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RESUMO

Palavras-Chave: Sildenafil; Nefropatia induzida por contraste (NIC); Estresse

oxidativo;

Apesar de ser uma das causas mais comuns de insuficiéncia renal aguda em
pacientes hospitalizados, a nefropatia induzida por contraste (NIC) € um problema
comum mas mal compreendido e ndo possui um tratamento adequado. Estudos tém
demonstrado a ag¢ao antioxidante dos inibidores da fosfodiesterase-5. Portanto, nés
investigamos se o sildenafil pode prevenir a disfungao renal de ratos submetidos ao

meio de contraste.

Ratos Wistar machos (250-350g) foram tratados, durante 7 dias, por gavagem, com
sildenafil (50 mg/Kg/dia) ou veiculo (2mL/Kg/dia). A NIC foi induzida através da
restricdo hidrica (24h), injegao i.p. (10mg/Kg) de L-NAME e indometacina, além da
injecao i.v. (3mg/Kg) de meio de contraste (lohexol) ou salina, resultando nos
seguintes grupos experimentais: Controle, NIC e NIC + Sildenafil. Em seguida foi
feita a andlise hemodinamica renal por padrbées-ouro (clerarance de inulina e para-
aminohipurato) aliando alteragbées funcionais acrescidas de investigagbes a nivel
molecular (citometria de fluxo). Dados expressos como Média + EPM; ANOVA 1 via;

post-hoc de Tukey; *p<0,05 vs. controle e #5<0.05 vs. NIC.

A administragdo do contraste resultou em queda da taxa de filtragdo glomerular
(controle: 8,53 + 0,55; NIC: 3,77 + 0,26* ; NIC + S: 6,77 + 0,39** mL/min/Kg), do
fluxo plasmatico renal (controle: 20,04 + 0,9; NIC: 9,59 + 0,38 NIC + S: 13,18 &
0,26** mL/min/Kg ) e do fluxo sanguineo renal (controle: 35,01 + 2,02; NIC20,36 +
0,67*; NIC + S: 22,46 + 0,8 ** mL/min/Kg ) e aumento da resisténcia vascular renal
(controle: 3,59 + 0,46; NIC: 7,72 + 0,31*; NIC + S: 4,86 + 0,17* u.a), os quais foram
prevenidos pelo tratamento com sildenafil. Portanto, o sildenafil pode ser um
promissor agente terapéutico para a prevengao e / ou tratamento de disfungéo renal

induzida por contraste.



ABSTRACT

Keywords: Sildenafil; Contrast-induced nephropathy (CIN); Oxidative stress;

Despite being one of the most common causes of acute renal failure in hospitalized
patients, the contrast-induced nephropathy (CIN) is a common but poorly understood
problem and does not have an appropriate treatment. Studies report on the
antioxidant action of phosphodiesterase 5 inhibitors. Therefore, we investigated if
sildenafil can prevent or ameliorate kidney dysfunction in an experimental model of
CIN in rats.

Male Wistar rats (290-390 g) were treated for 7 days by gavage with sildenafil (50
mg/kg/day) or vehicle (2ml/kg/day). The acute nephropathy was induced by water
restriction (24 hr), L-NAME and indomethacin injection (10mg / kg i.p.) and contrast
medium injection (iohexol 3mg/Kg i.v.) or saline, resulting in the following
experimental groups: control, CIN, CIN + sildenafil. After, was made the analysis of
renal function including assessment of the glomerular filtration rate (GFR), renal
blood flow (RBF), renal plasma flow (RPF) and renal vascular resistance (RVR) by
determining the clearance of inulin and para-aminohippurate, and investigation of
oxidative stress at the molecular level (flow cytometry). Values are expressed as
means + S.E.M. one-way ANOVA followed by Tukey’'s post hoc test. A value of

p<0.05 was regarded as statistically significant.

Contrast administration has resulted in decline in GFR (control: 8.53 + 0.55; CIN:
3.77 + 0.26*; CIN + S: 6.77 + 0.39** mL/min/Kg), RPF(control: 20.04 + 0.9; CIN: 9.59
+ 0.38*; CIN + S:13.18 + 0.26** mL/min/Kg) and RBF(control: 35.01 + 2.02, + 0.67%;
CIN: 20,36; NIC + S: 22.46 + 0.8** mL/min/Kg) and increased RVR (control: 3.59 +
0.46; CIN: 7.72 + 0.31 *; CIN + S: 4.86 + 0.17* a.u), which was prevented by
treatment with sildenafil. Therefore, sildenafil may be a promising therapeutic agent

for the prevention and / or treatment of renal dysfunction induced by contrast.
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1. INTRODUGCAO

1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA RENAL

Os rins desempenham papel importante na manutencao da homeostase corporal, na
medida em que sao responsaveis pela manutengao da osmolaridade e volume dos
fluidos corporais, regulagéo do balango hidroeletrolitico, e do equilibrio acido-base,
além de realizarem fungdes de remogao de substancias indesejadas e producgéo de

horménios (Guyton, 2006).

Constituem-se de um par de 6rgaos localizados na parede posterior do abdémen,
lateralmente a coluna vertebral, na cavidade retro-peritoneal. Apresentam cor
marrom- avermelhada e sdo revestidos por uma camada de tecido fibroso
denominada capsula renal. Em sua face medial encontra-se a regido denominada
hilo, aonde chegam aos rins as artérias e nervos renais e de onde partem as veias
renais e a pelve. Cada rim humano pesa aproximadamente 150g e recebe cerca de
25% do débito cardiaco, perfazendo um fluxo sanguineo renal de 1250 mL/min
(Guyton, 2006). Sob a perspectiva da demanda metabdlica, pode-se dizer que o
fluxo sanguineo renal é excessivo. Tal fluxo, contudo, serve ndo somente a perfuséo
necessaria para a nutricdo do 6rgao, mas também a formacgado do ultrafiltrado

plasmatico e formacao de urina.

O rim humano possui de um milhdo a um milhdo e meio de néfrons. Cada néfron é
formado pelo corpusculo renal e por estruturas tubulares, que incluem: tubulo
proximal, alca de Henle, tubulo distal e ducto coletor. O corpusculo renal é
constituido pelo glomérulo capilar envolto pela capsula de Bowman. O glomérulo
apresenta estrutura perfeitamente adaptada para a realizacdo das fungdes de
fitracdo. Consiste de uma rede de capilares fenestrados, membrana basal
glomerular e os poddcitos glomerulares (Figura 1) (Eyre et. al., 2007; Aires et. al.,
2008).

10



Cortex Arteriola Arteriola  Poddcitos «¥#s Pés dos Células endoteliais
fenestradas

renal aferente eferente 4-"‘-".‘355 - podécitos -
Y ‘,_ J j.,:‘:*
\\ B _’7 /
= > - 3 ® /
. Y ‘@ & & 4 (
“' ’ " ‘— .- -
Y b | ! ’ ‘ 7 i v /Membrana
o / / ") ~ [ ™ basal
\v/ Tufo W glomerular
glomerular )
) . o N Diafragma da
Rim Glomérulo Capilar glomerular fenda de
filtracdo
Figura 1 — Processo de filtragcdo. Glomérulo; capilar glomerular (poddcitos e seus

prolongamentos, células endoteliais fenestradas e membrana basal glomerular). (KARL et
al.,2005).
A formacgéao de urina inicia-se no glomérulo, onde o plasma que entra no rim através
da artéria renal é filtrado gragas a pressao hidrostatica do sangue nos capilares
glomerulares. O filtrado € um fluido de composi¢cdo semelhante a do plasma, porém

com poucas proteinas e macromoléculas (Eyre et. al., 2007; Aires et. al., 2008).

Apds sua formacédo, o filtrado glomerular caminha pelos tubulos renais, e sua
composicao e volume sao entdo modificados através dos mecanismos de

reabsorgao e secrec¢ao tubular existentes ao longo do néfron.

Reabsorcao tubular renal € o processo de transporte de uma substancia do interior
tubular para o sangue que envolve o tubulo; o mecanismo no sentido inverso é
denominado secrecdo tubular. O termo excrecao renal refere-se a eliminagcao da

urina final pela uretra (Aires et. al., 2008).

Portanto, o processo de depuragao renal, além de se dar através da filtracdo
glomerular, pode também ser feito por meio da secregao tubular, uma vez que o
sangue que passou pelo glomérulo e nao foi filtrado vai atravessar uma segunda
rede capilar, peritubular, formada a partir das arteriolas eferentes. Por outro lado,
gragcas a reabsorcado tubular, muitas substancias, depois de filtradas, voltam ao
sangue que percorre 0s capilares peritubulares, entrando na circulagao sistémica

pela veia renal que sai do 6rgao (Aires et. al., 2008).

A reabsorgao de agua, devida ao gradiente osmotico estabelecido pela reabsorgéo

de soédio e cloreto, aumenta a concentracdo de solutos existentes no liquido
11



remanescente na luz tubular, modificando, portanto, o gradiente quimico
responsavel pelo transporte passivo dos solutos através do epitélio. Alguns desses
solutos vao variar sua concentragao apenas em funcdo desse processo, ndo sendo
reabsorvidos e nem secretados. Neste caso, a quantidade de soluto filtrado € igual a
excretada na urina final, e, como exemplo, podemos citar o polissacarideo inulina. A
maior parte dos constituintes naturais do filtrado € reabsorvida ao longo da parede
tubular e volta ao sangue, sendo sua quantidade filtrada sempre maior que a
excretada; porém, sua concentragao na urina final pode ser maior ou menos que
aquela no filtrado glomerular, dependendo da quantidade de agua que € reabsorvida
nos tubulos. Algumas substancias, como o paraamino-hipurato de sédio, além de
filtradas sdo também secretadas; suas quantidades e concentragcdes sdo sempre

maiores que as filtradas (Aires et. al., 2008).

Por outro lado, os rins sao responsaveis pela manutengao do volume e composicao
do fluido extracelular, por meio do controle preciso da reabsor¢cao e secrecdo de
agua e eletrdlitos, a partir do ultrafiltrado formado pelos glomérulos. Para tanto, os
diferentes segmentos das estruturas tubulares do néfron sdo adaptados para a
realizagcao de funcdes de transporte especificas, que sao ativadas na medida das
necessidades do organismo. A medida em que o ultrafiltrado flui da capsula de
Bowman pelos diferentes segmentos tubulares, ele sofre processo de reabsorgao e
secregao seletivas de substancias, de acordo com as necessidades do organismo
para a manutencao da homeostase. O mecanismo de contra-corrente e o ciclo renal
de transporte de uréia permitem a manuteng¢ao da hipertonicidade da medula renal,
que favorece a eliminacédo de uma urina mais concentrada, poupando agua pra o

organismo (Aires et. al., 2008).

Os rins desempenham também um importante papel enddécrino, ao secretarem
hormdOnios responsaveis pela sintese e amadurecimento de eritrécitos
(eritropoietina), formagao da angiotensina (renina) e absorg¢aoo de calcio (calcitriol).
Participam, ainda, da regulagdoo do equilibrio acido- basico, por meio do controle
preciso da excregaoo de ions hidrogénio e reabsorgédo de bicarbonato (Aires et. al.,
2008).

12



Por fim, fica claro a importancia dos rins na manutencdo da homeostase corporal.
Sendo assim, qualquer doenca ou alteragdo do estado fisiolégico normal renal

implicam no comprometimento de diversos outros érgaos e sistemas.

1.2 INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

A insuficiéncia renal aguda (IRA) apresenta a caracteristica de ser produzida num
periodo breve de tempo, ndo dando possibilidade no comecgo a intervencao dos
mecanismos adaptativos integrantes da reserva renal. Esta sindrome ¢é
caracterizada por uma diminuicdo subita da fungdo renal (taxa da filtragédo
glomerular) e, consequentemente, um aumento de produtos nitrogenados no sangue
(uréia e creatinina), com uma consequente perda do equilibrio hemostatico do meio
interno, falha na manutencéo de liquidos, eletrolitos e homeostase acido-base. E
associado a oliguria em cerca de dois tergos dos casos.(Fernando et. al., 1999;
Carlos, 2001).

A IRA ndo é uma doenca uUnica, mas uma sindrome que compreende varias
condicdes clinicas. Ela representa uma doenca muito importante e potencialmente
devastadora na nefrologia clinica sendo um dos problemas mais comuns
encontrados em pacientes graves hospitalizados. Ela surge em uma variedade de
situacdes clinicas e € um problema critico de saude publica em todo o mundo.
Ocorre prevalentemente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, e esta
associada com morbidade e mortalidade severa. E comum em pacientes
hospitalizados afetando cerca de 7% -10% dos pacientes. Esta associada com uma
taxa de mortalidade de 45% em série geral e perto de 70% em unidades de terapia
intensiva (UTI). Embora seja lamentavel que essas taxas de mortalidade
permaneceram relativamente constantes ao longo das ultimas décadas, deve-se
notar que os pacientes de hoje sao, geralmente, muito mais velhos e mostram uma
condigdo geralmente muito mais grave do que era no passado (Fernando et. al.,
1999; Unis, 2014; Hui-Ling et. al., 2014; Li et. al., 2013).

Dependendo da localizagdo ou da natureza da injuria renal, a insuficiéncia renal
aguda é classificada como pré-renal, parenquimatosa (intrarrenal), ou obstrutiva

(pbs-renal), ambas relacionadas com diminui¢ao da taxa de filtracdo glomerular.
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As causas da IRA pré-renal sobrevém quando a taxa de filtragao glomerular cai por
consequéncia da diminuigdo da irrigacdo sanguinea renal efetiva. A condigéo é
reversivel se a doenga subjacente é resolvida. Alguns exemplos sao: hemorragia,
vOmitos, diarréia, queimaduras, diuréticos, diminuicdo do débito cardiaco, enfarte,
arritmia, insuficiéncia cardiaca congestiva, embolia pulmonar, hipotenséo, sepses,
hipoxemia, choque anafilatico, inibicdo da sintese de prostaglandina, dentre outras
(Fernando et. al., 1999).

Por outro lado, a IRA intrarrenal, se da quando ha uma subita diminuicdo na taxa de
filtracdo glomerular secundaria a lesdo renal intrinseca afetando principalmente
tubulos, intersticio, glomérulos e / ou vasos. Como principais causas de indugéo da
insuficiéncia renal aguda intrarrenal temos: meio de contraste iodado, cirurgias
cardiovasculares, sepse, causas pré-renal, antimicrobianos, anestésicos,

imunossupressores ou agentes antineoplasicos (Fernando et. al., 1999).

Por fim, a IRA pds- renal ocorre devido a obstrucdo em qualquer nivel do aparelho
urinario. Portanto, sdo estas as causas mais frequentes: bexiga neurogénica,
hipertrofia prostatica benigna, doengcas malignas na bexiga, na préstata e na uretra,

dentre outras (Fernando et. al., 1999).

Os resultados da insuficiéncia renal aguda vao depender da doenca subjacente, da
severidade e duracdo da insuficiéncia renal, e das condicdes renais basicas do
paciente (Kai et al., 2012)

A maioria das etiologias da IRA podem ser evitadas por meio de intervengdes a nivel
individual, comunitario, regional, e intra-hospitalares. Ainda existem poucas
intervengdes preventivas ou terapéuticas, e a mortalidade associada a ela ainda é

inaceitavelmente elevada (Ftouh et. al., 2014; Li et. al., 2013).

Pacientes com IRA tém um risco aumentado para o desenvolvimento de nefropatia

induzida por contraste (Taylor et. al. 2007; Ukaigwe et. al., 2014).
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1.3 NEFROPATIA INDUZIDA POR CONTRASTE

Os meios de contraste sdo usados na medicina em uma ampla gama de
diagndsticos por imagens, incluindo ressonancia magnética, angiografia, e estudos
relacionados, para melhorar a visualizacdo de uma variedade de estruturas
anatdmicas. Eles podem ser administrados por via intravenosa, por via intra-arterial,

por via retal, por via oral e por inalacao.

A maioria dos agentes de contraste intravasculares contem o elemento iodo. O iodo
€ um isotopo de ocorréncia natural e, por causa do seu grande peso molecular, é
relativamente radiopaco. Portanto, a composi¢cdo quimica do iodo permite-lhe
absorver radiagao eletromagnética, tornando o produto quimico visivel nas imagens
obtidas com diversos métodos radiolégicos. A porcentagem de iodo em um
determinado agente de contraste esta relacionada com a eficacia do agente para

reforgar a estrutura anatémica de interesse (Weisbord, 2008; Stephen, 2012).

Os meios de contraste disponiveis sdo moléculas derivadas do benzeno, tri-iodadas,
e sao classificados de acordo com a sua ionizacdo, osmolaridade e estrutura. Os
contrastes ibnicos dissociam-se na agua, enquanto os nao-idnicos nao, apesar de
serem hidrossoluveis (Ricardo et. al., 2011). O teor de iodo e a estrutura e os tipos
de ligagcbes que compdem o meio de contraste também contribuem para a
osmolalidade (osmoles de soluto por quilograma de solugao) do agente de contraste
(Seeley, 1989).

A farmacocinética de todos os meios de radiocontraste € semelhante, com baixa
lipofilicidade, baixa ligagdo as proteinas plasmaticas e minima biotransformacao.
Quase todo o contraste injetado é depurado pelos rins e excretado ndo modificado
na urina, nos individuos com funcéo renal normal. Contudo, o metabolismo hepatico,
a circulacao entero-hepatica e a eliminacao biliar estdo aumentadas nos doentes

com insuficiéncia renal (Wong et. al., 2007).

Ha trés tipos de meios de radiocontraste. Os de primeira geracdo ou de alta
osmolaridade (1400 a 1800 mOsm/Kg), sdo mondmeros idnicos, como por exemplo

o Diatrizoato. Os de segunda geragdao ou de baixa osmolaridade (500 a 850
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mOsm/Kg), que, apesar do nome, s6 0 sao em relagdo aos de primeira geragao, tém

na verdade uma osmolaridade superior a do plasma. Um total de oito monémeros
nao-ibnicos estdo aprovados para uso intravascular : lohexol (Omnipaque®), 0
lopamidol (Isovue®), o loxilan (Oxilan®), a lopramida (Ultravist®), o loversol
(Optiray®), o lomeprol, o lopentol e o lobiditrol e um dimero iénico (loxaglato -

Hexabrix®). Por fim, os contrastes mais recentes sao iso-osmolares (290 mOsm/Kg).

Estes sim, possuem a mesma osmolaridade do plasma. O Uunico atualmente

disponivel no mercado € um dimero nao-idnico, o lodixanol (Visipaque®) (Thomsen
et. al., 2008; Rudnick et. al., 2009).

A via de administracdo do contraste é importante. Parece que o meio de contraste &
menos nefrotdxico quando administrado por via intravenosa do que por via intra-
arterial, ao nivel das artérias renais ou na aorta proximal até a origem dos vasos
renais. Quando o meio de contraste € administrado por via arterial, a concentragao
renal € muito mais elevada. Além disso, essas inje¢cdes tendem a ser repetidas
durante o procedimento, dai a maior nefrotoxicidade dessa via de administragao
(Katzberg et. al., 2007).

Nefropatia induzida por contraste (NIC) é uma doenga iatrogénica causada pela
administracdo de contraste iodado em determinados pacientes, principalmente
quando em situacao de risco. As caracteristicas clinicas incluem insuficiéncia renal,

com oliguria, anuria, e disturbios eletroliticos (Stephen, 2012).

Apesar de ser uma das causas mais comuns de insuficiéncia renal aguda em
pacientes hospitalizados, a nefropatia induzida por contraste € um problema comum,
mas pouco compreendido. A grande quantidade de literatura dedicada ao assunto é
repleto de contradicoes e relatos conflitantes. Pacientes que ja oferecem algum
risco, como exemplo, insuficiéncia renal, diabetes mellitus e insuficiéncia cardiaca,
tém um risco aumentado para o desenvolvimento de nefropatia induzida por
contraste (Taylor et. al. 2007; Ukaigwe et. al., 2014).
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A patogénese da NIC ainda n&o é perfeitamente clara . Varios mecanismos foram
implicados, mas a maioria dos autores defende que o agravamento da fungao renal
apoés o meio de contraste € resultado da citotoxicidade direta do contraste e da
vasoconstricdo prolongada com consequentes fatores paracrinos (adenosina,
endotelina e espécies reativas de oxigénio) que perturbam a autorregulacdo da
vascularizacdo renal, que predispde a hipoxia medular e isquemia renal. Todos
estes mecanismos podem agir em conjunto (Person et. al., 2005; Tumlin et. al.,
2006; Pucelikova et. al., 2008).

A microcirculagdo renal é regulada por um conjunto de varias influéncias que
medeiam a vasoconstricao e a vasodilatacdo. Como um dos principais papéis do rim
€ a manutencao do volume, o equilibrio da vascularizacdo tende para um estado de
constricdo na presenca de hipovolemia. Essa hipovolemia ocorre frequentemente
em pacientes que possuem algum fator de risco e que sdo submetidos ao meio de

contraste(Ricardo et. al., 2011).

De acordo com alguns autores, o contraste leva a vasoconstricdo renal através de
um efeito direto no tecido muscular liso vascular, alteragées na fisiologia do calcio ou
de um aumento local da adenosina e da produgcdo aumentada de endotelina,
contribuindo para uma diminui¢ado do filtrado glomerular e isquemia medular, uma
area com requisitos metabdlicos elevados. Isto, juntamente com uma vasoconstricao
renal pré-existente, pode ser responsavel pelo desenvolvimento de disfuncéo renal
na NIC (Ricardo et. al., 2011; Wong et. al., 2007).

Uma das particularidades do leito vascular renal € o comprimento dos vasos que
abastecem de sangue a medula renal. Este vasos sdo denominados vasos retos, e
tém o mesmo didmetro que os capilares normais, porém sdao mais longos, logo,
possuem resisténcia mais alta que os outros capilares. Nesse caso, o fluxo somente
€ mantido pela reducgéo da viscosidade do sangue neste seguimento, uma vez que o
hematdcrito reduzido permitira uma velocidade de escoamento mais elevada. Os
efeitos adversos da viscosidade do fluido aumentada através da utilizacdo de meios
de contraste dimérico pode ser mais nitido nos tubulos renais do que nos capilares
(Person et. al., 2005).
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Portanto, é fundamental para a fisiopatologia da NIC a hipdxia medular renal. Dentre
0S mecanismos propostos, os autores também incluem hipdxia medular resultante
da vasoconstricdo, que pode ser remediada por Oxido nitrico (NO) e as
prostaglandinas (envolvidos em atividades de vasodilatacdo e sequestrantes de
radicais livres). Além disso, a viscosidade dentro do leito vascular medular pode
aumentar, o que contribui para a diminuicdo do fluxo tubular, aumento do tempo de
contato do contraste com as células tubulares contribuindo para um efeito téxico
direto do meio de contraste, hipéxia medular e lesdo renal resultante (Ricardo et. al.,
2011; Stephen et. al., 2012; Wong et. al., 2007).

A inibicdo da sintese de 6xido nitrico e diminuicao da sensibilidade ao receptores de
endotelina envolvidos na vasodilatacdo sdo bem estudados nas ocorréncias da
fisiopatologia por contraste. A producéo de radicais livres, pode contribuir para NIC,
e uma ampla variedade de sequestrantes de radicais livres tém sido estudados. Em
condigdes fisioldgicas normais temos a produgdo de ROS sendo contrabalanceada
pela acdo dos mecanismos antioxidantes do préprio organismo. Entretanto em
algumas situagbes patoldgicas, ocorre um desequilibrio na produgado/consumo
dessas substancias acentuando e agravando o processo fisiopatologico. Assim, a
protecdo endotelial contra a injuria de radicais livres € de muita importancia.
(Stephen et. al., 2012; Vallon et. al., 2006; Erley et. al.,1997).

Além de danos endoteliais (células endoteliais sdo as primeiras a entrarem em
contato com agentes de contraste injetado por via intravenosa), os meios de
contraste causam danos também as células epiteliais tubulares. De fato, os meios
de contraste sao filtrados por glomérulo e estdo concentrados no interior dos tubulos
renais, expondo as células tubulares renais para um dano direto pior ainda (Caiazza
et. al., 2014; Sendeski et. al., 2011; Andreucci et. al., 2014; Hardiek et. al., 2001,
Heinrich et. al., 2005).

Por fim, além das alteracbes hemodinamicas referidas, foi relatada citotoxidade
direta do contraste, bem como alteragdes na viscosidade sanguinea, aumento da
producao de espécies reativas de oxigénio e a nivel das células tubulares renais

estdo descritas alteragdes na homeostasia da energia celular, disrupgdo no
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metabolismo do calcio, disturbios na polaridade da célula tubular e apoptose
(Ricardo et. al., 2011).
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Figura 2 — Fluxograma mostrando mecanismos complexos pelo qual a utilizagdo do contraste
resulta na diminuicao da taxa de filtragdo glomerular (GRF). As setas tracejadas indicam a reagao
das espécies reativas de oxigénio (ROS) (superdxido O;) com o6xido nitrico (NO), que ndo so
provoca uma redugao nos niveis de NO, mas também leva a formagao de peroxinitrito (ONOO"),
um oxidante poderoso que provoca lesao celular.

1.4 INIBIDOR DA FOSFODIESTERASE-5

Muitos protocolos para prevenir a NIC foram estabelecidos com variados graus de
sucesso. Mas ainda nao existe um tratamento especifico para a indugdo da

nefropatia por contraste.

Atualmente, alguns tratamentos, como, administragdo oral ou intravenosa de fluidos
antes, durante e depois da exposi¢cao ao meio de contraste, tornaram-se " padrdes
de cuidado" que sdo quase universalmente utilizados, inclusive, sdao os unicos
inclusos nas diretrizes do American Heart Association, American College of
Cardiology, Society for Cardiovascular Angiography and Intervention e European

Society of Urogenital Radiology. A razdo pela qual a administracédo de flluidos
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protege os rins € complexa, e inclui a redugdo da concentragdo urinaria causada
pelo contraste, diminuicdo de fatores vasoconstritores renais e diminuicdo no
consumo renal de oxigénio (Levine et. al., 2011; Stacul et. al., 2011; Franchinl et. al.,
1997; Franchini et. al., 2006).

Embora a hidratacdo com solugdo salina isotbnica, antes, durante e apods a
exposicao a agentes de contraste, seja a pratica habitual, uma proporgéo
substancial de pacientes em risco, no entanto, continua a sofrer com a nefropatia

induzida por contraste (Wong et. al., 2007; Stacul et. al., 2006).

Outros agentes, tais como a dopamina, captopril, teofilina, peptideo natriurético atrial

e bloqueadores dos canais de calcio também sao ineficazes (Pannu et. al., 2006).

Outro método muito utilizado como meio de prevengao € baseado na atividade
antioxidante, que pode explicar o aparente beneficio de algumas drogas utilizadas
na prevencdo da nefropatia induzida por contraste, como por exemplo a N-
acetilcisteina. Infelizmente, varios estudos mais recentes tém levantado duvidas
sobre os relatérios publicados inicialmente a respeito da N-acetilcisteina. Em alguns
modelos animais sugerem que a diminui¢gdo da atividade de enzimas antioxidantes
pode explicar o maior risco de hipovolemia (Taylor et. al., 2007; Nallamothu et. al.,
2014; Tepel et. al., 2000).

Ja vimos que em situagdes patoldgicas, ha um desequilibrio entre os sistemas proé e
antioxidantes no sistema renal, resultando no stress oxidativo, e consequentemente
vasoconstricdo. Portanto, é importante entender o mecanismo endotelial de
relaxamento via NO. O NO produzido nas células endoteliais se difunde através das
células do musculo liso vascular (VSCM), onde ele ativa a enzima guanilil ciclase
soluvel. Esta enzima ativada produz o mensageiro intracelular monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) a partir de guanosina trifosfato (GTP), o que leva a diminuigéao
dos niveis de Ca** e consequentemente, o relaxamento do VSCM (Meyrelles et. al.,
2011).

Um determinante importante do tonus vascular é a atividade dos canais de potassio
que constitui um mecanismo essencial na regulagao do potencial de membrana das

células musculares vasculares. A abertura de um canal de potassio presente na
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membrana das células musculares vasculares, provoca um aumento da saida de

ibes do meio intracelular para o meio extracelular por difusdo passiva

([k+]intracelular > [k+]extracelular), 0 que causa hiperpolarizacdo da membrana

cellular (Sobey, 2011). Este estado de hiperpolarizagdo conduz ao encerramento de

2+
canais de Ca dependentes da voltagem e consequente diminuicdo da entrada de

2+
idbes Ca para o interior da célula, causando o relaxamento vascular (vasodilatagcao)

(Sobey, 2011; Faraci et. al., 1998). De forma inversa, o encerramento de um canal

2+
de potassio causa um estado de despolarizagdo, abertura de canais de Ca

2+
dependentes da voltagem, aumento da [Ca ] intracelular e vasoconstrigao.

Portanto, a via de sinalizagdo NO/GMPc e a hiperpolarizacdo da membrana através
da abertura de canais i6nicos, como os de potassio, apresentam um importante

papel no relaxamento vascular e na regulacéo da presséao arterial.

A degradagdo do GMPc é dada devido a agcdo de enzimas da familia das
fosfodiesterases (PDEs), que compreendem uma gama de enzimas que hidrolisam
nucleotideos ciclicos. Estas séo cruciais na modulacao da sinalizacao citoplasmatica
desse tipo de mensageiro intracelular (Raja et. al., 2004). A isoforma PDES5 é a
responsavel pela degradacdo de maneira especifica do GMPc e esta presente em
grande concentragdo em um numero limitado de tecidos, sendo estes o coragao,
musculo liso vascular sistémico, corpo cavernoso do pénis, musculo liso brénquico,

plaquetas e musculo liso visceral (Glossmann et. al., 1999; Stegbauer et. al., 2013).

Os inibidores das PDEs elevam os niveis intracelulares de nucleotideos ciclicos.
Fisiologicamente, existe uma gama de isoformas na familia das PDEs, e por isso,
inibidores seletivos destas enzimas séo ferramentas farmacoldgicas promissoras.
Neste contexto, o sildenafil se destaca por apresentar alta seletividade a PDE5S
(Glossmann et. al., 1999; Raja et. al., 2004).

O sildenafil, € uma base fraca (pKa 6,5) e moderadamente lipofilico, resultando em
uma boa solubilidade e absor¢ao no trato gastrointestinal (Walker et. al., 1999).Tem

como funcgdo prolongar os efeitos do segundo mensageiro GMPc na via NO/GMPc,
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através da inibicao da hidrélise deste composto, prolongando sua agdo (Meyrelles
et. al.,, 2011). Entretanto, sabe-se recentemente por dados de outros e de nosso
laboratério que o sildenafil apresenta efeitos pleiotrépicos (aumenta a oferta de NO,

diminui NADPH oxidase, e apoptose).

O sildenafil demonstrou eficacia contra a disfungao endotelial em transplantados de
coragao (Bremer et. al., 2005). Ha provas substanciais do papel cardioprotetor de
varios inibidores de PDE5 apés a lesédo de isquemia-reperfuséo no coragao (Salloum
et. al., 2008; Schwartz et. al., 2012). Alguns estudos tém demonstrado que o
sildenafil promove melhora da fungdo endotelial em condi¢gdes de doenga arterial
coronariana (Halcox et. al., 2002), assim como na diabetes, reduzindo o estresse
oxidativo em varios tecidos (Milani et. al., 2005; Patil et. al., 2006; Aversa et. al.,
2008).

A importancia fisiolégica da PDE5 na regulacédo do tébnus do musculo liso tem sido
demonstrada em estudos clinicos que utilizavam inibidores especificos desta enzima
no tratamento da disfuncéo erétil (Bivalacqua et. al., 2009) e remodelamento
vascular (Koyama et. al., 2001). Estudos recentes em nosso laboratério
demonstraram que o tratamento com sildenafil foi capaz de promover melhora no
relaxamento vascular, diminuir os niveis plasmaticos de Angll, além de diminuir o
dano no DNA de animais aterosclerdticos e com hipertensao renovascular 2R1C
(Balarini et. al., 2013; Rodrigues et. al., 2013; Dias et. al., 2014).

Trabalhos recentes mostraram que a administragcdo de sildenafil reduz a pressao
arterial e melhora a perfusdo do musculo esquelético durante o exercicio além de
possuir efeito protetor na isquemia renal (Roseguini et. al., 2014; Lledo et. al., 2007;
Zhao et. al., 2001).

Foi visto também que ele pode representar uma estratégia terapéutica interessante
para a neuroprotecdo neonatal, assim como na reducdo da quantidade de morte
celular em lesdes provocadas por isquemia- hipdxia. Outro trabalho mostrou que o
sildenafil pode reduzir os déficits cognitivos associados com neuroinflamagéao
induzida pelo peptideo B-amiléide em camundongos. (Charriaut et. al., 2014,
Shrivastava et. al., 2012; Zhang et. al., 2013).
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Até hoje, ndo ha tratamento eficaz para a NIC, que, diante dos fatos apresentados, gera
uma hipoperfusao (aumento da osmolaridade, diminuicdo de FSR) e citotoxidade
direta pelo contraste, provocando um aumento na produgdo de ROS (com redugéao
incompleta ou parcial do O, a agua, ativagdao da NADPH oxidase ou por disfungao
mitocondrial). Os unicos candidatos sdo farmacos antioxidantes e reposicao de
volemia. Sabendo que o modelo experimental é estresse oxidativo dependente e que
nossos prévios com sildenafil em outros modelos experimentais de nefropatia tem
demonstrado um efeito antioxidante, o objetivo desse trabalho é investigar se a
profilaxia com sildenafil pode atenuar o grau de Injuria renal induzida por contraste. Para
isso, foram realizados experimentos que avaliam a fungéo renal de cada grupo assim
como a busca por possiveis mecanismos que possam justificar o efeito nefroprotetor do

sildenafil.
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2. OBJETIVOS

Avaliar se ha efeitos profilaticos do sildenafil sobre a nefropatia induzida por

contraste em ratos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento com sildenafil em ratos com NIC sobre:

* Pressao arterial média;

* Ritmo de filtragdo glomerular (RFG);

* Fluxo plasmatico renal (FPR);

* Fluxo sanguineo renal (FSR);

* Fragao de filtragao (FF);

* Resisténcia vascular renal (RVR).

* Concentragao de uréia plasmatica;

* Concentragao de creatinina plasmatica;
* Concentragao de proteinuria.

* Producéo de superoxido (O2);

* Producéo de peréxido de hidrogénio (H20>);
* Produgéao de 6xido Nitrico (NO);

* Producéao de peroxinitrito (NOs3’) e ions hidroxila (OH").
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 280 e 400g. Os
animais foram fornecidos pelo biotério da Universidade Federal do Espirito Santo -
UFES.

Os animais foram mantidos no biotério do Programa de Pds Graduagao em Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo, até o momento da realizagao
dos experimentos, em condigbes controladas e estaveis (temperatura 22° C,
umidade de 50-70% e ciclo claro-escuro de 12/12horas), onde receberam agua e
racdo (Labina®) ad libtum. Os protocolos experimentais do presente estudo foram

submetidos & aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFES.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais:

* Controle (CT): os animais deste grupo receberam tratamento com veiculo;

* Nefropatia Induzida por Contraste ( NIC): os animais deste grupo receberam

tratamento com VH, injecdo de contraste e injecdo de L-name +
indometacina ;

* Nefropatia Induzida por Contraste + Sildenafil (NIC + S): os animais deste

grupo receberam tratamento com sildenafil, inje¢cdo de contraste e injecéo de

L-name + indometacina.

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Tratamento

Os animais foram tratados, durante 7 dias, por gavagem, com sildenafil (50

mg/Kg/dia) ou veiculo, neste caso agua destilada (2mL/Kg/dia):
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3.3.2 Nefropatia Por Contraste

O procedimento de inducdo da nefropatia por contraste foi adaptado a partir de

protocolos previamente validados em camundongos por Billings et al (2008) e Lee et

al (2006). A indugao da foi feita em duas partes: indugao da insuficiéncia renal aguda

(IRA) por restricdo de H,O e inje¢des i.p. de L-NAME (inibidor da éxido nitrico

sintase) + indometacina (inibidor da cox); injecao ip de contraste. Portanto:

Inducédo da IRA:

No quinto dia de tratamento com sildenafil/agua era feita uma restricao hidrica
de 24h;

No sexto dia, apds 24h de restricdo hidrica, os animais eram anestesiados
com uma mistura de Ketamina (91 mg/Kg) e xilazina (9,1 mg/Kg), i.p.. Depois
de anestesiados, os animais tinham sua artérial femoral canulada e, antes
das injegbes i.p. de L-NAME e indometacina, era retirado 0,3mL de sangue
(para anadlise de creatinina e uréia plasmatica antes da indugdo da
insuficiéncia renal aguda pelo L-NAME e Indometacina). Em seguida, os
mesmos animais eram submetidos a injecdes i.p. (10mg/Kg) de L-NAME

(diluido em solugéo salina) e indometacina (diluido em DMSO).

Injecdo de contraste:

Ainda no sexto dia, 15 minutos apdés as injegcbes i.p. de L-NAME e
Indometacina, era feita a infusdo de 3g/Kg do meio de contraste nao iGnico
de baixa osmolaridade (IOHEXOL - 320 mg I/ mL), ou de salina (0,9%),
através da canulagao da veia femoral. No sétimo dia era feita a analise da

funcao renal.

Esquema relacionando os dias de tratamento com as retiradas de amostras antes do

experimento da fungao renal:
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Restri¢do de L-NAME: (10mg/Kg, ip); Avaliagdo da
Agua Indometacina: (10mg/Kg, ip) lohexol: (3g/Kg, iv) ] Fungdo Renal m

| 2 | AR |

” 7 )

D EDEDEDHEDED,

Dias

’ Sildenafil: 50mg/Kg/dia ‘

Figura 3 - Organograma esquematizando toda ordem cronolégica experimental.
A letra G esta representando a gavagem (50mg/Kg/dia de sildenafil); os nimeros de 1 — 7 s&o os
dias; os dois baldes cinzas (G5 e G6) estao representando os dias de indugédo da nefropatia por
contraste; a caixa retangular acima representa a ordem cronolégica ampliada sobre a indugéo da
NIC até a eutanasia do animal ( de G5 até G7).

3.3.3 Preparacgao da Cirurgia dos Animais

Vinte e quatro horas apds a administracao intravenosa do contraste, os ratos eram
anestesiados i.p. com tiopental (50 mg/Kg i.p.) e eram mantidos em decubito dorsal.

Logo apds eram feitas incisdes afim de canular:

* atraquéia (PE-240): afim de facilitar a ventilagdo pulmonar do animal;

* abexiga (PE-240): para coletar diretamente as amostras de urina formada;

* a veia femoral esquerda (PE-50), canulada um dia antes: para a infusao das
solucbes de prime e manutencido do prime. A infusdo da solucdo de
manutencdo foi dada através de uma bomba de infusdo continua, na
velocidade de 0,1mL/ min;

* a artéria femoral esquerda (PE-50), canulada um dia antes: afim de coletar as

amostras de sangue e registrar a pressao arterial do animal.
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3.3.4 Protocolo Experimental

Antes de comecar o protocolo de fungao renal, era retirado de cada animais 0,3 mi
de sangue, para a analise de ureia e creatinina plasmaticas 24hrs ap6s as inje¢des
de L-NAME e indometacina.

O tempo zero do experimento foi registrado como tempo de cirurgia. Apds o término
da cirurgia, o animal era levado a uma mesa onde sua veia era conectada a uma
bomba de infusdo continua para a infusdo das solugbes e sua artéria ligada a um
transdutor de pressao conectado a um sistema de aquisicdo de dados (BIOPAC
Systems). Cada rato teve seus dados pressoricos registrados durante todo o

experimento, e cada etapa do protocolo experimental durou 30 minutos.

O segundo tempo do experimento se dava pela infusdo de solugdo salina isotonica
com manitol a 3% (para aumentar a diurese) a uma velocidade de 0,1mL/min.
Enquanto isso, 4 tubos para a coleta de urina eram pesados, 4 eppendorfs eram
preparados com 2 gotas de heparina para as coletas de sangue e 4 micro-capilares
heparinizados eram organizados de forma a coletar sangue para o calculo do

hematdcrito.

Apds o tempo de perfusdo do manitol, era feita manualmente a infusao da solugao
de prime (manitol + inulina e PAH). Devido as caracteristicas especificas do
transporte dessas substancias (inulina e PAH) ao longo do rim, podemos analisar
alguns parametros importantes da funcdo renal, através do seu “clearance’.
Entretanto, essas substancias ndo sao produzidas naturalmente nos animais. Assim,
€ necessaria a infusdo endovenosa em uma concentracdo pré-determinada
apropriada para as dosagens das mesmas no sangue e na urina apos um
determinado periodo de tempo. Segundos apds a infusdo do prime, iniciou-se a
infusdo da solugdo de manutencédo do prime (durante todo o experimento) através
da bomba infusora. Este procedimento se faz necessario por manter tais substancias

nas concentragdes plasmaticas desejadas devido a fungédo de depuragéo dos rins.

Apds um periodo de 30 minutos, eram realizados 4 coletas de urina e de sangue

(era centrifugado gerando o plasma), no periodo de 30 a 30 minutos. Resultando
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em 30 minutos de infusdao de manitol e 2 horas dividida em 4 coletas de amostras
com infusao continua de solugdo de manutencdo. O protocolo de acima descrito

encontra-se esquematizado no esquema abaixo:

0 30 30’ 30’ 30 30’ (TEMPO)
\ A A L A
| | | |
cirurgia Infuséo Infusao Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Manitol 3% Prime Sangue Sangue Sangue Sangue
Sol. manutengao  Urina Urina Urina Urina

Hematécrito Hematdcerito Hematécrito Hematocrito

Figura 4 — Esquema experimental das etapas do procedimento de analise da fungao renal.

3.4 PARAMETROS RENAIS ANALISADOS

3.4.1 Avaliagao da Hemodinamica Renal

A analise da hemodinamica e funcao renal inclui a avaliacdo dos parametros de
fluxo sanguineo renal (FSR), fluxo plasmatico renal (FPR), resisténcia vascular renal
(RVR), taxa de filtracao glomerular (TFG) e fracdo de filtracdo (FF) através da

determinagao do hematdcrito e clearance de inulina e para-aminohipurato (PAH).

As amostras de urina e plasma coletadas durante as duas horas de experimento
foram utilizadas para medida de clearance de inulina e clearance de PAH, utilizando
o reagente de antrona numa modificagdo do método de Fuehr e uma modificagao do
método de Smith, respectivamente. O volume urinario foi determinado

gravimetricamente. As amostras retiradas antes do protocolo renal foram utilizadas
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para medida da uremia, creatinina plasmatica (utilizando-se Kits Bioclin ®) e

proteinuria. Todas as analises foram feitas por espectrofotometria.
Foram analisados:

* Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG): mL/min/Kg, determinado através
do clearance de inulina (FUEHR et al. 1955);

* Fluxo Plasmatico Renal (FPR): mL/min/Kg, determinado através do
clearance de PAH (Smith et al. 1945);

Para se calcular o clearance (C) de uma substancia emprega-se a seguinte relagao:
C (mL/min)=UxV/P

Onde: U: concentragao da substancia na urina;
P: concentracdo da substancia no plasma,;
V: fluxo urinario em mL/min.

* Fluxo Sanguineo Renal (FSR): mL/min/Kg, determinado através do
FPR e hematdcrito ( FSR = FPR / (1- Hematdcrito));
* Fragao de Filtragdo (FF): valores percentuais, determinada através da

razao entre a TFG e FPR;

Resisténcia Vascular Renal (RVR): unidades arbitrarias (u.a.), determinada
matematicamente através da lei de Ohm, pela razao entre a pressao arterial média
(PAM) e FSR.

3.4.2 Avaliagao Dos Parametros Bioquimicos

Para a avaliacdo da uréia plasmatica, creatinina plasmatica e proteinuria, houveram
dois periodos de coleta de sangue e urina, o primeiro no sexto dia antes da indugéo
da IRA e o segundo 24h depois da indugdo da IRA (antes de comegar a fungéo
renal). Para a coleta de urina, o animal era colocado numa mesa limpa, em cima de
um papel filme, aonde o mesmo urinava e sua urina era coletada. Enfim, analisou-

se:
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* Delta Creatinina Plasmatica (%): onde as amostras plasmaticas foram
retirada e analisadas, possibilitando-nos calcular, em valores absolutos
(mg/dL), as concentragbes de creatinina plasmatica antes e apds a
inducao da IRA e, de posse desses valores, determinamos a variagao
percentual dessas concentracoes;

* Delta Uremia (%): através das amostras plasmaticas analisadas,
calculamos, em valores absolutos (mg/dL), as concentragdes de uréia
plasmatica antes e apds a inducéo da IRA e, de posse desses valores,
determinamos a variacao percentual dessas concentracdes;

* Delta Proteinuria (%): onde as amostras urina foram retirada e
analisadas através do método de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-
250), possibilitando-nos calcular, em valores absolutos (mg/dL), as
concentracdes de proteina na urina antes e apds a indugao da IRA e,
de posse desses valores, determinamos a variagao percentual dessas

concentracdes.

3.4.3 Preparacao Das Amostras

No final de cada experimento, com o intuito de eliminar o sangue do sistema
circulatério, era feita uma incisdo toracica que permitia um livre acesso ao coragao
do animal, onde foi feita uma pequena incisdo no atrio direito para liberar a
passagem do sangue e, aproximadamente, 200 mL de solucgéo fisioldégica Krebs-
Hepes ( pH 7,4) foi infundida pelo ventriculo esquerdo com auxilio de uma agulha de
22-gauge. A solugao foi infundida com presséo controlada pela forga da gravidade,
sendo a pressao hidrostatica determinada pela altura da coluna de vidro contendo a
solugdo (1,36 cm H,O = 1 mmHg). Ao término da perfusdo, o rim direito era
separado da capsula renal e entdo era removido e pesado. Logo apds, o rim
esquerdo também era retirado e ambos eram colocados numa placa de Petri
contendo 2 mL de solugéo fisiolégica de Krebs- Hepes e armazenados em PBS (0,1
M; pH 7,4), por no maximo 24hrs, para analise citolégica. O coragao também foi

retirado e pesado.
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3.4.4 Medidas Biométricas Do Rim E Coragao

O indice de massa renal foi calculado pela razao massa do rim direito e tamanho da
tibia (g / cm) para verificar a existéncia de hipertrofia. Também calculamos a razéo
entre a massa do coragao e tamanho da tibia (g / cm) para determinar a presenca de

hipertrofia cardiaca.

3.4.5 Avaliagao Do Stress Oxidativo

Para a analise celular, utilizamos um citdbmetro de fluxo (FACSCanto Il Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) acoplado a um
computador. No citdmetro de fluxo, as células sdo analisadas de acordo com suas
propriedades fisicas e quimicas como tamanho e complexidade interna ou
granulosidade, e intensidade de fluorescéncia que é proporcional a quantidade de

marcagao pela sonda fluorescente utilizada ( DCF, DHE...).

Através dos rins retirados de cada animal, foi feito o isolamento (por técnica
enzimatica) das células renais. Essas células foram colocadas no citdbmetro e foram

analisados os niveis citoplasmaticos do:

« Oxido Nitrico (NO) = expresso na citometria como DAF;
* Peroxinitrito (NO3')= expresso na citometria como HPF;
* Superodxido (O27)= expresso na citometria como DHE;

* Perdxido de Hidrogénio (H20O2) = expresso na citometria como DCF.

Os dados estdo expressos como Média + EPM e ANOVA 1 via seguida de teste
post-hoc de Tukey. A analise estatistica dos dados foi efetuada com o auxilio do
software GraphPad Prism 6.0. A diferenga foi considerada significante quando p <
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 MASSA CORPORAL (RIM / CORACAO)

Com o objetivo de observar se ha hipertrofia cardiaca e aumento da massa relativa
dos rins nos ratos submetido ao meio de contraste, foi feita uma comparacido da
massa do coracdo e do rim e determinada a razdo entre a massa cardiaca e
comprimento da tibia e a razdo entre massa renal e comprimento da tibia dos ratos.
Apds todo o procedimento de analise da fungao renal, os animais eram perfundidos
com uma solugao nutridora de KREBS- HEPES e os rins e coragcdo eram removidos

e pesados e a tibia era retirada.

A tabela abaixo apresenta os valores obtidos nas analises antropométricas. Como
pode ser observado, a razao entre massa renal e tibia demonstrou-se aumentada
em ambos 0s grupos que receberam contraste, quando comparados com o grupo
controle, assim como a massa cardiaca. Sendo assim, a administracao do meio de

contraste gerou um aumento da massa renal e massa cardiaca.

Controle NIC NIC + sildenafil P
Parametros
(n=5) (n=6) (n=5)
Massa corporal (g) 3989 323 £ 16* 292 + 12* 0.0003
Massa renal/ comprimento tibia (g/cm) 0.338 £ 0.004 0.453+0.013* 0.416 +0.028* 0.001

Massa cardiaca/ comprimento tibia (g/cm) 0.298 £ 0.007 0.338 + 0.008* 0.338 +0.011* 0.008

Tabela 1- Analises antropométricas (massa corporal, massa renal e massa cardiaca) 1 dia apds a
inducao da nefropatia por contraste. Todos os valores sdo expressos como média £+ SEM. Os
numeros entre paréntesis representam os numeros de animais em cada grupo. * p <0,05 vs.
grupo controle. One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey post hoc.
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4.2 HEMODINAMICA RENAL

4.2.1 Taxa De Filtragao Glomerular (TFG)

Nosso primeiro resultado diz respeito ao clearance de inulina. Em 1935, Shannon e
Smith propuseram como substancia ideal, para a medida da taxa de filtracdo
glomerular, a inulina, um polimero da frutose, cujo peso molecular é de 5.200
daltons (Shannon et. al., 1935). Exceto por ser um marcador exdgeno, a inulina
preenche os demais critérios que um marcador ideal de filtragdo glomerular deveria
ter, ou seja: ser livremente filtrada pelos glomérulos; ndo ser nem sintetizada e nem
destruida pelos tubulos; ser fisiologicamente inerte; e ndo ser nem reabsorvida e
nem secretada pelos tubulos (Cohen, 1975). Logo, suataxa de excregdao é
diretamente proporcional a taxa de filtracdo. A depuragdo (clearance) da inulina
passou a ser considerada o método padrdo da medida da taxa de filtracédo
glomerular (TFG) tanto para animais como para o homem (Knutsen et. al.,1959;
Shuster et. al., 1985; Woolfson et. al.,, 1997). Portanto, para calcular a TFG
aplicamos a férmula TFG = (concentracdo urinaria X volume)/concentragéao

plasmatica.

O grupo NIC (3,77 + 0,26** mL/min/Kg) apresentou uma diminui¢do significativa da
TFG quando comparado com o grupo Controle ( 8,53 %+ 0,55 mL/min/Kg ),
comprovando assim que a administragdo de meio de contraste diminui a taxa de
filtracdo glomerular. No entanto, o tratamento durante sete dias com o sildenafil
preveniu a nefropatia induzida pelo contraste no grupo NIC + S ( 6,77 % 0,39*&
mL/min/Kg). Portanto, o sildenafil preveniu a queda da TFG de todos o0s animais
que fizeram o tratamento durante 7 dias, confirmando as nossas expectativas para
com o tratamento com o sildenafil. Entretanto, o tratamento com o sildenafil ndo foi

capaz de restabelecer a TFG a valores normais.
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Figura 5 — Valores da TFG através do clearance de inulina, feito 1 dia apdés a indugao da
nefropatia por contraste. Controle; NIC (nefropatia induzida por contraste); NIC + S (nefropatia
induzida por contraste + sildenafil). Todos os valores sao expressos como média + SEM. * p
<0,05 vs. grupo controle. ; #p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA 1 via seguido pelo teste post hoc de
Tukey.

4.2.2 Fluxo Plasmatico Renal (FPR)

Para calcular o fluxo plasmatico renal (FPR), € necessario a utilizagdo de uma
substancia que além de ser livremente filtrada deve também ser secretada, e suas
quantidades e concentragdes serao sempre maiores que as filtradas. Toda
quantidade dessa substancia que entrar no rim sera excretada. (Aires et. al., 2008).
Para isso, utilizamos o paraamino-hiputaro (PAH), que € um pequeno anion organico
soluvel em agua, com peso molecular igual a 194 D. Portanto, através do seu
clearance calculamos: FPR= (concentragdo urinaria X volume)/concentragao

plasmatica.

Os resultados demonstraram uma diminuicdo do fluxo plasmatico renal nos dois
grupos quando comparados com o grupo controle (20,04 + 0,9 mL/min/Kg). Como ja
esperavamos, o grupo NIC (9,59 + 0,38* mL/min/Kg) teve uma diminuigéo
significativa do FPR quando comparado com o grupo NIC + S (13,18 + 0,26*
mL/min/Kg). Enfim, o tratamento com o sildenafil foi eficaz na prevencédo da

diminuicao do FPR induzida pelo contraste.
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Figura 6 — Valores do FPR através do clearance de PAH, feito 1 dia apds a indugéo da nefropatia
por contraste. Controle; NIC (nefropatia induzida por contraste); NIC + S (nefropatia induzida por
contraste + sildenafil). Todos os valores sdo expressos como média + SEM. * p <0,05 vs. grupo
controle. ; #p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA 1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.

4.2.3 Fluxo Sanguineo Renal (FSR)

O fluxo sanguineo renal (FSR) refere-se ao ritmo em que o sangue flui para os rins.
O fluxo plasmatico renal (FPR) refere-se a parte do FSR que € o plasma. Portanto,

para calcularmos o FSR dependemos do FPR e do hematdécrito: FSR= FPR / (1-
Hematocrito).

Nossas analises demonstraram uma diminui¢ao significativa do fluxo plasmatico
renal em todos os grupos quando comparados com o grupo controle (35,01 + 2,02
mL/min/Kg). O grupo NIC + S (22,46 + 0,8** mL/min/Kg) apresentou uma diferenca

significativa quando comparado com o grupo NIC (16,08 £ 0,75* mL/min/Kg, gracas

ao tratamento com sildenafil.
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Figura 7 — Valores referentes ao FSR, feito 1 dia apdés a indugdo da nefropatia por contraste.
Controle; NIC (nefropatia induzida por contraste); NIC + S (nefropatia induzida por contraste +
sildenafil). Todos os valores sdo expressos como média £+ SEM. * p <0,05 vs. grupo controle. ;
#p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA 1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.

4.2.4 Fracao de Filtragao (FF)

Fracao de filtracdo (FF) é a fragdo ou porcentagem do fluxo plasmatico que passa
através do glomérulo e se transforma em filtrado glomerular. E, portanto, calculado

pela razdo da taxa de filtragao glomerular e fluxo plasmatico renal: FF = TFG/FPR.

Ao fazermos as analises estatisticas, obtivemos os seguintes resultados: controle
(40 £ 1,67 %), NIC (42,69 + 2,85 %) e NIC + S (49,29 £ 2,03 %), onde néao foi

observada nenhuma diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 8 — Valores referentes a FF, feito 1 dia apds a indugdo da nefropatia por contraste.
Controle; NIC (nefropatia induzida por contraste); NIC + S (nefropatia induzida por contraste +
sildenafil). Todos os valores sdo expressos como média £+ SEM. * p <0,05 vs. grupo controle. ;
#p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA 1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.

4.2.5 Resisténcia Vascular Renal (RVR)

Através da pressao arterial média (PAM) obtida durante todo o experimento pela
artéria femoral conectada a um transdutor de pressado ligado a um sistema de

aquisicao de dados, calculamos a resisténcia vascular renal (RVR): RVR= PAM/
FSR.

Nossos dados demonstraram um aumento da resisténcia vascular renal no grupo
NIC (7,72 £ 0,31* u.a) comparado com o grupo controle (3,59 + 0,46 u.a) . O
sildenafil preveniu o aumento da RVR em ratos submetidos ao meio de contraste
(NIC + S: 4,86 + 0,17% u.a).

Resisténcia Vascular Renal
(a.u.)

0 I 1
Controle NIC NIC +S

Figura 9 — Valores referentes a RVR, feito 1 dia apds a indugéo da nefropatia por contraste.
Controle; NIC (nefropatia induzida por contraste); NIC + S (nefropatia induzida por contraste +
sildenafil). Todos os valores sdo expressos como média £+ SEM. * p <0,05 vs. grupo controle. ;
#p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA 1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.
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4.3 UREIA PLASMATICA

Calculamos, em valores absolutos, as concentragdes de uréia plasmatica (mg/dL)
antes e apos a inducdo da IRA e, de posse desses valores, determinamos a

variacao percentual dessas concentracdes.

Como resultado, encontramos um aumento nos niveis de uréia plasmatica nos
grupos NIC (279,7 £ 19,21* %) quando comparados com o grupo controle (565 + 2,5
%). O grupo NIC + S (57,44 + 4,46 %) apresentou uma diminuigdo significativa nos
niveis de uréia demonstrando mais uma vez a funcao protetora do sildenafil sobre a
NIC.
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Figura 10 — Valores percentuais dos niveis de uréia plasmatica. Controle; NIC (nefropatia
induzida por contraste); NIC + S (nefropatia induzida por contraste + sildenafil). Todos os valores
sao expressos como média + SEM. * p <0,05 vs. grupo controle. ; #p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA
1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.
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4.4 CREATININA PLASMATICA

Calculamos, em valores absolutos, as concentracoes de creatinina plasmatica
(mg/dL) antes e ap6s a inducéo da IRA e, de posse desses valores, determinamos a

variacao percentual dessas concentracdes.

Nossos resultados demonstraram um aumento significativo dos niveis de creatinina
plasmatica no grupo NIC (207,5 £ 19* %) quando comparados com o controle (37,28
1+ 1,1 %). O sildenafil preveniu a piora da fungao renal tanto no grupo NIC + S (56,66
+ 3,98" %).
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Figura 11 — Valores percentuais dos niveis de creatinina plasmatica. Controle; NIC (nefropatia
induzida por contraste); NIC + S (nefropatia induzida por contraste + sildenafil). Todos os valores
sao expressos como média + SEM. * p <0,05 vs. grupo controle. ; #p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA
1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.

4.5 PROTEINURIA

Decidimos analisar se nesse modelo, IRA por contraste, haveria perda de proteina
pela urina. Da mesma forma que calculamos a uréia e creatinina plasmaticas,

também calculamos, em valores absolutos (mg/dL), as concentragbes de proteina na
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urina antes e apos a indugao da IRA e, de posse desses valores, determinamos a

variacao percentual dessas concentracdes.

Pudemos observar um aumento significativo dos niveis de proteinuria nos grupos
NIC (130,2 + 3,91 %) e NIC + S (64,61 + 3,44 %) quando comparados com 0O grupo
controle (28,78 £ 1,32 %). Porém, o grupo NIC + S apresentou uma diminuicéo
significativa dos niveis de proteindria quando comparado com o grupo NIC,
mostrando que além do sildenafil prevenir a piora da fungdo renal de ratos
submetidos ao meio de contraste, ele impediu uma maior perda de proteinuria

causada pela NIC.
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Figura 12 — Valores percentuais dos niveis de proteina na urina. Controle; NIC (nefropatia
induzida por contraste); NIC + S (nefropatia induzida por contraste + sildenafil). Todos os valores
sao expressos como média + SEM. * p <0,05 vs. grupo controle. ; #p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA
1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.

4.6 AVALIAGCAO DO STRESS OXIDATIVO

Como foi visto durante o trabalho, diversos autores acreditam que ha uma producao
desequilibrada de radicais livres na nefropatia induzida por contraste. Devido a isso,
muitos estudos tém sido feitos, porém, poucos sdo os resultados sobre espécies

reativas de oxigénio.
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Para isso, em nossos estudos foram realizadas medidas intracelulares das espécies
reativas de oxigénio (ROS) por quantificagdo indireta da concentragao citosélica
renal de *O; , H,O,, NO, ONOO™ e OHe através da técnica de citometria de fluxo.
Todas as amostras foram isoladas em no maximo 24hrs, e armazenadas em -80°C.
Como primeiro resultado temos o DHE que demonstra o nivel de Oy, onde nao
houve diferenca significativa entre os dois grupos que receberam contraste (NIC:
2106,0 £ 103,7; NIC + S: 2033,0 £ 38,0) quando comparados com o grupo controle
(1605,0 £ 91,5). O segundo resultado foi o DCF que nos mostra a quantidade celular
de H;0,, onde podemos perceber um aumento significativo nesses niveis no grupo
NIC (2649,0 £ 239,3) quando comparado com o grupo controle (1673,0 + 54,7), e 0
sildenafil preveniu o aumento dessa espécie reativa de oxigénio (NIC + S: 1973,0 +
118,0). O DAF demonstra os niveis de NO produzidos pela célula, ndo houve
diferenga significativa entre os 3 grupos (controle: 1532,0 + 19,04; NIC: 1590,0 +
51,37; NIC + S: 1589,0 £ 41,85). Por ultimo, foi feita a analise de HPF que
demonstra a concentracdo de ONOO™ e OHe, podemos perceber um aumento
significativo nos niveis de ONOO™ e OHe no grupo NIC (3353,0 £ 159,9) quando
comparado com o grupo controle (1534,0 £ 85,3), e o sildenafil preveniu esse
aumento (NIC + S: 2890,0 £ 101,0).
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Figura 13 — Medida citolégica renal por citometria de fluxo. Controle; NIC (nefropatia induzida por
contraste); NIC + S (nefropatia induzida por contraste + sildenafil). DHE (O;’); DCF (H.O,); DAF
(NO); HPF (ONOO™ e OH). Todos os valores sao expressos como média + SEM. * p <0,05 vs.
grupo controle. ; #p<0,05 vs. grupo NIC. ANOVA 1 via seguido pelo teste post hoc de Tukey.
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5. DISCUSSAO

E importante ressaltar a originalidade da linha de pesquisa e o ineditismo deste
estudo. Como vimos, a pesquisa sobre nefropatia por contraste € muito ampla, e
apresenta diversos modelos experimentais e métodos de avaliacido, porém, todos os
trabalhos possuem o método de avaliagdo da fungao renal por dosagens de uréia e
creatinina. Nosso estudo € o primeiro a investigar os efeitos do inibidor de PDE-5,
tanto na hemodindmica renal quanto na participacdo do estresse oxidative, através
da avaliagdo inovadora da fungao renal por padrbées-ouro (clerarance de inulina e
PAH) aliando alteragdes funcionais acrescidas de investigagdes a nivel molecular,

em ratos wistar submetidos ao meio de contraste.

No presente estudo experimental, mostramos que o sildenafil a 50 mg / kg tem um
potencial terapéutico na prevencdo da NIC através da diminuicido da resisténcia
vascular renal, congestado tubular e produ¢cdo de ROS neste modelo experimental.
Este modelo foi desenvolvido com base em um relatério anteriormente feito por
Yokomaku e colaboradores (Yokomaku et. al., 2008) afim de investigar a
suscetibilidade dos ratos ao contraste iodado apds a inibicado aguda da produgao de

NO e prostaglandina.

A NIC ocupa a terceira posicao das principais causas de insuficiéncia renal adquirida
em hospital, e esta condicdo tem sido associada com aumento dos custos de
cuidados médicos durante a internagdo e prolongamento do tempo de internagao
hospitalar. Embora varias estratégias de prevencao farmacolégica - incluindo o uso
de N-acetilcisteina, dopamina, fenoldopam, peptideo natriurético atrial, diuréticos
pods-procedimento, antagonistas do receptor de endotelina, bloqueadores dos canais
de calcio, prostaglandina E1, aminofilina ou teofilina, estatinas, e acido ascérbico -
tém sido propostas, os resultados sdo bem controversos. As duas principais teorias
sobre a patogénese da NIC s&o vasoconstricao renal e efeitos citotoxicos diretos dos
agentes de contraste, possivelmente mediados pela diminuicdo de NO, aumento de
adenosina, aumento na liberagdo de espécies reativas de oxigénio, resultando em
hipoxia medular (Kedrah et. al., 2012; Taylor et. al., 2007; Agmon et. al.,1994; Cunha
et. al., 2002; Erley et. al., 1997).
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Estudos anteriores demonstraram a ac&do vasodilatadora dos inibidores da PDE5 no
rim (Lledo et. al., 2007; Malavaud et. al., 2001), reduzindo dano tubular com
obstrugao uretral unilateral (Akgul et. al., 2011) e reduzindo danos renais em
modelos de isquemia-reperfusdo em ratos. Também melhorou a perfusdo do
musculo esquelético durante o exercicio, reduziu a pressao arterial e atuou sobre o
remodelamento vascular (Guzeloglu et. al., 2011; Gasanov et. al., 2011; Roseguini
et. al., 2014;. Lledo et. al., 2007; Zhao et. al., 2001; Choi et al., 2010; Kiglk et al.,
2012; Koyama et al., 2001 ) . A importancia fisiolégica de PDE5 na regulagdo do
tono do muscular liso tem sido demonstrada em estudos clinicos ha mais de duas
décadas no tratamento da disfuncao erétil e hipertensao pulmonar, e neste tempo
provou ser segura e desprovida de efeitos secundarios graves (Leoni et. al., 2013;
Bivalacqua et al., 2009). Através de dados obtidos em nosso laboratério, sabemos
que o sildenafil causa relaxamento vascular, reduz os niveis plasmaticos de Angll,
reduz os danos ao DNA em animais com aterosclerose e hipertens&do renovascular e
possui efeitos pleiotropicos (diminui NADPH oxidase e apoptose) (Balarini et al,
2013;. Rodrigues et al, 2013;. Dias et al 2014Dias AT et al, 2014;. Leal et al, 2015;.
Fahning et al, 2015. ).

Em seres humanos, tem sido relatado diminuicdo do fluxo sanguineo renal em 30-
45% dentro de 2-4 h apds a injecao de meio de contraste, podendo conduzir a
deterioragdo da fungao renal devido a hipdoxia medular (Kedrah et. al., 2012). A NIC
€ geralmente definida por uma elevagdo dos niveis de creatinina sérica de 44,2
pmol/L (0,5 mg / dL) ou mais do que 25% do valor anterior dentro de 2-5 dias apos a
exposi¢cao ao meio de contraste (Morcos et. al.,1999). Em nosso trabalho utilizamos
biomarcadores enddgenos (creatinina, uréia e proteinuria) e exdégenos (inulina e
PAH) para a avaliagdo da funcao renal. No entanto, alguns autores tém avaliado
cistatina C como um potencial biomarcador da funcido renal. Cistatina C é um
marcador confiavel para o diagndstico precoce e progndstico de insuficiéncia renal
aguda induzida por contraste em humanos e em ratos (Briguori et al., 2010; Alioglu
et al., 2013; Kerem et al., 2015).

A uréia é o principal metabdlito nitrogenado derivado da degradagédo de proteinas
pelo organismo, sendo 90% excretados pelos rins e correspondendo a

aproximadamente 75% do nitrogénio nao-protéico excretado. O restante da uréia é
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eliminado basicamente pelo trato gastrintestinal e pela pele. Apesar de ser filtrada
livremente pelo glomérulo, ndo ser reabsorvida nem secretada ativamente, a uréia é
um fraco preditor da TFG, pois 40%-70% retornam para o plasma por um processo
de difusdo passiva, que é dependente do fluxo urinario. Logo, a estase urinaria leva
a um maior retorno de uréia ainda nos tubulos renais e a uma subestimacdo da TFG
calculada pelo clearance de uréia. Outros fatores podem mudar significativamente
os valores plasmaticos da uréia sem terem relagdo com a fungao renal, destacando-

se a dieta e a taxa de producgao heapatica (Fabio et. al., 2007).

A creatinina € um produto residual da creatina e é filtrada livremente no glomérulo.
Ao contrario da uréia, a creatinina é ativamente secretada em uma pequena parcela,
mas o suficiente para superestimar a TFG. A quantidade secretada ndo é constante
e depende do individuo e da concentragdo plasmatica desse analito, dificultando
sobremaneira a determinagdo de uma constante de secre¢cdo. Em termos gerais,
7%-10% da creatinina presente na urina é secretada. Apesar de superestimar a TFG
e depender da massa muscular, o clearance de creatinina continua sendo um dos

marcadores mais usados na avaliagao da fungao renal (Fabio et. al. 2007).

A proteinuria € determinada como uma grande perda de proteina pela urina,
especialmente a albumina. Essa perda pela urina € um achado comum em diversas
disfungdes renais e em algumas vezes pode ser discreta (quando ha perdas de
alguns mg/dia) ou intensa (quando ha perdas de algumas gramas/dia). Dessa
maneira, calculamos, em valores absolutos, as concentragdes plasmaticas de uréia,
e creatinina e proteinuria (mg/dL) antes e ap6s a indugao da IRA e, de posse desses

valores, determinamos a variacao percentual dessas concentragdes

Nossos resultados mostraram um aumento significativo nos niveis de creatinina e
uréia plasmaticos apds a exposicdo ao contraste, de forma semelhante, outros
autores também tiveram aumento destes biomarcadores ap6s a NIC (Andreucci et
al., 20014; Caiazza et al., 2014; Pisani et al., 2014; Tumlin et al., 2006). Observamos
também um aumento das concentragdes de proteinuria no grupo NIC, mas nao no
grupo tratado com sildenafil (NIC+ Sildenafil). Em conjunto, estes resultados indicam
disfungdo e prejuizo renal graves provocados pelo contraste. Estudos in vitro e in

vivo demonstraram que o meio de contraste gera danos as celulas do tubulo
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proximal (russo et al., 1995; Agmon et. al., 1994; Lauver et. al., 2014; Kongkham et.
al., 2013). Como outras particulas osmoéticas, o contraste na luz tubular reduz a
quantidade de agua reabsorvida aumentando a pressédo tubular e reduzindo o
gradiente de filtragdo nos capilares glomerulares, o que aumenta a viscosidade, a
producao de ROS, o consumo de ATP e a formagéo de adenosina, gerando hipoxia
(Person et. al., 2005; Dobrota et. al., 1995; Katzberg et. al., 1983; Tumlin et. al.,
2006; Ricardo et. al., 2011). Acreditamos que o sildenafil através da redugdo dos
niveis de ROS, melhora o fluxo tubular, reduzindo a pressao hidrostatica na capsula
de Bowman e a pressao oncética no capilar glomerular, diminuindo entdo a
congestdo medular gerada pelo contraste e aumentando assim a TFG, evitando

toxicidade celular direta e prevenindo danos glomerulares e tubulares,

Outra lesdo causada pelo aumento da pressao de perfusdo € o aumento da geragao
de ROS no arteriola aferente (EY Lai et ai, 2012) provocando vasoconstricdo e
diminuicdo da TFG. Foi visto por Agmon e colaboradores que o fluxo sanguineo
renal diminui transitoriamente em resposta a administragdo do contraste (Agmon et.
al.,, 1994), e sabemos que o sildenafil melhora o fluxo sanguineo renal local
(Malavaud et. al., 2001). Em nossos resultados, observamos um maior declinio da
TFG proporcional a osmolaridade do agente, no grupo NIC. A diminui¢do da TFG foi
relacionada com a reducdo da perfusdo renal, tal como demonstrado pela
diminuicdo paralela e proporcional do FPR. Comparando as alteracbées do FPR
paralelamente a variacdo da TFG, percebemos que o sildenafil preveniu o declinio
da TFG através da diminuicdo da RVR, como ja era esperado. Enfim, além do
mecanismo classico de inibicdo da PDE5, o sildenafil reduziu a pressao de perfuséo,
reduziu os niveis de ROS, principalmente na arteriola aferente, diminuindo RVR

causando vasodilatagcao e consequente aumento da TFG, FPR e FSR.

Sabe-se que o contraste aumenta a pressao de perfusdo aumentando a contracao
miogénica da arteriola aferente e o feedback tubuloglomerular (EY Lai et ai, 2011;.
Magali et ai, 2014;. Ponto et al., 2005). Como sugerido por estudos experimentais,
um fator que pode ter participado no desenvolvimento da vasoconstricao induzida
pena NIC é o sistema de feedback tubuloglomerular (Reed et. al., 1983; Russo et.
al., 1995): onde a deplecéo de sédio acentua a magnitude e a duragdo da fase

vasoconstritora devido ao meio de contraste, e em resposta, ha uma diminuicdo do
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FSR, e o bloqueio do sistema renina-angiotensina intra-renal encurta a duragao
desta resposta (Russo et. al., 1995; Larson et. al., 1983; Reed et. al., 1983). O
aumento da viscosidade provocada pelo contraste também pode gerar obstrugéo
tubular fazendo com que haja um aumento de reabsorcao tubular, que ativa as
células da macula densa a enviarem sinais para as células justaglomerulares
liberarem renina, e com isso haver formagao de Angll. A Angll € uma substancia
vasoativa que atua na arteriola aferente provocando contracdo e consequentemente
diminuicdo do FSR e da TFG (AIRES et al. 2008). Existem sdlidas evidéncias de que
a adenosina seja o principal mediador do feedback tubuloglomerular (Katzberg et.
al., 1983), provocando contragao na arteriola aferente. Em um estudo realizado por
Katholi et al , a administragcdo do contraste i6nico de alta osmolalidade gerou uma
reducao de 42% na depuragdo da creatinina, que foi parcialmente corrigido pela
teofilina (um antagonista do receptor de adenosina) e que foi associado com um
prolongado aumento na excre¢cdo de adenosina, sugerindo lesdo tubular
concomitante (Katholi et. al., 1995). O meio de contraste pode também aumentar a
atividade da sddio-potassio-ATPase, levando ao aumento no gasto de ATP e
aumento de adenosina livre, contribuindo para hipéxia medular . Esta nocédo é
apoiada por varios estudos que mostraram alguns efeitos protetores dos
antagonistas da adenosina na NIC (Vallon et. al., 2006; Erley et. al.,1997). Sendeski
e colaboradores mostraram que o iodixanol contrai os vasos retos medulares
descendentes e intensifica angiotensina Il induzindo constricdo (Sendeski et. al.,
2009). Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade do sildenafil influenciar nas
vias da Angll e adenosina, uma vez que melhorando o FSR teremos menos macula
densa ativa, as células justaglomerulares liberam menos renina e possivelmente
produzem menos Angll e ha diminuicdo na produgcdo de adenosina. A0 mesmo
tempo, trabalhos de nosso laboratério (Balarini et. al., 2013; Dias et. al., 2014)
mostraram que o tratamento com sildenafil reduziu os niveis de Angll tanto no

plasma quanto em tecido renal de camundongos 2R1C.

Vimos que a diminui¢gdo do fluxo sanguineo renal, com consequente diminuicdo da
taxa de filtracdo glomerular, estd diretamente ligado ao aumento da resisténcia
vascular renal devido ao aumento na producdo de ROS, causada pelo meio de

contraste. Devido a isso, alguns estudos tém investigado o aumento do estresse
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oxidativo, provocado pelo contraste, através da avaliagcdo da peroxidacao lipidica,
visto que os produtos de peroxidacao lipidica, em termos de MDA, demonstram-se
aumentados no tecido renal e no sangue apds a exposi¢gdo ao meio de contraste
(Kongkham et. al.,, 2013). Frente a isso, trouxemos resultados inéditos sobre
alteragdes funcionais celulares renais acrescidas de investigagdes a nivel molecular,

apos o contato com o contraste.

Alguns autores sugerem que a hipodxia resultante da NIC pode conduzir a formagéao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Geradas durante hipdxia parenquimatosa
renal induzida por contraste, as ROS podem exercer lesido direta tubular e endotelial
vascular e podem intensificar ainda mais a hipoxia parenquimatosa renal em virtude
da disfungado endotelial e desregulagdo do transporte tubular. Acredita-se que ha
uma diminuicdo de oxido nitrico (NO) devido a sua reagdo com as ROS, em
particular, superoxido (Oy). Esta reacdo pode levar a formagdo de peroxinitrito
(ONOOQO"), o mais poderoso oxidante e que pode ser mais prejudicial. A diminui¢ao
cortical e medular do fluxo sanguineo induzida por meio de contraste é, em parte,
explicada através do downregulation de NO cortical e medular. (Heyman et. al.,
2010; Giaccia et. al., 2004; Sabbatini et. al., 2006; Dawson et. al., 1983; Sendeski et.
al.,, 2011; Pisani et. al., 2013). Em nossos resultados o contraste aumentou a
producao de ROS (O3, H,O2, OH", ONOO").

O primeiro resultado obtido pela citometria de fluxo foi DHE que mede a quantidade
de O, produzida pelas células renais. Observamos o aumento significativo de Oy
renal dos grupos NIC e NIC + S. Acreditamos que um dos mecanismos principais
pelo qual o contraste provoca o aumento no O, seja via mitocondrial, visto que
mesmo em condi¢des fisioldgicas, o transporte tubular é associado a formacéo de
ROS, principalmente na parte espessa da alca de Henle onde a densa populacao
mitocondrial representa uma importante fonte de geracéao de O, , e radicais hidroxila
(OH") (Heyman et. al., 2010; Pisani et. al., 2013; Riccio et. al., 2013). Em condigbes
fisiologicas, o Oy é rapidamente eliminado pela enzima antioxidante superéxido

dismutase (SOD), protegendo, assim, o NO formado e gerando no final O, + H,0.

Um trabalho feito por Sendeski demonstrou que o Tempol, superdxido dismutase
mimético, reduziu a vasoconstricdo induzida por iodixanol, através da dismutacéo do
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O, apoiando assim o papel das ROS na vasoconstricao de vasos retos medulares
descendentes na NIC (Sendeski et. al., 2009). Nossos resultados de DCF
demonstraram um aumento significativo dos niveis de H,O; celular renal do grupo
NIC. O contraste ja havia induzido um aumento na produgéo de O, neste grupo e ja
esperavamos um aumento nos niveis de H,O, também. O grupo tratado com
sildenafil apresentou um aumento de O provocado pelo contraste, porém, evitou o
aumento na producdo de H,0,, prevenindo a piora da funcido renal de ratos
submetidos ao meio de contraste apresentando uma diminuicdo significativa nos
niveis de H,O,, possivelmente pela ativacido da SOD e da catalase, convertendo o
H202 em H20 + Oa.

Através dos resultados de HPF, o ONOO e OH também foram analisados.
Resumidamente, o O,7 oxida o NO gerando o ONOO’, ou seja, diminui a
biodisponibilidade do NO fazendo com que haja vasoconstricao (Meyrelles e.t al.,
2011). Os grupos NIC e NIC + S tiveram um aumento significativo dos niveis de Oy
quando comparado com o grupo controle e, quando analisamos os niveis de NO nao
observamos diferenga entre os 3 grupos. Porém, para as mesmas quantidades de
NO e Oy produzidas, o grupo NIC apresentou maior produgao de ONOO™ mostrando
que houve uma atenuada oxidagdo do NO no grupo NIC quando comparado com o
NIC + S, ou seja, o sildenafil preveniu o aumento ndo s6 de H,O, mas também de
ONOO E OH..

Além do estresse oxidativo, ha uma disfuncdo no mecanismo de defesa antioxidante
com inativacdo de enzimas antioxidantes e aumento da peroxidacdo lipidica
provocados pelo meio de contraste (Agmon et. al., 1994; Myers et. al., 2006; Ozbek
et al 2015; Gasanov et. al., 2011; Wong et. al., 2012; Tepel et. al., 2000; Baliga et.
al.,, 1999). Os mecanismos de defesa antioxidantes celulares consistem em
componentes antioxidantes enzimaticos como a catalase, glutationa-peroxidase e a
superoéxido dismutase (SOD) (Kongkham et. al., 2013). Sdo observadas diminuigéo
da capacidade antioxidante total no sangue e diminuigdo da atividade renal da SOD
em ratos com nefropatia induzida por contraste (Kongkham et. al., 2013; Nordmann
1994) . A diminuigao da atividade da SOD em tecido renal de ratos com NIC pode
ser o resultado de estresse oxidativo induzido por inativagdo e / ou o consumo de

antioxidante excessivo (Wohaieb et. al., 1987). Sabe-se que o sildenafil melhora a
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capacidade antioxidante total de antioxidantes como, glutationa S-transferase (GSH-
ST) e catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) (El-Far et al., 2009;
Ozdegirmenci et al., 2011; Atilgan et al., 2014; Celik et al.,, 2014). Portanto,
acreditamos que o sildenafil diminuiu os niveis de ROS na vasculatura renal através
da ativacdo de enzimas antioxidantes. Acreditamos também no papel do sildenafil
impedindo lesdo renal aguda por meio da indugdo de biogénese mitocondrial
(Whitaker et. al., 2013) e melhorando as caracteristicas morfolégicas e mecanicas
da mitocondria (Lee et. al., 2014), atenuando a vasodilatagdo renal, diminuindo a
RVR e aumentando a TFG, o FPR e o FSR.

Nos ultimos anos, surgiram evidéncias de que o meio de contraste provoca um
aumento na RVR devido a perda na capacidade do endotélio vascular de produzir e
liberar NO, ou por um desequilibrio entre a producédo de NO e de endotelina-1, que é
essencial para a fungao vascular na regulagcéo da perfusdo dos érgaos. (HEYMAN
SN et al. 2008; RICARDO OS et al. 2011; SENDESKI MM et al. 2009). Um achado
importante em nosso trabalho foi sobre a producdo de NO. Em nossos resultados,
os niveis de NO se mantiveram inalterados nos grupos que receberam contraste,
sendo semelhantes ao nivel de NO produzido pelo grupo controle. Da mesma forma,
um estudo in vitro feito em células umbilicais humanas demonstrou que mesmo apos
a exposicao ao meio de contraste, essas células apresentaram uma quantidade de
NO inalterada (Franke et. al. 2009). Provavelmente, os niveis de NO n&o diminuiram
nos grupos que utilizaram L-NAME devido a sua meia-vida, por ser curta (19,2 min)
(Avontuur et. al., 1998), visto que as células foram isoladas 24hrs apds as injegdes
de L-NAME.

As prostaglandinas e NO ajustam continuamente o transporte tubular medular para o
fornecimento de oxigénio, por aumento do fluxo sanguineo regional e down
regulation do transporte tubular. Portanto, acredita-se que algum defeito em um ou
nestes dois mecanismos de protegcao causara hipdxia medular, o que acontece pela
indugao por contraste (HEYMAN SN et al. 2008).

Portanto, ndo podemos esquecer das duas prostaglandinas vasodilatadoras renais
que, além de exercerem fungcdo no ténus vascular, também agem no balango

hidroeletrolitico e na liberacdo de renina. As prostaglandinas renais sao a
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prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaglandina I (PGl2 ou prostaciclina) (Michelin et
al.,, 2006). A PGE2 é encontrada em maior quantidade nos tubulos renais, onde

regula o transporte de sodio e cloro na alga de Henle e interfere também no fluxo

sanguineo da medula renal (Delfino et. al., 1995). A PGl é mais abundante no

cértex renal, onde regula o ténus vascular renal, a TFG e a produgdo de renina
(Michelin et al., 2006). A produgao intra-renal desses vasodilatadores neutraliza o
efeito vasoconstritor da angiotensina Il sobre a vascularizagao intra-renal e ajuda
manter a resisténcia vascular em niveis normais ou quase normais na arteriola
aferente. Sem esse efeito protetor, a vasoconstricdo generalizada resultaria em fluxo
sanguineo renal e TFG reduzidos, apesar da elevacdo da pressao arterial
(Veriander, 1999). Foi visto que o contraste aumenta a concentragdo urinaria de
prostaglandina E2 (Cantley et. al. 1993; Agmon et. al., 1994) .Portanto, mesmo nao
tendo medido prostaglandina, acreditamos na participagédo desses vasodilatadores
na NIC, onde ha um comprometimento dessa via apds a utilizagdo do contraste, e ,
acreditamos na acao do sildenafil aumentando a sintese de PGI2 e PGE2, assim

como no trabalho de El-Sayed et. al., 2013.

Todas as concentracdes de marcadores de estresse oxidativo encontrados neste
experimento sao igualmente relacionada com a patogénese da NIC e seus
marcadores patoldgicos, incluindo TFG, FPR, uréia, creatinina e proteinuria. Nosso
trabalho mostrou um aumento significativo da RVR em ratos submetidos ao meio de
contraste, que pode ser explicada também pelo aumento dessas espécies reativas
de oxigénio. Da mesma forma, o sildenafil foi capaz de reduzir a produgdo dessas
espécies reativas de oxigénio fazendo com que as mesmas atuassem sobre a
vascularizacao renal provocando uma vasodilatacdo. Acreditamos no papel das
ROS sobre a arteriola aferente, contraindo-a. Quanto maior o nivel de ROS, maior a

contracao, e consequentemente menor FSR e TFG, e vice-e-versa.

Em pacientes com NIC, diversos estudos clinicos relataram que o desequilibrio do
estresse oxidativo e os niveis de anti-oxidantes sdo uma caracteristica comum
dessa doenca. Fatores que contribuem para o aumento do estresse oxidativo em
pacientes com NIC, tais como diabetes, insuficiéncia renal aguda, inflamagao

cronica e uremia, também tém sido relatados (Hopps et. al., 2010; Vaziri 2004;
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Vaziri et. al., 2013; Terawaki et. al., 2004). Assim, como um meio de prevenir a
nefropatia induzida pelo contraste, estes grupos de pacientes podem, futuramente,
ter o beneficio do pré-tratamento com sildenafil, potente antioxidante, em casos de
administracao de contraste. Embora este seja um estudo experimental de prevengao
da NIC em rato, o nosso trabalho apresenta uma prova de conceitos que podem ter

implicagdes para futuras pesquisas clinicas em humanos.
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6. CONCLUSAO

Portanto, demonstramos, com este trabalho, que o tratamento durante 7 dias com
sildenafil exerce efeitos profilaticos sobre a nefropatia induzida por contraste em
ratos wistar. Este estudo demonstrou que o sildenafil foi capaz de prevenir a
diminuicdo da TFG, do FPR e do FSR e prevenir o aumento da RVR, da creatinina

sérica, da uréia sérica, da proteinuria e da producao de ROS.
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