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RESUMO

Apesar de vdrias décadas de pesquisa, a fisiopatolo-
gia da insuficjéncia renal aguda (IRA} nao esta totalmente es-
clarecida e continua sendo objeto de intensa investigacgao cien-
tifica. Na atualidade. cerca de 25-50% de todos os casos de IRA
estao associados a nefrotoxicidade por drogas que wusualmente

compdem o arscnal terapéutico e diagnostico.

Dentre estas, detacam-se os antibidticos aminoglico-
sideos, em especial a gentamicina, pelo uso clinico freqllentee

associagao com o desenvolvimento de IRA no homem.

Nos animais, a gentamicina tem sido estudada exaus-
.tivamente como protdtipo deste grupo de drogas e como modelo ne-

frotoxico de IRA.

Estudos elaborados com a finalidade de elucidar apa-
togenese ¢ a prevengao da IRA induzida por nefrotoxinas tém u-
tilizado uma varicdade dc modelos animais e de manobras expe-
rimentais. Muitas das Gltimas incluem o uso de diurese osmoti-
ca e aquosa, diuréticos e manipulacdes experimentais ou farma-
cologicas do sistema renina-angiotensina e prostaglandinas.Quan-

to 4 protegao, os resultados tem-se mostrado variaveis.



Recentemente, demonstrou-se que ratos diabeticos bo—
lidricos ndo-tratados apresentam protecdo completa, morfologi-
ca e funcional, contra a IRA induzida pela gentamicina, e con-
cluiu-se que tal protecao relaciona-se em parte coma diurese os-
motica caracteristica dos animais polilricos diabeticos  ndo-

tratados, e que também estava associada a menor acumulacdo re-

nal de gentamicina.

Nos estudos apresentados, estendem-se essas observa-
¢oes ¢ demonstra-se que o rato com diabete ndo- tratado eéxibe
protccao compléfa, morfolégica e funcional, contra a IRA indu-
zida pela gentamicina em doses altas (70 mg/Kg/peso/dia) e mo-
deradas (40 mg/Kg/peso/dia). Apresenta também menor toxicidade

em resposta a doses macicas (200 mg/Kg/peso/dia).

Apesar da protecdo depender do estado diabético (Exp.
Z), ocorreu independentemente de sua duracao (Exp.3) e foi as-
sociada a menor acumulacgao cortical renal de gentamicina (Exp.

1.2 ¢ 3), confirmando os estudos anteriores.

Ao testarem-se outras nefrotoxinas, observou-se que
os ratos diabcticos exibiram uma protecdo completa, mor fologi-
ca ¢ funcional, contra a nefrotoxicidade induzida pelo cispla-
tinum. Observou-se ainda que o cstado diabético ndo preveniu,

mas proporcionou uma melhora da nefrotoxicidade induzida pelo

uranil nitrato.

Também sc constatou que, a despeito das manobras u-
tilizadas, ratos diabéticos jovens e velhos, hidropénicos e ndo-
hidropenicos, ndo exibiram IRA induzida pela administracgao de

meio de contraste radioldgico.
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Neste experimento, os ratos-controle ndo diabéticos,
também ndo exibiram IRA induzida pela injecdo do meio de con-
traste, concluindo-sec que o rato Sprague-Dawley, normal ou com
diabete nao-tratado, nao ¢ o modelo apropriado para estudar a

nefrotoxicidade do meio de contraste.

Os mecanismos envolvidos, seja na protegao, seja na
melhora observada contra IRA induzida pelas nefrotoxinas utili-

zadas, permanccem por ser esclarecidos.

Entretanto, importantescaracteristicas do estado dia-
bético podem ser responsaveis pela protegdo exibida porestes a-

nimais frente a diferentes nefrotoxinas:

1 - alto indice de filtracao glomerular;

2 - diurese osmotica;

35 - supressao do sistema renina-angiotensina;

4 - prostaglandinas;

S - alteragoes dos fosfolipfdeos renais, considera-
dos receptores de membrana ao nivel do "brush-
border"” do tdbulo proximal para muitas drogas,

como a gentamicina.

Dessa forma o rato com DM nao-tratado apresenta uma
serie de caracteristicas que, em conjunto ou separadamente,po-
dem ter atuado como mecanismos protctores contra a IRA induzi-

da pelas diversas nefrotoxinas.

O rato com DM nao-tratado, portanto & um modelo util
para o estudo da indugao e prevencgao da nefrotoxicidade indu-

zida por drogas,



ABSTRACT

Despite several decades of research the
puthophysiology"of acute renal failure 1s still uncertain and

under continuous investigation.

Presently about 25-50% of all cases of ARF are
associated with nefrotoxicity of common therapeutic and

diagnostic drugs.

Of all de drugs the aminoglycosides have emerged as
very important, particularly gentamicin by its therapeutic use
and association with the development of ARF in man. In animals,
gentamicin has been extensively studied as a prototype of this

~group of drugs and as a model of nephrotoxic acute renal

failure.

Studics designed to elucidate the pathogenesis and
prevention of nephrotoxic-induced ARF have utilized a variety
of animal models and experimental maneuvers. Many of the latter
include the use of solute and water diuresis, diuretics,
experimental or pharmacologic manipulations of the renin-
angiotensin system and prostaglandins. The results have been

of variable protection.
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Recently, the polyuric rat with untreated diabetes
mellitus have demonstrated complete functional and morphologic
protection against gentamicin - induced ARF. It was concluded
that the protection observed was related in part to the osmotic
diuresis characteristic of the untreated polyuric diabetic
animal and was also associated with a lower renal acc¢umulation

of gentamicin.

In the present studies those observations were
extended and the rat with untreated diabetes mellitus exibited
a complete morphologic and functional protection against the
ARF induced by moderate (40 mg/kg/BW/day) and high (70 mg/kg/
BW/day) doses of gentamicin. Also exibited diminished toxicity

at massive dosage (200 mg/kg/BW/day).

Although the protection depended on the diabetic
state (Exp. 2) it was independent of its duration (Exp. 3) and
was associated with a lower renal cortical accumulation of

gentamicin (Exp. 1, 2, 3) as observed in the previous studies.

When other nephrotoxic drugs were tested the diabetic
rats exibited complete functional and morphologic protection,

from platinum - induced nephrotoxicity,

The diabetic state has not protected, but ameliorated

the ARF induced by uranyl nitrate, an stablished model of ARF.

[t was also observed that despite the utilized
maneuvers, young and old diabetic rats, hydropenic and non-

hydropenic, have not exibited the ARF induced by administration
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of contrast media.

In this experiment control non-diabetic rats also
have not exibited ARF - induced by the injection of contrast
media, and it was concluded that the Sprague-Dawley rat is
not the appropriate model for the study of contrast media

nephrotoxicity.

The mechanism(s) of the observed protection or
amelioration against the nephrotoxin - induced ARF remains to

be elucidated.

tiowever the diabetic state presents important
charecteristics that could be responsible for the provided

protection from various nephrotoxins:

1) High utrafiltration rate

2) Osmotic diuresis

3) Suppression of the renin-angiotensin system

4) Prostaglandins

5) Alterations of renal phospholipids - reputed
receptor or binging site for gentamicin and other
drugs in the brush border membrane of the proximal

tubule.

Thus, the rat with untreated diabetes mellitus
presents several characteristics that togheter or isolated
have been operative as protective mechanisms against the ARF

induced by different nephrotoxins.



XV

Therefore the untreated rat with streptozotocin -
induced diabetes mellitus is a useful model for study of the
induction of and preventive mechanisms from drug - induced

nephrotoxicity.



1 INTRODUCGAO



Nas Ultimas décadas, tem-se evidenciado que agentes
terapeuticos e diagnosticos de uso comum sao capazes de produ-
zir insuficiencia renal aguda (insuficiéncia renal aguda indu-
zida por droga ou nefrotoxica), trazendo conseqlientemente 1i-

mitagoes as suas aplicagdes clinicas.

O progresso da medicina na ultima década - em‘termos
de quimioterapia e cirurgia de neoplasias malignas, transplan-
te de orgdos, diagndstico e terapia de doencas que deprimem o
sistema imunoldgico - tem sido responsavel, em parte, por uma
crescente incidencia das infeccgoes causadas pelas miltiplas bac-

terias aerobicas gram-negativas e resistentes aos antibioticos.

Os antibioticos aminoglicosideos emergiram como ome-
lhor tratamento de escolha para esses pacientes criticamente en-

“fermos, que, no passado, certamente nao sobreviveriam,

O uso de antibioticos aminoglicosideos emmuitos cen-
tros medicos, como nos Estados Unidos, ocupa o segundo lugar em
ordem de freqtlencia, somente sendo ultrapassado pelas penicili-

nas ou cefalosporinas.

Apesar do desenvolvimento de novos agentes aminogli-
cosideos com ampla atividade antibacteriana, o maior problema

em relagao ao seu uso terapéutico tem sido a sua nefrotoxici-



dade em potencial. Em variados graus, todos os antibidticos a-
minoglicosideos possuem efeito toxico potencial sobre os rins

e sobre o oitavo nervo craniano.

De todos os aminoglicosideos, a gentamicina e fre-
qUentemente associada ao desenvolvimento da insuficiencia renal
aguda (IRA) no homem. Nos animais, a gentamicina tem sido exaus-
tivamente estudada como um prototipo deste grupo de drogase co-

mo um modelo nefrotoxico de IRA.

Obteve-se grande progresso no entendimento da IRAcau-
sada pela gentamicina, entretanto, assim como em outros modelos
experimentais de I[RA, a sua exata fisiopatologia permanece ain-

da desconhecida.

Apesar de varias decadas de pesquisa, a fisiopatolo-
gia da IRA em geral permanece ainda incerta e persiste,sendoum
desafio aos investigadores. Observacoes, no homem e nos animais,
tem fundamentado a elaboragdo de varias teorias patogenéticas

sobre a IRA:

1) Retrodifusao do filtrado glomerular;
2) Obstrugao tubular;
3) latores vasculares;

4) Alteracao da permeabilidade glomerular.

Na IRA nefrotdoxica, os mecanismos responsaveis pela
indugao da insuficiencia renal podem diferir - quer na predomi-
nancia, quer na ordem cronologica de aparecimento - daqueles

presentes na IRA do tipo isquemico.



Manobras para prevenir o desenvolvimento da IRA tem
sido usadas em varios modelos experimentais, com o objetivo de
elucidar os mecanismos fisiopatologicos responsaveis pela ini-

ciagao e manutencgao da IRA.

A analise das medidas que protegem animais experimen-
tais do desenvolvimento da IRA tem sido de extremautilidade pa-

ra estudar a patogenese desta entidade.

Ao usar medidas preventivas para esteproposito, pres-
supoe-se que a manobra protetora bloqueia ou altera o processo
patogenico que, se nao fosse impedido, levaria a IRA.Esta con-

duta pode entdao oferecer algumas conclusoces em relagao a pato-

genese de um modelo particular de IRA.

Recentemente, demonstrou-se’ que o rato com diabetes
mellitus nao-tratado apresenta uma protecdao completa contra a

[RA induzida pela gentamicina.

O rato com diabetes mellitus nao-tratado revelou-se,
pois, um modelo cxperimental promissor para o estudo de protecao

~contra a IRA,.

Assim scndo, os experimentos relatados nesta pesqui-
sa objetivam testar o modelo de protegdo do rato com diabetes

mellitus nao-tratado nas seguintes condigoes:
a) usando doses macigas de gentamicina;
b) utilizando a cura espontanea do diabetesmellitus;

c) variando a duragdo do estado diabético;



d) utilizando outros agentes nefrotoxicos conhecidos,
como o cisplatinum, o uranil nitrato e o meio de

contraste radiolodgico.

A importancia de tal pesquisa reside na possibilida-
de de avaliar o valor do modelo experimental (rato comdiabetes
mellitus nao-tratado), para o estudo de nefrotoxicidade indu-

zida por drogas. Os aspectos testados foram os seguintes:

a) Resistencia a dose macica de gentamicina no rato

diabetico (Experimento 1).

Ao revelar-se maior resistencia nos ratos diabeticos
do que nos controles, reforgam-se as teoriascorrentes de trans-
porte de gentamicina atraves do tibulo renal (ligagdo da genta-

micina ao receptor localizado no bordo em escova do tibulo pro-

ximal).

b) Resistencia a administracao de gentamicina em a-
nimais diabeticos que perderam espontaneamente tal
estado (Experimento 2). Se estes animais eviden-
ciarem nefrotoxicidade, favorece-se a influencia
direta do estado diabetico na protecao demonstra-

da.

c) Influencia da duragao dodiabetes na protecao con-
tra a nefrotoxicidade da gentamicina (Exp.3). Em
estudos anteriores,osratos protegidoseram diabéti-
cos 4a 6 meses antes daadministracao de gentamici-
na.F concebivel que alteracgOes anatomicas sutis,de-

terminadas pelapresenga dodiabetes de curta dura-



¢do, sejam necessarias para conferir protecao. Con-
trariamente, se fatores metabolicos ou da hemodi-
namica renal forem os responsaveis pela protegao,
espera-se que sejam operativos logo apoés a inducdo

do estado diabetico.

d) Resistencia do rato diabético a conhecidos agen-
tes nefrotoxicos, como o cisplatinum, agente anti-
neoplasico de largo uso (Experimento 4);uranil ni-
trato, droga experimental bastante utilizada para
produzir IRA (Experimento 5), contraste radiolo-
gico, agente diagndstico nefrotéxico(Experimentos

6 e 7).

O cisplatinum (CIS - diaminodicloroplatinum) & um a-
gente antineoplasico clinicamente importante.Possui significa-
tiva atividade contra neoplasias testiculares e tumores da ca-
beca e do pescogo. Um dos maiores fatores limitantes do seu uso

- . - . :
clinico e a nefrotoxicidade.

O uranil nitrato € droga utilizada em pesquisa e cons-

titui-se num modelo experimental estabelecido de IRA.

0 uso de contraste radiologico pode induzir o desen-
volvimento de IRA. A exata incidencia da nefrotoxicidade desta
droga ¢ dificil de estabelecer, mas, atualmente, vem sendo re-

latado um numero crescente de casos.

O fato de estes tres agentes serem causadores de ne-
frotoxicidade, embora por diferentes mecanismos, revela o inte-

ressc em avaliar seu potencial nefrotoxico num modelo animal



que apresente resistencia a outro agente nefrotoxico, no caso,

a gentamicina, que age por diferentes mecanismos patogenéticos.

Acredita-se também que tais estudos possibilitem aam-
pliagao do conhecimento dos mecanismos de protecgao evidenciados
pelo rato diabeético nao-tratado contra as nefrotoxinas em ge-

ral.



REVISAO DA LITERATURA

Negrotoxicddade da gentamic.ina
Negrotoxicidade do melo de contraste
Negrotoxicdidade do cisplatinum

Prevecdo da IRA experdimental em varios modelos

animais

Prevencao da IRA induzida pela gentamicina em
modelos animadis



Uma revisdo da patogénese da IRA estda alem dos obje-
tivos desta dissertacao,pois que o trabalho apresentado envol-
ve um modelo original de protegdo contra os efeitos nefrotoxi-
cos de agentes conhecidos. Dessa forma, a revisao da literatu-

ra relaciona-se¢ com:

1) Prevengao da IRA experimental em varios modelosa-

nimais;

2) Prevengao da IRA induzida pela gentamicina em mo-

delos animais.

Esta revisao sera preccdida por uma descrigdo dos e-
feitos da gentamicina, do cisplatinum e do meio de contraste,

sobre o rim, e scus possiveis mccanismos nefrotoxicos.

2.1 NEFROTOXICIDADE DA GENTAMICINA

A incidencia de nefrotoxicidade relacionada a genta-
micina parece ter aumentado nos Ultimos anos.
Em 1969, a incidencia rclatada era de 2-3%, enquanto
2
que em 1979 foi estimada em 16-25% . Tal aumento pode estar re-

lacionado a muitos fatores, entre cles, o acréscimo nadose re-

comendada de gentamicina, o numero crescente de pacientes ido-
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sos que recebem a droga e os critérios mais rigidos paraodiag-

nostico de disfuncdo renal induzida pela gentamicina.

A lesdo renal induzida pela gentamicina € observada
menos freqllentemente em recém-nascidos e criangas do que em a-
dultos, mas pode ocorrer se a tcrapia ¢ prolongada. Diferengas
na sensibilidade celular a gentamicina, relacionadas éom aida-
de, podem explicar a aparente maior incidencia de nefrotoxici-

dade em adultos.

Existe um espectro de anormalidades renais observado
com o uso dos aminoglicosideos. A apresentacgdo clinica mais a-
parente € a da IRA ndo-oliglrica; no entanto, a variavel oli-

gurica também ¢ observada.

A redugao inicial da capacidade de concentragao uri-
naria, scguida pela queda da filtracdo glomerular, € responsa-
vel pela apresecntagao mais comum desta variedade.Usualmente, o
inicio da insuficiéncia renal ¢ gradual ¢ guarda uma relacdo
temporal com a administragao da droga. Ocasionalmente, a insu-

ficiéncia renal ¢ mais insidiosa ¢ torna—sé clinicamente apa-
rente alguns dias apds o término da terapia. A evolugao clini-
Ca pode ser prolongada, particularmente no idoso. Quase que in-
variavelmente, ¢ um tipo de lesdo reversivel.A sobrevida dopa-
ciente, como cm outras formas de IRA, depende das circunstan-
cias nas quais a IRA se desenvolveu (cirurgia, trauma, sépsis,
grande queimado, nefrotoxicidade simples, etc). Em alguns pa-

cientes, o tratamento com didlisc pode ser necessario.

Existem evideéncias clinicas ¢ experimentais de lesao



11

do tUbulo proximal: enzimiria, proteinlria,aminoacidiria, gli-

39455

cosliria e alteragdes eletroliticas. Hipocalcemia, hipomag-

semia e hipocalemia tém sido descritas no homem e nos animais

experimentais.®’7”’?®

Assim como nas outras formas de IRA, ha fatores pre-
disponentes para a nefrotoxicidade da gentamicina. Entre eles,

parecem importantes a idade avancada,’ a doenca renal preexis-

10 1

tente ! e a deplecdo de volume.'' A desidratagdo e a contracao

do espago extracelular aumentam o risco de lesao renal.

A administracdo de aminoglicosideos emcombinagao com
outras drogas potencialmente nefrotdoxicas € comum e tem resul-
tado em toxicidade clinica e experimental. As drogas comumente
cnvolvidas incluem os meios de contraste radiografico, o agen-
’ a furosemida,!?®

tc ancstésico metoxifluoranc,’ outros aminogli-

cosidcos e outros antibidticos, particularmentc as cefalotinas

¢ as meticilinas.,!*’1®

Mais rccentemente, a associagao de gentamicina-cefa-
lotina com o agente quimioterupico cisplatinum temsido respon-

savel pela ocorréncia de severa ncefrotoxicidade.!'®

2.1,1 Patogenese da nefrotoxicidade da gentamicina

O rim & a principal rota de elinminacdo dosantibioti-
cos aminoglicosideos; a gentamicina ¢ excretada por filtracgao
glomerular e, subscqllentemente, rcahsorvida no tubo proximal. No

homem, 20% da gentamicina liga-sc¢ as proteinas plasmaticas.
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Todos os aminoglicosideos (com excegdo da estrepto-
micina) sdo concentrados no cortex renal de 10-30 vezes a sua

concentracdo plasmatica.'”’!®

Istc aspecto poder ser significa-
tivo para a toxicidade, uma vez que outros antibidoticos (ampi-
cilina, carbenicilina, cefalotina) concentram-se na medula e
papila, ao invCs de no cortex, seguindo o gradiente de concen-
tragdo cortico-papilar. E concebivel, portanto, que a acumula-

¢do de gentamicina numa fragdo subcelular do cortex renal seja

um fator critico para o desenvolvimento de nefrotoxicidade.

No homem e nos animais, observam-se lesoes estrutu-
rais nas células epiteliais do tubulo proximal apOs a adminis-
tragdao de aminoglicosidcos. Pela microscopia Otica,constata-se
necrose celular predominando na "pars recta'" e no tubulo con-
tornado proximal; pela microscopia eletronica verificam-se li-

sossomas alterados, chamados citosegressomas.'®’?2?

Tais lisosso-
mas contem inclusoes negras em camadas, denominadas corposmie-

loides.

Estudos auto-radiograficos tém demonstrado que a gen-
~tamicina se liga inicialmente ao bordo cm escova das celulasdo
tibulo proximal; sofre um processo de endocitose com formagao
de vesiculas apicais e cstas, subscqlentemente, sido seqllestra-
das nos lisossomas.?' 0 processo induz a formacao dos corpos mie-

loides e a alteragoes no metabolismo dos lisossomas.

Varias teorias tem procurado explicar, em diferentes
niveis, a patogénesc da IRA causada pela gentamicina. Basica-
mente, clas estao divididas cm dois grupos: um deles tem seu

principal enfoque nos determinantes da IRA, ao nivel do nefro-




13

nio, e o outro enfatiza os mecanismos de origem celular como de-

terminantes da nefrotoxicidade.

2.1.2 Alteragoes ao nivel do nefronio

Modificagoes do fluxo plasmatico renal e redug3o no
coeficiente de ultrafiltragao capilar glomerular (Kf) tém sido
observadas em estudos experimentais, sendo primariamente res-

ponsabilizadas pela diminuicdo da ultrafiltragao glomerula%?:2?®

Os mecanismos mediando estas alteracoes hemodinamicas
podem envolver a liberagdo local de angiotensina II.?%* Ehtre-
tanto, & duvidoso que estas alteragdes glomerulares possam ex-
plicar inteiramente a quase completa cessagéo‘daultrafiltragéo
glomerular que ocorre nos estagios tardios da nefrotoxicidade

da gentamicina.

Doses toxicas e ndo-tdxicas da gentamicina produzem
estas modificagGes glomerulares e, portanto, € possivel que e-
las apcnas representem um efeito maximo em resposta a adminis-

‘tragao da droga e a uma toxicidade leve e precoce.

Estudos recentes de micropuntura e microperfusao en-
fatizam que a obstrugao tubular, representada pela descamagdo
das c€lulas nccrdticas dos tUbulos lesados, € um determinante

da IRA nefrotoxica dos aminoglicosideos.?®

2.1.3 Alteragoes ao nivel celular

O resultado final do desenvolvimento da IRA,quer do
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tipo isquémico, quer do nefrotdxico, € a lesdo da celula tubu-
lar. Se nao houver lesdo da célula renal, os varios fatores pa-
togenéticos responsaveis, em nivel do nefrdonio, pela falha de
excrecao do rim, nao entram em operagao. Ultimamente, o enten-
dimento da patogenese da necrose tubular aguda reside na com-
preensio das alteragdes bioquimicas responsaveis pela perda de
integridade da célula renal. Existem evidéncias crescentes de
que os aminoglicosideos e outras nefrotoxinas exergam seus e~

feitos deletérios primariamente em nivel das membranas celula-

res.

Tanto as membranas plasmaticas, quanto as dasorgane—
las intracelulares sao locais potenciais de toxicidade, pelas
suas caracteristicas de transporte. As célulaé do tibulo renal
tém suas membranas especialmente suscetiveis ao insulto toxico;
como o tUbulo renal reabsorve avidamente sal e agua, as subs-
tancias sdao concentradas na luz tubular e, assim,expdem as mem-
branas.luminares das células tubulares renais a concentragdes

potencialmente tdxicas.

A ligacdo dos aminoglicosideos com a superficie ce-
lular se da através de receptores especificos de membrana.?® 0O
receptor para a gentamicina e um fosfolipideo?’ A ligagdo en-
tre a gentamicina e o fosfolipideo € feita atraves da interagdo
de cargas eléetricas: catidnica, polibasica da gentamicina,e a-
nionica, acida,dos fosfolipideos.?®0s fosfolipideos, além de
suas fungoes estruturais nas membranas celulares,sao importan-
tes reguladores da permeabilidade da membrana e das interagdes

hormonio-receptor.?®’3¢
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Assim, a reagdo inicial entre os aminoglicosideos e
os fosfolipideos da membrana plasmatica pode ser determinante
da patogénese da nefrotoxicidade, através de alteracdes na es-
trutura e na fungdo da membrana plasmatica. AlteragGes no me-
tabolismo dos fosfolipideos em vigéncia de IRA nefrotdoxica tém
sido estudadas. Ja esta também demonstrado o aumento doconted-
do total de fosfolipideos em culturas de fibroblastos expostas

cronicamente a gentamicina,?®!

Kaloyanides e colaboradores encontraram tambémaumen-
to dos fosfolipideos no rato tratado com gentamicina, e a fra-

¢dao mais aumentada era a do fosfatidilinositol.?3?

E possivel que o aumento seletivo dos niveis de fos-
fatidilinositol seja reflexo das suas fungoes no transporte de
membrana, na interagao hormonio-receptor é um marcador dealte-
ragoes no metabolismo dos fosfolipideos da membrana,uma vezque
estas alteraglOes ocorrem também em outros modelos experimentais

nefrotoxicos de IRA, como o glicerol e o cloreto de mercurio 33

Os fosfolipideos sdo também criticamente importantes
para a atividade da Na-K-ATPase que regula o gradiente de ca-
tions através das membranas celulares.?®" Estudos "in vivo" e
"in vitro" tem demonstrado declinios significativos daativida-
de renal desta enzima.?®’%%*37 Como resultado das alteragdes na
atividade da Na-K-ATPase, ocorre perda dos ions intracelulares
pelo rim, com diminuigdo do conteldo renal cortical destes 7I-

6

ons.?”*%® Hipocalcemia,® hipomagnesemia®’’ e hipocalemia®’® s3o

observadas clinica e experimentalmente.

A atividade de outra enzima,a adenilato ciclase tam-
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bém € inibida pela gentamicina.®® Esta inibigdo se da por uma

agao direta dos aminoglicosideos ou através de deslocamento dos

- L+t +4 .

ions Ca e Mg das membranas com cargas negativas, pelos a-

minoglicosideos policatidnicos. A interacd@o dosaminoglicoside-
++

++ -, .
os com os ions Ca e Mg & importante, pois pode afetar fun-

coes celulares onde estes jons entram como co-fatorees..

Existem muitas evidéncias de queo bloqueio neuromus-
cular produzido pelos aminoglicosideos & resultado do desloca-
mento do Ca ligado a membrana, acabando por inibir a liberacgdo
de acetilcolina prejuncional*® e diminuir a sensibilidade da

placa motora a acgdo despolarizante da acetilcolina.'!

Assim, os aminoglicosideos, ao se ligarem nos fosfo-
lipideos da membrana, provocam modificagdes no conteudo renal
de fosfolipideos e alteragBes especificas na permeabilidade e
no transporte da membrana. Como conseqllencia, podem surgir mo-
dificagbes intracelulares que afetam os processos metabolicos

intracelulares ¢ a fungao das organelas.

Nas mitocdndrias, tém sido descritas, 'in vivo", al-
'terag5es, como diminuigao e desacoplamento da fosforilacdao o-
xidativa.?® "In vitro'", a gentamicina aumenta o estado basal da
respiragao celular, diminui o estado maximo e pode desacoplar

a fosforilagdo oxidativa.?®

Os efeitos agudos da gentamicina, "in vitro',sobre a
respiragao mitocondrial cortical renal sdo secundarios auma in-
~ L s ++
teragao competitiva entre a gentamicina ¢ o Mg , ao nivel da

membrana mitocondrial interna, por um numero limitado de espa-
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++ PR
cos onde o Mg = controla a permeabilidade da membrana aos ions
+ t 2,03 . Py ++ = .
Na e K . Assim, a gentamicina compete com o Mg ', nao li-
. . PO + +
mitando da mesma maneira a permeabilidade ao Na e K .Como re-
sultado, hia aumento da permeabilidade aos ions catidnicos, que
se traduz por inchamento das mitocondrias,observado experimen-

L2943

talmente. Por outro lado, a gentamicina age aditivamente

+4 o 21 s . A
com o Mg ', limitando o transporte de calcio para a mitocon-

dria. **

A integridade da fosforilacao oxidativa mitocondrial
€ essencial para a manutencgao de uma normal fungdo tubular re-
nal. [ interessante, portanto, o estudo das alteragdes das fun-
¢0es mitocondriais induzidas pelos aminoglicosideos,nao somen-
te porque o comprometimento da energetica celular pode levar a
deterioracdo estrutural das c€lulas, mas também porque pode,por
mecanismos indiretos, ser responsavel por alteragGes hormonais
que irdo agir em nivel da hemodinamica glomerulér, ocasionandg

a IRA.

Os lisossomas sao importantes orggnelas intracelula-
.res que regulam o '"turnover'" das macromoléculas celulares,a fa-
gocitose de organelas alteradas e o armazenamento de materiais
nao-degradaveis. Mais de oitenta enzimas que degradam protei-
nas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos sao seqllestrados

de seus substratos potenciais dentro dos lisossomas.

Estudos morfoldgicos e auto-radiograficos témeviden-
ciado que ha um grande aumento em tamanho e nimero dos lisosso-
mas, ap0s a administracao de aminoglicosideos, e que estes sao

seqliestrados nos lisossomas, ocasionando a formagao dos corpos
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mieloides. %!

Experimentalmente, tem sido relatada diminuigao daa-
tividade da esfingomielinase lisossomial em fibroblastos ex-

1 Este efeito

postos a aminoglicosideos, em cultura de tecido.’
foi acompanhado de fosfolipidose generalizada e formagao decor-
pos mieloides nos fibroblastos. Alteragoes da membrana dos li-
sossomas ocorrem também precocemente na nefrotoxicidade dos a-
minoglicosideos, sendo observado aumento na excregao drinéria,
de uma variedade de enzimas lisossomiais em varios modelos ex-

perimentais.*®’"®

Todas estas observagOes levaram alguns investigadores
a postular que os aminoglicosideos, induzindo (1) umadisfungao
enzimatica lisossomial,com prejulzo dos processos digestivos e
resultante deplegdo de substratos celulares criticos; (2)ains-
tabilidadc da membrana lisossomial, com liberacao das enzimas
seqliestradas no citossol e digestdo dos componentes citossoli-
cos e organclas, levam finalmente ao desarranjo celular irre-

versivel, com morte celular.

As alteracgoes anteriormente descritas,em nivel celu-
lar, rcforgam a tese de que a nefrotoxicidade dosaminoglicosi-
decos deriva, em grande parte, de sua habilidade em alterar aes-
trutura ¢ fungao das membranas. A nefrotoxicidade dosaminogli-
cosideos tem sido associada a alteragoes em mualtiplas fungoes
de membrana celular, incluindo plasmatica, mitocondrial interna

¢ membranas lisossomais.

Sc uma dessas interagbes membrana-toxina e a respon-
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savel pelo desenvolvimento da IRA, ainda nao esta esclarecido:
entretanto, certamente todas estao interrelacionadas com a pa-

togénese da lesdao celular induzida pelos aminoglicosideos.

2.2 NEFROTOXICIDADE DO MEIO DE CONTRASTE

Nos Gltimos anos, a IRA tem sido reconhecida como u-
ma crescente complicagdo do uso endovenoso de contraste radio-

grafico.

A disfungdo renal pode ocorrer apds a administragdo
de, virtualmente, qualquer agente de contraste - intravascular
tendo sido relatada apos urografia, angiografia, colecistogra-
fia com mGltiplas doses e, mais recentemente,-apGS tomografia,
computarizada, com administracao intravenosa deradiocontras-

te.

A incidencia desta nefrotoxicidade, na populacao em

geral, tem variado de 0 a 12%, dependendo das caracteristicas

das populagdes analisadas.*®**’

Estudos prospectivos recentes re-
-velam uma incideéncia de 5% na populacdo hospitalizada emgeral’]
¢ uma incidencia baixa, de 0,6 a 2%, nas populagoes sem doenga

48,49

rcnal preexistente, Varios fatores predisponentes tém si-

do identificados; os mais significantes sao a doenga renal pre-

501251552

. . . 51952353254
existente e o diabetes mellitus.” ’7°°7°

Dos mais de 250 casos publicados de nefrotoxicidade,
do meio de contraste, mais de 90% envolvem pacientes com insu-

ficiencia renal,e mais de 50%, pacientes com diabetes mellitus.

Desidratagao, mieloma mGltiplo, doenca vascular,ida-
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de acima de 60 anos, grandes ou multiplas doses de meio de con-
traste, hipoalbuminemia, proteinlria acima de 1g/24h e disfun-
cdo hepatica sao considerados fatores de risco para odesenvol-

vimento de nefrotoxicidade do meio de contraste.

Tal como outras nefropatias toxicas, a patogénese da
nefrotoxicidade do meio de contraste ndo eclaramente compreen-

dida. Viarios mecanismos tém sido propostos.

A nefrotoxicidade pode ser entao resultante de um e-
feito toxico direto sobre o rim; de uma isquemia renal provo-
cada pelo efeito direto do contraste hipertonico na vasculatu-
ra renal ou pela aglutinagao e crenacgdo das hemacias,aumentan-

i i 57
do a viscosidade do sangue.®®*°%

Aléem dessas causas, a obstrucdo intratubular pelas
P . 58,59
proteinas urindrias (mieloma, Tamm Horsfall),®'®""®° pelo oxa-
lato®'e pelo acido Grice®® também tem sido sugerida como fator

patogenético importante.

A IRA sccundaria ao meio de contraste tem um bom
.progndéstico, em geral, mas alguns pacicntes podem desenvolver

insuficiencia renal cronica.

Acrcdita-se que a protec¢do da IRA, naqueles pacien-
tes diabCticos de alto risco (idosos com doenca renal),pode ser
obtida pcla administragdo de manitol imediatamente apds a in-
fusdo do contraste, seguido de adequada hidratacao.f® Ahidrata-
gao prévia e posterior aos procedimentos radioldgicos parece re-
presentar um mecanismo de protegao-chave, mesmo nesses pacien-

tes de alto risco.
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2.3 NEFROTOXICIDADE DO CISPLATINUM

Cisplatinum (Cis-diamminedichloroplatinum I1,CIS-DDP),
€ um composto de platina, inorganico, ativo contra tumores,in-
cluindo testiculares, ovarianos, da bexiga e carcinomas da ca-

bega e pescogo.

A maior limitagdo de seu uso clinico € a nefrotoxi-

cidade, a que esta associado.

A necrose tubular aguda, dependendo da dose utiliza-
da, tem sido relatada. De particular importancia para atoxici-
dade parece ser a associacao do cisplatinum com gentamiciné e
cefalotina. Quatro pacientes tratados com essa combinagao de-
senvolveram severa necrose tubular aguda que écorreu em alguns
dias ou em duas semanas apos a terapia, persistindo até a mor-

te.'®

pDéficit renal cronico tamhém tem sido verificado em pa-
cicntes sob tratamento com cis-DDP e acompanhados ate dois a-
nos?’" Os niveis de crcatinina plasmatica podem ndo estar eleva-

dos, a despeito da queda da filtragao glomerular, devido aose-

vero estado de emaciamento desses pacientes,

O mecanismo da lesao renal do Cis-DDP nao € conhecido.
0 cisplatinum se acumula no cdrtex rcnal (mitocondria e cito-
sol) e tem sido sugerido que sua toxicidade seria mediada pela
acumulagdo celular e subseqllente conversdo a um metabolito (Pt

Cl4) que causa lesao tecidual ao reagir com grupos SH.

Recentemente, Safirstein e colaboradores confirmaram
os resultados aqui referidos, de que ratos com diabetes melli-

tus nao-tratado induzido por streptozotocina sdo protegidos da
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nefrotoxicidade do platinum. Esses autores também encontraram

um conteldo renal de cisplatinum 38% menor nos ratosdiabéticos
por streptozotocina do que nos ratos-controle e sugeriram que
outros efeitos da streptozotocina sobre a fungdo celular, além
do efeito diabético, podem estar envolvidos na protegdo obser-

vada &°

2.4 PREVENGAQ:- DA IRA EXPERIMENTAL EM VARIOS
MODELOS ANIMAIS

Expansao aguda do compartimento extracelularf® vaso-

dilatadores renais,®’ inducdo de hipertonicidade do compartimen-
] . 58 - - . 69,705,771 .
to extracelular’ e diurese osmotica, " '’ constituem-se emma-

nobras GUteis de protecgdo contra IRA experimental em varios mo-

delos animais.

Agentes diuréticos também tém demonstradoefeitos pro-
tetores. 0 manitol, utilizado com salina, protegeu ratos con-
tra a IRA induzida por glicerol,’? cnquanto que a furosemida

preveniu a IRA induzida pela metemoglobina em caes.”?

A furosemida, clorotiazida, acetazolamida,triantere-
no, ¢ altas doses de acido etacrinico protegeram ratos priva-
dos de sal e ratos desidratados contra a IRA induzida pela me-

b

temoglobina-ferrocianeto./* A diurese produzida pela furosemida

preveniu a IRA secundaria a obstrugao tubular que se segue apos

75,76

altas doses de acido folico. Entretanto, doses baixas eal-

tas de furosemida nao tiveram nenhum efeito no desenvolvimento

da IRA secundaria ao cloreto de mercurio.’

A administragdo cronica de salina protegeu ratos com-
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tra a IRA induzida pela HgClzz8 dicromato,’® uranil nitrato®® e
glicerol.!’ A administracdo de salina por tempo prolongado &,
conhecidamente, uma manobra capaz de suprimir o conteudo cor-
tical de renina. Conseqlentemente, tem sido postulado um papel
relevante para o conteldo intra-renal de renina na patogénese,

da IRA experimental.

A ingesta de KCL na dieta, por duas semanas, resulta
num grau intermediario dé& supressdo do conteldo renal de reni-
na e num grau intermediario de protegdo contra a IRA induzida

por HgCl2 no rato.’”

Recentemente, tem-se demonstrado, entretanto, que a
deplecao cortical renal de renina ndo € necessaria para prote-
ger contra a IRA induzida pela mioglobinuria aguda e pelo ura-
nil nitrato, e que a protegao presente se correlaciona com o

estado de excrecdo de s6dio, no momento do insulto??®

Thiel e colaboradores’® demonstraram protecao contra
a I[RA induzida por glicerol tambCm na auséncia de supressao da
renina cortical. Esses investigadores propuéeram que a protecao
observada fosse considerada como resultado do alto fluxo wuri-
nario. As manobras consideradas protetoras, neste estudo, en-
tretanto, cram associadas com natriurcse. Além disso, um fluxo
urinario ainda mais alto do que o observado em animais sob in-
gesta cronica de salina n@o protege animais que ingerem solu-
¢oces glicosadad?® ou ratos comdiabetes insipido experimental 88’84
Os resultados de tres estudos, utilizando diferentes nefroto-
xicos (glicerol, wuranil nitrato e HgClZ), sugerem que o esta-

do dec¢ excregao de cloreto de s6dio € provavelmente o maior de-
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terminante da susceptibilidade dos animais paradesenvolver IRA

. 80182985
experimental.

Recentemenre, foi relatado que as prostaglandinas pa-
recem ser as mediadoras da protegao contra a IRA experimental
conferida por transplantes de medula renal’® A liberagio de
prostaglandinas pode ser responsavel pela protecgdo exercidape-
la sobrecarga com salina, bem como pelos diuréticos. Tem sido
demonstrado que a furosemida e o acido etacrinico ocasionam li-

beracdo de prostaglandina e aumento do fluxo sangliineo renal.?’

A inibigado da sintese das prostaglandinas pela indo-

metacina, por outro lado, agrava a IRA induzida peloglicerol.®®

Deve-se aqui enfatizar que, em todos os estudos que
demonstram com sucesso protegdo contra a IRA induzida por dro-
gas, a fungao renal se manteve preservada, mas estava associa-
da a graus variados de anormalidade tubulares ou a franca ne-

crosc tubular aguda.

Saliente-se que os modelos experimentais wutilizadas
‘nos estudos citados diferem muito entre si, o que dificulta a
determinagao da relevancia individual de cada manobra experi-

mental e sua relagdo com a lesdo patogenética da IRA.

Apesar disso, os modelos experimentais poder ser u-
teis no entendimento dos modelos nefrotdoxicos apresentados no

presente estudo.
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2.5 - PREVENCAO DA IRA INDUZIDA PELA GENTAMICINA
EM MODELOS ANIMAILS

Os estudos experimentais sobre a protecao contra IRA
induzida pela gentamicina sdo poucos e de resultados nao-exi-

tosos.

Bennett e colaboradores'' ndo observaram protecdo con-
tra a nefrotoxicidade da gentamicina em ratos Fischer 344 que

receberam uma dieta com maior teor de NaCl.

Evan e colaboradores’’detectaram anormalidades glo-
merulares em rins de ratos que receberam gentamicina dadose de
20mg/Kg/dia, durante 4 semanas, sob dois niveis de ingesta de
sodio: dieta regular para ratos e dieta com 8% de sal.As modi-
ficagdes morfologicas foram descritas como distintamente menos
severas no grupo com teor alto de sodio, e isto ocorreu a des-
peito da auscncia de azotemia em ambos os grupos. Os autores
concluiram que a lesao glomerular era influenciada pelo balan-

-y 89
go de sodio.

0 uso de diureticos como agentes protetores tem sido

controverso, com alguns efeitos benéficos registrados por Pe-

0

tersen e colaboradores, no camundongo,’® em oposigdo ao aumento

de nefrotoxicidade observado por Adelman e colaboradores nocao?!

Tem sido relatado o agravamento da nefrotoxicidade da

92593

gentamicina pela acidose metabdlica. Entretanto,a protecgao

conferida pela alcalinizagdo e duvidosa.

Constata-se melhora na nefrotoxicidade e diminuigdo

do conteudo cortical renal de gentamicina quando se administra
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bicarbonato de sddio concomitantemente com gentamicina’’ Emcon-
traste, quando se substituiu a dgua dos animais por NaHCO;,a 1%
antes e durante a administragao de gentamicina,na dosede 40mg/
Kg/dia, durante 14 dias, ndo houve melhora da nefrotoxicidade

ou de acumulagdo cortical renal de gentamicina.Mais importante:

~ . e ~ . 93
houve a formagdo de calcificagOes renais.

Da mesma maneira, a administragao de probenescide nio

protegeu ratos contra a nefrotoxicidade da gentamicina.®®

Whelton e colaboradores,g6 numa série de estudos,ava-
liaram a influéncia do estado de hidratagdo e pH urinario, na
concentracdo de gentamicina do cortex renal, da medula e papi-
la de 28 cdes submetidos a administragao da droga. Os estudos
demonstraram que o estado de hidratagao e pH da urina ndo in-
fluenciam significativamente a distribuigdo intra-renal carac-
teristica da gentamicina. Em outras palavras, nao existe uma
"lavagem" da gentamicina do parenquima renal durante a diurese
aquosa., A fungdo renal, entretanto, nao foi avaliada neste es-

tudo.’®

0 efeito de solugdes comerciais de aminoacidos foiin-
vestigado no rato Fischer 344, tratado com gentamicina (40mg/

7

Kg/dia) por Whelton e colaboradores.’’ 0Os animais que forma in-
P q

fundidos com a solugao apresentaram maior deterioragao da fun-

¢3o renal, alta morbidade e necrose tubular mais severa. °’

Nefrcectomia unilateral realizada 6 dias antes da ad-
ministragao de gentamicina resultou em menor nefrotoxicidade do
que em ratos intatos identicamente tratados?® Quando a nefrec-

tomia era feita 2 dias antes da administracao de gentamicina

>
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nao se observava nenhum efeito protetor.

Furuno e colaboradores,’’® recentemente,identificaram
o efeito protetor de um monossacarideo D-glucarato sobre a ne-
frotoxicidade da gentamicina. Foi também constatado um efeito
protetor, porém menor, com os acidos sacérico,hexauaniéo e he-

xaldénico. ®?

Medidas da filt;agéo glomerular total e isolada (GFR,
SNGFR), do fluxo plasmético glomerular e do coeficiente de fil-
tracdao Kf em ratos tratados com gentamicina e cronicamente man-
tidos, seja com salina isotdnica, ao invées de agua, ou capto-
pril oral, mostraram menor declinio da filtragdo glomerular to-
tal e isolada em ambos os grupos: salina e captopril.?’'0s efei-
tos da gentamicina sobre o SNGFR, fluxo sangufneo renal e Kf
foram claramente abolidos pelo captopril. Entretanto, nao foi
detectada protegdao morfoldgica, e a lesdo tubular proximal foi

similar em todos os grupos.®’

A administragdo simultdnea de cefalotina sadica (500
mg/Kg/dia), com quantidades equimoleculares de paraaminoipura-
.to ou NaCl, a ratos que recebiam 10-100 mg/Kg/dia de gentamici-
na, resultou em modesta melhora da insuficiénéia renal.A adi-
¢ao de cefalotina trouxc significativa redugdo da necrose tu-

~ Lo . 100
bular, nio observada com paraaminoipurato ou NaCl sozinhos.'®

Foi relatado oagravamento da insuficiencia renal quan-
do gentamicina 40mg/Kg/dia e indometacina Smg/Kg/dia foram ad-

ministradas simultaneamente a ratos,!?!»102

A diurese osmdtica induzida pelo isosorbide ndo pro-
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tegeu nem melhorou a nefrotoxicidade da gentamicina emratos que
receberam 30, 60, 120, 160mg/Kg de gentamicina durante dezdias.
Nao se constataram diferengas na acumulacdo cortical de genta-
micina, das diferentes doses, entre os animais submetidos ou nao
a diurese. Nio houve registro de protegdo morfoldgica;na ver-
dade, com a dose de 120mg/Kg, a incidéncia e a severidade das
lesGes renais foi maior nos animais submetidos a diurese.Em com-
plementacdo, a diuresc oséGtica nao preveniu nem reduziu sig-
nificativamente o grau de enzimGria, que foi maior nos animais

. . 1
sob diurese.'®?

Demonstrou-se, em trabalho recente,queo diabetesmel-
litus ndo-tratado confere uma protegao completa contra a IRA
induzida pela gentamicina. A administragao de'40mg/Kg peso cor-
poral/dia durante 14 dias, em ratos-controle, resultou no de-
senvolvimento de IRA, lisozimlria severa e necrose tubular a-
guda, enquanto que ratos com diabetes mellitus induzido expe-
rimentalmente, igualmente tratados, exibiram completa protegdo

morfolégica e funcional (Tabela 1).

Quando ratos DM rcceberam dose maior de gentamicina,
(70 mg/Kg peso corporal/dia/l4 dias), também demonstraram pro-
tegdo completa (Tabela I). Ratos com diasbete insipido heredi-
tario, tratados com o mesmo regime de gentamicina, tiveram me-
lhora na IRA e nccrose tubular aguda focal, quando comparados

com ratos-controle Brattleboro.

Conclui-se,destes estudos, que a protecgao obtida con-
tra a gentamicina cstava relacionada em parte coma excregaoau-

mentada de solutos, caracteristica dos animais poliﬁricos dia-



TABELA 1

PROTECAO COMPLETA CONTRA A NEFROTOXICIDADE DA GENTAMICINA NO RATO
DIABETICO NAO-TRATADO (ADAPTADO DE TEIXEIRA ET ALII)*

CONTROLE (C) P DIABETICO (DM) P DIABETICO-DOSE
(9) DMvsC (10) DDAvsDM ALTA (DDA) (6)
Basal
Glucose plasmatica 126 + 5 <0.001 615 * 23 n.s. 605 £ 29%%
(mg/100 ml)
Volume urinario 11 + 1 <0.001 109 £ 9 0.05 142 & 12%%
(ml/dia) .
Clearance da creatinina 1.6 + 0.2 <0.001 2.3+ 0.2 n.s. 2.2 = (0.2%
(ml /min)
ApOs gentamicina*
Maxima modificagao no clea- ¥y85 % 6 <0.001 433+ 5 n.s, V25 & gkx
rance da creatinina (%)
Pico de lisozimiria 5211 +1549 <0.001 0 n.s, 0% *
(ug/dia)
Gentamicina no rim 405 + 34 <0.01 251 = 26 n.s. 306 + 36

(ug/g tecido umido)

* Ratos-controle e diabeticos receberam gentamicina na dose de 40 mg/kg peso/dia durante 14 dias; ratos diabeticos-dose
alta receberam 70 mg/kg peso/dia de gentamicina durante 14 dias,

*% p < 0,001 diabetico-dose alta vs controle;

* p < 0.05 diabetico-dose alta vs controle.
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béticos ndo-tratados e, também, que a protecao estava associa-

da a uma menor acumulacdo de gentamicina no cdrtex renal.!

Tem-sc¢ também demonstrado que estes ratos diabéticos

. - . - . . . ~
protegidos precocemente, apds o inicio da administragdo de gen-
tamicina (pelo 3° dia), possuem uma acumulagdo de gentamicina,
no cortex renal, expressivamente menor do que os controles!Is-
to corre num prazo de tempo em que os ratos-controle ndo mani-
festam ainda compromentimento da fungdo renal ou aparecimento

de lisozimiria.

Estas observagoes sugeriram que fatores que diminuem
4 acumulagdo cortical rcnal de gentamicina, ao inicio de suaad-
ministracdo, foram responsaveis em parte pela protecdo obtida

nos ratos diabéticos contra a gentamicina.l
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3.1 ANIMALIS EXPERIMENTAIS

Estudaram-se ratég femeas Sprague-Dawley,pesando 200~
300 g, divididas em dois grupos emparelhados por idade:contro-
les (C) e diabéticos ndo-tratados (DM). O diabetes mellitus foi
induzido por injecao endovenosa de Streptozotocina (50—60 mg/
Kg/peso, 4-6 meses antes dos estudos para os experimentos n°® 1
¢ n® 2, e 5 semanas antes do experimento n® 3, conforme descri-

104
to por Junod e colaboradores.

0 estado diabetico foi definido por persistente ele-
Vagdo da glicose plasmatica (»500 mg/dl), persistente glicosi-
TIld +4+ g ++4+ ¢ polilria acentuada (>70 ml/dia). Estes animais
também exibiam outras caracteristicas da doenga; Como: menor pe-
SO0 corporal do que seus controles, por idade, presenca decata-

Tatas ¢ diminuicao de depositos de gordura.

Na ocasiao dos experimentos 1 e 2, as ratas DM apre-
Sentavam diabete durante 4-6 meses e tinham de 8-12 meses de i-
dade. No experimento 3, as ratas DM apresentavam iguais carac-
teristicas de estado diabético e, por ocasiao do estudo, tinham
11,5 semanas de idades e seu diabetes estava presente ha somen-
te S semanas. Nos experimentos 4 e 5, as ratas DM apresentavam

diabetes durante 4-6 meses e tinham de 8-12 meses de idade.
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3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAILS
3.2.1 Experimentos 1 e 2

As ratas-controle e as ratas com DM, com diabetes de
58 semanas de duracao, receberam, durante 11 dias, uma dose ma-
Ciga de 200 mg/kg/peso/dia de gentamicina subcutanea, dividida

em duas doses iguais. .

Tal experimento foi delineado para testar a protecgdo
C a sobrevivencia apos uma dose maciga de gentamicina.Alémdis-
so, tambeém foram estudados 3 animais injetados com Streptozoto-
Cina e que espontaneamente perderam seu estado diabetico (gli-
Cose plasmatica menor que 200 mg/dl). Estes animais serviram ao
proposito de estudar o efeito do desaparecimento do estado dia-

betico, além de constituirem um outro grupo-controle.

Assim, subdividiu-se o grupo de ratas com DM em:DM e

streptozotocina nao-hiperglicemico (SNH).

As ratas foram estudadas num protocolo do tipo sobre-
‘Vida. Todos os animais foram mantidos emgaiolas metabolicas in-
dividuais durante o periodo experimental de 11 dias. Alimenta-
ram-se com ragdo rcgular para ratos e recebiam agua "ad libi-
tum". O peso corporal ¢ amostras de sangue da veia da cola fo-
ram obtidos imediatamente antes da administracgao da primeirado-
$e de gentamicina, e nos dias 2, 4, 7, 9 e 11 do periodo expe-
rimental nas ratas que sobreviveram. As amostras de urina, co-

lhidas nos mesmos dias, foram analisadas para lisozimuria.

Os animais que sobreviveram tiveram os rins removidos
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ao final do experimento, para determinacgao do conteldo renal de
gentamicina e avaliacdo morfologica. Daqueles que nao sobrevi-

veram, os rins foram removidos logo ap0s a morte.

3.2.2 Experimento 3

As ratas-controle- e as DM, com diabetes de 5 semanas
de duracdo, receberam uma dose "standard” de gentamicina(40mg/

kg peso/dia) durante 14 dias.

Delineou-se este experimento para avaliar a protecgao
conferida pelo estado diabético de curta duragao (5 semanas).
Todos os animais foram mantidos em gaiolas metabolicas indivi-
duais e possuiam livre acesso a dgua e racdo regular para ra-

tos.

Apos um periodo de adaptagdo inicial, de 3 dias, se-
guiu-se um periodo basal de 2 dias e um periodo experimental de
14 dias durante o qual todos os animais receberém 40 mg/kg pe-

so/dia de gentamicina subcutanea, divididos emduas doses iguais.

Obtiveram-se amostras de sangue da veia da cola eco-
lecdo de urina de 24 horas durante o periodo basal e nos dias
4, 7, 11 ¢ 14 do periodo experimental. Fizeram-se as seguintes
determinacges: hematdcrito, nitrogenio uréico, glicose, creati-

Nina, sddio, potassio e osmolalidade.

Mediram-se, na urina de 24 horas, osmolalidade, gli-
Cose, creatinina, sodio, potdssio e concentragac de lisozima.

O peso corporal foi medido nos mesmos dias e calculados, pelas
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equagoes usuais, depuracao de creatinina endogena e clearance

osmolar.

No 15¢ dia, sob anestesia leve com Inactin, os rins
foram perfundidos, "in situ', com Ringer até o branqueamento do
parenquima renal. Um rim era entdo removido, para determinagdo
da gentamicina tecidual, e o outro rim, fixado, "in situ', com
Solugao de Karnowsky durant; 35-4 min; prepararam-se fragmentos

de tecido para microscopia de luz e eletronica.

3.2.3 Experimento b

As ratas-controle e as ratas com DM receberam uma do-

se Unica, intraperitoneal, de 4 mg/kg peso de cisplatinum.

Este experimento foi delineado para avaliar a prote-
Ca0 conferida pelo estado diabético contra a IRA induzida por

Cisplatinum.

Apds os periodos de adaptagao inicial, de 3 dias, e o
Periodo basal, de 2 dias, administrou-se cisplatinum em todos

0S animais, que foram entao observados por mais 6 dias.

Obt iveram-se amostras de sanguc da veia da cola eco-

lecdao de urina de 24 horas durante o periodo basal e nos dias

L, 2, 4 ¢ 0 do periodo experimental.

Determinaram-se hematocrito, nitrogenio uréico, gli-

Cose, creatinina, sodio, potdssio e osmolalidade.

Volume urinario, osmolalidade, glicose, creatinina,
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sodio, potassio e concentracao de lisozima foram medidos na u-
rina de 24 horas. Mediu-se o peso corporal nos mesmos dias e
Calcularam-se, pelas equagoes usuais, depuragac de creatinina

€ clearance osmolar.

No 69 dia, sob anestesia leve, com Inactin, ambos os
rins foram perfundidos, "in situ', com Ringer até o branquea-
mento do parenquima renal. Os rins eram entao fixados, "in si-

tu", com solugdo de Karnowsky, durante 3-4 min, e fragmentos de

tecido preparados para microscopia de luz e eletronica.

3.2.4 Experimento 5

As ratas-controle e as ratas com DM receberam uma do-

$¢ unica, intraperitoneal, de 2 mg/kg peso de uranil nitrato.

Lste experimento foi delineado para avaliar a prote-
a0 conlerida pelo estado diabetico contra a IRA induzida pelo

Uranil nitrato.

Mantidos todos os animals cm gaiolas metabdlicas in-
dividuais, tinham livre acesso a agua e racdo regular para ra-

tos.,

Apés um periodo de adaptagdo inicial, de 3 dias, se-
guido de um periodo basal, de 2 dias, todos os animais recebe-

tam uma dose intraperitoneal unica de uranil nitrato e foram ob-

Servados por mals sete dias.

Obtiveram-se amostras de sangue da veia da cola eco-

leciio de urina de 24 horas durante o periodo basal e nos dias
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1, 2, 4 e 7 do perjodo experimental.

Determinaram-se: hematocrito, nitrogénio uréico, gli-

Cose, creatinina, sodio, potassio e osmolalidade.

Mediram-se, na urina de 24 horas, volume, osmolalida-
de , glicose, creatinina, sédio, potdssio e concentracao de 1i-
Sozima. Nos mesmos dias, mediu-se o peso corporal ecalcularam-
Se, pelas equagOes usuais, depuracao de creatinina endogena e

Clearance osmolar.

No 79 dia, sob anestesia leve com Inactin, os rins fo-
ram perfundidos, "in situ", com Ringer até o branqueamento do
D&rénquima renal. Os rins foram entao fixados,‘”in situ", com
Solugao de Karnowsky, durante 3-4 min, e fragmentos de tecido

Preparados para microscopia de luz.

3.2.5 Experimento 6

Estudaram-se as ratas-controle e ratas com DM, nor-
‘Malmente hidratadas. Todos os animails tinham 6 meses de idade

¢ diabetes por quatro meses, quando do estudo.

Mantidos todos os animais em gaiolas metabGlicas in-
divjduais, tinham livre acesso a agua e ragao. O protocolo ex-
Perimental consistiu de um dia basal {(dia 0), imediatamente se-
8uido pela injecdo endovenosa, na veia da cola, de Renografin,
Na dose de 5 ml/kg. Dois animais, em cada grupo, foram injeta-

dos com uma dose maior, de 12.5 ml/kg.

Obtiveram-sc amostras de sangue da veia da colae co-
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lecao de urina de 24 horas durante o periodo basal e, diaria-
mente, durante os 4 dias do periodo experimental. Hematodcrito,
Nitrogenio urcéico, glicose, creatinina, sodio, potdssio e osmo-

lalidade foram os elementos determinados.

Mediram-se, na urina de 24 horas, osmolalidade, gli-
Cose, creatinina, sodio, potassio e concentracdo de lisozima.
Mediu-se o peso corporal, nos mesmos dias, e depuracao decrea-
tinina enddgena e clearance osmolar foram calculados por equa-

§o0es usuais.

No 4¢ dia, sob anestesia leve com Inactin,os rins fo-
ram perfundidos, '"in situ', com Ringer até o branqueamento do
Darénquima renal. Os rins foram entao fixados, "in situ'", com
So0lucao de Karnowsky, durante 3-4 min, e fragmentos de tecido

Preparados para microscopia de luz.

O experimento acima exposto foi delineado para testar
O efeito do contraste radioldgico sobre a funcgido renal deratos

Normais e ratos diabeticos normalmente hidratados.

3.2.6 Experimento 7

Para testar a possibilidade de que a idade e a desi-
dratagﬁo representem fatores de risco no desenvolvimento de IRA
Induzida por meio de contraste, delineou-se mais um experimen-

to,

Estudou-s¢ a funcgdo renal em ratas com DM (induzido

Por Streptozotocina, 65 mg/kg, 17 meses antes) da especie Spra-
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gue-Dawley, com 19 meses de idade, e em ratas-controle da mes-

Mma especie, emparelhados por sexo e idade.

Os animais foram desidratados durante 24 horas, antes
da injegao intravenosa unica de methylglucaminediatrizoate(Re—

nografin 76%), na dose de S ml/ kg.

Os demais aspectos do protocolo coincidem com os ja

C1ltados no experimento n® 6.

3.3 METODOS
3.3.1 Determinagoes quimicas

Determinou-se, pela técnica 'standard" do Autoanaly-
zer Technicon, nitrogenio uréico, glicose plasmatica e creati-

Nina urinaria (nos animais ndo-glicosuricos).

Creatinina plasmatica e urinaria (nos animais glico-

Sﬁricos) foram determinadas pelo método de Hare,'°® usando-seum

CSpectrofotGmctrQ Beckman, modelo 35. Em virtude da possibili-
06

‘dade de interferéncia de altas concentragdes de glicose,’ e-
Xaminou-se este aspecto.

Nenhuma interferencia no plasma foi detectada com os
Niveis de glicose encontrados neste estudo (menos de 1000 mg/

100 m1). Urinas com altas concentragées de glicose (4-12 g/100

M1) mostraram uma leve tendéncia (<5%) de fornecer leituras de

Creatinina mais altas.

0 cdlculo da depuragado da creatinina endogena no ra-
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to nao-anestesiado, combinando as técnicas de Hare para a crea-
tinina do plasma e urina ou a técnica de Hare'°® para creatini-
Na plasmatica e a técnica do "autoanalyzer" para a creatinina
urinaria, tem fornecido excelentes resultados neste laborato-

rio (Vaamonde C.A.; Kelly J., observagdes ndoc publicadas).

Quando comparado.;om o metodo da inulina C14 carbo-
X1l, medido simultaneamente, as relagéesentreclea?anceda crea-
tinina/clearance da inulina foram as seguintes: clearance da
Creatinina (plasma Hare, urina Hare)/Cl4 clearance inulina: 1.03
* 0.04 (n=29); clearance da creatinina (plasma Hare/urina auto-

analYzel”)/C14 clearance da inulina: 1.09 £ 0.04 (n=37).

Determinaram-se sodio e potassio no fotometro decha-
Ma IL e osmolalidade no osmometro Fiske. Hematocrito foi medi-

do em triplicata, com uma centrifuga microcopilar da Interna-

tional Bquipment Co.

Mediu-se a lisozimiria, marcador urinario de lesdo tu-
bular, pela técnica de difusao radial (Hallstad Laboratories,
Chaska, MN) e os resultados foram expressos em ug/24 horas.Ni-
Vels ndo-detectiveis de lisozima urinaria com o método empre-

gado neste estudo foram menores que 4.3 ug/dl.

As amostras de urina dos animais polilricos foram con-
Centradas com 1infogel para confirmar a ausencia de lisozimi-
ria. Determinou-se a glicose urinaria atraves do'analyzer'" Beck-

Man para glicose, o qual utiliza o metodo da glicose oxidase.
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3.3.2 Estudos morfologicos

No Ultimo dia do periodo experimental, sob anestesia
leve com Inactin (Promonta, Hamburg, Germany), a aorta abdomi-
nal foi exposta cirurgicamenté e canulada retrogradamente.Clam-
Peada acima das artérias renais apds ter iniciado a perfusao com
Ringer oxigenado e a abertura da veia cava inferior; os rins fo-
ram perfundidos para eliminacdo do sangue até o branqueamento
do parénquima. L[m seguida, ligou-se o pediculo renal direito e
removeu-se¢ o rim para determinacao de gentamicina tecidual. A
Perfusao de fixagao do outro rim foi iniciada com 100 ml de fi-
Xativo de Karnowsky a uma pressao de 140 mmHg e 30°C de tempe-
fatura. O rim foi removido e cortado em fatias, entao imersas
em fixativo de Karnowsky, por 12 horas no minimo, a 40°C. Pro-
Cessaram-se alguns cortes para microscopia de luz,que foram em-
bebidos em butoxyethanolglycol-methacrylate (Polysciences, War-
Tington, Pa.), seccionados no microtomo Sorvall JB-4, secoes de
2-3 micron, e corados com hematoxilina-eosina e acido periédi-

Co de Schiff.

Para microscopia eletronica, os fragmentos de tecido
foram lavados com "buffer" de fosfato a 0.1% e sacarose, e cor-
tados em pegas de 1 mn® de dimensdo. Realizou-se a pos-fixagdo
com tetroxido de osmio a 2% em "buffer'" de fosfato a 0.1%. Apos
4 desidratagdo, numa série gradual de alcoois e oxido de propi-
leno, embeberam-se os blocos de tecido em Epon.SegOes semi-fi-

nas foram coradas com azul toluidina e segoes ultrafinas foram

Coradas com uranil acetato e citrato de chumbo.
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A avaliacao quantitativa dos estudos morfologicos foi
feita pelo patologista (Dr. V. Pardo) sem conhecimento previo

da origem do rim, utilizando l4minas codificadas.

3.3.3 Determinagoes teciduais

Removeu-se uma cunha de cortex renal emedula que, pe-
Sada, homogeneizada em 0.2 M tris-buffer, foi colocada em ba-
nho-maria a 56°C, durante 30 min. O tecido homogeneizado foire-
Movido do banho e centrifugado por 10 min, a 2000 RPM; o sobre-
Nadante foi separado e guardado a 4°cC para analise posterior.
Mediu-se o contelido renal de gentamicina em duplicata pelo en-
Salo enzimatico radioquimico (14C gentamicin, P.L. Biochemicals,
Inc., Milwaukee, Wl) e os resultados foram expressos em ug/gde
tecido renal Gmido. Os estudos de reduplicagdo mostraramumava-

Tiagdo de 3.0 a 3.9% entre as amostras.

A recuperacao de gentamicina do tecido ‘renal foi de
91 £ 1 (8£)% (n=20), sem diferengas entre controles e diabeti-
Cos. Determinou-se o peso do rim apos a remogdo da gordurae se-
Cagem leve em papel absorvente. O conteido de agua .no tecido
renal foi determinado, secando-se um fragmento Trepresentativo

de tecido renal até se obter um peso constante em dessecador ter-

Mico,

3.4 ANALISE ESTATISTICA

As técnicas ''standard) parametricas e nao-parametri-

€as (Mann-Whitney test)'®’’!?? sdo responsaveis pela analise es-
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tatistica de dados emparelhados e nao-emparelhados.

Um valor de p maior que 0.05 foi considerado estatis-
ticamente ndo-significativo (NS). Todos os dados se apresentam

como media * SE.
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4.1 EXPERIMENTO 1 - EFEITO DA DOSE MACILA DE
GENTAMICINA NA SOBREVIDA

A Tabela 1I ilustra a sobrevida de ratos que recebe-

ram gentamicina na dose de 200 mg/kg/peso, durante 11 dias.

Todos as quatro ratas DM estavam vivas ao final do ex-
perimento, enquanto, de forma contrastante, as ratas-controle

niao sobreviveram alem do 6° dia.

As ratas-controle mostraram lisozimiria macica, que
apareceu ja no 1° dia, enquanto os animais DM apresentaram au-
sencia de lisozimlria ou um grau minimo dela. Nas ratas DM, en-
tretanto, a creatinina serica aumentou do valor medio basal de
0.34 + 0,01 para 1.1 * 0.5 mg/dl, no 11° dia, e o conteudo re-
nal de gentamicina foi significativamente menor do que nos ra-

tos-controle.

Na Figura 1, € possivel apreciar que, apos aadminis-
tagao de uma dosc maciga de gentamicina, a rata-controle apre-
sentou uma destruigao completa das estrutura tubulares; ja as
lesoes de necrose tubular aguda foram consideravelmente menores

na rata diabcética.



TABELA T1

SOBREYIDA.APOS ADMINISTRACAO DE DOSE MACICA DE GENTAMICINA E
EFEITO DO DESAPARECIMENTO DO DIABETES SOBRE A PROTECAO

NOMERO DE ANIMAIS VIVOS APOS GENTAMICINA GENTAMICINA NO RIM

(200 mg/kg/dia) (Hg/g tecidoamido)
DIAS 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Controles 3 33 32 2 1 0 0 0O 0 0 849 * 58
p<0.005
Diabetes Mellitus b6 4 4 & &4 & 4 4 4 4 4 4 © 261 t 55
p<0.005
Streptozotocin
Nao-hiperglicemicos* 33332 00 0 00 0 O 625 * 32%

* Estes animais desenvolveram diabetes apos administracao de streptozotocin, entretanto na
ocasiao do estudo nao mais apresentavam hiperglicemia (glicose sangliinea < 200 mg/dl) ou

politGria.

* p < 0,05 vs ratos-controle.
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klgurg-lb: Aspectos de microscopia de luz em rato-controle e
rato diabetico que receberam 200

' ce mg/Kg peso de gentamicina du-
rante 11 dias. ® o
Acima (Controle) — O glomerulo esta cercado por extensas a-
res de necrose celular com residuos celulares na luz do tu-
bulo proximal. Este rato morreu no 69 dia do estudo

Abal¥0 (biabetico) - As lesoes da necrose tubular aguda sao
consistentemente menores em numero e severidade, Este animal
foi sacrificado no 129 dia do estudo. Magnificagao X 500
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L.2 EXPERIMENTO 2 - EFEITO DO DESAPARECIMENTO DO
ESTADO DIABETICO NA SOBREVIDA

Os tres animais injetados com streptozotocina e que
espontaneamente perderam seu estado diabético (a glicose san-
gllinea era menor do que 200 mg/dl e os animails nao eram poliQ-
ricos na ocasiao do estudo) morreram antes do 5° dia de trata- '
mento com doce macig& de gentamicina e apresentaram extensas le-

soes de necrose tubular (nao-mostrada) (Tabela II).

0 seu conteudo renal de gentamicina foi menor do que
aquele dos animais-controle e significativamente maior do queo

conteuado das ratas DM.

4.3 EXPERIMENTO 3 - INFLUENCIA DA DURAGAO DO DIA-
BETES NA PROTECAO CONTRA A NEFROTOXICIDADE DA
GENTAMIC I NA

Em estudos anteriores,!

o diabetes esteve presente nu-
ma mcdia de 5 meses antes da administracao de gentamicina. No
presente cspudo, as ratas DM apresentavam diabete por somente
5 scemanas. As ratas-controle e as ratas DM foram injetadas com
40 mg/kg/dia de gentamicina por 14 dias.Os animais-controle de-
senvolveram IRA ndao-oligGrica, lisozimGria e necrose tubular a-
guda focal (Tabela III). Em contraste, as ratas DM com diabete
de curta duragao exibiram protecao completa, morfoldogica e fun-

cional, contra a gentamicina.



TABELA I1II

EFEITO DA DURACAO DO DIABETES SOBRE A PROTECAO CONTRA A NEFROTOXICIDADE DA GENTAMICINA*

CREATININA CLEARANCE VOLUME

DIA PLASMATICA CREATININA URINARIO L%§2§§§E§IA
(mg/dl) (ml/min) (ml/dia)
Diabetes Mellitus Basal 0.25 £ 0.01 2.1 £ 0.1 92 = 10%% 0
(=5) 4 0.26 * 0.01 2.2 0.1 83 £ 10%=* 0
7 0.25 £ 0.01%* 2.5 % 0.1%= 91 = 10*%* 0*
11 0.28 + 0,01%*% 2.9 = (Q.1*% 93 + 5F*® O*
14 0,30 = 0.01*%% 2,2 # Q.1%% 120 = 10%% 0*
Controles Basal 0.28 £ 0,03 1.7 £ 0,2 11 = 1 0
(=5) 4 0.29 = 0.02 1.8 £ 0.1 12+ 2 0
7 0.58 = 0.06 0.9 = 0.1 20 4 537 + 198
11 1.12 = 0.20 0.5 * 0.2 21 = 4 1987 * 448
14 0.67 %= 0,07 0.7 + 0.1 31 £ 5 653 + 384

% Os ratos diabeticos apresentavam diabetes por 5 semanas na ocasiao do estudo, Animais~

controle e diabeticos receberam gentamicina 40 mg/kg peso/dia durante 14 dias.

* (p < 0.01 DM vs C |MANN-WHITNEY TEST|); *% (p < 0,001 DM vs C).
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by EXPERIMENTO 4 - EFEITO DA ADMINISTRACAO DE
CISPLATINUM

A Figura 2 ilustra as modificagoes no clearance da
creatinina (Ccr), apdos a injegdo Unica intraperitoneal de 6mg/

kg de cisplatinum nas ratas-controle.e DM.

Apés a administracao de cisplatinum, as ratas-contro-
le mostraram rapida e acentuada queda no clearance dacreatini-
na, alcancando o maximo de 89% no 4° dia. Nao foidetectada 1i-
sozimliria e as ratas-controle exibiram uma modesta glicosdria

109 v ~
Extensas lesdes de ne-

apos a administragao de cisplatinum.
crose focal, dilatagao tubular e obstrugao, assim como infil-
trado intcersticial estavam presentes nos tubulos proximais ob-

tidos de ratos-controle.

IIm contraste, as ratas DM mostraram clearance de crea-
tinina normal, ausencia de lisozimlUria e estruturas tubulares
proximais normais, incluindo preservagao do bordo em escova da

109
membrana .

4.5 EXPERIMENTO 5 - EFEITO DA AODMINISTRACAO DO
URANIL NITRATO

As modificagoes na concentragao da creatinina serica,
observadas nas ratas-controle e DM, apds a administracdo intra-
peritoncal de uma dose Unica de 2 mg/kg peso de uranil nitrato,

sio mostradas na Tabela IV.

Dois entre os dez animais-controle morreram antes do



CLEARANCE DA
CREATININA

(mi/min)

3.0
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FIGURA 2 . Efeito do Platinum sobre o clearance
du creatinina enddgena em rotos controle ¢ diabdticos.
Todos os animais receberam uma dose unica de 8mg /
Kg peso de Platinum , administrada ao inicio do I1® dia
do estudo.




TABELA IV

EFEiTO DO URANIL NITRATO SOBRE A FUNCAO RENAL DE
RATOS DIABETICOS E CONTROLE

CREATININA SERICA (mg/dl)

CONTROLE P DIABETICOS
Basal 0.33 £ 0.02 (10) <0.01 0.27 £ 06.02 (10)
Dia 1 Dose unica de uranil nitrato, 2mg/kg peso
Dia 2 1.53 = 0.15 (10)* <0,001 0.38 + 0.02 (10)*
<0.01 <0.01
Dia 4 3.33 £ 0.33 (10)* <0.001 1.01 = 0.15 (10)*
n.s. n,s.
Dia 7 3.32 £ 0.81 (8)* <0.1 1.51 = 0.23 (10)*

* P < 0.01 ou maior comparado ao basal.



4° dia, ¢ os animais remanescentes estavam oliglricos e azote-

micos no 79 dia do estudo.

0 maximo declinio do clearance da creatinina alcan-
cou os 95%, a partir de um valor basal de 1.8 * 0.1 ate 0.1 #

0.05 ml/min (p < 0.001).

Nas ratas DM, a julgar pela elevacdo dacreatinina se-
rica e queda no clearance da creatinina (de 2.1 + 0.2 para 0.5
£ 0.1 ml/min p < 0.005), houve melhora danefrotoxicidade indu-

zida pelo uranil nitrato.

No 2° dia, a lisozimlria esteve presente em nove das
dez ratas-controle, ao passo que foi nao-detectavel em todos os

animails DM.

No 4°¢ dia, entretanto, a lisozimliria esteve presente
emseis das dez ratas DM. A necrose tubular aguda estava presen-

te em ambos os grupos.

4.6 EXPERIMENTO 6 - EFEITO DA ADMINISTRACAO DE
MEIO DE CONTRASTE |

A Figura 3 mostra o efeito do meio de contraste so-
bre a fungao renal nasratas DMc ratas-controle Sprague-Dawley.
stes animais tinham 5 a 6 meses de idade por ocasidoc do estu-
do ¢ diabete por 4 meses antes da administracdo do meio decon-

traste; além disso, eram normalmente hidratados.

No periodo basal (Tabela V), as ratas DM pesaram me-

nos (193 * 11 vs 284 % 11), tinham acehtuada hiperglicemia (615



TABELA V

EFEITO DO MEIO DE CONTRASTE I - DADOS DO PERIODO BASAL

CONTROLE DM

n= 6 P 6
Peso 284 = 11 0.001 193 = 11
()
Volume urinario 21 = 4 0.001 134 * 10
(ml/dia)
Clearance da creatinina 1.6 + 0.05 0.001 2.8 #
(ml/min)
Nitrogenio ureico 18 + 0.6 0.005 44
(mg/dl)
Glucose 75 = 7 0.001 615 £ 69
(mg/d1)
Het 48 + 1 0.01 52 +
(Z)
Na ' 142 ¢ 1 0.05 138 +
(mEq/1)
K 4.8 + 0,2 NS 4,7 %
(mEq/1)
Glicosuria Negativa N aai
Proteinuria 2+ 1 0,005 26 *

(mg/dia)




EFEITO DO RENOGRAFIN SOBRE O Ccr EM RATOS JOVENS,
NAO HIDROPENICOS, DIABETICOS E CONTROLES

4r— RENOGRAFIN
3 I E _ DIABETICO
i “I—'—- " (N =6)
CLEARANCE oessesl CONTROLE
DA CREATININA 2~ ,.3...,,....§._......§.- ¥ (N=6)
mi/min Tooe*’ * bl
<.00! <005 <005 NS <.05
] L
— % P <.005vs BASAL
ol | 1 1 | 1 j
0 1 2 3 4 5
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£ 69 vs 75 + mg/dl), glicosuria (++++), poliGria (134 = 10 vs
21 + 4 ml/dia), proteinuria (26 * 4 vs 2 + 1 mg/dia)e clearan-
ce da creatinina enddgena maior que as ratas-controle; valores

de p < 0.001.

Conforme pode ser observado na Figura 3, nao houve mo-
dificacoes na funcao renal, tanto das ratas DM comodas contro-
le. Entretanto, durante todo o estudo, as ratas diabeticas a-
presentaram umclearance de creatinina persistentemente mais e-

levado que os animais-controle.

L.7 EXPERIMENTO 7 - INFLUENCIA DA IDADE E
DESIDRATACAO 11

As difercngas no clearance da creatinina, previamen-
tc obscrvadas entre os grupos nas ratas jovens nao-hidropenicas
(M 2.8 + 0.2 ml/min vs C 1.6 ¢+ 0.05 ml/min; p < 0.001),nao es-
tavam presentes nas ratas diabeticas velhas (2.9 + 0.2) oucon-
troles (2.8 + 0.2), antes da desidratagdo. A proteinUrianas ra-
tas DM velhas foi maior (54 + 9 mg/dia) do que nas DM jovens
(26 + 4 mg/dia; p < 0.01) e do que nos animais-controle (C jo-

vens, 2 + 1; C velhos, 9 + 3 mg/dia;, p < 0.01) Tabela VI,

0 periodo de desidratacdo resultou em diminuigdo do

volume urindrio e em aumento na osmolalidade urinaria, em ambos

0S grupos.

A Tabela VI e Figura 4 mostram os efeitos da desi-

dratacgdo em alguns dos parametros estudados.Oclearanceda crea-



TABELA VI

DADOS DO PERIODO BASAL EM RATOS DIABETICOS

VELHOS
E EFEITO DA DESIDRATACAO I1I
_ ] CONTROLE DM
n= Ja P A
9 8

Peso B 370 = 23 <0, 005 257 + 18
(g) 0% NS NS 0%

D 371 £ 23 256 * 18
Volume urinario B 18 * 3 <0,05 60 * 15
(ml/dia) Y617 <0,01 <0.01 Y687

D 7 * 1 19 + 4
Het B 48 + 1 NS 52+ 3
*) v 2z NS NS + 47

47 1 <0.025 54+ 2

Clearance da creatinina 2,8 + 0 NS 2.9 + 0.
{(ml/min) <0.,1 <0, 001

D 2,2 * 0 <0,025 1,7 0.
Clearance da creatinina BvsD -14 = 5 <0.,005 ~40 + 5
(7
Osmolalidade urinaria B 1149 £+ 97 NS 1046 £ 64
(mOsm/ kg) ’ +57% <0.001 <0,001 +477

D 1803 + 100 NS 1533 = 101
Proteinuria 9 t 3 <0,005 54 + 9
(mg/dia) NS NS

D 9+ 4 <0.005 50 £ 10

B - antes da desidratagao

D - apos desidratacgao
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EFEITO DA DESIDRATACAO SOBRE 0S
VALORES BASAIS DE RATOS VELHOS

DIABETICOS E CONTROLES

1001 conTroLEN=9) [ ] DIABETICO (N=8)
80 - x
w9 * 68%
VOLU!ME 60l HYDRO-PENIA T
URINARIO
ml/dio 401~ Vei% *
20 }— x
T 2 %
<.001 <0l
2000 "57'6 441%
UosM V/
1000 - = 7
mOsm /Kg & | %/4
° <.0l < .00l
150 X¥sr%
Cosm 100
u/min _ 0%
; 7 %
< 05 < .01
3 L Ve - Yao%
Cc : 7//
r. 2
_ |
ml/min o %/, %//
NS < 00l

*pP <005Cvs DM

Fig. 4
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tinina diminuiu 40 + 5% (p < 0.001) nas ratas DM e somente 14

- 5% nos controles ), em decorrencis idratacao.
£ 5% S troles (NS) decorrencia da desidratacg

A Tabela VII e Figura 5 mostram as modificag¢oes no
¢learance da creatinina apdos o periodo de desidrataééo e apos a
administragao do meio de contraste. Conforme foi observado, a
desidratacao afeta o clearance da creatinina mais significati-
vamente nas ratas DM do que nos controles. As ratas DM rapida-

mente s¢ recuperaram da desidratagao, normalizando os valores

do clearance.

Deve-sc observar entretanto que, apesar desta recupe-
racdo significativa apds a desidratagdo, o clearance dacreati-
nina permancceu, apos a administracao do meio de contraste, sig-

nificativamente menor do que o valor basal ndo-hidropeénico.

As ratas-controle, bem como as ratas DM, nao eviden-

ciaram IRA induzida pclo meio de contraste.

A proteiniria aumentou nas ratas diabéticas apds o
meio de¢ contraste, enquanto a lisozimaria permaneceunao-detec-

tavel em ambos os grupos durante todo o estudo.

4.8 PATOLOGIA

Nio foram observadas evidencias histologicas de anor-
mal idades tubulares em ambos os grupos. Nas ratas DM, entretan-
to, havia um aumcnto da matriz mesangial (Escore 0-3;DM 2 (2-2)
vs controles 0.64 (0-1.5) p < 0.05, Rank test) e leve prolife-

racdo celular mesangial (Escore 0-3; DM 0.88 (0-2) vscontroles



TABELA VII

MODIFICACOES NO Cer APOS O PERIODO DE DESIDRATACAO (ml/min)
E APOS ADMINISTRACAQ DO MEIQ DE CONTRASTE (%) I1I

DESIDRATACAC MEIO DE CONTRASTE (7 ALTERAGAC APOS DESIDRATACAO)
(ml/min) DIA 1 DIA 2 DIA 3
DA
(n=8) 1.7 = 0.2 43 £ 19% 436 = 15% 234 = 14
B <0.025 <0.05 <0.05 NS
C 2.4 0,1 v 6% 5 ¥ 5% 9 + 9 7
(n=9)

* p < 0,05 vs Desidratagao NS = nao-significante
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MODIF ICAGAO
NO Cer
%

80

20

100

EFEITO DO RENOGRAFIN SOBRE O Ccr EM RATOS VELHOS,
_ HIDROPENICOS, DIABETICOS E CONTROLES.
— Hydropenia
| 'Renografin
Diagbetico @ enmmumeg@
Controle CeevesessaO
0-“..... § § .‘.‘,.5
S *on g‘ﬂgpl
o 'y x x
¥*
—— % P<.05 DM vs Basal
| 6§ P<.05 C vs Basal
| L | | | | i |
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19



62

O, p - 0.05 = NS {Tabela VIIIL).

Istces achados sao compativels com as lesoes morfold-
gicas caracteristicas do diabetes em ratos velhos,relatadas por

110
Mauner ¢ colaboradores.,



RATOS NECROSE TUBULAR ~MATRIZ MENSAGIA ":‘PRQLIFERA(;,S;O MENSAGIAL
NO (0-4) (0-3) (0-3)
Ratos-controle (N=9)
313 0 1,5 0
304 0 2 0
395 G 0.5 0
404 0 0.5 0
405 0 0.25 . 0
410 0 0.25 0
415 0 0.25 0
416 0 0.5 0
417 0 0 0
X 0 0.64 0
Ratos diabeticos (N=8)
263 0 2 0
264 0 2 1.5
269 0] 2 1.0
252 0 2 0
291 0 2 1.5
363 0 2 0
392 0 2 2
282 0 2 1
X 0 2 0.88
DMvsC NS p < 0.05 NS
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Filthagao glomerulan
Diurese osmotica

Sistema nenina angiotensina
Prostaglandinas

Aspectos metabolicos do diabetes

experimental



A TIRA continua sendo um fascinante problema eum cons- .

tante desafio para os investigadores.

Apesar de sua patogenese ainda permanecer um miste-
rio, ja se obtiveram grandes progressos no sentido de evitar seu

desenvolvimento.

Assim, a IRA causada por colapso circulatdrio pode ser
evitada gragas aos melhores cuidados pos-operatorios, hidrata-

¢ido correta, diurcticos osmoticos e dopamina.

Na atualidade, cerca de 25-50% de todos os casos de
IRA estido associados 4 nefrotoxicidade de drogas que usualmen-
te compoem o arscnal terapcutico e diagnostico de que se dis-
poe. Por esta razdo, ¢ de grande interesse o estudo dessas for-
mas de IRA secundaria a nefrotoxinas, o entendimento desua fi-

siopatogenia e a busca de sua prevengao.

Neste trabalho, essas nefrotoxinas estao representa-
das pela gentamicina, cisplatinum e contraste radiologico, dro-
gas que possuem significativo uso clinico e associagdo com IRA;
inclui-se tambem o uranil nitrato, que representa uma nefroto-

xina dc¢ uso experimental bastante estudada.

Lstudos elaborados com a finalidade de elucidar a pa-

togéncse ¢ a prevengdo da IRA induzida por nefrotoxinas tem u-
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tilizado uma varicdade de modelos animais e de manobras expe-
rimentais. Muitas das Ultimas incluem o uso de diurese osmoti-
ca ¢ aquosa, diurcticos e manipulagoes experimentais ou farma-
cologicas do sistema renina-angiotensina e prostaglandinas. Os

resultados tem sido de pequena ou nenhuma protegao.

Tem sido, cntretanto, relatada protegao parcial oual-
guma mclhora mensuravel da IRA, com persistencia das lesdes mor-

- - 5 7
forldgicas de necrose tubular aguda,®®’70781°83

As tentativas de proteger animais contra o desenvol-
vimento da IRA induzida pela gentamicina, utilizando hidrata-

9. -4 11 . - . . .
? ingesta aumentada de sodio, ' diuréticos®! e alcaliniza-

¢ao,’
¢do,” tem resultado em pequena ou nenhuma protegdo.A preserva-
¢do da funcgdo renal, com persistencia da lesao tubular, foi re-
centemente demonstrada no rato tratado com gentamicina e com ad-

ministracao concomitante de salina ¢ captopril ou somente cap-

topril.”"

Demonstrou-se¢ previamente a protegao completa, morfo-
logica ¢ funcional, contra a I[RA induzida pela gentamicina nos
ratos diabéticos polilricos ndo-tratados e sugeriu-se que fato-
res responsavels por uma precoce menor acumulagado de gentamici-
na no cortex renal poderiam ser, em parte,responsaveis pelapro-

tegdo. '

Nos atuails experimentos, estendem-se as observacoes e
demonstra-se quc o rato com diabetes nao-tratado exibe protecao
completa, morfologica e funcional, contra a IRA induzida pela

gentamicina em doses altas (70 mg/kg peso/dia) e moderadas (40
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mg/kg peso/dia). Apresenta também menor toxicidade em resposta
a doscs macigas (200 mg/kg peso/dia). Apesar da protecao depen-
der do estado diabético (Exp. 2), ocorreu independentemente da
duracgao deste (Exp. 3) e fol associada a uma menor acumulagao
cortical renal de gentamicina (Exp. 1, 2 e 3), confirmando os

estudos anteriores.

O(s) mecanismo(s) da protecao observado(s) contra a
IRA induzida pela gentamicina permanece(m) ainda ndo elucida-
do(s). A diurcse osmotica, entretanto, parece haver conferido

protecdo.’ Em adigdo, as perturbacdes metabdlicas dodiabete po-
dem ter determinado menor captacao renal de gentamicina e, as-

sim, contribuldo para a protegdo.

Em relato recente, constatou-se que o conteudo renal
de fosfatidilinositol diminui em ratos diabéticos, apds o tra-

tamento com gentamicinalt??

Uma vez que este fosfolipideo da mem-
brana e considerado o receptor celular ou *binding site' paraa
gentamicina no ""brush-border" da membrana do tubulo proximal,
postula-se que a diminuigdo da interagdo entre a gentamicina e
o receptor pode, em parte, explicar a protegao, observada emra-
tos diabeticos, contra a nefrotoxicidade induzida pela gentami-

. 111
cina.

Ao testarem-se outras nefrotoxinas, observou-se que
as ratas diabeticas exibiram protec¢do completa, morfoldgica e
funcional, contra a nefrotoxicidade induzida pelo cisplatinum;
constatou-se ainda que o estado diabético ndo preveniu,mas pro-

porcionou a melhora da nefrotoxicidade induzida pelo uranilni-
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trato.

Ficou cvidente tambem que, a despeito das manobras u-
tilizadas, as ratas diabéticas jovens e velhas, hidropenicas e
ndo-hidropenicas, ndo exibiram IRA induzida pela administracdo
de meio de contraste. Neste experimento, concluiu-se que o ra-
to com diabetes mellitus nao-tratado e o rato-controle nao-dia-
hético nido exibem uma maior sensibilidade aos efeitos nefroté-
xicos do meio de contraste, sob as condigoes experimentais es-

tudadas (desidratacao e idade avancada).

Portanto, pode-se concluir que a injegao de meio de
contraste, nas doses utilizadas, nao induziu a IRA nasratas hi-
dropenicas diabcticas e seus controles. A idade ndo influenciou
os cfcitos nefrotoxicos do meio de contraste nos animais DM ou

controles.

Assim, parece apropriado concluir que orato Sprague-
Dawley, com diabete induzido por Streptozotocina, ndo e omode-
lo apropriado para estudar a nefrotoxicidade dos meios de con-

traste relacionada ao diabete.

Estudos correntes indicam que dois mecanismos estado
envolvidos na patogenese da IRA induzida pelo cisplatinum. E-
xiste, primariamente, uma diminuicao da filtracao glomerular,
scja causada pela diminuigdo do fluxo plasmatico renal,seja pe-
la diminuigdo da permeabilidade glomerular. Alem disso,aretro-

difusdo do filtrado glomerular tambem parece estar significati-

vamente envolvida na patogenese desta forma de IRA.!'2

A IRA induzida pelo uranil nitrato € um modelo expe-
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rimental bastante c¢studado, e os mecanismos envolvidos na sua
fisiopatogenia sdo: as alteracdes da hemodinamica renal comdi-
minui¢do da filtracao glomerular de todo o rim, do nefronio e
diminuicao do Kf. Lstas alteragoes seriam mediadas pelo siste-
ma renina angiotensina e por outros hormonios renais vasoati-
vos, scndo compativeis com um mecanismo de controle tubulo glo-

merular (tubular glomerular feed back')!'?

Os mccanismos envolvidos, seja na protegao, seja na
melhora observada contra a IRA induzida pelo cisplatinum ou u-
ranil nitrato, nao podem ser esclarecidos pelo presente estudo.
Dados preliminares em estudos recentes de Safirstein e colabo-
radores®® conlirmaram os resultados desta pesquisa edemonstra-

ram uma menor acumulacao de platinum no tecido renal dos ratos

diabcéticos.

Pode-se considerar, entretanto, uma serie decaracte-
risticas do rato com diabetes nao-tratado e que podem ser res-
ponsavelis pela protegdao exibida por esses animais frente a di-

ferentes nefrotoxinas.

5.1 FILTRAGAO GLOMERULAR

Estudos clinicos e experimentais sobre diabetes me-
Ilitus demonstram que ha um aumento dos rins nas fases preco-
ces Pt Este aumento em peso pode ser um efeito metabdlico,
umq vez que € reversivel pela instituic¢do de terapia com insu-

[inal!*»!15 Alem disso, a hiperglicemia aguda, em ratos normais,

causa aumento de 25% na filtragao glomerular!!®
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No homem, o diabetes estd associado inicialmente aau-
mento da filtragdo glomerular.!'® O mecanismo responsavel pores-
tas modificacoes dec hemodinamica glomerular secundarias a hi-
perglicemia ¢ desconhecido. Entretanto, Hostetter ecolaborado-
res demonstraram que uma moderada hiperglicemia (375mg/dl) cau-
sa reducdo na resistencia das arteriolas aferente e ecferente,

levando a aumento do fluxv plasmatico e a aumento da filtracao

olomerular do nefronio isolado.l'’

No presente estudo, os rins das ratas diabéticas sdo
significativamente maiores que seus controles (DM 1.78 £ 0.05g
(1rim) vs (1.48 = 0,13g p < 0.05).Tambem a depuracdo dacreati-
nina cnddgena foi, em média, 44% maior nos animais diabeticos

do que nos controles.,

E possivel, entdo, que o alto Indice de filtracao glo-
merular exerga um papel protetor ao facilitar a eliminacao das
drogas, aumentando sua velocidade de excregao e reduzindo o tem-

po de exposigdao do nefronio as toxinas.

Salicnte-se que as ratas diabeticas que receberamdo-
sc malor de gentamicina (70 mg/kg peso/dia) apresentaram pro-
tecdo identica a daquelas que reccberam dosc menor do mesmo pro-
duto (40 mg/kg peso/dia). Cabe registrar ainda que, em alguns
animais-controle o indice de filtragao glomerular no periodo ba-
sal era identico ao das ratas diabecticas. Nao foi suficiente,
porém, para protcgc-las, uma vez que se tornaram nefrotoxicas
apos a administragdo de gentamicina. Nessas consideragéoes,a fil-
tracio glomerular sozinha parece ndo ter sido responsavel pela

protegao.
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5.2 DIURESE OSMOTICA

A diurese osmotica ¢ importante na prevengdo de mui-

tas formas experimentais de IRA.

Em observacgoes anteriores, verificou-se que a diure-
se osmotica dos ratos diabéticos apresentava boa correlagao com

a protecgdo exibida contra @ nefrotoxicidade da gentamicina.'

A magnitude da natriuresec protetora observada emani-
mais que ingeriram salina, ao invés de agua, em varios modelos
nefrotoxicos, como glicerol, uranil nitrato e cloreto de mer-

- - . . 7028183
cuario, ¢ da ordem de 3-6 mEq/dia/100 g de peso, contras-
tando com a excregao de sodio das ratas DM que €, na media, 2-

4 vezes menor: 1.4 mEq/dia/100 g de peso.

Uma vez que glicose e sodio sao os principais solu-
tos excretados pelo rato diabetico, concluiu-se,em trabalho an-
terior, que a mclhor correlagdo com a protecdo € encontrada pa-
ra o clearance osmolar, seguida da excrecdo de sodio, excregdo

1

de glicose e fluxo urinario.' Lntao, ¢ possivel que a diurese

“osmotica do rato DM, caracterizada peloalto fluxourinario (>75
ml/dia), grande excrecao de glicose (3-9 g/dia) e modesta na-
triuresc (1.4 mkq/dia), possa ter cxercido papel protetor con-

tra a ncefrotoxicidade das diferentes drogasutilizadasneste es-

tudo.

Entretanto, trabalhos recentes do laboratorio do Dr.
C. A. Vaamonde demonstraram que a excregao aumentada de solutos
(glicosuria) pode ndo ser responsavel pela protegao observada

nos ratos diabeticos.
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Ratos nilo-diabeticos que exibiram diurese osmotica
(¢licose), induzida pelo blogucio do transporte tubular dagli-
cose com phlorizin (inibidor competitivo da absorgao de glico-
s¢), nao foram protegidos dos efeitos nefrotoxicos da gentami-
cina.''® Além disso, ratos diabeticos com glicoslria similar mos-
traram protegdo completa.118 Os autores dos experimentos conclui-
ram que a filtragdo glomerular, o fluxo urinario e a excregdo
de solutos ou glicose nao podem explicar a protegao contra agen-

tamicina obtida pclo estado diabeético.

5.3 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

No rato com diabetes experimental,ahiperglicemia pro-
duz hiperosmolalidade extracelular, com subseqllente expansao do

volume extracelular e supressao da liberagao de renina.'!?*12°

Apesar da demonstracao de que a atenuagao da severi-
dade da IRA experimental independc da atividade do sistema re-

121

. . . 813 - - -~
nina angilotensina, e possivel que oestado de supressaodes-

. . . 0
te sistema, como ocorre no diabetes experlmental,1”’12possater
influenciado a protegao contra a nefrotoxicidade de todas asdro-

gas aqui utilizadas.

Na verdade, Shor e colaboradores,?" recentemente, su-
geriram que as modilficacgoes na ultrafiltragao glomerular indu-
zida pela gentamicina cram mediadas pelo sistema renina angio-
tensina. De manecira semelhante, o sistema renina anglotensina
também estaria envolvido nas modificacées da hemodinamica glo-

merular presentes na IRA induzida pelo cisplatinum ouuranil ni-
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Lie,
trato.

Logo, a supressao do sistema renina angiotensina que
ocorrc no diabetcs cxperimental pode ter sido em parte respon-

savel pela protcecao ou melhora na severidade da IRA induzida pe-

las diferentes nefrotoxinas estudadas.

5.4 PROSTAGLANDINAS

Em criangas com diabetes mellitus, observou-se aumen-

to da sintese das prostaglandinas.'?”

Se & possivel extrapolar
este fato para o rato com DM experimental, € tambem possivel es-
pecular sobre a contribuigao deuma atividade aumentada das pros-

taglandinas na manuten¢do da hemodinamica glomerular nos ani-

mais submetidos a nefrotoxicidade.

Esta especulagdo e consistente, dadas as observagles
experimentais ¢ clinicas recentes de que a inibigdo das prosta-
glandinas com indometacina podem levar a IRA ou agravar a ne-

- — . 101-102
frotoxicidade de drogas como a gentamicina. = '

Por outro lado, recentemente demonstrou-se que ratos
diabéticos aprescntam um '"déficit de prostaglandinas renais ’’
tambem Vaamonde e colaboradores observaram, recentemente, que o
tratamento dos ratos diabéticos com indometacina ndo influencia
o efeito protetor do diabetes sobre a nefrotoxicidade da genta-
micina. **Tais observacdes incompatibilizam o possivel. efeito
protetor das prostaglandinas sobre a nefroxicidade da gentami-

cina, no rato diabetico.



5.5 ASPECTOS METABOLICOS DO DIABETES EXPERIMENTAL

[ possivel que as altcragoes metabolicas induzidas pe-
lo diabetes em nivel cclular possam desempenhar algum papel na

protegao exibida pelos animais DM.

Alteragdes no metabolismo dos fosfolipideos vem sen-

1250126 s fosfolipideos

do descritas no diabetes eXxperimental.
renais tom sido considerados receptores de membrana em nivel do
"brush-border' do tubulo proximal para muitas drogas como agen-

7232

. . 2 - . . .
tamicina, podendo tambem estarem envolvidos na permeabili-
dade celular. Em conseqliencia, €& concebivel que uma alteragao

. - .. . . - . 111
nos fosfolipideos renais, como ocorre no rato diabetico,” pos-

sa ter influenciado a absorg¢ao das drogas ¢ resultado emprote-

CAao.

Dessa forma, o rato com DM nao-tratado apresenta uma
seriec de caracteristicas que, em conjunto ou scparadamente, po-
dem ter atuado como mecanismos protetores contra a IRA induzi-

da pelus diferentes nefrotoxinas.

O rato com DM ndo-tratado, portanto, parece um mode-
lo Gtil para o cstudo da indug¢ao ¢ prevengao da IRA causada por

nefrotoxicidade.

No caso dos fosfolipideos renais envolvidos no trans-

. e 27532 ~
porte tubular de gentamicina, por exemplo, as observacgoes
[citas permitem testar a hipOtesc fisiologica e fisiopatologi-

ca em modelo animal, onde a toxicidade da gentamicina & preve-

nida.
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Kaloyanides e Vaamonde sugerecm que a resistencia a

gentamicina, observada nos ratos diabeticos, pode ser devida a
- - - ind " . - - -«

uma diwinuigao de receptores para aminoglicosideos no bordo em

escova das cé€lulas do tubulo proximal e, subsecquentemente, me-

nor acumulagao cortical e¢ menor toxicidade.

Ampliando estas consideracoes, pode-se admitir que a
protegdo observada nos ratos diabcticos contra varias nefroto-
xinas pode estar relacionada a fatores determinados pelos fos-
folipideos renais, em nivel de recceptores de membrana e regula-

gao da permeabilidade celular.



6 CONCLUSOES
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O rato com diabetes mellitus nao-tratado apre-
senta completa protecdo morfologica e funcio-
nal contra a IRA induzida pela gentamicina em
doses medias e altas. Apresenta tambémmenor to-

xlcldade em resposta a doses macigas.

A protegdo exibida depende do estado diabeético,

mas € independente da duragdo do mesmo.

A protegao fol associada a uma menor acumulacgao

cortical renal da gentamicina.

O rato com diabetes mellitus nao-tratado apre-
scnta protecdo completa, morfologica ¢ funcio-

nal, contra a IRA induzida pelo cisplatinum.

O rato com diabetes mellitus nao-tratado apre-
senta melhora na severidade da IRA induzida pe-

lo uranil-nitrato.

Os ratos com diabetes mellitus nao-tratados, jo-
vens ou velhos, hidratados ou hidropenicos, nao
apresentaram IRA secunddria a administragdo de
contraste radiologico e podem ndo ser o modelo
apropriado para estudo danefrotoxicidade docon-

traste radiologico.
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6.9

6.10
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Os ratos-controle SD nao apresentaram IRA se-
cundaria a administracao de contraste radio-
logico e podem nao ser o modelo apropriado pa-
ra estudo da nefrotoxicidade do contraste ra-

diolégico.

A diurese qsmotica dos ratos DM parece ser res-
ponsavel, em parte, pela protegdo observada. O
grau de excrecdo de sodio observado nos animais
DM e, no entanto, 2-4 vezes inferiof ao que tem
sido demonstrado em outros estudos de protecao
parcial contra outras nefrotoxinas, sugerindo
que a excregao aumentada de glicose também po-
de estar envolvida. Estudos recentes, entretan-
to, sugerem, a0 Menos para a gentamicina,a im-

portancia de outros mecanismos.

Outros fatores, relaclonados ao -estado diabeée-
tico em si, podem estar envolvidos nos mecanis-
mos de protegao (fosfolipideo cortical renal,

metabolismo dos lisossomas, etc.)

O rato com diabetes mellitus nao-tratado, indu-
zido pela streptozotocina, € modelo util para
cstudar a indugao ¢ mecanismos de prevengao da

nefrotoxicidade induzida por drogas.
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