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RESUMO

Os meios de contraste iodados sdo utilizados ha mais de 60 anos, sendo imprescindiveis na
pratica médica. Dentre as complicacdes decorrentes da utilizacdo dos contrastes, destaca-se a
nefropatia induzida por contraste (NIC), que representa a terceira causa mais comum de
insuficiéncia renal adquirida e esta associada com altas mortalidade e morbidade. O objetivo
do estudo foi comparar os efeitos renais dos contrastes de alta osmolalidade, baixa osmolalidade
e isosmolar; verificar a participacao do KIM-1 como preditor precoce da NIC; e avaliar o efeito
dos meios de contraste em células tubulares renais LLC-MK2.0s experimentos foram
realizados em ratos Wistar, com trés tipos de contraste, em duas dosagens e em tempos de 24,
48 e 72 horas. Em seguida, foram realizadas analises bioquimicas de biomarcadores classicos
e do KIM-1 urinério, e andlises histologicas. O projeto foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o protocolo
ndmero 33/2015. No estudo in vitro, foram utilizadas as células renais LLC-MK2 para
avaliacdo do tipo de morte induzida, por meio de citometria de fluxo. Avaliando os grupos
tratados com contrastes de trés osmolalidades diferentes, foram observados aumento
significativo dos niveis de creatinina plasmatica e reducdo da taxa de filtracdo glomerular no
grupo que recebeu contraste de alta osmolalidade. Também foi encontrado aumento na
expressdo de KIM-1 urinario e da albumindria nos grupos de alta osmolalidade e isosmolar. Na
analise de duas dosagens com o contraste de alta osmolalidade, apenas a maior dosagem
apresentou alteracdo de biomarcadores. Na analise dos tempos e do contraste de alta
osmolalidade, os biomarcadores classicos alteraram a partir de 48 horas e, na analise do KIM-
1, j& foi identificada expressdo urindria a partir do tempo de 24 horas. Nos ensaios in vitro em
células renais, foi evidenciada apoptose com 0s contrastes analisados. A histologia mostrou
alteracdo tubular moderada, no grupo de 48 horas, €, nos demais grupos, alteracées leves. Em
conclusdo, sugere-se que o contraste de alta osmolalidade é mais nefrotoxico que os contrastes
de baixa osmolalidade e isosmolar. A redugéo da dose sugere uma maior seguranca, e 0 KIM-
1 mostrou uma superioridade em relacdo aos biomarcadores classicos no diagndstico precoce
da NIC.

Palavras-chave: Meios de contraste. Lesao renal aguda. Biomarcadores farmacologicos.



ABSTRACT

COMPARATIVE ANALYSIS OF RENAL EFFECTS CAUSED BY HIGH-OSMOLAR,
LOW-OSMOLAR AND ISO-OSMOLAR CONTRAST MEDIA: THE ROLE OF KIM-1
AS AN EARLY DETECTOR OF RENAL INJURY

lodinated contrast media have been used in the last 60 years and are indispensable in medical
practice. Among the complications arising from the use of contrast media, is contrast-induced
nephropathy (CIN), which is the third most common cause of acquired renal failure and is
associated with high mortality and morbidity. The aim of the study was to compare the renal
effects of high-osmolar, low-osmolar and iso-osmolar contrast media; to verify the role of KIM-
1 as an early predictor of CIN; and evaluate the effect of contrast media on LLC-MK2 renal
tubular cells. The experiments were performed in Wistar rats, with three types of contrast, at
two doses and times of 24, 48 and 72 hours. Then, biochemical analyses of classical biomarkers
and urinary KIM-1 were carried out, in addition to histological analysis. The project was
approved by the Ethics Committee on Animal Research (CEPA) of the Federal University of
Ceara (UFC), under protocol number 33/2015. In the in vitro study, LLC-MK2 renal tubular
cells were used for evaluation of type of induced cell death by means of flow cytometry. When
evaluating the groups treated with three different osmolar contrasts, a significant increase in
plasma creatinine levels and reduction in glomerular filtration rate in the group receiving high-
osmolar contrast were observed. Increased urinary KIM-1 expression and albuminuria were
also found in the high-osmolar and iso-osmolar contrast groups. In the analysis of two doses
with high-osmolar contrast, only the higher dose showed biomarker changes. In the analysis of
times and high-osmolar contrast, classical biomarkers changed after 48 hours and, in the
analysis of KIM-1, urinary expression was already identified at 24 hours. Apoptosis was
detected in the analyzed contrast during in vitro assays in renal cells. Histological analysis
showed moderate tubular change in the 48-hour group, with slight modifications in the other
groups. In conclusion, we suggest that the high-osmolar contrast is more nephrotoxic than low-
osmolar and iso-osmolar contrast media. Dose reduction suggests greater safety and KIM-1
showed superiority compared to classic biomarkers for early diagnosis of CIN.

Keywords: Contrast Media. Acute Kidney Injury. Biomarkers, Pharmacological analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Meio de Contraste lodado

Os agentes de contraste radiograficos iodados vém sendo utilizados ha mais de 60 anos
e sdo imprescindiveis na pratica médica atual. No mundo, estima-se em mais de 80 milhdes/ano
0 namero de intervencOes diagnosticas ou terapéuticas realizadas com o auxilio de meios de
contraste (EDUARDO et al., 2008; SOLOMON, 2014).

Nas ultimas décadas, varias modificacbes tém sido realizadas na molécula organica na
qual o iodo esta inserido e tém resultado em alteracdes nas propriedades fisicas dos contrastes.
Os agentes de contraste diferem significativamente com respeito as suas propriedades fisico-
quimicas e efeitos fisioldgicos peculiares, que podem influenciar em sua eficécia e efetividade.
Na prética, 0os contrastes apresentam varias propriedades fisico-quimicas interdependentes,
como hidrofilicidade, osmolalidade, viscosidade, ionicidade e solubilidade (EDUARDO et al.,
2008; McCORMACK, 2013; ROUSSEFF, 2010; SOLOMON, 2014). Essas propriedades estao
diretamente relacionadas ao nimero e ao tamanho da molécula organica necessaria para ligacao
do iodo (SOLOMON, 2014). O meio de contraste ideal deve ser altamente solGvel em agua,
estavel, biologicamente inerte, seletivamente excretado e ter baixa viscosidade, além de uma
osmolalidade igual a do plasma e de boa tolerabilidade (McCORMACK, 2013).

Os contrastes iodados sdo utilizados nos diagndsticos por imagens, para aumentar a
resolucdo entre os diferentes tecidos que naturalmente nao absorvem suficientemente a radiacéo
e para ter uma clara visualizacdo dos detalhes essenciais (McCORMACK, 2013).

Atualmente, os contrastes utilizados sdo modificacGes quimicas do anel benzeno tri-
iodado e podem ser classificados baseando-se em suas caracteristicas fisicas e quimicas,
incluindo sua estrutura quimica, a osmolalidade, o contedo de iodo e a ionizacdo em solugéo
(SANTOS et al., 2009; SOLOMON, 2014).

1.2 Classificacdo dos Contrates
Na pratica clinica, a classificacdo baseada na osmolalidade é a mais utilizada (SANTOS

et al., 2009; SOLOMON, 2014). A osmolalidade ¢ uma funcdo definida pelo nimero de

particulas de uma solucéo (independente de sua carga elétrica ou massa) por unidade de volume,
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representada por mOsm/kg de agua, e é proporcional ao nimero de particulas livres por quilo
de &gua, representando o poder osmotico que a solucdo exerce sobre as moléculas de agua
(ROUSSEFF, 2010; SUGAWARA; DAROS, 2004). Nas ultimas décadas, com o
desenvolvimento dos contrastes de mondmeros i6nicos para mondmeros n&o iGnicos e, a partir
dai, para dimeros ndo idnicos, o numero de atomos de iodo por molécula aumentou de 1,5 para
6,0 (Figura 1), resultando em um menor numero de moléculas (menor osmolalidade) e

moléculas progressivamente maiores (maior viscosidade) (Tabela 1) (SOLOMON, 2014).

Figura 1 - Estrutura dos meios de contraste iodados

Estrutura molecular Ano Exemplo Comentarios
1950 Mondémero iénico Alta osmolalidade
COO ™ Na"/Meg” loxitalamato de meglumina 5 a 8 x osmolalidade
do sangue
I I
CH;CONH R
I
1980 Mondmero néo ibnico Baixa osmolalidade
R lobitridol 2 a 3 x osmolalidade
I I do sangue
R R
I
i 1980 Dimero idnico Baixa osmolalidade
COO™Na* /‘\It loxiglato 2 x osmolalidade
do sangue
1990 Dimero ndo idnico Isosmolar
lodixanol osmolalidade igual

R R a do sangue
I [ I
R \ R R
T

Fonte: SOLOMON (2014).
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Os contrastes iodados sédo também caracterizados como idnicos ou ndo ibnicos, e
mondmeros ou dimeros. Os contrastes monémeros i6nicos possuem grupo carboxila nas
cadeias laterais e se dissociam em anions e cétions na solugdo, aumentando assim a
osmolalidade. Os ndo iGnicos ndo possuem grupo carboxila e, desse modo, ndo se dissociam na
solucdo (McCORMACK, 2013).

Tabela 1 - Comparacdo das propriedades fisicas dos contrastes iodados

Osmolalidade Viscosidade
Concentracdo Gramas de (mmol/kga37° (cPa37°

(mgl/mL) i0odo/100mL C) C)
loxitalamato de meglumina
(Telebrix®) 350 35 2160 7,5
lobitridol (Henetix®) 350 35 915 10
lodixanol (Visipaque®) 320 32 290 11,8

Fonte: Adaptada de SOLOMON (2014).

1.2.1 Contrastes de alta osmolalidade

Os contrastes de alta osmolalidade s&o formados, por um anel benzeno tri-iodado, com
duas cadeias organicas laterais e um grupo carboxil. O anion iodado, diatrizoato ou
ioxitalamato, é conjugado com um cation sédio ou meglumina; o resultado € um mondmero
ibnico. A ionizacdo na ligacdo carboxil-cation torna o contraste sollivel em agua. Assim, para
cada trés atomos de iodo, duas particulas estdo presentes em solucdo (razdo 3:2). Sua
osmolalidade em solucdo varia de 600 a 2100 mOsm/kg, versus 290 mOsm/kg do plasma
humano, estando essa alta osmolalidade relacionada com alguns de seus efeitos adversos
(McCORMACK, 2013; SANTOS et al., 2009).

1.2.2 Contrastes de baixa osmolalidade

Os contrastes de baixa osmolalidade se apresentam na forma de: mondmeros i6nicos;
dimeros i6nicos e dimeros nédo idnicos (isosmolar). Os monémeros ndo idnicos apresentam o

anel de benzeno tri-iodado soltvel em agua devido a adi¢do de grupos hidroxil hidrofilicos as
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cadeias organicas das laterais das posicdes 1, 3 e 5. Como ndo tém grupo carboxil, ndo ionizam
em solucdo. Assim, para cada trés atomos de iodo, apenas uma particula esta presente em
solucgéo (razéo 3:1). Logo, a uma determinada concentracdo de iodo, 0s monémeros ndo idnicos
tém aproximadamente metade da osmolalidade dos mondmeros i0nicos em solugdo. Nas
concentracdes normalmente utilizadas, eles possuem uma osmolalidade que varia entre 290 e
860 mOsm/kg (SANTOS et al., 2009; SOLOMON, 2014).

Os dimeros idnicos sdo formados pela juncdo de dois monémeros idnicos, com a
substituicdo de um grupo carboxil por uma amida, diminuindo a indesejada pressao osmotica,
porém aumentando a viscosidade em solucdo. Esses agentes possuem seis a&tomos de iodo por
cada duas particulas em solugdo (razéo 6:2). Sua osmolalidade é de 600 mOsm/kg. O Unico
comercializado no mercado é o ioxaglato (SANTOS et al., 2009; SOLOMON, 2014).

Os dimeros ndo i6nicos sao formados por dois monémeros ndo iénicos conjugados, que
contém seis atomos de iodo para cada particula dissolvida em solucédo (razdo 6:1). Possuem
baixa osmolalidade, semelhante a do plasma (290 mOsm/kg) e apresentam baixa toxicidade.
Por possuirem grandes cadeias laterais, sdo bastante viscosos em solugdo, dificultando a
manipulacgdo e limitando seu uso clinico (SUGAWARA; DARQOS, 2004).

A qualidade da imagem proporcionada pelos meios de contraste estd relacionada a
concentragéo de iodo nos tecidos. Os contrastes de baixa osmolalidade e isosmolar séo capazes
de produzir imagens com nitidez por um periodo maior de tempo, quando comparados com 0s
de alta osmolalidade, por se diluirem mais lentamente nos fluidos corporais (McCORMACK,
2013).

Existem duas importantes limitacbes ao uso mais generalizado do contraste de baixa
osmolalidade: seu elevado custo e a ocorréncia de reacdes adversas tardias graves. Em relacao
ao custo, o preco dos contrastes de baixa osmolalidade esta em declinio, ocasionando reduc¢éo
na utilizacdo dos contrastes de alta osmolalidade em procedimento endovascular (THOMSEN;
MORCOQOS, 2000). Quando comparado o custo-efetividade do contraste de baixa osmolalidade
(iopamidol) com o do contraste isosmolar (iodixanol), o primeiro mostrou-se como a melhor
alternativa (CHICAIZA-BECERRA; GARCIA-MOLINA; GAMBOA, 2012).

1.3 Farmacologia dos meios de contraste
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Os contrastes iodados sdo destinados ao uso em procedimentos diagndsticos e
terapéuticos de varias especialidades, como angiografia periférica e cerebral, urografia
intravenosa, tomografia computadorizada, mielografia, angiografia digital, angiocardiografia e
técnicas de intervencdo (HENETIX, 2013; SANTOS et al., 2009).

1.3.1 Farmacocinética

Os contrastes iodados ndo se ligam a proteina. Seu volume de distribuicéo é de 0,26
L/kg de peso corporal, de acordo com a distribui¢do para o espago extracelular. Apos injecao
intravascular, os mesmos sdo distribuidos no sistema intravascular e no espaco intersticial,
ocorrendo o equilibrio completo 2 horas apds a injecdo. Ndo sdo metabolizados, sendo
rapidamente eliminados na urina nas suas formas inalteradas atraves de filtracdo glomerular
sem, contudo, sofrerem reabsorcao tubular. Nos pacientes com funcéo renal normal, a meia-
vida do contraste é de 2 horas. Porém, em 4 horas, 75% da dose administrada ja seria excretada
e, em 24 horas, a eliminacéo corresponde a 98%; menos de 2% sdo excretados nas fezes dentro
de 5 dias. A depuracéo renal é de 110 mL/min, equivalente a filtracdo glomerular, independente
da dose administrada. Em pacientes com insuficiéncia renal, com taxa de filtragdo glomerular
(TFG) reduzida, a excre¢do pode prolongar-se por semanas, ganhando relevancia a eliminagéo
extra renal, principalmente biliar e intestinal (SANTOS et al., 2009; VISIPAQUE, 2015).

1.3.3 Farmacodindmica

Apds a administracdo do contraste iodado, o pico dos niveis de iodo plasmatico ocorre
imediatamente apos a injecdo intravascular rapida. Os niveis plasmaticos de iodo se reduzem
rapidamente, dentro de 5 a 10 minutos, o que pode ser explicado pela diluigdo no fluido vascular
e extravascular (VISIPAQUE, 2015).

Os contrastes iodados podem ser visualizados no parénquima renal dentro de 30 a 60
segundos apds a injecdo intravenosa (IV) rédpida. A opacificagdo dos célices e pelves em
pacientes com funcéo renal normal torna-se evidente dentro de 1 a 3 minutos, com uma 6tima

imagem, que ocorre dentro de 5 a 15 minutos (VISIPAQUE, 2015). E conhecido que alguns
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destes pacientes que recebem infusdo de contraste intra-arterial ou intra-venoso apresentam

injuria renal, reconhecida pelo aumento dos niveis de creatinina sérica (SOLOMON, 2014).

1.4 Nefropatia Induzida por Contraste

Nefropatia induzida por contraste (NIC) é definida como um aumento relativo da
creatinina sérica em 25% ou um aumento absoluto de 0,5 mg/dL, no periodo de 48 a 72 horas
apos administracdo de meio de contraste na auséncia de qualquer outra causa ou fator de risco.
O pico ocorre entre 0 segundo e terceiro dia e retorna aos niveis basais em 14 dias. No sumario
de urina frequentemente encontram-se células epiteliais, cilindros granulosos e minima
proteindria. Em quase todos os casos ha baixa fracdo de excrecdo de sddio (INDA FILHO,
2014; NICOLA et al, 2015; ROUSSEFF, 2010; ULTRAMARI et al., 2006).

A NIC € a terceira causa iatrogénica de insuficiéncia renal aguda em pacientes
hospitalizados e esta associada com taxa de mortalidade elevada, superior a 34%, nessa
populacédo (EDUARDO et al., 2008; PENG et al, 2015). Em recente estudo, foi apresentada
uma incidéncia de 10,3% em pacientes de alto risco e de 4,9% em pacientes de baixo risco,
utilizando um volume de 221,8 £ 119,2 mL de contraste. Foram considerados pacientes de alto
risco aqueles com diabetes mellitus (DM), insuficiéncia renal cronica (IRC), idade avancada,
choque, insuficiéncia cardiaca, anemia e grande volume de contraste (EBISAWA et al., 2016).
Além de estar associada a0 aumento da morbidade e do tempo de internacdo. E responsavel
aproximadamente por 10% das insuficiéncias renais que requerem hospitalizacdo na Europa e
nos Estados Unidos, e pelo internamento de um em cada seis pacientes em unidade de terapia
intensiva (UTI) por reducdo da funcdo renal pos-utilizagdo de contraste, requerendo
hemodialise e, consequentemente, aumento do custo para os sistemas de saide (NICOLA et al.,
2015; ROSE JUNIOR; CHOI, 2015).

A patogénese da NIC ndo estd completamente compreendida. Porém, existe a hipotese
de que uma constri¢do dos vasos dentro da medula renal leve a reducdo da entrega de oxigénio,
resultando em um efeito toxico direto nas células tubulares renais. Consequentemente, a
reducdo na perfusdo dos rins causa a ativacdo do feedback tubuloglomerular, respondendo com
a liberacdo de mediadores vasoativos endogenos, como endotelina e adenosina. Isso é

acompanhado pela reducdo nos rins da producdo de vasodilatadores como 6xido nitrico e
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prostaglandinas, causando NIC (NICOLA et al, 2015). Outro possivel mecanismo inclui os
mediadores osmaticos, causando alteracdes na hemodinadmica renal. Os contrastes sdo filtrados
livremente, ndo sdo absorvidos e séo 100% eliminados pela urina. Como consequéncia, a carga
osmética do contraste presente nos tubulos renais nas primeiras horas apds a administracdo €
muito alta, sendo ainda mais alta com o contraste de alta osmolalidade. Possivelmente, estes
mecanismos osmaticos ocasionam alteragdes na hemodindmica renal, que levam a reducédo do
fluxo sanguineo e subsequente isquemia renal (BRIGUORI; TAVANO; COLOMBO, 2003;
ROSE JUNIOR; CHOI, 2015; WONG et al., 2012). Pesquisas em ratos mostraram que, apés a
administracdo de contraste de alta osmolalidade, ocorre um aumento da resisténcia vascular
renal pelo mecanismo de feedback tubuloglomerular. Contudo esse mesmo mecanismo néao é
ativado apos a administracéo de contraste de baixa osmolalidade (RIBEIRO, 2003).

Foi também observada a elevagdo da concentracdo de calcio intracelular, adrenalina,
angiotensina, vasopressina e diminuicdo dos niveis de dopamina em cultura de células
mesangiais quando expostas ao contraste de baixa osmolalidade. Este trabalho sugere que o
meio de contraste desencadeia varias respostas celulares que levam a contracdo das células
mesangiais e, assim, dos glomérulos, justificando a reducéo do ritmo de filtracdo glomerular
(LARANJA, 1991; NAZIROGLU et al., 2013).

Varios estudos buscam medidas profilaticas para prevencdo de NIC, dentre eles estudos
realizados com N-acetilcisteina, bicarbonato, diuréticos, solucdo salina, etc. Atualmente, a
medida mais eficaz para prevenir NIC ¢ a hidratacdo efetiva com solucdo salina (DOWNES,
2006; INDA FILHO et al., 2014; NAZIROGLU et al., 2013). Estudo realizado com 500
pacientes randomizados em centro Unico mostrou que nado existe superioridade na prevencao de
NIC realizada com solucdo salina associada a bicarbonato ou altas doses de N-acetilcisteina,
quando comparada com solucdo salina sozinha (INDA FILHO et al., 2014).

Estudos com animais sugerem um efeito tdxico direto do contraste em células tubulares
renais, levando a apoptose celular tempo-dependente e dose-dependente, e contribuindo para
patogénese da NIC (NETTI et al., 2014; ROMANO et al., 2008). Enquanto em estudos in vitro
com cultura celular, foi demonstrado que o contraste causa alteracdes em varias moléculas de
sinalizacdo, responsaveis pela homeostasia celular e que podem mediar morte celular e
inflamacdo (MICHAEL et al., 2014).
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1.5 Morte Celular

Os organismos multicelulares dependem de uma interacdo entre as células para seu
desenvolvimento e manutencdo. A homeostasia celular é atingida pelo controle de suas
demandas fisioldgicas por meio de seu estado de metabolismo, diferenciacao e especializagéo.
Quando a célula sofre um estresse fisiologico mais excessivo e/ou alguns estimulos patologicos,
ela é capaz de sobreviver e continuar funcionando com estas novas alteracdes constantes, por
meio de adaptacOes, que sdo respostas estruturais e funcionais reversiveis (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007; ROBBINS; COTRAN, 2010).

No momento em que os limites da resposta adaptativa forem ultrapassados ou se as
celulas forem expostas a agentes lesivos ou estresse, privadas de nutrientes essenciais, ou
ficarem comprometidas por mutagdes que afetam o0s constituintes celulares essenciais,
sobrevém uma sequéncia de eventos denominada lesdo celular. Esta lesdo celular pode ser
reversivel até certo ponto, mas, de acordo com a persisténcia do estimulo ou sua intensidade, a
célula pode sofrer uma lesdo irreversivel, com perda de sua estrutura e funcdo vital,
caracterizando-se como morte celular (PAROLIN; REASON, 2001; ROBBINS; COTRAN,
2010).

A morte celular € um processo normal e essencial na embriogénese, no desenvolvimento
dos 6rgdos e na manutencdo da homeostasia. Os dois tipos mais comuns de morte celular, sdo
a necrose e a apoptose, que se diferenciam pela morfologia, pelos mecanismos e pelos papéis
na fisiologia e na doenca. A necrose celular € um processo passivo e acontece quando ocorre
um dano acentuado as membranas, levando ao extravasamento das enzimas lisossdmicas para
0 citoplasma, que devem digerir a célula e proporcionar o escape do contetdo celular. A
apoptose celular € um processo ativo que necessita de reserva de ATP e acontece nos casos em
que o DNA ou as proteinas celulares sdo lesadas de modo irreparavel, levando a célula a
cometer suicidio (Figura 2) (PAROLIN; REASON, 2001; ROBBINS; COTRAN, 2010).
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Figura 2 — Mecanismos de morte celular
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Fonte: ROBBINS; COTRAN (2010).

1.5.1 Necrose celular

Na necrose, ocorrem a desnaturacdo de proteinas intracelulares e a digestdo enzimatica

das células lesadas. As células necréticas sdo incapazes de manter a integridade da membrana,
levando ao extravasamento de seus conteudos. Com esse processo, inicia-se a inflamacgédo do
tecido circundante. A célula necroética é digerida por enzimas derivadas dos lisossomos das

préprias células que estdo morrendo ou dos lisossomos dos leucdcitos que sdo recrutados como

parte da reacdo inflamatdria. Todo o processo de digestdo dos contetdos celulares e a resposta

ao hospedeiro podem levar horas para se desenvolverem (Figura 2) (ROBBINS; COTRAN,
2010). Alguns estudos sugerem que a necrose também pode ser regulada geneticamente
(ZONG; THOMPSON, 2006).
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1.5.2 Apoptose Celular

Apoptose € tradicionalmente conhecida como morte celular programada e possui
caracteristicas morfologicas proprias (HUGHES; GOBE, 2007). A via de morte por apoptose é
induzida por um programa de suicidio estritamente regulado, no qual as células destinadas a
morrer ativam enzimas que degradam seu proprio DNA, bem como suas proteinas nucleares e
citoplasmaticas (ROBBINS; COTRAN, 2010).

As células que sofrem apoptose passam por algumas alteracbes morfologicas.
Inicialmente, ocorre uma retracdo celular, na qual a célula apresenta-se menor, com o0
citoplasma denso, e as organelas, embora aparentemente normais, encontram-se mais
compactadas. A caracteristica mais marcante das células em apoptose é a condensacdo da
cromatina, que ocorre com a agregacao da cromatina a membrana nuclear, podendo levar ao
rompimento nuclear e a producdo de dois ou mais fragmentos. Na célula apoptética também
formam-se bolhas citoplasmaticas superficiais e extensas, que sofrem fragmentacao e formam
0S corpos apoptoticos envoltos por membranas, compostos de citoplasma e organelas
estreitamente acondicionadas, com ou sem fragmentos nucleares. Estes corpos apopto6ticos sao
rapidamente ingeridos pelos fagdcitos e degradados pelas enzimas lisossémicas dos fagdcitos
(Figura 2). O processo de apoptose divide-se em duas fases: de iniciacdo, durante a qual
algumas caspases tornam-se cataliticamente ativas, e a fase de execucado, durante a qual outras
caspases iniciam a degradacdo de componentes celulares criticos. Os sinais de inicio da
apoptose originam-se principalmente por duas vias distintas: a via intrinseca ou mitocondrial,
e a via extrinseca ou morte iniciada por receptor (PIRES, 2008; ROBBINS; COTRAN, 2010).

A via mitocondrial € o principal mecanismo de apoptose em células mamiferas, tendo
ja seu papel bem estabelecido em uma variedade de processos fisiol6gicos e patologicos. Essa
via resulta no aumento da permeabilidade mitocondrial e na liberacdo de moléculas pro-
apoptoticas indutoras de morte dentro do citoplasma. Ela é desencadeada por estresse
intracelular, quando, na maioria das vezes, o principal mediador é a mitocéndria. (Figura 3)
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; LUCINDA, 2009; PAROLIN; REASON, 2001,
PIRES, 2008; ROBBINS; COTRAN, 2010).
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Figura 3 - Esquema das vias de apoptose
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Legenda: Apoptose desencadeada pela via extrinseca (1), ou morte iniciada por receptor de morte. Ativacdo da
caspase-8 (2). Clivagem e ativagdo da prd-caspase-3 (3). Interagdo da via intrinseca com a via extrinseca, por meio
da ativagdo da proteina Bid (4). Apoptose desencadeada pela via intrinseca ou mitocondrial (5). Libera¢do do
citocromo ¢ pelo aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial (6). Formagdo do apoptossomo (7).
Liberacdo da Smac/Diablo (8).

Alteracdes no potencial de membrana mitocondrial estdo presentes na apoptose pela via
intrinseca ou mitocondrial, causadas pelo aumento da permeabilidade da membrana, como
consequéncia de um dano celular (BARACCA et al., 2003; PETIT, 1992).

A via extrinseca de apoptose € iniciada por receptores de morte presentes na membrana
plasmatica. Esses receptores séo membros da familia dos receptores de morte CD95/Faz/Apol
e fator de necrose tumoral (TNF), que possuem um dominio citoplasmatico, chamado dominio
de morte, o qual é essencial para sinalizacdo de apoptose (Figura 3) (GRIVICICH; REGNER,;
ROCHA, 2007; PIRES, 2008, ROBBINS; COTRAN, 2010).

As vias intrinseca e extrinseca convergem para uma cascata de ativacdo de apoptose que

modulam a fase final da apoptose. A via mitocondrial ativa a caspase-9 desencadeante, € a via
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de receptor de morte ativa a caspase-8 desencadeante. As caspases desencadeantes sdo clivadas
e geram sua forma ativa, que devem ativar as caspases-3 e -6 executoras, que devem atuar em
muitos componentes celulares, que culminardo em apoptose (Figura 3) (ROBBINS; COTRAN,
2010).

1.6 Biomarcadores Renais

Atualmente, a avaliacdo da funcdo renal é feita utilizando a dosagem serica de ureia,
creatinina e andlise urinaria. Varias evidéncias mostraram que esses biomarcadores classicos
utilizados néo sao eficazes para o diagndstico precoce da doenca renal, pois apresentam pouca
sensibilidade e especificidade em detectar alteracGes renais no inicio de uma lesdo. Um
biomarcador pode ser definido como um parametro estrutural, bioquimico, fisioldgico ou de
alteracdes genéticas, que indique a presenca, a severidade ou o progresso de uma doenca (LUO
et al., 2014, WASUNG; CHAWLAB; MADERO, 2015). A brevidade na identificacdo de
pacientes com comprometimento da funcdo renal é importante para oferecer um tratamento
precoce e melhorar o prognostico (WASUNG; CHAWLAB; MADERO, 2015).

A ureia e a creatinina séricos ndo sdo marcadores de funcdo renal muito sensiveis e
especificos, pois podem ser influenciadas por fatores renais e ndo renais. A proteiniria e a
albumindria também sdo biomarcadores utilizados para avalia¢do do declinio da funcéo renal,
contudo apresentam algumas desvantagens, como pouca especificidade, aparecimento tardio
apos a lesdo renal ter ocorrido e ndo estdo presentes em todos os tipos de doenca renal. A TFG,
por meio do célculo do clearance de creatinina, € mais um biomarcador utilizado para avaliacéo
da funcdo renal, mas, por ser calculado utilizando a dosagem da creatinina sérica, que possui
uma acurécia bastante afetada por varidveis independentes, sugere ndo ser um marcador eficaz
(EDELSTEIN, 2011). Além disso, diversos critérios utilizados atualmente para o diagndstico
de lesdo renal aguda (LRA) baseiam-se na creatinina sérica e TFG estimada pela creatinina,
como os critérios Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage Kidney Disease (RIFLE), Acute Kidney
Injury Network (AKIN) e Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) (LEVI et al.,
2013).

Recentemente, estudos com novos biomarcadores renais tém sido valiosos na detec¢éo
especifica e precoce de lesdo renal, e na estratificagdo de seu risco. Dentre os biomarcadores

mais estudados, destacam-se a molécula de injaria renal 1 (KIM-1), a lipocaina associada a
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gelatinase neutrofilica (NGAL), a cistatina C urinaria e a interleucina 18 (IL-18) urinaria
(WASUNG; CHAWLAB; MADERO, 2015).

O KIM-1 é uma glicoproteina transmembrana com uma imunoglobulina e um dominio
mucina, mais especificamente um receptor fosfatidilserina, que é expressa na membrana apical
de células tubulares proximais apds isquemia ou injuria téxica renal (FIELD et al., 2014;
ICHIMURA et al., 2008; LUO et al., 2014; WASUNG; CHAWLAB; MADERO, 2015).

A molécula completa do KIM-1 possui 104 kDa, sendo dividida em dominio
citoplasmatico e ectodominio extracelular (Figura 4) (ICHIMURA; SHAN, 2008). O
ectodominio extracelular (aproximadamente 90 kDa) é clivado pelas metaloproteinases e
liberado pelas células do tdbulo proximal para urina de roedores e humanos apos a injuria
tubular proximal renal. Durante a injdria, o0 KIM-1 assume os atributos de fagécito enddgeno e
fagocita debris de células necrdéticas e apoptdticas, favorecendo o reparo tecidual e restauracdo
da funcdo (ICHIMURA et al., 2008).

Figura 4 — Modelo esquematico da molécula de KIM-1

Molécula de injaria renal-1(KIM-1) Liberacdo de KIM-1
Membrana
KIM-1 intacto

Dominio iyl
Citoplasmatico
— . ' £
T

Dominio Ig Dominio foe e Ectodominio H—

: Tirosina P —;‘Hh'rl Peptideo
Mucina remanescente

Fonte: Adaptada de ICHIMURA et al (2008)

A excrecdo urinaria de KIM-1 é altamente especifica para injdria renal, pois nenhum
outro 6rgdo mostra expressdo de KIM-1 capaz de alterar as suas concentra¢fes urinarias
(WASUNG; CHAWLAB; MADERO, 2015). Outra importante caracteristica deste
biomarcador € que ele ndo é expresso pelo rim normal (HAMIDEH et al., 2014). Uma vez na
urina, o KIM-1 apresenta uma alta estabilidade, ndo sofrendo interferéncia do pH urinéario e
nem de outras varidveis (VAIDYA et al.,, 2005). Somado a isso, 0 aumento precoce da
expressdao de KIM-1 seletiva pelas células tubulares proximais lesadas e a consequente
liberacdo na urina séo caracteristicas importantes que estimulam a pesquisa do KIM-1 urinario
como biomarcador de dano renal (BONVENTRE, 2014).
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Recentemente, foram identificadas sua sensibilidade e sua especificidade para injdria
renal, possibilitando a identificacdo da doenca renal na fase pré-clinica (BONVENTRE, 2014).
Em diversos estudos que avaliaram diferentes contextos clinicos de LRA, o KIM-1 urinario
apresentou boas sensibilidade e especificidade. Na maioria dos estudos, o KIM-1 urinério foi
mais precoce que a creatinina e a ureia séricas, sendo algumas vezes um biomarcador
independente de lesdo renal. Além disso, o KIM-1 apresentou associagdo com outros
marcadores de lesdo renal, como a proteindria, e teve boa correlacdo com a gravidade das lesbes
(BONVENTRE, 2014; LUO et al., 2014; WASUNG; CHAWLAB; MADERO, 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Os contrastes iodados tém sido utilizados mundialmente por mais de 60 anos. Com base
em dados atuais, séo realizados anualmente nos Estados Unidos 2 milhGes de cateterismos
cardiacos e em torno de 30 milhdes de tomografias computadorizadas com contraste, além do
uso nas angiografias. Em uma tomografia computadorizada, injetam-se no leito vascular
aproximadamente 40 g de iodo. Isso é uma dose muito grande e sinaliza a importancia da
seguranca desse agente (SOLOMON, 2014).

Os meios de contraste iodados estdo entre os medicamentos mais amplamente
administrados no mundo e, muitas vezes, sdo necessarios para imagens clinicas ideais (ROSE
JUNIOR; CHOI, 2015). Apesar da evolugdo e do desenvolvimento de novos meios de contraste,
as complicagdes decorrentes da utilizagcdo dos meios de contraste ainda persistem, sendo a mais
comum a NIC. Trata-se de um importante problema clinico no seguimento dos pacientes que
se submetem a angiografias e intervengdes percutaneas, representando a terceira causa mais
comum de insuficiéncia renal adquirida no hospital e estando associada com mortalidade e
morbidade significantes - em torno de 19% destes pacientes que desenvolveram NIC persistem
com comprometimento renal apds a exposicdo ao meio de contraste. Com essa incidéncia e as
terapias necessarias, 0s custos dos servicos associados a NIC aumentam substancialmente
(EDUARDO et al., 2008; SOLOMON, 2014; ULTRAMARI et al., 2006).

Unidades de radiologia moderna tém abandonado o uso de contraste de alta
osmolalidade em pacientes com fatores de risco, devido ao alto risco de desenvolver NIC. Por
razdes econdmicas e por ndo estar claro se o risco de desenvolver NIC é importante na
populacdo geral de pacientes, muitos hospitais no Brasil e ao redor do mundo continuam a
utilizar esse tipo de contraste (INDA FILHO et al., 2014).

Clinicos e radiologistas devem estar cientes dos riscos aos quais estdo submetendo seus
pacientes durante a utilizacdo do meio de contraste. O primeiro passo & assegurar que a
utilizacdo é essencial para um diagnéstico seguro (ROSE JUNIOR; CHOI, 2015).

A fisiopatologia da NIC ndo est4 completamente caracterizada. Acredita-se ser devido
a vérios fatores, sendo os dois principais e provaveis mecanismos as altera¢cbes mediadas por
fatores osmoticos na hemodinamica renal e injaria tubular direta, por meio da quimiotoxicidade
especifica da molécula de contraste (MICHAEL et al., 2014; NICOLA et al., 2015; ROSE
JUNIOR; CHOI, 2015).
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A nefropatia é decorrente da morte celular, que pode ocorrer por necrose ou apoptose,
sendo estes mecanismos fisiopatologicos que acontecem a nivel celular (BUYUKLU et al.,
2014). Alguns estudos in vitro, realizados com culturas celulares, demostraram que 0s meios
de contraste iodado causam alteracBes em uma variedade de moléculas de sinalizacdo que
desempenham importante papel na homeostasia celular (MICHAEL et al., 2014).

Dessa forma, ressalta-se a importancia do estudo comparando a funcéo renal de ratos
ap6s a administracdo dos meios de contraste de alta osmolalidade, baixa osmolalidade e
isosmolar nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas. Os estudos in vivo possibilitaram
também a analise das alteracdes dos biomarcadores da funcdo renal. Entre eles, destaca-se o
KIM-1 urinario, que tem sido amplamente estudado como novo biomarcador de LRA em
diversos estudos experimentais e em diferentes contextos clinicos. Além disso, poucos estudos
foram encontrados na literatura com KIM-1 urindrio apds uso de contraste em animais e
humanos. Assim, avaliamos o KIM-1 urinario como biomarcador precoce de NIC.

Adicionalmente, estudamos os efeitos dos contrastes em linhagem de células do tubulo
renal proximal LLC-MK2, pois elas representam um tipo celular muito bem caracterizado em
termos de propriedades funcionais e composicdo molecular (HULL; CHERRY;

TRITCH,1962), constituindo um modelo para avaliacdo de citotoxidade in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Comparar os efeitos renais dos contrastes de alta osmolalidade, baixa osmolalidade e
isosmolar, bem como avaliar o papel do KIM-1 como preditor precoce da NIC, em estudos in

Vivo e in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

. Avaliar os efeitos renais dos meios de contraste de alta osmolalidade, baixa
osmolalidade e isosmolar, por meio da mensuragdo dos marcadores classicos.

. Comparar, quanto a inducdo de NIC, a exposicdo do meio de contraste de alta
osmolalidade, nas doses de 2,5 e 5,0 mL/kg e nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

. Estudar o envolvimento do KIM-1 como um biomarcador precoce de nefropatia
induzida por contraste.

. Avaliar o envolvimento da via mitocondrial de apoptose em células tubulares renais
LLC-MKZ2, tratadas com meios de contraste de alta osmolalidade, baixa osmolalidadee
isosmolar.

. Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio citoplasmatica em células tubulares
renais LLC-MKZ2, tratadas com meios de contraste de alta osmolalidade, baixa osmolalidadee

isosmolar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de Experimentacéo

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar, pesando de 150 a 200 g, pertencentes
ao Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Foram mantidos sob condigdes controladas (25 + 2°C, ciclo claro-escuro de 12 horas). Comida
e agua foram fornecidas ad libitum.

4.2 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA)
da Universidade Federal do Ceara e aprovado sob protocolo numero 33/2015. Todos os
experimentos foram realizados seguindo as orienta¢des da Diretriz Brasileira Para o Cuidado e
a Utilizacdo de Animais Para Fins Cientificos e Didaticos.

4.3 Ensaio in Vivo

4.3.1 Grupos experimentais

Os animais foram previamente pesados e colocados em gaiolas metabdlicas individuais.
A gaiola dispde de comedouro, bebedouro, coletor de fezes e um Becker coletor de urina. Apés
um periodo de 24 horas de adaptacdo dos animais as novas condicGes, eles foram novamente
pesados e, em seguida, o tratamento dos grupos experimentais (n = 5 por grupo) foi iniciado, a
saber:
e Grupo controle: animais néo tratados.
e Grupo alta osmolalidade 5 mL/kg, 72 horas: animais tratados com ioxitalamato de
meglumina 5 mL/kg, 1V, e avaliados 72 horas ap0s o tratamento.
e Grupo baixa osmolalidade 5 mL/kg, 72 horas: animais tratados com iobitridol 5 mL/kg,

IV, e avaliados 72 horas apds o tratamento.
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e Grupo isosmolar 5mL/kg, 72 horas: animais tratados com iodixanol 5 mL/Kkg, IV, e
avaliados 72 horas ap0s o tratamento.

e Grupo alta osmolalidade 2,5 mL/kg, 72 horas: animais tratados com ioxitalamato de
meglumina 2,5 mL/kg, IV, e avaliados 72 horas ap0s o tratamento.

e Grupo alta osmolalidade 5 mL/kg, 24 horas: animais tratados com ioxitalamato de
meglumina 5 mL/kg, IV, e avaliados 24 horas apds o tratamento.

e Grupo alta osmolalidade 5 mL/kg, 48 horas: animais tratados com ioxitalamato de

meglumina 5 mL/kg, IV, e avaliados 48 horas apds o tratamento.

Para administracdo das drogas em estudo, os animais foram imobilizados em caixas
adaptadas, onde se mantinha exposta apenas a cauda. A veia caudal foi puncionada com agulha
13 x 4,5 G e, em seguida, os meios de contraste foram administrados nas doses de 2,5 ou 5
mL/kg.

Os grupos experimentais foram mantidos em gaiola metabdlica 24, 48 ou 72 horas ap0s
aadministracdo. Durante as Ultimas 24 horas, foram avaliados os parametros metabélicos, como

descrito a seguir.

4.3.2 Protocolo experimental

Os animais dos grupos tratados e ndo tratados foram submetidos a nefrectomia esquerda,
24, 48 ou 72 horas ap06s a administracdo dos meios de contraste. Para tanto, os animais foram
anestesiados previamente com tiopental (50 mg/kg, i.p.). Em seguida, foi realizada laparotomia,
por meio de uma incisdo na parede abdominal, com base na linha alba, e duas incisdes
perpendiculares a primeira, para facilitar a manipulacdo. As visceras foram rebatidas para o
lado direito para visualizacdo do rim esquerdo, seguido pela sua remocao.

Imediatamente antes da retirada do rim esquerdo, a artéria renal esquerda foi seccionada, e
foram coletados 2 mL de sangue em dois tubos separados, contendo heparina litica. Os dois
tubos foram centrifugados (3.500 rpm, durante 10 minutos) para obtencdo do plasma. As
amostras de plasma foram congeladas a -80°C e descongeladas apenas uma vez para analise

laboratorial.
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A urina das ultimas 24 horas antes do sacrificio dos animais foi coletada em Becker
contendo 6leo mineral. O conteudo do Becker foi colocado em uma proveta graduada, na qual
a urina apresentava-se separada do 6leo mineral. A urina de 24 horas foi coletada e armazenada
em dois frascos de 1,5mL. Os frascos de urina foram armazenados em freezer -80°C, para

posterior analise laboratorial.

4.3.3 Mensuragao de parametros bioquimicos

Para aferir os pardmetros bioquimicos, foi utilizado um analisador automatico (Roche
Diagnostics Limited, Rotkreuz, Suisse). Foram determinadas as concentracdes de proteinas e
albumina urinarias, respectivamente, proteindria e microalbuminuria, além de concentraces de
creatinina plasmatica e urinaria. Além disso, foram aferidos os niveis plasmaticos e urinarios
dos ions sodio (Na*), potassio (K*) e cloreto (CI), utilizando um eletrodo ion-seletivo (Roche
Diagnostics Limited, Rotkreuz, Suisse).

4.3.4 Determinacédo do biomarcador KIM-1

Os ensaios para a quantificacdo de KIM-1 na urina e no sobrenadante das células foram
realizados por meio da técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) do tipo
sanduiche, que apresenta uma elevada sensibilidade e especificidade, utilizando o kit da R&D
systems. O ELISA sanduiche é baseado em: (1) adi¢do das amostras e do padrdo a placa de 96
poc¢os, onde previamente houve a adsor¢do de anticorpos anti-KIM-1 de rato especificos
(anticorpo de captura) pelo fabricante; (2) ligagdo da molécula de KIM-1 presente nas amostras
a esses anticorpos de captura anti-KIM-1 especificos, ligados a placa; (3) adicdo e ligacdo de
anticorpos conjugados a biotina (biotinilados) anti-KI1M-1 de rato a epitopos do KIM-1 fixados
nos anticorpos de captura; (4) conjugacao da estreptavidina ligada a enzima (peroxidase) com
a biotina dos anticorpos biotinilados; (5) e quantificacdo do complexo biotina-estreptavidina-
enzima, pela avaliacdo da atividade enzimatica da peroxidase na presenca do substrato
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB).

Por fim, essa atividade enzimatica € medida por meio de espectofotdmetro, utilizando
450 nm, sendo 0 aumento da absorbancia diretamente proporcional a concentracdo de KIM-1

na amostra, em ng/mL.
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4.3.5 Analise histologica

Apo0s 0 experimento, os tecidos renais removidos foram colocados em solugdo a 10%
de formol tamponado e, 24 horas apos, transferidos para uma solugéo de etanol a 70%. Apos o
processamento de tecidos, sec¢des mediana-sagital de 5 pum em parafina foram coradas com
hematoxilina-eosina, para avaliacdo histopatologica e registro fotografico.

A gradacdo da injuria renal observada foi subdivida em leve (menos de um terco dos
tibulos), moderada (um terco a dois ter¢os) e acentuada (mais de dois tercos dos tubulos
afetados), considerando toda a extensdo do corte histoldgico avaliado (D'AGATI; JENNETTE;
SILVA, 2005).

4.4 Ensaios in Vitro

4.4.1 Obtencdo, cultivo e manutencéo das células tubulares renais

Os estudos de toxicidade em cultura de células tém sido amplamente utilizados e
representam uma alternativa para reducgdo da utilizacao de animais de laboratério. Foi utilizada
uma linhagem celular, LLC-MKz, conforme descrito a seguir.

As células LLC-MK?2 foram obtidas do Departamento de Bioguimica da Universidade de
Sdo Paulo e mantidas em cultivo no Laboratério de Pesquisa em Nefrologia e Doencas
Tropicais do Departamento de Anélises Clinicas e Toxicologicas da Universidade Federal do
Ceard. As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com soro bovino fetal (SBF) a 10% e mantidas em estufa em uma saturacao de
5% de gas carbbnico a 37°C até atingirem confluéncia. Para formar a suspenséo de trabalho, as
células foram deslocadas com tripsina/EDTA e centrifugadas a 4.000 rpm por 5 minutos. O
pellet foi ressuspenso, e uma aliquota foi utilizada para quantificacdo em camara de Neubauer,
pelo método de exclusdo do azul de Tripan (0,1%). A concentracdo celular para realizacdo dos

experimentos foi ajustada a 1 x 10° células/mL.
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4.4.2 Avaliacéo do tipo de morte celular

A avaliagdo do tipo de morte induzido pelos contrastes em estudo foi realizada pela
determinacéo das caracteristicas celulares indicativas de morte, se por necrose ou apoptose.

Foi utilizada a citometria de fluxo como a metodologia para estudar os eventos celulares,
pois este instrumento possui como caracteristica a manutencao das condigdes vitais das células
ap6s sua manipulagdo, permitindo investigacdes seguras do comportamento biolégico da
populacdo em estudo, avaliando, inclusive, caracteristicas funcionais. No citbmetro, as células
sdo individualmente conduzidas em canal de corrente fluida que, ao interceptarem o feixe de
luz, geralmente proveniente de um laser, causam sua dispersdo em varias dire¢6es, dependendo
do tamanho, da estrutura interna, das caracteristicas topograficas e da densidade éptica de cada
célula (MACEY, 1994), as quais estdo diretamente correlacionadas com a morfologia celular,
que pode ser apreciada em preparados corados com diferentes fluorocromos. Neste contexto, o
feixe de luz que passa pela particula com um minimo de desvio esta relacionado com o tamanho
celular (forward light scatter — FSC), enquanto aqueles que captam o desvio ortogonal aos eixos
do fluido celular e do laser (side light scatter — SSC) estéo relacionados com a complexidade
celular interna, em particular sua granularidade. Apds a andlise simultanea destes parametros,
graficos de coordenada x e y sdo, entdo, gerados (MACHADO JUNIOR et al., 2006).

4.4.2.1 Anélise de efeitos apoptoticos e necréticos por citometria de fluxo

Neste estudo, foi analisada a capacidade de os contrastes iodados ioxitalamato de
meglumina, iobitridol e iodixanol induzirem apoptose e/ou necrose, utilizando-se o ensaio de
deteccdo da anexina V com o kit BD Pharmingen™ Annexin V-PE. A anexina V tem a
capacidade de se ligar fortemente aos fosfolipidios de membrana plasmatica, por meio de suas
cargas negativas, na presenca de ions célcio. Quando o sinal de morte celular ocorre, a
fosfatidilserina é translocada para a face externa da membrana. A exposicdo da fosfatidilserina
parece comegcar durante as fases precoces da apoptose - enquanto a membrana celular continua
intacta - até os estagios finais, nos quais a celula se fragmenta, formando os corpos apoptdticos
(VAN ENGELAND et al., 1998). Dessa forma, a externalizacao da fosfatidilserina e a ligacéo
de anexina V é uma evidéncia da apoptose (ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006). A
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anexina V pode ser conjugada com fluorocromos como o ficoeritrina (PE), que serve como uma
sonda sensivel para analises por citometria de fluxo das células que estdo sofrendo apoptose. A
necrose, por outro lado, é acompanhada pela perda da integridade da membrana celular e €
avaliada ao se adicionar o corante vital 7-aminoactinomycin D (7-AAD). O corante 7-AAD se
liga a0 DNA e emite alta fluorescéncia quando excitado pelo laser. Células com membrana
integra ndo permitem a entrada do 7-AAD, no entanto, as células com membrana rompida
permitem sua entrada, e o 7-AAD se ligard ao DNA, emitindo alta fluorescéncia. As células
viaveis apresentardo baixa fluorescéncia, podendo distinguir as células em apoptose precoce
(Anexina V-PE positivas) daquelas em necrose (7-AAD positivas). As células viaveis também
sdo diferenciadas por serem Anexina V-PE e 7-AAD negativas. No entanto, células em
apoptose tardia se coram com ambos, Anexina V-PE e 7-AAD, devido ao estagio final de
desintegracdo celular, ndo havendo como diferenciar células em necrose de células em apoptose
tardia por este ensaio (BOERSMA et al., 2005).

4.4.2.1.1 Protocolo experimental

As células LLC-MK; foram tratadas com os contrastes ioxitalamato de meglumina,
iobitridol e iodixanol 15 mgl/mL. Foi utilizada esta concentracdo por ser equivalente a
concentracdo de 5mL/kg, utilizada nos estudos in vivo. Ap6s 24 horas do tratamento, 0 meio de
cultura foi coletado, colocado em um tubo (50 mL) e centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos
para coletar células em suspensdo. As células aderidas a placa foram lavadas com solugédo
tampdo de fosfato (PBS) trés vezes e tripsinizadas. O pellet obtido apds a tripisinizacdo foi
ressuspendido no meio que foi retirado do frasco e separado previamente. As células foram
centrifugadas novamente, e o pellet, entdo, ressuspendido em 500 pL de tampédo do kit para
deteccdo de apoptose e necrose. Foram retirados 100 pL dessa suspenséo e colocados em frasco
para citometro. Em seguida, foram adicionados 5 pL de Anexina V-PE, 7-AAD, ou de ambos,
em cada frasco do citbmetro, os quais ficaram em incubacao por 15 minutos protegidos da luz.
Por fim, foram adicionados 400 pL do tampéo, e os frascos foram levados para o citbmetro de
fluxo. A leitura foi realizada em citémetro de fluxo (FACSCalibur, BD, New Jersey, USA). Os

dados foram obtidos e analisados com o software CellQuest®.
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4.4.3 Determinacéo do potencial transmembranico mitocondrial

Para a analise do potencial de membrana mitocondrial, foi utilizado o corante rodamina
123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), especifico para a marca¢gdo mitocondrial
em ceélulas vivas. O fato de ser um fluorocromo catidnico permite que seja atraido pelo elevado
potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior das
organelas e emitindo fluorescéncia vermelha (Figura 5). Alteragdes ao nivel da integridade
mitocondrial (potencial transmembranico) podem ser detectadas em ensaios de citometria de
fluxo por aumento da fluorescéncia verde citosolica em detrimento da vermelha mitocondrial,
indicando uma difusdo do Rhol123 da mitocéndria para o citosol em células danificadas
(JOHNSON et al., 1980) (Figura 6). Assim, o fluorocromo Rho 123 liga-se as membranas
mitocondriais e inibe o transporte de elétrons, retardando a respiracdo celular. A intensidade de
fluorescéncia relativa produzida pela marcacédo de mitocondrias ativas foi coletada por meio do
filtro de fluorescéncia vermelha (FL2) (YANG et al., 2012).

Figura 5 - Estrutura quimica do fluorocromo catiénico rodamina 123
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Fonte: JOHNSON et al. (1980).
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Figura 6 - Mecanismo de funcionamento da coloracdo utilizando o corante fluorescente

rodamina 123 (Rho123) e sua respectiva ligagdo a membrana mitocondrial funcional

-
Difusdo passaiva
Extracelular < de Rho 123
L] ]
l | Efluxo de Rho 123
Intracelular <
Ligagdo da Rho
123 a membrana
\ mitocondnal

Fonte: YANG et al. (2012).

4.4.3.1 Protocolo experimental

As células LLC-MKG3, ap6s 24 horas de tratamento com os contrastes ioxitalamato de
meglumina, iobitridol e iodixanol 15 mgl/mL, tiveram seu meio de cultura transferido para um
tubo (5 mL), sendo, posteriormente, centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos para coleta das
células em suspensdo. As células aderidas a placa foram lavadas com PBS trés vezes,
tripsinizadas, e a suspensao obtida foi adicionada ao meio de cultura coletado inicialmente. As
amostras foram centrifugadas novamente, e o pellet foi ressuspenso em 500 uL de solugdo
salina (PBS). Posteriormente, foram adicionados 5 pL da solugdo de Rho123 (5 mg/mL) em
etanol, sendo as amostras incubadas por 15 minutos a 37°C. Por fim, os tubos foram levados ao
citometro de fluxo para leitura (515 a 530 nm) (LIMA, 2005). As culturas ndo tratadas foram
utilizadas como controle negativo. Os dados foram obtidos e analisados por meio do software
CellQuest®.

4.4.4 Avaliacdo da producéo de especies reativas de oxigénio citoplasmaticas

Com o intuito de avaliar o papel das espécies reativas de oxigénio no efeito renal dos

contrastes utilizados, foi utilizado um marcador para estresse oxidativo da célula, o DCFH. O
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principio do ensaio baseia-se na introducdo da sonda ndo fluorescente 2',7'-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) no interior das células, provendo um substrato oxidavel
(DCFH). O DCFH-DA é um composto estavel ndo fluorescente lipofilico, que facilmente
atravessa a membrana das células. Dentro da célula, enzimas citosdlicas (esterases) desacetilam
0 DCFH-DA, para formarem a 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH), a qual, devido a sua
polaridade, fica confinada no citoplasma. Espécies reativas de oxigénio geradas durante a
explosdo respiratoria oxidam o DCFH, formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi),
que possui fluorescéncia verde, com emissdao em 510 a 530 nm (Figura 7). A intensidade da
fluorescéncia intracelular verde produzida pela formacdo de DCFoxi é proporcional a presenca

de metabdlitos oxidativos produzidos pelas células. (BASS et al., 1983).

Para a incorporacdo do DCFH no interior das células, 5 pL (concentracdo final 100 uM)
da solucéo estoque foram adicionados aos po¢os da placa de 24 pocos contendo as células em
cultivo 3 horas ap6s o tratamento com contraste de alta osmolalidade, baixa osmolalidade e
isosmolar, como previamente descrito (BASS et al., 1986). Ao término das 24 horas do
tratamento, as amostras foram lavadas com PBS, tripsinizadas, e o pellet de células foi
processado em citdmetro de fluxo. Assim, a média de intensidade de fluorescéncia relativa
produzida durante a explosdo respiratoria pela oxidacdo do DCFH foi coletada através do filtro

de fluorescéncia verde (FL1).

Figura 7 - Principio do ensaio de oxidacao da 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH), pelo perdxido

de hidrogénio (H202) & 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi fluorescente)

MEIO EXTRACELULAR MEIO INTRATRACELULAR

DCFH-DA

fluorescente
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45 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como mediana, percentil 25 e 75. Para as comparagdes
estatisticas entre os grupos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e, em seguida, a comparacao
entre os pares foi feita utilizando-se o teste de Mann-Whitney. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS),

versao 22.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise dos Parametros Bioquimicos dos Animais Tratados com Contrastes
loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade), lobitridol (Baixa Osmolalidade) e
lodixanol (Isosmolar) na Dose de 5 mL/kg e Mantidos em Gaiola Metabdlica por 72 Horas

Para avaliar os parametros bioquimicos, foram realizadas dosagens de creatinina sérica,
clearance de creatinina, TFG, proteindria, albuminuria, fracdo de excrecédo de sodio, fracao de
excrecdo de cloreto e fracdo de excrecdo de potassio em animais que receberam solucéo salina
(n = 5), contraste de alta osmolalidade (n = 5), contraste de baixa osmolalidade (n = 5) e
contraste isosmolar (n = 5). Essas dosagens foram realizadas 72 horas apds a administracdo do
contraste iodado e com os animais mantidos em gaiola metabdlica.

Foi observado um aumento significativo de creatinina sérica no grupo que recebeu
contraste de alta osmolalidade, quando comparado aos grupos controle e ao que recebeu
contraste de baixa osmolalidade (Grafico 1).

Gréafico 1 - Creatinina sérica (mg/dL) no grupo controle (n = 5), e grupos tratados com 0s
contrastes ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5), iobitridol (baixa

osmolalidade) (n = 5) e iodixanol (isosmolar) (n = 5), na dose de 5 mL/kg e tempo de 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0,05 vs. Alta
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Ao avaliar a TFG, por meio do clearance de creatinina, foi verificada uma reducao
significativa no grupo que recebeu contraste de alta osmolalidade, quando comparado ao grupo

controle (Gréfico 2).

Gréfico 2 - Clearance de creatinina (mL/min) no grupo controle (n = 5), e grupos tratados com
0s contrastes ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5), iobitridol (baixa

osmolalidade) (n = 5) e iodixanol (isosmolar) (n = 5), na dose de 5 mL/kg e tempo 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle

Avaliando os resultados da albumindria, foi observado um aumento significativo nos
grupos que receberam contraste de alta osmolalidade e isosmolar. Foi também observado um
aumento da albumindria no grupo de alta osmolalidade, quando comparado ao de baixa

osmolalidade (Gréafico 3).
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Gréfico 3 - Albuminuria (mg/24 horas) no grupo controle (n = 5), e grupos tratados com 0s
contrastes ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5), iobitridol (baixa

osmolalidade) (n = 5) e iodixanol (isosmolar) (n = 5), na dose de 5 mL/kg e tempo de 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0,05 vs. Alta

Analisando os niveis de proteindria e as taxas de excrecdo de sédio, potassio e cloreto
nédo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle e 0s trés

grupos que receberam contraste iodado (Tabela 2).
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Tabela 2 - Proteindria (mg/24 horas), fracdo de excrecdo de sodio (FE-Na®), fracdo de excrecdo
de potassio (FE-K*) e fracdo de excrec¢do de cloreto (FE-CI) no grupo controle (n =5), e grupos
tratados com os contrastes ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5), iobitridol
(baixa osmolalidade) (n = 5) e iodixanol (isosmolar) (n = 5), na dose de 5 mL/kg e tempo de 72

horas
Controle Alta Baixa Iso
. Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75)
(Pr;cg/ezlzﬁgl)a 96,26 (81,04-118,75) 99,62 (84,17-110,3) 93,40 (77,86-105,99) 100,92 (98,92-110,86)
FE-Na*(%) 032 (024-041) 0,32 (0,25-0,44) 0,38 (0,20-0,50) 0,49 (0,37-0,62)
FE-K*(%) 31,19 (30,62-33,43) 33,31 (30,86-34,75) 37,39 (32,69-40,35) 28,83 (26,69-32,14)
FE-CI'(%) 0,87 (0,80-0,93) 0,94 (0,83-1,04) 0,97 (0,79-1,02) 1,03 (0,98-1,14)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: P25: percentil 25; P75: percentil 75.

52 Mensuragdo da Expressdo de KIM-1 Urinario nos Animais Tratados com
Contrastes loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade), lobitridol (Baixa
Osmolalidade) e lodixanol (Isosmolar) na Dose de 5 mL/kg e Mantidos em Gaiola

Metabdlica por 72 Horas

Foi avaliada a expressdo de KIM-1 urinario, pelo método ELISA, nos grupos tratados
com contraste de alta osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar, sendo observado aumento
na expressdo de KIM-1 nos grupos tratados com contraste de alta osmolalidade e isosmolar,

quando comparados ao grupo controle (Grafico 4).
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Gréafico 4 - Expressdo de KIM-1 urinario no grupo controle (n = 5), e grupos tratados com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5), iobitridol (baixa

osmolalidade) (n = 5) e iodixanol (isosmolar) (n = 5), na dose de 5mL/kg e tempo de 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0,05 vs. Alta

5.3  Analise Histologica dos Rins dos Animais Tratados com Contrastes loxitalamato
de Meglumina (Alta Osmolalidade), lobitridol (Baixa Osmolalidade) e lodixanol

(Isosmolar) na Dose de 5 mL/kg e Mantidos em Gaiola Metabdlica por 72 Horas

Nas analises histologicas dos rins dos animais tratados com contraste de alta
osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar, foram evidenciadas alteragdes tubulares leves
nos trés grupos tratados. Nas demais estruturas, como glomérulo, intersticio, arteriolas e outros

vasos, ndo foram encontradas alteracdes histolégicas (Figura 8).
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Figura 8 - Prancha representativa da fotomicrografia dos rins dos animais do grupo controle,
tratados com os contrastes ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), iobitridol (baixa

osmolalidade) e iodixanol (isosmolar), na dose de 5 mL/kg e tempo de 72 horas

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: (A) controle; (B) alta osmolalidade; (C) baixa osmolalidade; (D) isosmolar. Coloracdo de hematoxilina-
eosina, 400x. Microscopio Olympus VX 41®. Camera Image planet 20 mpx®. Software Infinity capture.
Célula tubular proximal normal (circular, bordas regulares e Iimen livre).
—) Célula tubular proximal com alteracéo (achatada, bordas irregulares, presenca de debris no lmen).
A Lamina com alteragdes leves (até 1/3 das células tubulares proximais comprometidas).

54  Analise Comparativa dos Parametros Bioquimicos dos Animais Tratados com

Contraste loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade) nas Doses de 2,5 mL/kg e 5

mL/kg e Mantidos em Gaiola Metabolica por 72 horas
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Os resultados encontrados nas dosagens de creatinina sérica do grupo que recebeu
contraste de alta osmolalidade, na dose de 2,5 mL/kg, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparados ao grupo controle. Quando comparados com
0 grupo que recebeu contraste de alta osmolalidade, na dose de 5 mL/kg, o grupo que recebeu

maior dosagem apresentou aumento estatisticamente significativo (Gréafico 5).
Gréfico 5 - Creatinina sérica (mg/dL) no grupo controle (n =5), e grupo tratado com o contraste

ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), nas doses de 5 mL/kg (n =5) e 2,5 mL/kg (n =

5), no tempo de 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0,05 vs. Alta 5 mL/kg

Os valores encontrados nas dosagens de clearance de creatinina do grupo que recebeu
contraste de alta osmolalidade, na dose de 2,5 mL/kg, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparados aos do grupo controle e do grupo que recebeu

a maior dosagem (Gréfico 6).
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Gréfico 6 - Clearance de creatinina (mL/min) no grupo controle (n = 5), e grupo tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), nas doses de 5 mL/kg (n=5) e 2,5

mL/kg (n = 5), no tempo de 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle

Na analise dos resultados da albuminuria, foi observado que o grupo que recebeu
contraste de alta osmolalidade, na dose de 2,5 mL/kg, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado ao grupo controle e ao grupo que recebeu a maior dosagem
(Grafico 7).
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Grafico 7 - Albuminuria (mg/24horas) no grupo controle (n = 5), e grupo tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), nas doses de 5 mL/kg (n =5) e 2,5

mL/kg (n = 5) no tempo de 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle

Foi observado, ao se analisarem 0s resultados encontrados para proteinuria, que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos expostos ao contraste de alta

osmolalidade nas dosagens de 2,5 mL/kg e 5 mL/kg e o grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 3 - Proteindria (mg/24horas), fracdo de excrecdo de sédio (FE-Na*), fracdo de excrecdo
de potassio (FE-K™) e fracdo de excrecao de cloreto (FE-CI") no grupo controle (n = 5), e grupo
tratado com o contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), nas doses de 2,5 mL/kg
(n=5) e 5 mL/kg (n =5) no tempo de 72 horas

Controle Alta 2,5 mL/kg Alta 5 mL/kg
Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75)
E’r;‘gfz'm')a 96,26 (81,04-118,75) 95,60 (78,65-110,15) 99,62 (84,17-110,3)
FE-Na'(%) 0,32 (0,24-0,41) 0,38 (0,25-0,52) 032 (0,25-0,44)
FE-K*(%) 31,19 (30,62-33,43) 31,92 (27,62-38,22) 3331 (30,86-34,75)
FE-CIC%) 087 (08-0,93) 091 (0,66-0,99) 094 (083-1,04)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: P25: percentil 25; P75: percentil 75.

Na analise das taxas de excrecdo de sddio, potassio e cloreto, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre 0S grupos expostos ao contraste de alta

osmolalidade, nas dosagens de 2,5 mL/kg e 5 mL/kg e o grupo controle

55  Analise Comparativa da Expressdo de KIM-1 Urinério nos Animais Tratados com
Contrastes loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade) nas Doses de 2,5 mL/kg e 5

mL/kg e Mantidos em Gaiola Metabdlica por 72 Horas

A avaliagdo da expressdo de KIM-1 urinério nos animais tratados com contraste de alta
osmolalidade, na dose de 2,5 mL/kg, ndo mostrou aumento significante quando comparado ao

grupo controle e ao grupo tratado com a dose de 5 mL/kg (Gréafico 8).
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Grafico 8 - Expressdo de KIM-1 urinario no grupo controle (n = 5), e grupo tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), nas doses de 5 mL/kg (n =5) e 2,5

mL/kg (n = 5) no tempo de 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle

5.6  Analise Comparativa das Alteracdes Histoldgicas dos Rins dos Animais Tratados
com contrastes loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade) nas Doses de 2,5 mL/kg

e 5 mL/kg e Mantidos em Gaiola Metabdlica por 72 Horas

Nas analises histologicas dos rins dos animais tratados com contraste de alta
osmolalidade nas dosagens de 5 mL/kg e 2,5 mL/kg, foram evidenciadas altera¢fes tubulares
leves nos dois grupos tratados. Nas demais, como glomérulo, intersticio, arteriolas e outros

vasos, ndo foram encontradas alteragdes histologicas (Figura 9).
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Figura 9 - Prancha representativa da fotomicrografia dos rins dos animais do grupo controle,
tratados com o contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), nas dosagens de 5

mL/kg e 2,5 mL/kg, no tempo de 72 horas

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: (A) controle; (B) 2,5 mL/kg; (C) 5 mL/kg. Coloragdo de hematoxilina-eosina, 400x. MicroscOpio
Olympus VX 41®. Camera Image planet 20 mpx®. Software Infinity capture.
Célula tubular proximal normal (circular, bordas regulares e lamen livre).
—) Célula tubular proximal com alteracdo (achatada, bordas irregulares, presenca de debris no limen).
A Lamina com alteracdes leves (até 1/3 das células tubulares proximais comprometidas).

5.7  Analise Comparativa dos Parametros Bioquimicos dos Animais Tratados com
Contraste loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade) na Dose de 5 mL/kg e Tempos
de 24, 48 e 72 Horas Mantidos em Gaiola Metabdlica
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Na andlise da creatinina sérica, foi evidenciado um aumento estatisticamente
significativo nos tempos de 48 e 72 horas, quando comparado ao controle, e no tempo de 24

horas, quando comparados ao tempo de 72 horas (Gréfico 9).

Gréafico 9 - Creatinina sérica (mg/dL) no grupo controle (n = 5), e grupo tratado com o contraste
ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), na dose de 5 mL/kg e tempos de 24 horas (n =
5), 48 horas (n =5) e72 horas (n =5)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0,05 vs. Alta 72h

Em relagdo ao clearance de creatinina, foi observada redugdo estatisticamente
significativa nos tempos de 48 e 72 horas, quando comparada a do grupo controle, e no tempo
de 24 horas, em relagdo ao tempo de 72 horas (Gréafico 10).
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Gréafico 10 - Clearance de creatinina (mL/min) no grupo controle (n = 5), e grupo tratado com
0 contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), na dose de 5mL/kg e tempos de 24
horas (n =5), 48 horas (n =5) €72 horas (n = 5)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda:

a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0.05 vs. Alta 72h

Na anélise das dosagens de albumindria, foi evidenciado um aumento no grupo avaliado

com 72 horas, quando comparado aos grupos controle e de 48 horas (Gréafico 11).
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Gréafico 11 - Albumindria (mg/24 horas) no grupo controle (n = 5), e grupo tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), na dose de 5 mL/kg e tempos de 24
horas (n =5), 48 horas (n =5) €72 horas (n = 5)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda:

a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0,05 vs. Alta 72h

A proteindria e as taxas de excrecao de sddio, potassio e cloreto ndo alteraram nos trés

tempos avaliados, quando comparados ao grupo controle (Tabela 4).



58

Tabela 4 - Proteindria (mg/24 horas), fracdo de excrecdo de sodio (FE-Na®), fracdo de excrecdo
de potassio (FE-K™) e fracdo de excrecao de cloreto (FE-CI") no grupo controle (n = 5), e grupo
tratado com o contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), na dose de 5 mL/kg e
tempos de 24 horas (n = 5), 48 horas (n = 5) e 72 horas (n = 5)

Controle Alta 24h Alta 48h Alta 72h
Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75)
Proteindri
(r;OgIBZIZEQ)a 99,90 (81,04-118,75) 107,30 (99,05-115,56) 94,15 (87,04-101,26) 97,23 (84,17-110,3)
FE-Na*(%)
0,32 (0,24-0,41) 0,37 (0,28-0,47) 0,36 (0,32-0,41) 0,35 (0,25-0,44)
FE-K*(%)
32,03 (30,62-33,43) 33,02 (29,88-36,15) 33,94 (30,97-36,91) 32,81 (30,86-34,75)
FE-CI"(%
06) 0,86 (0,8-0,93) 0,94 (0,89-1,00) 0,97 (0,94-0,99) 0,94 (0,83-1,04)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: P25: percentil 25; P75: percentil 75.

5.8  Analise Comparativa da Expressdo de KIM-1 Urinario nos Animais Tratados com
Contrastes loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade) Na Dose de 5 MI/Kg e

Tempos de 24, 48 e 72 Horas Mantidos em Gaiola Metabolica

Foi observado um aumento estatisticamente significativo nos trés grupos tratados com
contraste de alta osmolalidade e avaliados nos tempos de 24, 48 e 72 horas, quando comparados

ao controle (Gréfico 12).
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Grafico 12 - Expressdo de KIM-1 urinario no grupo controle (n = 5), e grupo tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), na dose de 5 mL/kg e tempos de 24
horas (n =5), 48 horas (n =5) e 72 horas (n = 5)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle

5.9  Analise Histologica dos Rins dos Animais Tratados com Contrastes loxitalamato
de Meglumina (Alta Osmolalidade) na Dose de 5 mL/kg e Tempos de 24, 48 e 72 Horas

Mantidos em Gaiola Metabdlica

Nas analises histologicas dos rins dos animais tratados com contraste de alta
osmolalidade na dosagem de 5 mL/kg e tempos de 24, 48 e 72 horas foram evidenciadas
alteracdes tubulares leves nos tempos de 24 e 72 horas e moderadas no tempo de 48 horas. Nas
demais estruturas como glomérulo, intersticio, arteriolas e outros vasos ndo foram encontradas

alteracOes histologicas (Figura 10).
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Figura 10 - Prancha representativa da fotomicrografia dos rins dos animais do grupo controle,

tratados com o contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), na dosagem de 5
mL/kg e tempos de 24, 48 e 72 horas

<4

;O" > Lt

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: (A) controle; (B) 24 horas; (C) 48 horas; (D) 72 horas. Coloracdo de hematoxilina-eosina, 400x.
Micr;s'cépio Olympus VX 41®. Camera Image planet 20 mpx®. Software Infinity capture.

Célula tubular proximal normal (circular, bordas regulares e limen livre).
—) Célula tubular proximal com alteracéo (achatada, bordas irregulares, presenca de debris no [imen).
A Lamina com alteracdes leves (até 1/3 das células tubulares proximais comprometidas).
o Lamina com alteracBes moderadas (de 1/3 a 2/3 das células tubulares proximais comprometidas).

5.10 Avaliacdo do Tipo de Morte Celular Induzida pelos Contrastes loxitalamato de

Meglumina (Alta Osmolalidade), lobitridol (Baixa Osmolalidade) e lodixanol (Isosmolar)
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em Cultura de Células Tubulares Renais Proximais LLC-MK2 na Concentracdo de 15

mgl/mL, por 24 Horas

Foi evidenciada citotoxicidade em células tubulares renais LLC- MK2, com os contrastes
de alta osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar, na concentracdo de 15 mgl/mL. Nos
ensaios em citometria de fluxo, observou-se maior concentracdo de células marcadas com
anexina V, demonstrando que um grande numero de céelulas encontrava-se na fase inicial da
apoptose (Grafico 13 e Figura 11).

Grafico 13 - Andlise do tipo de morte celular induzida pelos contrastes de alta osmolalidade,
baixa osmolalidade e isosmolar em cultura de células LLC-MK2 na concentracdo de 15

mgl/mL, por 24 horas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Viaveis: células vivas; 7-AAD+: necrose; Ax+: apoptose; dupla marcacéo: apoptose tardia; a: p<0,05
vs. Controle

Figura 11 — Dot plot das citometrias com células tubulares renais LLC- MK2
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5.11 Anadlise do Potencial Transmembréanico Mitocondrial em Células LLC-MK2 com

Contrastes loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade), lobitridol (Baixa

Osmolalidade) e lodixanol (Isosmolar) na Dose de 15 mgl/mL

Na andlise do potencial transmembranico mitocondrial, ndo foram evidenciadas

alteracOes significativas entres os grupo controle e os trés grupos tratados com contrastes de

alta osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar (Tabela 5)
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Tabela 5 - Efeito dos contrastes sobre o potencial de membrana mitocondrial em cultura de
células tratadas com os contrastes ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), iobitridol

(baixa osmolalidade) e iodixanol (isosmolar), na dose de 15 mgl/mL

Controle Alta Baixa Iso
Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75) Mediana (p25-p75)
Intensidade
de 1,02 (0,97-1,15) 1,07 (1,02-1,13) 0,99 (0,89-1,09) 0,93 (0,83-1,09)

fluorescéncia

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: P25: percentil 25; P75: percentil 75.

5.12 Analise das Espécies Reativas de Oxigénio em Celulas LLC-MK2 com Contrastes
loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade), lobitridol (Baixa Osmolalidade) e

lodixanol (Isosmolar) na Dose de 15 mgl/mL

Na analise do DCF, foram observadas alteracdes significativas no grupo de células
tratadas com contraste de alta osmolalidade, quando comparado aos grupos controle e naqueles

tratados com baixa osmolalidade e isosmolar (Gréafico 14 e Figura 12).
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Gréafico 14 - Producdo de espécies reativas de oxigénio em cultura de células tratadas com

contrastes ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade), iobitridol (baixa osmolalidade) e

iodixanol (isosmolar), na dose de 15 mgl/mL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda:
a: p<0,05 vs. Controle
b: p<0,05 vs. Alta
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Figura 12 - Histograma representativo da formacao de espécies reativas de oxigénio pela técnica

de diacetato de diclorofluoresceina
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: (A) alta osmolalidade; (B) baixa osmolalidade; (C) isosmolar.
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5.13 Analise do KIM-1 no Sobrenadante de Células LLC-MK2 Tratadas com
Contrastes loxitalamato de Meglumina (Alta Osmolalidade), lobitridol (Baixa

Osmolalidade) e lodixanol (Isosmolar), na Dose de 15 Mgl/mL.

A liberacdo da molécula de KIM-1 foi detectada apenas no sobrenadante das células
tratadas com contraste de alta osmolalidade. Nos sobrenadantes das células tratadas com
contraste de baixa osmolalidade e isosmolar, a molécula de KIM-1ndo foi detectada, sugerindo

que essas celulas ndo tiveram lesdo para liberar KIM-1.
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6 DISCUSSAO

A NIC é uma séria, mas subdiagnosticada, complicacdo apresentada pelos pacientes que
necessitam utilizar contraste iodado. Isto ocorre durante a realizacdo de procedimentos
diagnosticos ou terapéuticos em diversas especialidades. A utilizacdo de contraste em
procedimentos estd em crescimento continuo e, consequentemente, aumenta o nimero de
pacientes expostos ao contraste iodado, resultando no aumento da incidéncia de NIC
(MICHAEL et al., 2014).

Estudos sobre NIC sdo frequentemente realizados, na tentativa de elucidar os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessa patologia e proporcionar uma maior
seguranca na utilizacdo do contraste na pratica clinica. Neste estudo, foram realizados ensaios
in vivo e in vitro, buscando um melhor entendimento sobre a NIC.

Durante a analise dos achados in vivo, foram avaliados os parametros bioquimicos dos
animais tratados com meio de contraste iodado, por via IV, na dose de 5 mL/kg e, em seguida,
esses animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas por 72 horas. Niveis de creatinina sérica,
clearance de creatinina, albunindria, proteinuria e eletrdlitos foram analisados e comparados
entre 0s grupos controle, alta osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar.

Foi feita a opgdo por trabalhar com a dose de 5 mL/kg, tomando por base a literatura
que recomenda como dose maxima 5 mL/kg divididos pelo valor da creatinina sérica
(BRIGUORI; TAVANO; COLOMBO, 2003; EBISAWA et al., 2016), que, por sua vez, varia
entre 0,6 e 1,3 mg/dL, quando normal. Considerando o valor de 1,0 como a média dos extremos
do valor normal da creatinina, optou-se por trabalhar com essa dose.

Alguns estudos consideram que um volume de contraste maior que 100 mL esta
associado com o aumento do risco de NIC (WONG et al., 2012). Inicialmente, foi escolhido o
tempo de 72 horas relacionando aos achados na literatura que mencionam o aparecimento da
NIC, por meio de alteracdes na creatinina sérica, entre 48 e 72 horas ap6s a administracédo do
meio de contraste (EBISAWA et al., 2016; INDA FILHO et al., 2014; NICOLA et al., 2015).

No presente estudo, foi observado um aumento significativo da creatinina sérica do
grupo que utilizou contraste de alta osmolalidade, quando comparado ao grupo controle e ao
grupo baixa osmolalidade, além de uma reducdo do clearance de creatinina do grupo que

utilizou contraste de alta osmolalidade, quando comparado ao grupo controle.
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A definicdo de NIC mais frequentemente encontrada na literatura € o aumento absoluto
na creatinina > 0,5 mg/dL ou o aumento relativo de 25% no periodo entre 48 a 72 horas apds a
administracdo do meio de contraste iodado, atingindo seu pico entre 3 a 5 dias, e retornando
aos seus niveis basais entre 7 a 10 dias (NICOLA et al., 2015; WONG, at al, 2012). O
desenvolvimento da NIC relaciona-se diretamente com algumas propriedades do meio de
contraste, como viscosidade e osmolalidade (WU et al., 2013). Metanalise que incluiu 25
estudos compara 0s contrastes de alta e baixa osmolalidade quanto ao desenvolvimento da NIC
e sugere que, geralmente, o contraste de alta osmolalidade € mais nefrotdxico que o de baixa
osmolalidade (WONG et al., 2012).

A dosagem da creatinina sérica ndo é considerada um biomarcador ideal, por ser uma
substancia secretada e reabsorvida pelo proprio organismo. Alteracfes nos niveis de creatinina
sérica podem ser reflexos da excrecdo e/ou reabsorcao, sem alteracdes na filtracdo glomerular
(SOLOMON, 2014). Atualmente, considera-se a creatinina sérica como um biomarcador de
disfuncéo renal, amplamente utilizado na préatica clinica, provavelmente por seu facil acesso e
baixo custo.

O clearance de creatinina, que estima a TFG, mostra-se severamente comprometido,
antes do aumento da creatinina sérica. Isto ocorre devido a creatinina se distribuir em todo o
liquido corporal, resultando em aumento lento dos niveis séricos (SOLOMON, 2014).

E conhecido que a ativacdo do feedback tubuloglomerular pode ser responsavel pela
NIC. A alta osmolalidade do contraste causa diurese e natriurese, que estimulam a macula densa
a liberar adenosina, para ativar os receptores Al da adenosina, resultando na vasoconstric¢ao
da arteriola aferente do glomérulo e também do leito vascular da medula, resultando na reducéo
da TFG (WONG et al., 2012).

Neste estudo, foi observado o aumento da albumindria nos grupos que utilizaram
contraste de alta osmolalidade e isosmolar, quando comparados ao grupo controle. Foi também
observado um aumento da albumindria no grupo de alta osmolalidade quando comparado ao de
baixa osmolalidade. Com relacéo a proteinaria, ndo foi observado aumento significativo em
nenhum dos grupos de intervencdo, quando comparado ao controle.

O glomérulo produz a primeira urina por filtragdo sanguinea e retém as proteinas com
peso molecular maior que 60 kd, incluindo a maior parte da albumina sérica, pois possui peso
molecular de 67 kd. A maioria das proteinas, com peso molecular menor que 60 kd, atravessa

livremente a membrana basal do glomerulo e é ativamente reabsorvida pelo sistema tubular.
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Albumindaria é definida como eliminacéo urinaria de mais de 30 mg de albumina em 24 horas,
sendo considerada um bom preditor de progressdo para o estagio final da insuficiéncia renal
disponivel na prética clinica, e estando, em alguns pacientes, presente mesmo sem reducao da
TFG (GORRIZ; MARTINEZ-CASTELAO, 2012; HAMIDEH et al., 2014). Estudo de
Komenda, Rigato e Tangri (2014) sugere que TFG e albuminuria sdo preditores essenciais para
risco de insuficiéncia renal.

Historicamente, os niveis de proteintria eram considerados fora da normalidade, quando
seus valores eram maiores que 150 mg por dia. Ndo existe uma descri¢do universal de um valor
de proteinaria normal, e fatores como idade devem ser levados em consideracdo. Atualmente,
é consensual que a proteinuria ndo apresenta importantes alteracdes na lesao renal aguda, sendo
um importante marcador de progressao de doenca renal cronica. Por outro lado, a albumindria
encontra-se particularmente elevada nas lesbes renais agudas (GORRIZ; MARTINEZ-
CASTELAO, 2012).

No presente estudo, foram utilizados trés tipos de contrastes com caracteristicas
diferentes, o ioxitalamato de meglumina, meio de contraste de alta osmolalidade que possui
uma osmolalidade de 2.160 mOsm/kg de &gua e uma viscosidade de 7,5 cP a 37°C (TELEBRIX,
2013); o iobitridol, de baixa osmolalidade, que possui uma osmolalidade de 915 mOsm/kg de
agua e uma viscosidade de 10,0 cP a 37°C (HENETIX, 2013); e o iodixanol, isosmolar, que
possui uma osmolalidade de 290 mOsm/kg de agua e viscosidade de 11,8 cP a 37°C
(VISIPAQUE, 2015).

Fatores como alta osmolalidade dos meios de contraste e alta viscosidade podem estar
envolvidos na diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular e no aumento da albuminuria
encontrados nos resultados do presente estudo, quando comparamos 0s trés tipos de contraste
em estudo.

As taxas de excrecdo de sodio, potassio e cloro foram avaliadas nos trés grupos em
estudo, ndo sendo encontradas diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo
controle.

Nesse estudo, foi avaliado como novo biomarcador renal o KIM-1 urinario, que é
especifico para injuria tubular proximal. No Brasil, ele ainda ndo é utilizado na clinica. Uma de
suas vantagens € sua caracteristica de ser liberado unicamente pelos rins. O KIM-1 foi avaliado
em diversos contextos clinicos, apresentando-se elevado em até 48 horas antes de qualquer

alteracédo clinica se manifestar. Os biomarcadores comumente utilizados na pratica médica,
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como a creatinina sérica, a TFG e a proteindria, ndo sao sensiveis o suficiente para deteccao
precoce de um comprometimento renal, por se mostrarem alterados tardiamente, limitando a
aplicacdo de intervencdes valiosas (LUO et al., 2014; WASUNG; CHAWLAB; MADERO,
2015).

Um dos parametros que foi avaliado nos estudos in vivo foi a expressdo de KIM-1 no
tibulo proximal por meio da quantificacdo do KIM-1 urinario nos animais que receberam
contraste iodado. Foi encontrado um aumento estatisticamente significativo na expressao deste
biomarcador na urina dos animais que receberam 5 mL/kg de contraste de alta osmolalidade e
isosmolar, quando comparados ao grupo controle. 1sso sugeriu lesdo tubular proximal no grupo
de alta osmolalidade e isosmolar. O KIM-1 ndo é apenas um bom indicador biologico de LRA,
mas também age como uma molécula funcional que participa do processo de reparo do dano
tubular renal (LI et al., 2015).

A viscosidade ¢é outro parametro que pode reduzir o fluxo sanguineo medular renal, em
decorréncia da vasculatura medular renal e dos vasos retos serem compostos por longos vasos
de pequeno diametro. O fluxo sanguineo nessa regido é facilitado pela manutengdo da baixa
viscosidade, que pode ser alterado pela presenca do meio de contraste. O aumento da
viscosidade pode também aumentar a pressao tubular intersticial, levando a reducdo do fluxo
sanguineo medular (RUDNICK, 2015). Os meios de contraste sdo agentes extremamente
ViSC0S0s, e 0 contraste isosmolar possui uma maior viscosidade quando comparado aos demais.
Como consequéncia da alta viscosidade, a filtracdo glomerular torna-se mais dificil, reduzindo
a diurese e aparecendo em altas concentracdes nos tubulos. Consequentemente, ocorrera um
aumento da pressdo intra-tubular e reducdo no fluxo sanguineo renal e pressdo de oxigénio
(LISS et al., 1998).

Diante dos resultados encontrados com o contraste de alta osmolalidade e os achados na
literatura relacionados as doses seguras de contraste na vivéncia clinica, decidimos ampliar
nosso estudo e analisar uma dosagem menor de contraste, que equivale & metade da dosagem
inicialmente utilizada. Outro parametro que foi também analisado, para ampliar a avaliagdo, foi
0 tempo de indugdo da nefrotoxicidade, buscando detectar precocemente alteracbes de
marcadores renais.

Com base nessas informagdes, foi feita a opgéo por administrar uma dose de 2,5 mL/kg,
metade da dose utilizada anteriormente, e manter os animais por 72 horas na gaiola metabdlica,

seguindo o protocolo inicial.



71

Ao se analisarem os resultados encontrados nas dosagens de creatinina sérica do grupo
que recebeu contraste de alta osmolalidade, na dose de 2,5 mL/kg, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa, quando comparado ao grupo controle. Quando comparado com
0 grupo que recebeu contraste de alta osmolalidade, na dose de 5 mL/kg, 0 grupo que recebeu
maior dosagem apresentou um aumento estatisticamente significativo.

A variacdo do clearance de creatinina do grupo que recebeu contraste de alta
osmolalidade, na dose de 2,5 mL/kg, ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa,
quando comparada a do grupo controle e do grupo que recebeu a maior dosagem.

Na analise dos resultados da albuminuria, foi observado que o grupo que recebeu
contraste de alta osmolalidade, na dose de 2,5 mL/kg, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado ao grupo controle e ao grupo que recebeu a maior dosagem.

Na anélise da proteindria, foram comparados o grupo que recebeu contraste de alta
osmolalidade na dose de 5 mL/kg e o grupo que recebeu contraste de alta osmolalidade na dose
de 2,5mL/kg, ndo sendo encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os dois
grupos.

Na analise da fracdo de excrecdo de sddio, potassio e cloro, foi comparado o grupo que
recebeu contraste de alta osmolalidade na dose de 5 mL/kg com o grupo que recebeu contraste
de alta osmolalidade na dose de 2,5 mL/kg, sem ter sido evidenciada alteracdo estatisticamente
significativa.

O volume de contraste € um importante fator de risco modificavel para NIC, e a redugéo
do volume de contraste utilizado parece ser uma estratégia fundamental para prevenir a NIC.
Estudos investigaram a hidratacao e a intervencdo farmacéutica para prevenir NIC. Os achados
mostraram que essas medidas sdo insuficientes (EBISAWA, 2016; INDA FILHO et al., 2014;
YASUDA; SUZUKI; ISHII, 2014). Poucos estudos tém investigado um volume seguro para
administracdo de meio de contraste em pacientes com funcédo renal normal e faz-se necessaria
a determinacdo desse volume, especialmente para os idosos. Estudo de Liu, Y. e colaboradores
(2015) mostrou que pacientes com funcéo renal normal, antes da administracdo de contraste,
podem desenvolver NIC com resultados clinicos semelhantes aos dos pacientes com IRC.

Analisando os resultados encontrados, com o auxilio das informagdes disponiveis na
literatura, pode-se sugerir que a administracdo de um menor volume de contraste iodado mostra-
se mais segura para utilizagdo na clinica. Esses achados reforcam a importancia de se

desenvolverem novos estudos que busquem um limite minimo de dose segura e efetiva de
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contrastes iodados, para pacientes com funcgédo renal normal. O investimento em estudos com
este objetivo pode se mostrar mais vantajoso do que a pesquisa de drogas para prevencao da
NIC.

No presente estudo, as andlises da expressdo do KIM-1 urinrio dos animais que
receberam a dose de 2,5 mL/kg de contraste de alta osmolalidade ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparadas ao grupo controle e ao grupo que recebeu a
maior dosagem.

Inicialmente, foi avaliado apenas o tempo de 72 horas, com base nos achados
relacionados aos marcadores classicos, como creatinina, TFG e albumindria. Buscando
identificar alteracGes de biomarcadores em um tempo mais precoce, foram avaliados os animais
que receberam contraste de alta osmolalidade nos tempos de 24, 48, 72 horas, 0s quais foram
comparados entre si e com o grupo controle. Na analise da creatinina sérica, observa-se um
aumento estatisticamente significativo nos tempos de 48 e 72 horas, quando comparado ao
controle, e o tempo de 24 horas, quando comparado ao grupo de 72 horas. Com relacdo ao
clearance de creatinina, evidencia-se uma reducao estatisticamente significativa nos tempos 48
e 72 horas, quando comparada a do grupo controle, e o tempo de 24 horas, em relagdo ao tempo
de 72 horas.

O diagnostico precoce da LRA € critico para prevencao de complicacdes, possibilitando
que seja oferecida uma intervencdo precoce e, consequentemente, melhorando o progndstico.
Importantes biomarcadores renais estdo surgindo para permitir a realizacdo de diagndésticos
mais precisos, prever resultados e estratificar riscos. A utilizacdo apenas dos biomarcadores
classicos pode levar a tomadas de decis@es inadequadas, afetando os resultados (LI et al., 2015;
WASUNG; CHAWLAB; MADERO, 2015).

Alguns estudos em diversos contextos clinicos utilizam a mensuragcdo do KIM-1 para
diagnostico precoce de LRA. Lahoud et al. (2015) utilizaram este biomarcador para diagnostico
precoce de LRA, no p6s-operatorio de cirurgia renal, sendo realizado clampeamento vascular
renal e consequente interrupcdo temporéria do fluxo sanguineo renal. Eles consideraram o
KIM-1 o melhor biomarcador de injuria isquémica tubular. Outro estudo, em pacientes com
anemia falciforme, patologia que evolui com dano renal, comparou os biomarcadores de leséo
renal, albumindria e KIM-1, para o diagnostico de LRA nestes pacientes. Os resultados
encontrados sugerem que a expressdo deste biomarcador precede o0 aparecimento da

albuminudria (HAMIDEH et al., 2014). Estudo realizado em doador de rim, com diagndstico de
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morte encefalica quantificava o KIM-1 antes da doagdo e acompanhava a evolucdo dos
receptores. Foi observado que, nos doadores que mostraram elevacéo significativa dos niveis
de KIM-1 e creatinina normal, os rins doados, subsequentemente, apresentaram disfuncéo pds-
transplante (FIELD et al., 2014).

Nicola et al. (2015) mencionam o aparecimento da NIC relacionado ao aumento da
creatinina serica, entre 48 e 72 horas ap6s a administracdo do meio de contraste. Relatam ainda
que o pico da creatinina sérica ocorre entre o segundo e terceiro dias, retornando aos seus niveis
basais dentro de 14 dias. Nossos achados vdo de encontro ao que esté descrito na literatura, ao
se observar uma crescente nos valores da creatinina sérica, mostrando-se significante nos
tempos de 48 e 72 horas, atingindo seu pico no tempo de 72 horas. Os valores encontrados para
o clearance de creatinina também estdo de acordo com os dados da literatura, encontrando-se
reduzidos nos tempos de 48 e 72 horas, e seu pico ocorreu 72 horas apds a administracéo do
meio de contraste.

O aumento da albumindria foi observado no grupo avaliado no tempo de 72 horas
quando comparado aos grupos controle e 48 horas. Com relagdo a proteinuria e as fracdes de
excrecdo de sddio, potéssio e cloreto, ndo foram observados aumentos significativos em
nenhum dos tempos avaliados, quando comparados ao grupo controle.

As analises de KIM-1 foram realizadas nos grupos de animais que receberam contraste
de alta osmolalidade, na concentracao de 5 mL/kg, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. A expressao
de KIM-1 ja se encontrava aumentada no tempo de 24 horas, persistindo com os niveis elevados
nos tempos de 48 e 72 horas.

Wu et al. (2013) realizaram estudo no qual era induzida a insuficiéncia renal em ratos
com indometacina e L-NAME e, em seguida, era administrado contraste de alta osmolalidade
na dose de 10mL/kg. Ap6s a administracdo do contraste, eles avaliaram a expressdo de KIM-1
com 24 e 48 horas, sendo evidenciado um aumento da expressao desse biomarcador renal.
Comparando com nossos achados, é importante ressaltar que nao induzimos insuficiéncia renal
e que utilizamos a dose de contraste usual na pratica clinica, quando observamos a expressao
de KIM-1 aumentada a partir do tempo de 24 horas, mantendo-se em niveis elevados até o
tempo de 72 horas, conforme avaliado.

Foram realizadas analises histoldgicas de cortes renais dos animais tratados nas
diferentes etapas deste estudo. Foram evidenciadas alteragOes tubulares em todos os grupos

tratados. No grupo que utilizou contraste de alta osmolalidade na dose de 5 mL/kg, no tempo
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de 48 horas, foram evidenciadas alteracdes tubulares moderadas e, nos demais grupos que
utilizaram contraste de baixa osmolalidade e isosmolar, no tempo de 72 horas, alta osmolalidade
na dose de 2,5 mL/kg, no tempo de 72 horas, e 5 mL/kg, nos tempos de 24 e 72 horas, foram
encontradas alteracfes tubulares leves. Nas demais estruturas, como glomérulo, intersticio,
arteriolas e outros vasos, ndo foram encontradas alteracdes histologicas.

A distribuicdo das lesdes no néfron depende da etiologia da leséo. LesGes com etiologia
toxica, como a observada neste estudo, apresentam dano mais intenso, do ponto de vista
histoldgico. Como o tubulo proximal é a por¢do comumente responsavel pela excrecdo de
toxinas, este € 0 segmento que mais apresenta lesdes (D'AGATI; JENNETTE; SILVA, 2005).

O KIM-1 é um receptor de fosfatidilserina que realiza fagocitose de corpos apoptéticos
e lipidios oxidados (BONVENTRE, 2014; YANG et al., 2015). A remogdo de células
apoptéticas em tempo habil desempenha um importante papel no remodelamento, regulacdo da
resposta imune e hemostasia tecidual. E importante que o processo seja rapido e eficiente, para
evitar danos secundarios, como a necrose celular (ICHIMURA et al., 2008). O KIM-1 é uma
molécula que transforma células tubulares proximais em fagocitos e, consequentemente,
proporciona o aumento da depuracao das células mortas pelas células tubulares sobreviventes,
desempenhando um importante papel na modulacdo da resposta imune inata, em resposta a
LRA. Existe indicacdo de que o KIM-1 proteja precocemente o rim apds uma injdria, captando
células apoptoticas (BONVENTRE, 2014).

Yang et al. (2015) realizaram estudo com andlise histoldgica de rins, ap6s lesdo de
isquemia e reperfusdo em animais normais e em animais com uma mutacéo do papel fagocitario
do KIM-1, mantendo todas as outras fun¢fes do KIM-1 preservadas. Avaliaram com 24, 48 e
72 horas, e observaram que, com 24 horas, os niveis de debris de células eram semelhantes nos
dois grupos, mas, a partir de 48 horas, o grupo dos animais normais apresentava uma reducao
significativa, quando comparado ao grupo dos animais com mutacdo do papel fagocitario do
KIM-1.

No presente estudo, foi evidenciada alteragdo moderada apenas no grupo que recebeu
contraste de alta osmolalidade, no tempo de 48 horas, corroborando a literatura e sugerindo que
o KIM-1, provavelmente, desempenha um papel fagocitario nos tabulos renais, apés a injaria
renal aguda, detectado pela melhora dos danos tubulares na histologia do grupo que recebeu

contraste de alta osmolalidade, na dose de 5mL/kg, no tempo de 72 horas.
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Nas analises in vitro, foi avaliada a viabilidade celular em cultura de células proximais
LLC-MKZ2, tratadas com contrastes de alta osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar, na
concentracdo de 15 mgl/mL e periodo de incubacdo de 24 horas, sendo observada apoptose
celular por citometria de fluxo nos trés grupos estudados.

Algumas criticas sdo relatadas, com relacdo a estudos in vitro que abordam a apoptose
causada pelo meio de contraste iodado, referindo-se a algumas limitagcdes apresentadas por
essas analises. Uma destas limitacbes estd relacionada as altas doses de contraste,
frequentemente utilizadas para experimentos com cultura celular. Outra importante observacao
refere-se ao fato de que raramente pesquisas comparam diferentes tipos de contraste, com
osmolalidades diferentes, no mesmo estudo (MICHAEL et al., 2014). Fizemos a opc¢do por
utilizar, nos nossos experimentos, a concentracdo de 15 mgl/mL e trés tipos de contraste com
osmolalidades diferentes - alta osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar. Estas escolhas
deveram-se a tentativa de retratar o que acontece na clinica, utilizando a dosagem que € utilizada
na pratica diaria e os trés tipos de contraste frequentemente administrados, tentando, assim,
encontrar um resultado mais proximo da realidade que acontece nas células renais dos pacientes
que recebem meio de contraste iodado.

O efeito tdxico do meio de contraste iodado em células renais, parece ter um papel no
desenvolvimento da NIC. Ademais, os mecanismos envolvidos na citotoxicidade ndo estéo
claros, mas os efeitos toxicos podem incluir falha da energia celular, interrupcdo da homeostase
do célcio, alteracdo na polaridade das células tubulares e apoptose (WU et al., 2010).

Previamente, pesquisadores avaliaram a viabilidade celular em cultura de células
NRKB52E (célula tubular proximal de rato) tratadas com meio de contraste de alta osmolalidade
(Urografina®); encontraram uma importante reducdo da viabilidade celular tempo e dose-
dependente, evidenciada pela inducéo de apoptose celular, mas sem aumento da necrose celular
(WUet al., 2010).

Alguns estudos mostraram que 0 meio de contraste diotrizoato de meglumina (alta
osmolalidade) induz a apoptose tempo-dependente e dose-dependente, determinada por
citometria de fluxo, em linhagem de célula epitelial tubular proximal renal humana, HK-2.
Foram avaliadas as concentragdes de 20, 40 e 80 mgl/mL de contraste, sendo detectadas células
apoptoticas, com uma maior porcentagem delas na fase inicial da apoptose, sugerindo uma
apoptose precoce, e ndo sendo evidenciada necrose ou apoptose tardia. Dados da literatura

sugerem que, com 0 aumento da concentracdo para 150 mgl/mL de contraste, deve ser
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ocasionada uma inversao do estagio da apoptose, passando, portanto, a ser evidenciado um
predominio de células na fase tardia da apoptose. A apoptose pode ser considerada a alteracéo
fisiopatoldgica predominantemente induzida pela toxicidade do meio de contraste iodado
(PENG et al., 2015; XIONG et al., 2006). Foi também observado apoptose tempo-dependente
e dose-dependente em cultura de célula NRK52E, apds a exposicdo ao meio de contraste de
baixa osmolalidade (loversol®). Observou-se ainda que, em concentracdes de até 100 mgl/mL
de meio de contraste, havia uma maior concentracdo de células no estagio precoce da apoptose
e com uma dose de 150 mgl/mL, ocorria uma inversdo e era evidenciada uma maior quantidade
de células na fase tardia da apoptose (XIONG et al., 2006).

Romano et al. (2008) avaliaram a viabilidade celular de dois tipos de contraste iodado,
sendo um de baixa osmolalidade (lobitridol®) e outro isosmolar (lodixanol®), em trés linhagens
celulares diferentes, sendo uma de rim embrionario humano (HEK 293), uma de células
tubulares proximais de porco (LLC- MK2) e outra de células tubulares distais de cdo (MDCK).
O referido estudo evidenciou reducdo da viabilidade celular concentracdo-dependente. Os
resultados mostraram-se idénticos nas trés linhagens celulares estudadas, e ndo houve nenhuma
interacdo entre o efeito citotdxico e o tipo de contraste utilizado.

Embora os meios de contraste de baixa osmolalidade tenham reduzido a frequéncia das
complicagdes, a hiperosmolalidade ndo explica completamente a patogénese da NIC (XIONG
et al., 2006).

No presente estudo, foi evidenciada citotoxicidade em células tubulares renais LLC-
MK2, com os contrastes de alta osmolalidade, baixa osmolalidade e isosmolar, na concentracao
de 15 mgl/mL. Foram utilizados contrastes de trés osmolalidades diferentes e na concentragéo
utilizada na clinica, pretendendo, com isso, aumentar a confiabilidade dos resultados. Foram
encontrados varios estudos com células renais e contraste, mas com uma dosagem bem maior
que a utilizada na clinica. Este trabalho se diferencia dos demais por utilizar a dosagem utilizada
na pratica médica. Nos ensaios em citometria de fluxo, foi observada uma maior concentracéo
de células marcadas com anexina V, demonstrando que um grande numero de células
encontravam-se na fase inicial da apoptose, corroborando achados da literatura. Estes resultados
sugerem que ndo apenas o fator osmolalidade ou viscosidade, isolados, determinam a NIC, mas,
provavelmente, mais de uma varidvel esta envolvida no desenvolvimento desta patologia.

Nesse trabalho, apesar de termos observado o potencial apoptético sobre células renais

com os trés tipos de contraste estudados, apenas o contraste de alta osmolalidade apresentou
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nefrotoxicidade observada nos ensaios in vitro. Isso sugere que a nefrotoxicidade dos contrastes
estd relacionada principalmente as alteracdes hemodindmicas associadas ao uso dessas
substancias, e ndo somente ao efeito direto desses contrastes sobre as células.

Estudos in vitro permanecem como a Unica maneira apropriada para avaliar os efeitos
citotoxicos diretos do meio de contraste em células renais, por ndo sofrerem interferéncia de
outras varidveis, que podem ser encontradas in vivo, como hipoxia, devido a alteracGes
hemodindmicas. Embora a interagdo entre o contraste e as células renais seja estatica em cultura
de células e transitoria no cenario clinico, ainda € a opg¢do de escolha (NETTI et al., 2014).

Atualmente, € aceito que o principal fator que desencadeia a NIC é hipdxia medular
renal, que pode ser iniciada de trés maneiras diferentes: alteragdes hemodinamicas induzidas
pelo contraste, danos causados pela liberagdo de espécies reativas de oxigénio e um efeito
toxico direto a célula tubular renal (LI et al., 2015; MICHAEL et al., 2014). Naziroglu et al.
(2013) demonstraram que a citotoxicidade do meio de contraste pode estar dissociada do
estresse oxidativo das células tubulares renais e da entrada de calcio.

No presente estudo, para avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
citoplasmaticas foi realizado o ensaio com DCFH, sendo observado um aumento da marcagéo,
indicando producdo de espécies reativas de oxigénio induzida apenas pelo contraste de alta
osmolalidade.

A hipoxia renal, causada pela reducao do fluxo sanguineo renal, conduz a alteragdes na
cadeia de transporte de elétrons, levando a producéo de espécies reativas de oxigénio, que pode
ter um efeito prejudicial no interior da célula por oxidacao de lipidios, inativacdo de proteinas,
oxidacdo do DNA e ativacdo das vias de sinalizacdo, que conduzem a inflamacdo e a morte
celular (MICHAEL et al., 2014).

A NIC é resultado de uma combinacdo de hipdxia e injdria toxica no parénquima renal.
Essa toxicidade pode ser ocasionada pelas espécies reativas de oxigénio. O estresse oxidativo
€ um mecanismo critico envolvido na NIC (LIU, T. et al., 2015). Estudo relata que o contraste
iodado induz a uma producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio, por meio da ativagdo
das células fagocitarias, pela hipdxia e por reperfusdo (NAZIROGLU et al., 2013).

Para analise do potencial transmembranico mitocondrial, foi utilizado o corante
rodamina, e ndo foi observada marca¢do com nenhum dos trés tipos de contraste estudados. A
atividade metabdlica das mitocondrias, determinada por citometria de fluxo, utilizando a

técnica de analise pela Rho123, possibilita a identificacdo das células viaveis e inviaveis. As
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células marcadas com a Rho123 apresentam funcéo mitocondrial inibida e, consequentemente,
ndo ocorre transporte de elétrons (LAISO, 2011).

A apoptose € um mecanismo conservador de eliminar as células indesejadas. Ela pode
ser induzida pela via intrinseca, sendo desencadeada por vérios fatores intracelulares e
extracelulares, que convergem para mitocéndria, ou pela via extrinseca, que € desencadeada
pela ativacdo de receptores de morte presentes na superficie das células (NETTI et al., 2014).

O mecanismo de induc¢do de apoptose pelo meio de contraste ainda é desconhecido. O
estresse oxidativo pode participar da apoptose das células renais induzida pelo meio de
contraste, mas ainda ndo estd completamente compreendido exatamente como ela ocorre.
Vaérios estudos controversos foram encontrados, sugerindo que o mecanismo pelo qual o
estresse oxidativo participa da patogénese da inducdo de apoptose, desencadeada pelo meio de
contraste, é complexo, e sinaliza que o estresse oxidativo pode ser um alvo para o tratamento
da NIC (PENG et al., 2015).

Avaliando os resultados encontrados no ensaio com a rodamina, ndo foi observado
comprometimento mitocondrial, e a morte celular aparentemente ndo esta relacionada ao
metabolismo mitocondrial.

Nos ensaios com células LLC-MK2, a liberacdo de KIM-1 foi encontrada apenas no
sobrenadante das células tratadas com o contraste de alta osmolalidade, sugerindo um dano

direto nas células tubulares proximais tratadas com contraste de alta osmolalidade.
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7 CONCLUSAO

Apos a realizacdo de experimentos in vivo e in vitro, nos quais foram testados trés tipos
de contraste iodado, em duas dosagens e trés tempos, podemos concluir que :

- O contraste iodado de alta osmolalidade demonstrou ser mais nefrotoxico que 0s
contrastes de baixa osmolalidade e isosmolar em experimentos com animais.

- O contraste de baixa osmolalidade demonstrou ser o menos nefrotoxico dentre os trés
tipos de contraste.

- O contraste de alta osmolalidade apresentou um comprometimento tubular moderado
nas analises histoldgicas.

- A reducéo da dose de contraste iodado administrado sugeriu uma maior seguranca na
prevencdo da nefropatia induzida por contraste.

- O KIM-1 mostrou superioridade em relacdo aos biomarcadores classicos, no
diagnostico precoce da nefropatia induzida por contraste.

- Os meios de contrates causaram apoptose em células tubulares renais.

- A morte celular aparentemente néo esta relacionada ao metabolismo mitocondrial.

- A producdo de espécies reativas de oxigénio mostrou-se aumentada com o contraste

de alta osmolalidade.
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ANEXO A: CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

Universidade Federal do Ceard
Comissiio de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza - CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ Estudo dos mecanismos de nefrotoxicidade
induzidos por meios de contraste de alta e baixa osmolalidade e iso-osmolar em rim
isolado e em linhagens de células tubulares proximal e distal”, protocolo n® 33/15. sob
responsabilidade de Alice Maria Costa Martins, que envolve a produgio, manutenclio eou
utilizagdo pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (excero o homem), para fins de pesquisa
cientifica, para fins de pesquisa cientifica - encontra-sc de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de n° 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA) e foi
aprovado pela Comisséio de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFC) da Universidade Federal do

Ceard, em reunido em 29/04/2015.
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