.1.1. Pressao Arterial Média (PAM)

A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrao da PAM,

aferidos nos momentos 1, 2, 3 e 4.

TABELA 1. Valores médios, em mmHg, e respectivos desvios-padrao da

variavel pressao arterial média dos grupos Sham e S/P, nos momentos basal

(M1), 15 minutos de pneumoperitbneo (M2), 30 minutos de pneumoperitbneo

(M3) e ao reestabelecer a pressédo intra-abdominal normal (M4). Letras

minusculas comparam 0S grupos e

letras maiusculas comparam os

momentos no mesmo grupo. Letras diferentes, p<0,05.

PAM Grupo Sham Grupo S/P
Momento 1 70,20 (+18,93)** 67,90 (x13,70)**
Momento 2 62,00 (£9,94)** 64,33 (+2,92)%*
Momento 3 61,90 (27,23)** 67,00 (£6,39) **
Momento 4 68,40 (+13,28)** 72,30 (+14,62)**

Nao houve diferenga significativa (p>0,05) da pressao arterial média

observada no grupo tratado com citrato de sildenafil (grupo S/P), quando

comparado ao grupo Sham, em nenhum dos 4 momentos estudados.

7.1.2. Frequéncia Cardiaca (FC)

A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrao da FC,

aferidos nos momentos 1, 2, 3 e 4.



TABELA 2. Valores médios, em bpm, e respectivos desvios-padréao da
variavel frequéncia cardiaca dos grupos Sham e S/P, nos momentos basal
(M1), 15 minutos de pneumoperitbneo (M2), 30 minutos de pneumoperitbneo
(M3) e ao reestabelecer a pressédo intra-abdominal normal (M4). Letras
minusculas comparam o0s grupos e letras maiusculas comparam os

momentos no mesmo grupo. Letras diferentes, p<0,05.

FC Grupo Sham Grupo S/P

Momento 1 227,7 (+28,86) " 220,80 (+39,09)*"
Momento 2 211,60 (+31,82)** 203,80 (+38,36)**
Momento 3 204,5 (+35,27)** 194,70 (+48,40) "
Momento 4 197,50 (+40,48)** 197,70 (+51,83)**

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) da frequéncia cardiaca
observada no grupo tratado com citrato de sildenafil (grupo S/P), quando

comparado ao grupo Sham, em nenhum dos 4 momentos.

7.1.3. Frequéncia Respiratoria (FR)
A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrdo da FR,
aferidos nos momentos 1, 2, 3 e 4.

TABELA 3. Valores médios, em mpm, e respectivos desvios-padrdo da
variavel frequéncia respiratoria dos grupos Sham e S/P, nos momentos basal
(M1), 15 minutos de pneumoperitbneo (M2), 30 minutos de pneumoperitbneo
(M3) e ao reestabelecer a pressdo intra-abdominal normal (M4). Letras
minusculas comparam o0s grupos e letras maiusculas comparam o0s

momentos no mesmo grupo. Letras diferentes, p<0,05.

FR Grupo Sham Grupo S/P

Momento 1 58,20 (+24,77)** 51,60 (+28,27)**
Momento 2 48,80 (+23,71)** 55,20 (+20,53) **
Momento 3 48,80 (+22,55)** 52,80 (+18,65) "

Momento 4 50,20 (+20,96)** 54,60 (+19,11)°*




Nao houve diferenca significativa (p>0,05) da frequéncia respiratéria
observada no grupo tratado com citrato de sildenafil (grupo S/P), quando

comparado ao grupo Sham, em nenhum dos 4 momentos estudados.

7.2. Variaveis de Oxigenagao e Ventilagao

7.21. pH
A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrao do pH,
aferidos nos momentos 1, 3 e 4.

TABELA 4. Valores médios e respectivos desvios-padrao da variavel pH dos
grupos Sham e S/P, nos momentos basal (M1), 30 minutos de
pneumoperitbneo (M3) e ao reestabelecer a presséo intra-abdominal normal
(M4). Letras minusculas comparam os grupos e letras maiusculas comparam

0s momentos no mesmo grupo. Letras diferentes, p<0,05.

PAM Grupo Sham Grupo S/P
Momento 1 7,37 (£0,09) ** 7,37 (£0,06) **
Momento 3 7,2 (+0,15) 4 7,17 (+0,09) **
Momento 4 7,2 (£0,16) ** 7,24 (£0,06) **

Ndo houve diferenga significativa (p>0,05) da variacdo do pH
observado no grupo tratado com citrato de sildenafil (grupo S/P), quando
comparado ao grupo Sham, em nenhum dos 3 momentos em que foi colhida

amostra para hemogasometria.

7.2.2. Pressao Parcial de 02 (Pa0O2)
A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrdo da
Pa02, aferidos nos momentos 1, 3 e 4.



TABELA 5. Valores médios, em mmHg, e respectivos desvios-padrao da
variavel PaO2 dos grupos Sham e S/P, nos momentos basal (M1), 30
minutos de pneumoperitbneo (M3) e ao reestabelecer a pressao intra-
abdominal normal (M4). Letras minusculas comparam os grupos e letras
maiusculas comparam os momentos no mesmo grupo. Letras diferentes,
p<0,05.

Pa02 Grupo Sham Grupo S/P
Momento 1 169,07 (£108,77)** 226,84 (+103,16) "
Momento 3 199,5 (+86,00) ** 186,28 (£102,98) **
Momento 4 191,87 (£96,7) ** 209,94 (£82,49) A

N&o foi observada diferenga significativa com relagao a pressédo de O2
durante o pneumoperitbneo, entre os grupos Sham e S/P (P>0,05), em

nenhum dos 3 momentos avaliados.

7.2.3. Pressao Parcial de CO2 (PaCO2)
A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrdo da
PaCO2, aferidos nos momentos 1, 3 e 4.

TABELA 6. Valores médios, em mmHg, e respectivos desvios-padrao da
variavel PaCO2 dos grupos Sham e S/P, nos momentos basal (M1), 30
minutos de pneumoperitbneo (M3) e ao reestabelecer a pressao intra-
abdominal normal (M4). Letras minusculas comparam os grupos e letras
maiusculas comparam os momentos no mesmo grupo. Letras diferentes,
p<0,05.

PaCO2 Grupo Sham Grupo S/P
Momento 1 42,97 (+11,58)*" 45,29 (£11,47)*"
Momento 3 47,63 (¥21,52)** 56,85 (+28,25)**

Momento 4 52,77 (¥24,73)** 50,04 (+15,63) **




N&o houve diferenga signifitativa entre os grupos Sham e Grupo S/P
nos momentos (p>0,05), com relagcédo a variagao da pressao parcial de CO2,

em nenhum dos 3 momentos avaliados.

7.2.4. Saturagao de 02 (SatO2)
A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrdo da
SatO2, aferidos nos momentos 1, 3 e 4.

TABELA 7. Valores médios e respectivos desvios-padrdo da variavel SatO2
dos grupos Sham e S/P, nos momentos basal (M1), 30 minutos de
pneumoperitbneo (M3) e ao reestabelecer a presséo intra-abdominal normal
(M4). Letras minusculas comparam os grupos e letras maiusculas comparam

0s momentos no mesmo grupo. Letras diferentes, p<0,05.

SatO2 Grupo Sham Grupo S/P

Momento 1 97,15 (+11,58) ** 98,96 (+1,26) **
Momento 3 98,42 (+1,50) " 97,94 (+1,72) 4
Momento 4 97,57 (+2,78)** 98,97 (+0,60) **

Nao houve diferenga significativa com relacdo a média da saturagao
de O2 entre os grupos Sham e S/P durante o pneumoperiténio (P>0,05), em

nenhum dos momentos avaliados.

7.3. Dados do Estresse Oxidativo
A tabela abaixo apresenta os valores médios e desvio-padrdo das

enzimas antioxidantes estudadas para avaliar o estresse oxidativo.



TABELA 8. Valores médios e respectivos desvios-padrdao das enzimas
antioxidantes estudadas para determinar o estresse oxidativo. Letras
diferentes, p<0,05.

Controle Grupo Sham Grupo S/P
Hidroperéxido 224 17(+33,6) 285,34(x46,59)° 232,75(x46,92)
nmol/g de tecido
CAT 2583(+2,37) 15,38(x4,01)°  25,09(+4,63)?
micromol/g de tecido
sSoD 11,86(x1,92)*  20,29(+3,97)®  13,78(1,86)°
nmol/mg de proteina
GPx 8,93(x0,86)"  6,24(+1,94)° 8,12(x1,40)?

nmol/mg de proteina

Observou-se com relagao a atividade das enzimas antioxidantes que
entre o grupo controle e o grupo S/P (que recebeu o citrato de sildenafil) ndo
houve diferengas significativas (p>0,05). Porém entre estes grupos (controle
e S/P) e o grupo Sham, houve diferenga significativa (p<0,05), para a

atividade destas enzimas.

8. DISCUSSAO

Os rins sdo o6rgdos sensiveis ao déficit de perfusdo e injuria de
isquemia/reperfusdo, quando submetidos ao pneumoperitobneo. CHOI et al.
(2009) descrevem como consequéncias da injuria de isquemia/reperfusao
renal, a apoptose de células tubulares, formagdo de radicais livres de
oxigénio, disfungcdo mitocondrial, geragdo de citocinas inflamatérias e
sequestro de neutrofilos.

Com o intuito de prevenir ou minimizar os danos causados pela injuria
de isquemia/reperfusédo renal durante o pneumoperitoneo, estudos sugerem
pré-tratamento com determinadas substancias incluindo aprotinina
(BALTATZIS et al., 2014), N-acetilcisteina (NAC) (SEGURO et al., 2012),
Teofilina (OZTURK et al., 2015) e inibidores da fosfodiesterase (ORUC et al.,
2010; LLEDO-GARCIA et al., 2011). Neste estudo, propusemos avaliar o
efeito do citrato de sildfenafil no estresse oxidativo renal. A suplementacéo do



citrato de sildenafil 60 minutos antes da indugdo do pneumoperitbneo e
consequente isquemia renal foi baseada em modelos experimentais de
isquemia do miocardio (KUKREJA et al, 2005; BREMER et al, 2005). A dose
de citrato de sildenafil utilizada (1mg/Kg) via oral, seguiu modelos descritos
por LLEDO-GARCIA et al (2007,2008), que encontraram niveis plasmaticos
eficazes.

Variagdes de modelos experimentais para o estudo das lesdes
decorrentes da injuria de isquemia/reperfusdo renal sao descritos na
literatura. Alguns destes estudos envolvem isquemia quente, caracterizada
pelo clampeamento direto do hilo vascular renal (YURDAKUL et al., 2010,
MEYER et al.,, 2011, CONG et al.,, 2013). Outros utilizam a técnica de
resfriamento, como ALLAM et al. (2010), cuja hipotermia foi realizada por
meio da circulagao de agua fria por uma bolsa ao redor do rim ou SANTOS et
al. (2013) que utilizaram solugdo salina congelada em volta do rim
clampeado.

Assim como em nossa metodologia, outros estudos também
empregaram o pneumoperitbneo como agente causador da isquemia renal,
tanto em suinos (SCHACHTRUPP et al., 2002; LLEDO-GARCIA et al., 2011;
AVRAAMIDOU et al., 2012) como em ratos (WIESENTHAL et al., 2011,
BARROS et al., 2012; RIFAIOGLU et al.,, 2013; BALTATZIS et al., 2014;
DOLKART et al., 2014; OZTURK et al., 2015). Tais estudos tem descrito que
a insuflagdo do abdomen por gas, levando ao aumento da pressao intra-
abdominal (PIA), mesmo que pequeno, ndo esta totalmente livre de efeitos
colaterais (CAl et al., 2006). Entre estes modelos experimentais, existe
grande divergéncia quanto a PIA que favorece a lesdo de isquemia.

SCHAFER et al (2001), em estudo retrospectivo colheram dados de PIA
em diferentes espécies (ratos, porcos e humanos) e correlacionaram a
alteragdes de fluxo sanguineo hepatico, espléncnico e renal. Concluiram que
a PIA deve ser mantida entre 8-12mmHg durante a laparoscopia, para
minimizar alteragdes de fluxo sanguineo e consequente estresse oxidativo.
WIESENTHAL et al. (2011) avaliaram a correlagcédo entre o fluxo sanguineo
renal e a oxigenagdo no parénquima renal em ratos, e descrevem que
valores de PIA entre 5-10mmHg n&o promovem alterag&o do fluxo sanguineo
renal, sendo apenas observada com PIA superior a 15mmHg. AVITAL et al.



(2009) no entanto, referem que PIA>8mmHg em ratos corresponde a pressao
muito mais elevada que a PIA utilizada na rotina de humanos. Apesar de
todas as divergéncias observadas na literatura, optamos por utilizer a
pressdo de 12mmHg para o pneumoperitbneo em nosso estudo, uma vez
que em estudo piloto pudemos observar que a manutencdo da PIA em
15mmHg causava exagerada distensdo abdominal e comprometimento
respiratorio significativo, dificultando a manutengdo do pneumoperitoneo por
60 minutos.

Além disso, BERGUER et al. (1997) relatam que PIA210mmHg foi causa
de grave acidose em ratos, sugerindo maior sensibilidade da espécie ao
penumoperitbnio quando comparada aos humanos. WIESENTHAL et al.
(2011) refere ter encontrado alteragbes do pH apenas quando a pressao
intra-abdominal exercida pelo pneumoperitdbneo foi maior ou igual a 15mmHg.
A baixa perfusdo nos 6rgdos abdominais pode ser considerada uma das
causas da mudanga de valores do pH, de acordo com SEFR et al. (2003),
avaliando pacientes submetidos a colecistectomia com presséo intra-
abdominal de 15mmHg. HYPOLITO et al. (2014), que avaliaram 67 pacientes
submetidos a diferentes procedimentos laparoscopicos e observaram
diferenga estatistica no pH entre os dois primeiros momentos (basal e
quando instalado o pneumoperitbneo e atingida a presséo intra-abdominal de
12mmHg), sem observar diferengas nos demais momentos. Em nosso
estudo, apesar de n&o termos obtido diferenca estatistica na avaliagao do pH,
observamos uma tendéncia a acidose quando comparamos os 3 momentos,
nos grupos Sham e S/P. Estas alteragbes revelam que o uso do sildenafil ndo
impediu variagdes no pH.

Ainda no estudo de HYPOLITO et al. (2014), os autores referem que os
pacientes ndo apresentaram aumento da PaCO2 com PIA de 12mmHg,
justificando que o aumento da pressao intra-abdominal provoca compressao
capilar no abdome, limitando assim a absor¢cao de CO2. SMITH & SANDE
(2012) justificam esta manutencdo da PaCO2 pelo fato do aumento da
pressdo intra-abdominal empurrar o diafragma cranialmente, causando um
aumento da pressao intra-toracica, diminuicdo da complacéncia pulmonar,
depuracdo do CO2 e diminuicdo do fluxo pulmonar. Em nosso estudo
também ndo encontramos diferengas significativas nos valores da PaCOz2,



apesar da alteracdo de pH observada. Com relacdo aos resultados da
pressdo parcial de 02 (em mmHg), também ndo foram observadas
alteragdes significativas entre os grupos assim como entre os diferentes
momentos no mesmo grupo. Podemos dizer que houve uma tendéncia
destes valores serem ligeiramente melhores no grupo suplementado com
sildenafil, quando comparados aos do grupo Sham, nos momentos 1 e 4,
apresentando uma recuperacido similar ao valor encontrado no momento
basal, ao término do pneumoperitdneo (momento 4). Estes resultados podem
estar relacionados ao potencial efeito vasodilatador do Sildenafil, que é
descrito por ALMEIDA et al., 2016.

SMITH & SANDE (2012) relatam que o aumento da pressé&o intra-
abdominal leva a diminuicdo do preenchimento da veia cava caudal,
causando dimunui¢ao do retorno venoso e consequente diminuicdo do débito
cardiaco, resultando em hipotensao sistémica. Nos ratos deste estudo, nao
foram observadas variagdes da pressao arterial média entre os grupos Sham
e S/P. Apesar de ndo termos mensurado fluxo sanguineo renal, ndo podemos
considerar que a manutengcdo da PAM garantiu fluxo adequado e perfusdo
deste 6rgdo uma vez que, adicionalmente ao efeito hipotensor sistémico, o
aumento da pressao intra-abdominal causado pelo penumoperitbnio tem
efeito direto sobre a diminuicdo deste fluxo (BISHARA et al., 2009;
WIESENTHAL et al., 2011). De acordo com BARROS et al (2012), casos de
grave oliguria sao relatados apos o pneumoperitbnio, devido a compressao
do parénquima renal, veia renal e ureter, associados a diminuicdo do débito
cardiaco e aumento na liberacdo de horménios do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. Segundo LLEDO-GARCIA et al. (2007) e LLEDO-
GARCIA et al. (2008), o sildenafil é responsavel por melhorar o padrao
hemodinamico, com aumento do fluxo sanguineo e diminuigdo da resisténcia
vascular renal, podendo diminuir os efeitos diretos do pneumoperitdbneo sobre
oS rins.

A avaliagdo do estresse oxidativo revelou valores da Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase e Glutationa Peroxidase similares nos animais do
grupo controle e grupo suplementado com o Citrato de Sildenafil. Quando
comparados ao grupo controle, os animais do grupo Sham apresentaram
reducao nos valores de CAT e GPx.



A enzima Superoxido Dismutase € a primeira a atuar na atividade anti-
oxidante. Ela tem sua atividade regulada pela presenga de radicais
superoxido. Nas lesdes de isquemia/reperfusdo a producdo de superoxidos
estda aumentada (ZHAN et al., 2004) e portanto é esperado que esta enzima
apresente alta atividade. Em nosso estudo, verificamos que a atividade da
SOD foi menor no grupo suplementado (S/P) quando comparado ao grupo
Sham.

A diminuigdo da atividade da enzima Superéxido Dismutase também foi
observada por outros autores (ZHAN et al., 2004; SABA et al., 2008;
MITCHELL et al.,, 2010), que relacionaram esta queda ao sequestro dos
radicais superéxidos pelo 6xido nitrico e inativag&o via nitragao da tirosina e

oxidacao de residuos da tirosina.

A reducdo nos valores de Cat e GPx associado ao maior valor do
subproduto hidroperoxido, refletem menor atividade enzimatica nos animais
do grupo Sham, sugerindo menor efeito protetor contra a agresséo oxidativa
quando comparado ao grupo S/P ou ao controle, facilitando a exposigao das
células a peroxidacéo lipidica.

Em seu estudo, DIAS et al. (2014) observaram que o Citrato de
Sildenafil aumentou 1,7 vezes os niveis de NO e reduziu o excesso de
producédo de O2" e H202 em rins estendticos de ratos. CHOI et al. (2009)
relatam também que o Citrato de Sildenafil previne o estresse oxidativo por
impedir a degradacdo do GMPc e regular positivamente o NO. Com base
nestes estudos, quando comparamos aos resultados encontrados em nosso
trabalho, podemos considerar que o sildenafil conferiu uma melhor protecéo
renal contra a agressao oxidativa induzida pelo pneumoperitbneo, com alto
potencial anti-oxidante, deixando a atividade das enzimas SOD, Cat e GPx
préxima a de animais higidos, seja pela capacidade de diminuir a producao
de radicais livres no rim submetido a isquemia e reperfusdo, seja pelo

aumento do Oxido nitrico e consequente sequestro dos radicais superdxidos.

PEREIRA et al. (2015) avaliaram a prevencgé&o do estresse oxidativo em
coragoes de ratos suplementados com tomate durante 3 meses. Similar aos

nossos achados, os autores também encontraram menor valor do subproduto



de peroxidagao lipidica hidroperdxido, além da alta atividade da Catalase,
Glutationa Peroxidase e baixa atividade da Superdxido Dismutase, no grupo
suplementado com tomate, devido a acédo antioxidante do licopeno. Tais
valores encontrados sugerem que assim como o tomate, o Citrato de
Sildenafil promoveu melhora na atuagédo dos sistemas anti-oxidantes renais,
ja que a quantidade do produto da peroxidacéo lipidica foi diminuido como
seu uso.

Alguns estudos descrevem que o Citrato de Sildenafil promove o
aumento da atividade enzimatica da Superdoxido Dismutase, Catalase e
Glutationa Peroxidase, além da fungdo de potente vasodilatador
(KOUPPARIS et al., 2005; EBRAHIMI et al., 2009; BALARINI et al., 2013 e
RODRIGUES et al., 2013). Estes achados foram parcialmente encontrados
em nosso estudo, que comprovou o0 aumento apenas da atividade das
enzimas Catalase e Glutationa Peroxidase no grupo suplementado com
Sildenafil. O aumento nos valores de CAT e GP refletem a maior atividade
enzimatica nos rins dos animais do grupo S/P, também conferindo a eles uma
melhor protegcdo contra a agress&do oxidativa, dificultando que as células
sejam expostas a peroxidagdo lipidica, confirmada pelo menor valor do
subproduto Hidroperoéxido.

No grupo Sham, sem suplementagdo com sildenafil foram encontrados
menores valores da atividade enzimatica da CAT e GPx e aumento da
quantidade do produto final da peroxidagao lipidica, evidenciando nestes rins
menor habilidade na prevengao do estresse oxidativo. Tal fato corrobora a
hipétese apresentada por DIAS et al (2014), de que o Sildenafil apresenta
efeitos anti-oxidantes. Esta afirmativa esta baseada em estudos realizados
em ratos com hipertensdo renovascular tratados com Citrato de Sildenafil,
que encontraram menor producdo de 02" e H202 em rins com baixa
perfusao,

A utilizagdo prévia dos inibidores da fosfodiesterase 5 (PDES) como
protetor renal contra a lesdo oxidativa tem sido estudada por outros autores.
KUCUK et al. (2012) também descrevem que o pré-tratamento com estas
medicagbes tem agado benéfica nos efeitos destrutivos da injuria
isquemia/reperfusdo. Diferentemente da metodologia do nosso estudo, a
lesdo isquemia/reperfusdo foi causada por clampeamento da artéria e veia



renal apenas do lado esquerdo. Eles usaram Citrato de Sildenafil e Tadalafil,
no entanto a avaliagdo detalhada dos efeitos destes dois agentes mostrou
que o Sildenafil cursou com maior beneficio na prevencado da lesao renal

causada pela isquemia/reperfusdo em ratos, quando comparado ao Taladafil.

9. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo evidenciam que o pré-
tratamento com Citrato de Sildenafil pode reduzir o estresse oxidativo no
tecido renal, sem no entanto interferir significativamente nos parametros
hemodindmicos e ventilatorios de ratos submetidos ao pneumoperitbneo.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para estabelecer a relacio
entre diminuicdo de estresse oxidativo e a fungdo renal, bem como a

viabilidade e eficacia do sildenafil na pratica clinica.
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