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RESUMO

O PNEUMOPERITONIO AQUECIDO E UMIDIFICADO ALTERA A SUPERFICIE
MORFOLOGICA PERITONEAL E OS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
EM GATAS?

AUTOR: Joao Segura Engelsdorff
ORIENTADOR: Prof. Dr. Mauricio Veloso Brun

Para a realizacdo de procedimentos de videolaparoscopia se faz necessaria a distensao da
cavidade abdominal a fim de criar um espaco de trabalho seguro e eficiente. O meio mais
comum para a distensao abdominal ¢ o estabelecimento de pneumoperitonio com dioxido de
carbono medicinal (COz). O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do
pneumoperitonio padrao em relacdo ao pneumoperitonio aquecido e umidificado em fémeas
felinas submetidas a ovariectomia laparoscopica e sua influéncia sobre a temperatura
corporal, nos biomarcadores de estresse oxidativo e histologia peritoneal. Este estudo utilizou
16 gatas que foram distribuidas em dois grupos. Um grupo aquecido e umidificado (GAU) no
qual se utilizou CO; previamente aquecido e umidificado para estabelecer pneumoperitonio, e
outro grupo padriao (GP), que utilizou CO; frio e seco (padrao). Ambos grupos estabelecidos
em pressdo de insuflagdo abdominal de 8mmHg. As coletas para avaliacdo do estresse
oxidativo e histologia peritoneal foram coletadas em TO, no exato momento que foi
estabelecido pneumoperitonio de § mmHg, e em T1, ap6s 50 minutos de pneumoperitonio. A
temperatura corporal foi aferida apos a intubagdo orotraqueal (T0) e a cada 5 min, através do
termOmetro esofagico, de TS a T70. Os biomarcadores de estresse oxidativo avaliados foram:
Catalase (CAT), substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e glutationa transferase
(GSTs). A temperatura corporal ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos GAU e
GP em nenhum dos tempos. Também nao se observou diferenca significativa entre o grupo
GAU (-3,09+0,65) e GP (-2,88+0,37), na variagdo de temperatura durante os primeiros 70
min. do tempo cirargicos entre os grupos (p=0,467). O teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis mostrou uma reducado significativa nos valores da atividade da CAT no grupo GP em
relagdo ao GAU, no tempo de 50 min. (p=0,0096). O teste T de student nao mostrou diferenca
significativa no TBARS entre o grupo GAU (0,79+£7,07) e GP (-0,59+4,17) (p= 0,067), bem
como na avaliacao do teste ANOVA variagao do TBARS (p=0,63). A ANOVA da atividade da
GSTs n3o mostrou diferenga significativa na variavel tratamento (GAU x GP) (p= 0,50).
Conclui-se que o aquecimento e umidificagdo do CO: utilizado para obtengdo do
pneumoperitonio nao gerou resultados superiores suficientes quando comparados aos
encontrados no uso do gas padrao.

Palavras-chave: Pneumoperitonio Aquecido. Videocirurgia. Ovariectomia Laparoscopica.



ABSTRACT

DOES HEATED AND HUMIDIFIED PNEUMOPERITONEUM CHANGE THE
MORPHOLOGICAL SURFACE OF THE PERITONEUM AND OXIDATIVE STRESS
MARKERS IN CATS?

AUTHOR: Joao Segura Engelsdorff
ADVISOR: Prof. Dr. Mauricio Veloso Brun

To perform videolaparoscopy procedures, it is necessary to distend the abdominal cavity to
create a safe and efficient working space for carrying out minimally invasive procedures. The
most common way to create a workspace is to establish pneumoperitoneum with carbon
dioxide. The present study aimed to evaluate the influence of standard pneumoperitoneum in
comparison to heated and humidified pneumoperitoneum in felines females undergoing
laparoscopic ovariectomy and its influence on body temperature, biomarkers of oxidative
stress and peritoneal histology. The present study included 16 cats that were distributed into
two groups one being a heated and humidified group, this group used carbon dioxide (CO2)
previously heated and humidified to establish pneumoperitoneum and the other standard
group, that used COz cold and dry. The evaluation of oxidative stress and peritoneal histology
were collected at TO this being the exact moment that pneumoperitoneum of 8mmHg and T1
at 50 minutes of pneumoperitoneum were establish. Body temperature was measured after
orotracheal intubation (T0) and every 5 min using the esophageal thermometer on the surgical
monitor from T5 to T70. The oxidative stress biomarkers evaluated were Catalase (CAT),
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and glutathione transferase (GSTs). Body
temperature does not have significant difference between the GAU and GP at any of the times
present. There was also no significant difference between the GAU (-3,09+0,65) and GP (-
2,88+0,37) in temperature variation during the first 70 minutes of surgery (p=0,467). The
Kruskal-Wallis non-parametric test demonstrated a significant reduction in CAT activity
values in GP in relation the GAU whiting 50 minutes (p=0,0096). The t-student has no
significance difference in the TBARS between GAU (0,79+7,07) an GP (-0,59+4,17) (p=
0,067), as well as in evaluation of the ANOVA variation test do TBARS variation (p=0,63).
GPx activity showed no significant difference in the treatment variable (GAU x GP) p= 0.50.
We can conclude that the heating and humidification of the CO» used to obtain
pneumoperitoneum generated lower consumption of the CAT enzyme in the feline species in
relation to standard CO».

Keywords: Pneumoperitoneum. Carbon dioxide. Video surgery. Ovariectomy. Heated.
Humidified
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1. INTRODUCAO

A ovariectomia e ovario-histerectomias sdo as cirurgias minimamente invasivas mais
realizadas nos Estados Unidos da América (BOUTE; FRANSSON, 2022). Proporcionam ao
paciente um pos-operatoério com menos dor, menos desconforto, recuperacdo mais rapida e
inferior taxa de complicacdes pods-operatérias em relagdo aos procedimentos abertos
(FRANSSON, 2018). O principal objetivo para realizacdo de tais procedimentos ¢ o controle
populacional (BOUTE; FRANSSON, 2022; FRANSSON, 2018), sendo a ovariectomia
considerada a técnica de escolha para pacientes que ndo tenham alteragdes uterinas. E um
procedimento mais rdpido e que a longo prazo ndo apresenta evidéncias de aumento
estatistico de problemas urogenitais em comparagdo a ovario-histerectomia em pacientes com
uteros saudaveis (GOETHEM et al., 2006).

Como o espago existente na cavidade peritoneal nao ¢ suficiente para realizagao de
procedimentos laparoscopicos se faz necessaria a distensdo da parede abdominal. O método
mais frequentemente utilizado para obtencdo do espago de trabalho adequado para
laparoscopia ¢ a insuflagdo com gas carbonico, também conhecido como diodxido de carbono
(CO»). Este ¢ o gas mais indicado, uma vez que ndo ¢ comburente, possui facil excre¢do e ¢
mais seguro em rela¢do as complicagdes por embolia (YU et al., 2017; NEUHAUS et al.,
2001; NEUBERGER et al., 1996).

PENG et al. (2009) utilizaram em ratos pneumoperitonio com CO; padrao a 21°C e
umidade relativa <1% comparando com o pneumoperitonio com CO: aquecido (37° C) e
umidificado (umidade relativa 95%). Os autores relataram que insuflacdes prolongadas do
abdomen com CO> padrdo podem resultar em hipotermia, lesdes no peritonio e aderéncias
abdominais. O pneumoperitonio aquecido e umidificado neste estudo auxiliou a diminuir os
efeitos deletérios da insuflagdo.

SCOOT et al. (2018), no seu estudo em cdes da raca Beagle, durante a avaliagdo
subjetiva da biOpsia peritoneal, constataram maior perda de células mesoteliais com o
pneumoperitonio padrdo (seco e frio) em relacdo ao aquecido e umidificado. Entretanto nao
observaram diferenca significativa nas concentragdes de proteina C reativa e de interleucina-6
em relagdo ao grupo padrao e grupo aquecido e umidificado.

O estresse oxidativo ¢ o resultado do desequilibrio dos sistemas pré-oxidante e
antioxidante, ou a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS). Ha fortes

evidéncias de que o estresse oxidativo possui suma importancia na fisiologia de processos
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celulares como envelhecimento, transformacdo ¢ morte celular. Os biomarcadores de estresse
oxidativo, que sdo passiveis de mensuracao de atividades bioldgicas normais ou patoldgicas,
tém se tornado um importante objeto de estudo. Estes biomarcadores sanguineos podem ser
divididos em dois grandes grupos: enzimaticos € ndo enzimaticos (VASCONCELOS et al.,
2007).

Os principais representantes do grupo dos antioxidantes enzimaticos sdo superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD pode ser encontrada
no citoplasma celular, com apresentacao dependente de cobre e zinco (SOD—Cu/Zn) e na
mitocondria, que utiliza o manganés (SOD-Mn) como cofator. A SOD faz a catalizacdo da
dismutagdo do anion radical superoxido em H>02. A CAT e GPx sdo enzimas responsaveis por
impedir o acimulo de H20,. A CAT ¢ uma enzima que atua na decomposi¢ao de H> Oz em O +
H>O. Ja a GPx atua em superdxidos em geral, utilizando a glutationa como cofator da
manuten¢do do ciclo redox da glutationa, ou seja, da glutationa reduzida e oxidada
(BARBOSA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

As glutationas transferases (GSTs), também conhecida como glutationa S-transferases
sdo enzimas capazes de catalisar uma ampla gama de reagdes na qual envolvem a glutationa
reduzida. Nos animais possui atividade na oxidagdo e isomerizagdo importantes para o
organismo como: defesa celular contra xenobidticos, biotransformagdo de colesterol e pode
ser utilizada como marcador tumoral (ISMAIL et al., 2021; HUBER et al., 2008). A
mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) pode ser utilizada como
avalia¢do da peroxidacdo lipidica, mais especificamente do malondialdeido (MDA) presente
na amostra (BARBOSA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

Observa-se escassez de estudos que avaliem a utilizacdo de CO: padrao e o CO»
aquecido e umidificado para estabelecer pneumoperitonio para videolaparoscopia veterindria,
assim como estudos envolvendo a condicdo histopatologica do peritonio, com niimero inferior
em relagdo a estudos que avaliam marcadores de estresse oxidativo. Conforme o
conhecimento do autor, sdo inexistentes estudos comparando as duas modalidades
supracitadas de pneumoperitonio na espécie felina para avaliagdo de estresse oxidativo e
histopatologia peritoneal.

O presente trabalho propds a utilizagdo de uma adaptacdo desenvolvida para
umidificacdo do CO» hospitalar, utilizando CO> aquecido e umidificado na espécie felina
durante o procedimento de ovariectomia, avaliando a temperatura, a histopatologia peritoneal

e o estresse oxidativo sanguineo. Sendo assim, esta dissertacdo foi conduzida com o objetivo
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de determinar se o aquecimento e umidificacdo diminuem os efeitos deletérios do

pneumoperitonio em gatas.
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O pneumoperitonio aquecido e umidificado altera a superficie morfolégica do peritonio

e dos marcadores de estresse oxidativo em gatas?

Does heated and humidified pneumoperitoneum change de the morphological surface of

the peritoneum and oxidative stress markers in cats?

Jodo Segura Engelsdorff *, Mauricio Veloso Brun?3

1.2. RESUMO

Para a realizagdo de procedimentos de videolaparoscopia se faz necessaria a distensdo da
cavidade abdominal a fim de criar um espago de trabalho seguro e eficiente para a realizagdo
de procedimentos minimamente invasivos. O meio mais comum para criar um espaco de
trabalho ¢ o estabelecimento de pneumoperitonio com didxido de carbono medicinal (CO2). O
presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do pneumoperitonio padrio em
relacdo ao pneumoperitonio aquecido e umidificado em fémeas felinas submetidas a
ovariectomia laparoscopica e sua influéncia sobre a temperatura corporal, nos biomarcadores
de estresse oxidativo e histologia peritoneal. Este estudo utilizou 16 gatas que foram
distribuidas em dois grupos, um grupo aquecido e umidificado (GAU) no qual se utilizou CO>
previamente aquecido e umidificado para estabelecer pneumoperitonio, € outro grupo padrao
(GP), que utilizou CO; frio e seco (padrdo). As coletas avaliagdo do estresse oxidativo e
histologia peritonial foram coletadas no TO, no exato momento que foi estabelecido
pneumoperitonio de 8 mmHg e T1 50 minutos de pneumoperitonio. A temperatura corporal

foi aferida apds a intubagdo orotraqueal (T0) e a cada 5 min, através do termometro esofagico

! Programa de Po6s-Graduagdo em Medicina Veterindria, Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), Hospital Veterinario Universitario, 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil.
Bairro Camobi, Av. Roraima, 1000, prédio 97. E-mail: joaoengelsdorffi@hotmail.com *Autor
para correspondéncia. >* Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do
Sul, Brasil. Pesquisador CNPq, Brasil (3304353/2021-3).
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do monitor cirtirgico de T5 a T70. Os biomarcadores de estresse oxidativo avaliados foram:
catalase (CAT), substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e glutationa transferases
(GSTs). A temperatura corporal ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos GAU e
GP em nenhum dos tempos. Também ndo se observou diferenga significativa entre o grupo
GAU (-3,09+0,65) e GP (-2,88+0,37), na variagdo de temperatura durante os primeiros 70
min. do tempo cirtrgicos (p=0,467). O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis mostrou uma
reducdo significativa nos valores da atividade da CAT no grupo GP em relagdo ao GAU, no
tempo de 50 min. (p=0,0096). O teste T de student ndo mostrou diferenga significativa no
TBARS entre o grupo GAU (0,79+£7,07) ¢ GP (-0,59+4,17) (p=0,067), bem como na
avaliagdo no teste ANOVA na variagdo do TBARS (p=0,63). A ANOVA da atividade das
GSTs n3o mostrou diferenga significativa na variavel tratamento (GAU x GP) (p= 0,50).
Conclui-se que o aquecimento e umidificagdo do CO. utilizado para obtencdo do
pneumperitonio nao gerou resultados superiores suficientes quadno comparados aos

encontrados no uso do gas padrao.

Palavras-chave: pneumoperitonio, diéxido de carbono, videocirurgia, ovariectomia,

aquecido, umidificado

1.2. ABSTRACT

To perform videolaparoscopy procedures, it is necessary to distend the abdominal cavity to
create a safe and efficient working space for carrying out minimally invasive procedures. The
most common way to create a workspace is to establish pneumoperitoneum with carbon
dioxide. The present study aimed to evaluate the influence of standard pneumoperitoneum in
comparison to heated and humidified pneumoperitoneum in felines females undergoing

laparoscopic ovariectomy and its influence on body temperature, biomarkers of oxidative
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stress and peritoneal histology. The present study included 16 cats that were distributed into
two groups one being a heated and humidified group, this group used carbon dioxide (CO2)
previously heated and humidified to establish pneumoperitoneum and the other standard
group, that used CO; cold and dry. The evaluation of oxidative stress and peritoneal histology
were collected at TO this being the exact moment that pneumoperitoneum of 8mmHg and T1
at 50 minutes of pneumoperitoneum were establish. Body temperature was measured after
orotracheal intubation (T0) and every 5 min using the esophageal thermometer on the surgical
monitor from TS5 to T70. The oxidative stress biomarkers evaluated were Catalase (CAT),
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and glutathione transferases (GSTs). Body
temperature does not have significant difference between the GAU and GP at any of the times
present. There was also no significant difference between the GAU (-3,09+0,65) and GP (-
2,88+0,37) in temperature variation during the first 70 minutes of surgery (p=0,467). The
Kruskal-Wallis non-parametric test demonstrated a significant reduction in CAT activity
values in GP in relation the GAU whiting 50 minutes (p=0,0096). The t-student has no
significance difference in the TBARS between GAU (0,79+7,07) an GP (-0,59+4,17) (p=
0,067), as well as in the ANOVA test evaluation variation in the TBARS variation (p=0,63).
GSTs activity showed no significant difference in the treatment variable (GAU x GP) p= 0.50.
It is concluded that the heating and humidification of the CO> wused to obtain
pneumoperitoneum generated lower consumption of the CAT enzyme in the feline species in
relation to standard CO,.

Keywords: pneumoperitoneum, carbon dioxide, video surgery, ovariectomy, heated,

humidified
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1.3. INTRODUCAO

A ovariectomia e ovdrio-histerectomia laparoscopicas sdo as cirurgias minimamente
invasivas mais realizadas nos Estados Unidos da América (BOUTE & FRANSSON, 2022).
Tal modalidade proporciona ao paciente um pds-operatério com menos dor, menos
desconforto, recuperacdo mais rapida e inferior taxa de complicagdes pods-operatorias em
relacdo aos procedimentos abertos (FRANSSON, 2018).

A distensdo da parede abdominal é necessaria, uma vez que o espago existente na
cavidade peritoneal ndo ¢ suficiente para realizagdo de procedimentos laparoscopicos. O
método frequentemente utilizado para obtengdo de espaco de trabalho adequado ¢ a insuflacao
com didxido de carbono (CO.). Este ¢ o gas mais indicado, uma vez que ndo ¢ comburente,
possui facil excregdo, facil aquisicdo e ¢ seguro em relagdo as complicagdes por embolia
(NEUBERGER et al., 1996, NEUHAUS et al., 2001, YU et al., 2017)

Estudo comparando o pneumoperitonio com CO; padrdo (21°C e umidade relativa
<1%) com o pneumoperitonio com CO> aquecido (37°C e umidade relativa 95%) indicou que
insuflacdes prolongadas do abdomen com CO; padrao podem resultar em hipotermia, lesdes
no peritonio e aderéncias abdominais. J& o pneumoperitonio aquecido e umidificado reduziu
os efeitos deletérios da insuflagdo (PENG et al., 2009). Com o intuito de reduzir os efeitos
1atrogénicos deletérios do pneumoperitonio, tem sido proposto o aquecimento e umidificacao
do COg, entretanto ndo ha consenso na literatura em relagcdo ao seu uso (BALAYSSAC et al.,
2016).

O estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio dos sistemas pré-oxidante e
antioxidante, ou a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes
biomarcadores sanguineos podem ser divididos em dois grandes grupos: enzimaticos € nao

enzimaticos (VASCONCELOS et al., 2007). A mensuracdo de elementos dos sistemas



13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

13

oxidantes e antioxidantes permite uma avaliacdo do estado oxidativo do paciente, permitindo
assim a analise da indugdo de inflamacao dos procedimentos cirurgicos. A utilizagdo do CO>
para manobra de insuflacdo em procedimentos videolaparoscopicos foi correlacionado ao
aumento do estresse oxidativo (SAMMOUR et al., 2009).

Durante a revisdo bibliografica observou-se escassez de estudos que avaliem a
utilizagdo de CO; padrdo e o CO; aquecido e umidificado para estabelecer pneumoperitonio
para videolaparoscopia veterinaria, como também estudos envolvendo a condig¢do
histopatologica do peritdnio, com numero inferior em relacdo a estudos que avaliam
marcadores de estresse oxidativo. Conforme o conhecimento do autor, sdo inexistentes
estudos comparando as duas modalidades supracitadas de pneumoperitonio na espécie felina
para avaliacdo de estresse oxidativo e histopatologia peritoneal.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do pneumoperitonio padrao (seco e
frio) em relagdo ao pneumoperitonio aquecido e umidificado em felinas submetidas a
ovariectomia laparoscopica e sua influéncia nos biomarcadores de estresse oxidativo,

histologia peritoneal e temperatura corporal.

1.4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Hospital Veterinario Universitario da Universidade
Federal de Santa Maria, ap6s a aprovagio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA),
sob o protocolo 1898250423. O tamanho da amostra foi calculado no software G-Power 3.1.
Foram incluidas 16 fémeas felinas sem raca definida (SRD) com idade de 12 a 24 meses e
peso corporal de 2.3 a 3.9 kg. Foram incluidos pacientes com escore corporal entre 3 € 5 em
uma escala de 1 a 9, pacientes clinicamente sauddveis, sem uso de progestigenos € com
temperamento docil. As pacientes selecionadas foram consideradas aptas para o procedimento
cirtirgico através de exame clinico geral e andlise sanguinea (hemograma, contagem de

plaquetas, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), creatinina e ureia).
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Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de oito pacientes: o grupo
padrao (GP) no qual o pneumoperitdnio foi estabelecido com CO» padrdo em uma pressao de
8mmHg; e o grupo com CO> aquecido e umidificado (GAU), também com pressdo de
insuflacdo de 8mmHg. Para aquecimento do CO> foi utilizado o insuflador modelo Karl Storz
Optitherm® e uma adaptagdo com umidificador sugerida por ENGELSDORFF et al., (2023).

Como medicagdo pré-anestésica foi utilizado 7 pgkg de cloridrato de
dexmedetomidina e 0,2 mgkg de metadona pela via intramuscular (IM). Foi instituida
fluidoterapia com ringer lactato a 3 ml.kg.h e a anestesia dos animais foi induzida com
propofol 2 mg.kg.min. Apds atingirem o plano adequado, os pacientes receberam lidocaina
0.1 ml instilada na glote e foi realizada a intubagdo orotraqueal. Utilizou-se o sistema Baraka
com fluxo de oxigénio de 150 ml/min e a manutengdo anestésica com isofluorano, ao efeito,
de modo que os animais permaneceram em plano anestésico adequado ao procedimento. A
analgesia foi realizada com infusdo continua de fentanil 5 pg.kg.h com bolus prévio na dose
de 5 pg.kg por via intravenosa.

Todos o0s procedimentos foram realizados pela mesma equipe cirargica. A
ovariectomia laparoscopica foi realizada com Optica rigida de Smm e 30° e dois trocartes de
6mm, sendo o primeiro posicionado ligeiramente caudal a cicatriz umbilical pela técnica
aberta. Procedeu-se a insuflacdo da cavidade abdominal com CO> medicinal, na velocidade de
1.5 L/min e PIA de 8 mmHg, com umidade e temperatura de acordo com cada grupo. Ao se
alcangar a pressdo de 8mmHg o segundo portal foi posicionado préximo a regido pré-pubica.
Ap6s lateralizagdo da paciente, coletada amostra de peritdnio com pinga de bidpsia de 3mm
em regido de flanco esquerdo e a colheita de sangue para andlise dos biomarcadores de
estresse oxidativo e este momento foi denominado TO.

O ovario esquerdo foi apreendido, realizada sutura transparietal e utilizada pinga

Ligasure® Smm Mariland para hemostasia e ressec¢do dos ovarios. A cavidade manteve-se
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insuflada durante 50 minutos. Apos esse periodo, era realizada segunda coleta de peritonio em
regido de flanco direito, evitando o sitio da sutura transparietal e de amostras sanguineas (T1).
Os ovarios foram removidos pela incisdo caudal e a sutura abdominal para fechamento das
incisdes dos portais realizada em trés camadas.

As amostras para histopatologia foram fixadas em formalina 10% tamponada neutra,
embebidas em parafina, clivadas, coradas com hematoxilina e eosina em uma lamina e
avaliada através de um microscopio Optico de luz. As amostras foram analisadas por dois
patologistas de forma cega. Foram pontuadas a presenca de hemorragia, congestiao, edema e
células inflamatoérias, a partir de uma escala de 0 a 3, sendo 0 auséncia de alteragdes, 1
alteragdes leves (<10%), 2 moderadas (entre 10 e 50%) e 3 acentuadas (>50%), como descrito
por PAPPARELLA et al., (2017).

Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram determinados
como descrito por JENTZSCH et al. (1996), através da mensuracao da concentragdo de
malondialdeido (MDA) como produto da peroxidac¢do lipidica, pela reacdo com acido
tiobarbitarico (TBA). A reacdo contendo 200ul de soro ou solu¢do padraio MDA de p
(0.03mM MDA), 1 mL de éacido ortofosférico 0,2 M, e 250uL &cido tiobarbiturico (0,1 M)
aquecida a 95 ° C durante 120 min. A absorbancia foi medida a 532 nm. Os niveis séricos de
TBARS foram expressos em nmoles de MDA/mg de proteina. A dosagem de proteinas foi
realizada como descrito por BRADFORD (1976).

A atividade da enzima CAT foi mensurada através da técnica NELSON & KIESOW
(1972). Para a realizacdo do ensaio, o sangue total com citrato foi homogeneizado com
tampao de 50 mM de fosfato de potéssio (pH 7,4), em H2O2 10 mM e centrifugadas a 22000
rpm. A taxa de reagdo de em H>O: foi monitorada a 240 nM, durante 2 min. a temperatura

ambiente. A atividade enzimadtica foi expressa em pmmol/mg proteina/minuto.
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A glutationa transferase (GST) foi mensurada pela técnica de HABIG & JAKOBY
(1981). Em uma placa transparente de 96 pogos foi adicionado em ordem: 20ul de soro ou
plasma, 20ul de H20 destilada ou H20 Milli-Q, 10ul de GSH (100mM) e 240ul de sistema
realizado previamente. A placa foi incubada durante 2 minutos a 37°C e apés isso, foi
adicionado o substrato 1-chloro-2,4- dinitrobenzene (CDNB) e iniciada a leitura em modo
cinético, A=340 nm, durante 30 minutos com intervalo de 30 segundos, em uma temperatura
de 37°C. O sistema utilizado foi preparado com 20 ml de fosfato de potassio (TFK) 0,1 M
(100mM) pH 7,5 adicionado a 0,0226 g de EDTA (2,5 mM) e 10,5 ml de H20 destilada ou
Milli-Q.

Para analise estatistica ¢ confec¢do das figuras foi utilizado o Software GraphPad
Prism versdo 8.0. Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a
distribuicdo. Os parametros como variagdo do TBARS, tempo cirargico e variacdo da
temperatura foram comparados entre grupos por meio do teste T de Student. As atividades das
GSTs, TBARS e temperatura foram submetidas a8 ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
post-hoc de Newman-Keuls. A atividade da enzima CAT foi avaliada pelo teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Os dados paramétricos foram expressos em meédia aritmética
+ desvio padrdo, enquanto os dados ndo paramétricos foram apresentados em valores de
mediana, valores de 25 e 50 interquartis, e valores maximo e minimo. Valores de p foram

considerados significativos quando inferiores a 0,05.

1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura corporal nao apresentou diferenga significativa entre os grupos GAU e
GP em nenhum dos tempos observados (Figura 1-A). Também nao se observou diferenca
significativa entre o grupo GAU (-3,09+0,65) e GP (-2,88+0,37) na variacdo de temperatura

durante os primeiros 70 min. do tempo cirargico (p=0,467). Os tipos de pneumoperitdonio
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testados ndo apresentaram diferenca na perda de temperatura corporal. Este fato corrobora os
achados de SCOTT et al., (2018) ¢ CORADINI et al., (2019), contrapondo PENG et al.,
(2009), os quais demonstraram que o aquecimento ¢ umidificacdo do CO> em prolongadas
insuflagdes causou menos hipotermia em ratos. SCHLOTTERCK et al., (2011) comprovaram
que o pneumoperitonio leva a queda da temperatura corporal em suinos de forma
tempo/dependente. Ao que se observa, o uso de pneumoperiténio aquecido ndo apresentou
superioridade na preven¢ao de hipotermia transoperatoria em gatas.

Houve redugao significativa nos valores da atividade da CAT, no grupo GP, em relagdo
ao GAU, no T1 (p=0,0096). Nao foi observada diferenga entre os grupos no tempo basal ou
diferengas entre os mesmos grupos em diferentes tempos (TO x T1), com valores de p<0,999
para todas as comparagdes (Figura 2-B). A CAT teve sua atividade reduzida
significativamente no GP, acreditando-se assim que a insuflacio com CO; padrio gerou
ressecamento das visceras, o que pode ter gerado maior consumo desta enzima na espécie
felina. Esta informacao confronta o estudo de SAMMOUR et al., (2011) que ndo observaram
diferenca no estresse oxidativo comparando no emprego de CO; padrao e o CO» aquecido e
umidificado em ratos. MILECH et al., (2021) verificaram em cadelas maior estresse oxidativo
e inflamacao com a utilizacdo do CO> somente aquecido em comparagdo ao padrao. Acredita,
entdo, que o CO; seco e aquecido potencializa o ressecamento peritoneal, causando maior
estresse oxidativo e inflamagao.

Em relacdo a atividade da GST, foi observada uma média de 68,52+15,90 e
63,08+11,35 nos grupos GAU e GP no TO, respectivamente. No T1 a média foi 63,01£8,99 e
63,30+£6,46 nos grupos GAU e GP, respectivamente. A atividade da GSTs ndo mostrou
diferenga significativa na varidvel tratamento (GAU x GP), com p= 0,50; nem na varidvel
tempo (TO x T1), com p=0,50 (Figura 2-C). As GPx por serem enzimas antioxidantes de

primeira linha podem ter influenciado na atividade das GSTs pelo fato de ambas dependerem
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do ciclo redox envolvendo a glutationa total (GSHt), glutationa oxidada (GSSG) e glutationa
reduzida (GSH), sendo a GSH com maior afinidade com as GSTs, pois um de seus sitios de
ligacdo que ¢ especifico para ela. A mensuracdo destas outras formas de glutationa podem
auxiliar na interpretacdo da atividade antioxidante da GPx e GSTs. (MYYAMOTO et al.,
2003; ALMEIDA et al., 2009)

Foi observada uma média de 9,70+5,66 e 5,77+2,76 nos grupos GAU e GP no tempo
zero, respectivamente. No tempo 50 minutos a média foi 8,904+5,49¢ 6,37+2,49 nos grupos
GAU e GP, respectivamente. A ANOVA ndo mostrou diferenca significativa na variavel
tratamento (GAU x GP), com p= 0,067; nem na variavel tempo (TO x T1), com p=0,94. O
TBARS nao apresentou diferenca estatistica, acreditando-se que a capacidade da primeira
linha de defesa antioxidante, que sdo as enzimas CAT, SOD e GPx, foram capazes de comedir
o dano oxidativo gerado pelo procedimento cirtrgico. Também levando em consideragdo que
os procedimentos minimamente invasivos causam menos dor, menor inflamacdo e menor
estresse oxidativo, pode ter sido gerada reduzida peroxidagao lipidica resultando em uma taxa
inferior de malondialdeido (DALMOLIN et al, 2016, FRANSSON, 2018).

Durante o periodo de insuflacio para manutengdao do pneumoperitonio, o paciente
pode sofrer alteragdes sistémicas como hipotermia e alteragdes cardiovasculares. Além destas
alteragdes foi proposto que, durante a insuflagdo, ocorre alteragdo no microclima cavitario, o
que pode gerar alteragdes morfoldgicas no peritonio com implicacdes funcionais (WILSON,
2017). Quanto maior tempo de insuflacdo e maior volume de CO; padrdo insuflado em um
microambiente, menor serd sua umidade relativa através da mistura de gases.
(ENGELSDOREFF et al., 2023). Existe correlagdo entre a utilizagdo de CO; para estabelecer o
pneumoperitonio com lesdes da superficie mesotelial do peritonio e aumento do estresse

oxidativo (SAMMOUR et al., 2009).
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As insuflacdes prolongadas estdo ligadas a danos celulares e a resposta inflamatdria do
peritonio, justificando a colheita de material para andlise histopatoléogica em estudos que
envolvem a utilizagdo de pneumoperitonio para obtengdo do espago de trabalho
(PAPPARELLA et al., 2017). A presenga de estrutura delicada nas amostras ¢ o tamanho
restrito delas podem ter influenciado para ndo obten¢do de um resultado com alteragdes
significativas. Os resultados contrapdem os estudos de PENG et al., (2009) e SCOTT et al.,
(2018) demonstraram que o CO> aquecido e umidificado gerou menor dano ao peritdnio
durante a insuflagdo. Entretanto, os autores citados utilizaram microscopia Optica e
microscopia eletronica por varredura, proporcionando maior sensibilidade na avaliagdo das
estruturas microscopicas, permitindo visibilizar quanto a perda das microvilosidades e

descamacgao de células mesoteliais do peritonio.

1.6. CONCLUSAO

Conclui-se que nao houve diferenga entre o uso de pneumoperitonio em relagdo ao
pneumoperitonio com CO; aquecido e umidificado, quando avaliadas a histologia peritoneal,
temperatura corporal, TBARs e atividade da GST em gatas submetidas a ovariectomia
laparoscopica. A atividade de CAT maior em GAU foi um indicativo de superioridade do
pneumoperitonio aquecido e umidificado, no entanto, com pouca relevancia quando avaliada

de forma isolada.

1.7. CONFLITOS DE INTERESSE

Os autores declaram nao ter conflitos de interesse.
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Figura 1 — Avaliacao de temperatura de gatas submetidas a ovariectomia laparoscopica com
50 minutos de pneumoperitonio aquecido e umidificado (GAU) e padrio (GP). A)
Temperatura corporal em gatas durante 70 minutos de procedimento cirurgico (p=0,467) B)
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Figura 2 - Graficos dos biomarcadores de estresse oxidativo em gatas submetidas a
ovariectomia laparoscopica com 50 minutos de pneumoperitonio aquecido e umidificado
(GAU) e padrao (GP). A) Grafico de TBARS onde ndo apresentou diferencga significativa
(p=0,94). B) Gréfico de unidade de CAT/mg de proteina apresentou diferenca estatistica *

p=0,0096. C) Gréfico da atividade da GST ndo apresentou diferencga significativa (p=0,50).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos estudos experimentais conduzidos nessa dissertagdo verificou-se que gatas
submetidas a insuflacio com CO; aquecido e umidificado ndo apresentaram alteragdes
significativas na histologia peritoneal. No que tange a temperatura corporal, ndo apresentaram
diferenca significativa. Entretanto, nas andlises de biomarcadores de estresse oxidativo foi
observado aumento na atividade da catalase no grupo padrao indicando maior consumo em
relagdo ao grupo aquecido e umidificado. Os outros biomarcadores enzimaticos de estresse
oxidativo submetido a avaliagdo como GST e TBARS ndo apresentaram alteragdes
significativas. Embora um dos resultados tenha sido positivo, ndo € possivel observar
superioridade no uso de pneumoperitonio aquecido e umidificado em gatas submetidas a

procedimentos de laparoscopia.
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