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RESUMO

Os meios de contraste iodado (MCI) sdao imprescindiveis na pratica médica atual, durante as
intervengoes diagnosticas e terapéuticas. A nefropatia induzida por meio de contraste (NIMC)
é a terceira causa iatrogénica de insuficiéncia renal aguda em pacientes hospitalizados. O
objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos renais dos meios de contraste ioxitalamato de
meglumina e iobitridol, podendo contribuir para a descoberta de ferramentas farmacologicas
e/ou elucidar os mecanismos de nefrotoxicidade. Os efeitos dos meios de contraste ioado
(MCI) foram avaliados em ratos Wistar mantidos em gaiolas metabdlicas, a cada 24 horas,
por um periodo de até 72 horas apés a administracao do contraste por via intravenosa. No
grupo controle foi administrado solucdo salina, enquanto os grupos tratados receberam
ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) e iobitridol (baixa osmolalidade). Foram
analisadas diariamente diurese, ingesta de dgua e alimento. A funcdo renal foi avaliada através
da perfusdo de rim isolado de ratos ap6s 72 horas da administracao do MCI, onde a perfusao
foi realizada com solucdo de Krebs Henseleit modificada com 6g% de albumina bovina. Os
dados foram comparados através do teste Bonferroni e ANOVA, com significancia de p<0,05.
A ingesta de agua aumentou no grupo tratado com contraste de alta osmolalidade
(26,00+2,00) quando comparado ao grupo controle (19,00+1,175) no tempo de 24 horas. A
diurese do grupo tratado com contraste de alta osmolalidade (6,84+0,767), no tempo de 24
horas, aumentou significativamente quando comparada ao grupo controle (3,57+0,696). Em
perfusdo de rim isolado de rato, foi observado aumento da pressdao de perfusdao (PP) nos
grupos que receberam contraste de alta (98,40+2,467) e de baixa osmolalidade (126,8+0,936)
quando comparados ao grupo controle (89,13+0,818), no tempo de 30 minutos. O ritmo de
filtracdo glomerular sofreu reducdo nos grupos de alta osmolalidade (0,297+0,039) e baixa
osmolalidade (0,390+0,053), quando comparado ao controle (0,741+0,042), no tempo de 120
minutos. Em relacdo ao transporte de eletrolitos, foi observado alteracao no transporte tubular
de cloreto no grupo de baixa osmolalidade (72,41+0,892) quando comparado aos grupos
controle (83,68+0,951) e de alta osmolalidade (79,72+1,335), no tempo de 120 minutos; em
relacdo ao transporte tubular de potassio foi evidenciado uma reducdo no grupo de alta
osmolalidade (53,86+5,847) quando comparado aos grupos controle (79,64+1,710) e de baixa
osmolalidade (69,34+2,479), no tempo de 120 minutos. Na analise histoldgica, os rins que
receberam contraste de alta e de baixa osmolalidade, no tempo de 72 horas, foi observado
uma intensa deposicao cilindrica em todos os tubulos, tanto no cortex quanto na medula. Os
glomérulos ndo apresentaram deposicdo. Na cultura de células MDCK foi evidenciado
citoxocidade dos contrastes de alta e de baixa osmolalidade, com predominio de apoptose
através da avaliacdo por citometria de fluxo. Estes resultados demonstram que os contrastes
de alta e baixa osmolalidade induzem alteracoes no metabolismo diario dos ratos e nos
parametros vasculares e renais avaliados na perfusdo de rim isolado e possui acdo citotoxica
sobre as células MDCK.

Palavras-chave: Meio de contraste iodado, perfusdo renal, gaiola metabolica



ABSTRACT

Iodinated contrast media (ICM) is important in current medical practice during
diagnostic and therapeutic interventions. Nephropathy induced by contrast medium (CMIN) is
the third iatrogenic cause of acute renal failure in hospitalized patients. The objective of this
work was to study the renal effects of contrast media meglumine and ioxitalamato Iobitridol
and may contribute to the discovery of pharmacological tools and / or elucidate the
mechanisms of nephrotoxicity. The effects of contrast media ioado (MCI) were evaluated on
male Wistar rats housed in metabolic cages, every 24 hours for a period of 72 hours after the
administration of intravenous contrast. In the control group was administered saline, while
groups received ioxitalamato meglumine (high osmolality) and Iobitridol (low osmolality).
We analyzed daily urine output, water intake and food. Renal function was assessed by
perfusion of isolated rat kidney after 72 hours of administration of the MCI , where perfusion
was performed with Krebs Henseleit modified 6g% bovine albumin. Data were compared by
ANOVA and Bonferroni test, with significance of p <0.05. The water intake increased in the
group treated with high-osmolality contrast (mL/24hs 26.00 + 2.00) compared to the control
group (19.00 + 1.175 mL/24hs) at the time of 24 hours. Diuresis contrast the group treated
with high osmolality (6.84 + 0.767 mL/24hs), at 24 hours, increased significantly when
compared to controls (3.57 + 0.696 mL/24hs). Perfused isolated rat kidney, we observed an
increase in perfusion pressure (PP) in the groups receiving high contrast (98.40 + 2.467
mmHg *, p <0.05) and low osmolality (126.8 + 0.936 * mmHg, p <0.05) when compared to
the control group (89.13 + 0.818 mmHg) at the time of 30 minutes. The glomerular filtration
rate was reduced in the groups of high osmolality (0.297 + 0.039 mm.g-1.min-1 **, p <0.05)
and low osmolality (0.390 + 0.053 mm.g-1.min-1 ** p <0.05) when compared with controls
(0.741 £ 0.042 mm.g-1.min-1) at time 120 minutes. Regarding the transport of electrolytes
was observed for the percentage of tubular transport of chloride in the group of low
osmolality (72.41 £ 0.892% MCI-) compared with control groups (83.68 + 0.951% MCI-) and
high osmolality (79.72 + 1.335%-TCL), in time of 120 minutes, in relation to the tubular
transport of potassium was observed a reduction in high-osmolality group (53.86 + 5.847%
TK +) compared to control groups (79 64 + TK + 1.710%) and low osmolality (69.34% =+
2.479 TK +) at the time of 120 minutes. Histological analysis kidneys receiving high contrast
and low osmolality in time of 72 hours, an intense deposition was observed in all cylindrical
tubules both the cortex and spinal cord. The glomeruli showed no deposition. In MDCK cell
culture cytotoxicity was evident contrasts of high and low osmolality, with a predominance of
apoptosis by flow cytometric evaluation. The results demonstrate that the high contrast and
low osmolality induce changes in the metabolism of rats daily and vascular parameters
assessed in the kidney and kidney perfusion isolated and have cytotoxic activity on MDCK
cells.

Keywords: Method of iodinated contrast, renal perfusion, metabolic cage
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1. INTRODUCAO

1.1 Meios de Contraste Iodados (MCI)

Os meios de contraste iodados sdao imprescindiveis na pratica médica atual. No mundo
estima-se em mais de 80 milhdes/ano o niimero de intervencoes diagnosticas ou terapéuticas
que sao realizadas com o auxilio de meios de contraste. Nos Estados Unidos, o nimero de
cateterizacoes cardiacas e procedimentos invasivos coronarianos no ano de 2003 foi de mais
de 2 milhdes, o que representa um aumento superior a 300% nas duas ultimas décadas

(EDUARDO et al., 2008).

Os agentes de contraste diferem significativamente com respeito as suas propriedades
fisico-quimicas e efeitos fisioldgicos peculiares, que podem influenciar na sua eficacia e
efetividade. As propriedades basicas do meio de contraste iodado (MCI), incluem a
ionicidade, a osmolalidade, a estrutura quimica e a viscosidade (EDUARDO et al., 2008,

ROUSSEFF, 2010).

Os meios de contraste sdao substancias utilizadas para diagndstico, capazes de
aumentar a definicdo de imagens, possibilitando a obtencdo de alta definicdo. Estes agentes
que aumentam a densidade dos raios-X quando introduzidos num o6rgdo sao chamados
contrastes positivos, enquanto, aqueles que diminuem a densidade dos raios-X sdo chamados

contrastes negativos (SUGAWARA, 2004).

Todos os contrastes utilizados atualmente sao modificacdes quimicas do anel benzeno
tri-iodado. Podem ser classificados baseado nas suas caracteristicas fisicas e quimicas,
incluindo a sua estrutura quimica, osmolalidade, contetido de iodo e ionizacdo em solugdo

(SANTOS et al., 2009).

1.1.1 Classificacdo dos contrates

Na pratica clinica, a classificacdo baseada na osmolalidade é a mais utilizada
(SANTOS et al., 2009). A osmolalidade é uma funcao definida pelo niimero de particulas de
uma solucao (independente de sua carga elétrica ou massa) por unidade de volume,

representada por mOsm/Kg de agua e é proporcional ao nimero de particulas livres por quilo



17

de agua, representando o poder osmatico que a solucdo exerce sobre as moléculas de agua

(ROUSSEFF, 2010; SUGAWARA, 2004).

a)

b)

Alta osmolalidade

Consistem em um anel de 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 é um monomero
ionico. A ionizacdo na ligagdo carboxil-cation torna o contraste soliivel em
agua. Assim por cada trés atomos de iodo, duas particulas estdo presentes em
solucdo (razdo 3:2). A sua osmolalidade em solucdo varia de 600 a 2100
mOsm/Kg, versus 290 mOsm/Kg do plasma humano, estando esta alta
osmolalidade relacionada com alguns dos seu efeitos adversos (SANTOS et

al., 2009).

Baixa osmolalidade

Os contrastes de baixa osmolalidade se apresentam de trés tipos:
- Monomeros ndo idonicos

- Dimeros i6nicos

- Dimeros ndo ionicos (isosmolar)

Os monomeros nao ionicos apresentam o anel de benzeno tri-iodado soldvel
em agua devido a adicdo de grupos hidroxil hidrofilicos as cadeias organicas
das laterais das posic¢oes 1, 3 e 5. Como ndo tem grupo carboxil ndo ionizam
em solucdo. Assim, por cada trés atomos de iodo, apenas esta presente uma
particula em solucdo (razdo 3:1). Logo, a uma determinada concentragcdo de
iodo, os mondmeros ndo idnicos tém aproximadamente metade da
osmolalidade dos mondmeros i6nicos em solugdo. Nas concentragoes
normalmente usadas eles tem uma osmolalidade que varia entre 290 e
860mOsm/Kg. Sao comercializados a iopramida, iobitridol, iohexol, iopamidol

e o ioversol (SANTOS et al., 2009).

Os dimeros idnicos sao formados pela juncdo de dois mon6meros idnicos, com

a substituicdo de um grupo carboxil por uma amida, diminuindo a indesejada
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pressao osmotica, porém aumentando a viscosidade em solucdo. Estes agentes
contém seis atomos de iodo por cada duas particulas em solugao (razao 6:2).
Sua osmolalidade é de 600mOsm/Kg. O tnico comercializado é o ioxaglato

(SANTOS et al., 2009).

Os dimeros ndo idnicos consistem na juncdo de dois mondmeros nao iOnicos.
Estas substancias contém seis atomos de iodo por cada particula em solugao
(razdo 6:1). Eles sao iso-osmolares com o plasma. Atualmente o unico

comercializado é o iodixanol (SANTOS et al., 2009).

Estudos clinicos de grande porte e metanalises demonstraram que o uso de agente
contrastado de baixa osmolalidade, quando comparados com os de alta osmolalidade, reduz
substancialmente a chance de desenvolver nefropatia em pacientes de alto risco (INDA

FILHO, 2004).

Existem duas importantes limitacGes ao uso mais generalizado do contraste de baixa
osmolalidade: o seu elevado custo e a ocorréncia de reacoes adversas tardias graves. Em
relacdo ao custo, o preco dos contrastes de baixa osmolalidade estd em declinio, estando os
contrastes de alta osmolalidade de uso endovascular para ser abandonados (THOMSEN;

MORCOS, 2000).

Previamente, foi evidenciado que o contraste ndo i6nico e isosmolar é menos toxico
que o de baixa osmolalidade. No entanto, extensivas investigacoes demonstraram que com 0
contraste isosmolar em pacientes de baixo risco ndo mostraram diferencas significativas na
frequéncia de nefropatia quando comparada com o agente de baixa osmolalidade, concluindo-

se que ele é benéfico para os pacientes de risco (INDA FILHO, 2004).

1.2 Farmacologia dos meios de contraste

1.2.1 Farmacocinética dos meios de contraste

Os produtos de contraste iodado sdo usados em numerosos exames radiologicos:
angiografia, urografia intravenosa, tomografia computadorizada, mielografia e técnicas de

intervencao (SANTOS et al., 2009).
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Apo0s injecdo intravascular, o produto € distribuido no sistema intravascular e espaco
intersticial, ocorrendo o equilibrio completo 2h apds a injecdo. Ndo é metabolizado e é
rapidamente eliminado, inalterado, na urina por filtracdo glomerular, sem reabsorcdo tubular.
Nos pacientes com funcdo renal normal a meia vida do contraste é de duas horas, sendo que
em quatro horas 75% da dose administrada ja foi excretada e em 24 horas a eliminacao
corresponde a 98%. Em pacientes com insuficiéncia renal, com taxa de filtracdo glomerular
reduzida, a excrecdo pode prolongar-se por semanas, ganhando relevancia a eliminacdo extra-

renal, principalmente biliar e intestinal (SANTOS et al., 2009).

1.2.2 Reac0es adversas dos meios de contraste

Os meios de contraste, embora possuam uma excrecao renal, sdo responsaveis por

consideraveis reacdes adversas, dentre elas:
- reacoes sistemicas de hipersensibilidade;
- efeitos cardiacos como hipotensao, taquicardia, arritmias e insuficiéncia cardiaca;

- efeitos vasculares como agrupamento e deformacdo eritrocitaria, agregacao de

plaquetas, trombocitopenia, trombose ou vasoconstricgao;

- efeitos renais como insuficiéncia renal aguda (IRA) de diferentes graus de
severidade, vasoconstriccdo renal reativa, necrose no tubulo proximal devido a alta

osmolalidade (RIBEIRO, 2003).

As reacdes anafilaticas sdo imprevisiveis, independentes da dose administrada, sendo
as mais temiveis, pois ndo existe profilaxia. Os contrastes de alta osmolalidade sdao mais
nefrotéxicos que os de baixa osmolalidade, particularmente em pacientes com insuficiéncia
renal pré-existente (MORCOS; THOMSEN, 2001). Considera-se um aumento de até 5 vezes
no risco de desenvolver reacdo alérgica, em pacientes que possuem relato prévio de reagdao
alérgica e de até 3 vezes nos pacientes com historia de alergia atopica. A historia de asma
pode indicar um aumento na probabilidade de desenvolver reacao ao contraste (AMERICAN

COLLEGE OF RADIOLOGY, 2010).

Reacdes de hipersensibilidade ocorrem com mais freqiiéncia com o uso dos contrastes
de alta osmolalidade, sendo menos freqiientes nos contrastes de baixa osmolalidade e

isosmolares. A alta osmolalidade do produto de contraste em relacdio ao meio organico
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desencadeia uma deslocacdo de liquidos do espaco intracelular e um aumento na viscosidade

do fluido intracelular, precipitando a disfuncao celular (THOMSEN; MORCOS, 2000).

A presenga de doenca cardiaca, tais como: angina, insuficiéncia cardiaca sintomatica
aos minimos esforgos, estenose aortica grave, hipertensdo pulmonar primaria ou
miocardiopatia grave compensada, necessitam de uma atencdo especial com relacdo ao
volume e osmolalidade do contraste a ser utilizado (AMERICAN COLLEGE OF
RADIOLOGY, 2010).

O aumento da permeabilidade da barreira hematoencefélica pode
ocorrer pelo efeito téxico direto dos meios de contraste. Nestas condicoes
o meio de contraste é capaz de alcancar estruturas cerebrais e se difundir
nos espacos ventriculares. O uso de contraste nao-ibnico em todos os
pacientes submetidos a procedimentos cerebrais poderia aumentar a

seguranca nestes casos imprevisiveis (LATCHAW, 1993).

1.3 Funcao renal

A homeostasia do corpo é exercida pelo sistema renal através de multiplas funcdes. O
rim é o 6rgao responsavel pela formacao e eliminacdo da urina, através da qual sdo excretados
os compostos indesejados que foram ingeridos ou os metabolitos, resultados do metabolismo.
Outra funcgao renal importante é o controle do volume da composicdo dos liquidos corporais.
O mesmo ¢ realizado através da filtracdo plasmatica e remocdo de produtos do filtrado em
quantidades variaveis, que ndao sao mais necessarios ao corpo. Esses produtos incluem uréia
(do metabolismo dos aminodacidos), creatinina (da creatina muscular), 4cido urico (dos acidos
nucléicos), produtos finais do metabolismo da hemoglobina (bilirrubina) e metabdlitos de
varios hormonios. Estes metabolitos devem ser eliminados do organismo tdo rapidamente
quanto sdo produzidos. Os rins também eliminam a maioria das toxinas e outras substancias
estranhas. E por meio desta funcdo regulatéria que os rins mantém o ambiente das células

estavel o suficiente para realizacdo de suas fungoes (COVIELLO, 2007, GUYTON, 2006).

Outras fungoes exercidas pelos rins sdo, dentre elas, regulacao do equilibrio de 4gua e
eletrdlitos; regulacdo da osmolalidade dos liquidos corporais e da concentracao de eletrdlitos;
regulacdo da pressdo arterial; regulacdo do equilibrio acido-base; secrecdo, metabolismo e

excrecdo de hormonios e gliconeogénese (GUYTON, 2006). Pode-se perceber através destas
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diversas funcdes do sistema renal, que este exerce um importante papel no controle da
homeostasia do organismo, e que a manutencdo estrutural e funcional de suas células garante

seu adequado funcionamento.

Em individuos normais a filtracdo glomerular é da ordem de 110 a 120 mL/min
correspondente a funcao de filtracdo de cerca de 2.000.000 de néfrons (glomérulos e tibulos
renais). Em pacientes com insuficiéncia renal cronica, a filtracdo se reduz, podendo chegar,
em casos avancados, até 5-10 mL/min quando o tratamento dialitico ou o transplante renal se
fazem necessarios (COSTANZO, 2004). A consequéncia bioquimica dessa reducao de funcao se
traduz pela retencdo, no organismo, de uma grande quantidade de solutos toxicos geralmente
provenientes do metabolismo protéico, que podem ser avaliados indiretamente através das

dosagens da uréia e creatinina plasmaticas, que se elevam progressivamente (DANTAS, 2010).

Varios fatores podem alterar a funcdo renal, as mais frequentemente encontradas sdo
glomeruronefrite cronica, nefropatia tibulo-instersticial crénica (pielonefrite), necrose cortical
renal, hipertensao arterial grave, processos renais obstrutivos cronicos, diabetes, amiloidose, Itipus
eritematoso disseminado e doengas hereditarias tais como rins policisticos, sindrome de Alport e
envenenamentos por serpentes peconhentas (COSTA; VIEIRA NETO; MOYSES NETO, 2003).

Destaca-se que a lesdo renal ocorre algumas vezes na auséncia de um fator desencadeante
e pode ter carater progressivo. Acredita-se que com a reducdo inicial de um determinado niimero
de néfrons, aqueles remanescentes tornam-se hiperfiltrantes, hipertrofiam-se, sofrem alteragdes da
superficie glomerular e modificacdes de permeabilidade da membrana glomerular as proteinas.
Essas alteracoes levam a producdo renal de fatores de crescimento, citocinas e hormonios, tais
como IGF-I (Insulin-like Growth Factor - 1), IL1 e IL6 (interleucinas 1 e 6), TGF-a e [
(Transforming Growth Factor - o e ), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), TNF - «
(Tumoral Necrosis Factor - «), endotelina, Fator Natriurético Atrial, angiotensina II, etc. Esses
agentes seriam responsaveis pelos processos de proliferacio celular renal, coagulacao
intraglomerular, recrutamento e proliferacdo de células imunitarias, aumento da matriz celular,
proliferacdo colagena e fibrose. Desse modo a continuidade da presenca de lesdes fibréticas
glomerulares e intersticiais acabaria por determinar perda progressiva dos néfrons e da filtracao
glomerular (DRAIBE, 2002).

A adaptacdo do organismo ocorre continuamente a esta situacao, no sentido de manter a
homeostase: os néfrons remanescentes aumentam a excrecao fracional de muitos solutos, que
continuam a ser produzidos a taxas normais. A propria elevacdo de um determinado soluto no

plasma, aumenta a sua excrecao renal devido a elevacao de sua carga filtrada. Ocorre um actimulo
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de substancias téxicas no meio interno, seja por excrecao deficiente, seja por excesso de producao
devido a distirbios metabdlicos. Excetuando-se excessos ou privacdes, o balanco de sodio,
potassio e agua sdo mantidos até fases avancadas da insuficiéncia renal cronica. Vérios solutos,
entretanto, mantém sua concentracao plasmatica em niveis normais, gracgas a elevacdo progressiva
de horménios reguladores. E o caso, por exemplo, da maior excrecdo fracional de sédio que fica
progressivamente dependente, entre outros, do aumento da concentracdo plasmatica do fator
natriurético atrial. As concentracdes plasmaticas de cdlcio e fésforo sdo mantidas em niveis
normais as custas, quase exclusivamente, da progressiva elevacao do paratormonio (PTH). Perdas
de funcdo renal de até 50% ndo se manifestam clinicamente de forma consistente. Reducdes
maiores causam a sindrome urémica, conjunto de sinais, sintomas e complicacoes que atingem
praticamente todos os 6rgdos e sistemas do organismo e que resultam da retencdo de solutos
téxicos ou no aumento dos mecanismos homeostaticos, reguladores da concentragdo plasmatica

de solutos vitais ao organismo (RIBEIRO et al., 2008; ZATZ, 1996).

1.4 Nefropatia Induzida por Meio de Contraste (NIMC)

A definicdo de nefropatia induzida por meios de contraste (NIMC) ainda nao é
consensual, sua definicdo mais aceita é o declinio agudo da funcao renal, manifestado por um
aumento relativo da creatinina sérica em 25% ou um aumento absoluto de 0,5 mg/dL, ocorre
um aumento abrupto da creatinina sérica de 24-48 apos o exame contrastado, do 3° ao 5° dia
alcanca o seu pico e retorna aos valores de base entre o 7° e 0 10° dia ap6s a administracao de
contraste, na auséncia de outras causas. No exame de urina frequentemente encontram-se
células epiteliais, cilindros granulosos e minima proteintria. Em quase todos os casos, ha
baixa fracdo de excrecdo de s6dio (INDA FILHO, 2004; ROUSSEFF, 2010; ULTRAMARI
et al., 2006).

A NIMC é a terceira causa iatrogénica de insuficiéncia renal aguda em pacientes
hospitalizados e esta associada com taxa de mortalidade elevada, superior a 34%, nesta

populacdao (EDUARDO et al, 2008).

Alguns mecanismos sao descritos como relevantes na patogénese causada pelos meios
de contraste, que sdo alteracdes estruturais nos tibulos renais, disturbios funcionais tubulares

e alteracdes na hemodinamica renal (RIBEIRO, 2003). E o resultado da combinacéo sinérgica
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entre lesdo tubular renal por toxicidade do contraste e isquemia medular renal (KRAMER et

al., 2008).

E sabido que a medula renal é mais sensivel a agressdes que o cortex. Na
fisiopatologia da NIMC observa-se que o contraste iodado leva a lesdo da medula externa e a
hip6xia medular. A injiria se da por efeito toxico direto e por alteracdes fisiologicas e
bioquimicas induzidas pelo contraste. O aumento da viscosidade, quando comparada ao
sangue, diminui o fluxo sanguineo medular e compromete o suprimento de oxigénio a regioes
criticas do rim. A liberacdo de endotelina, adenosina e PGE-2 estdo elevadas e a PGI-1 e o
oxido nitrico diminuidos, com consequente diminuicdo do fluxo sanguineo renal. Ocorre
liberacdo de radicais livres e diminuicdo da atividade enzimatica antioxidante. A hipoxia
medular gera vasoconstriccdo, diminuicdo da IGF e precipitacdo da proteina Tamm-Horsfall,
que culmina em obstrugdo e danos nos tibulos renais (MACHADO et al, 2003; SEELIGER
et al, 2007).

Em estudo in vivo e in vitro foi observado, que ap6s a administracdo de meio de
contraste ocorre necrose da porcdo espessa da alca de Henle, sendo mais intenso nos que

utilizaram contraste de alta osmolalidade (BEERI; SYMON; BREZIS, 1995).

Em estudos prévios foi observado elevacdao da concentracdo de cdlcio intracelular,
adrenalina, angiotensina e vasopressina e diminuicdo dos niveis de dopamina em cultura de
células mesangiais quando expostas a contraste de baixa osmolalidade. Este trabalho sugere
que o meio de contraste desencadeia varias respostas celulares que levam a contracdo das
células mesangiais e, portanto, dos glomérulos, justificando a reducdo do ritmo de filtracao

glomerular (LARANIJA, 1991).

O meio de contraste provoca alteracoes na reabsorcdo de agua e sodio pelos ttbulos
renais, levando a uma oferta maior de sodio, na porgdo espessa da alca de Henle, propiciando
uma diminuicdo da filtracdo glomerular devido a vasoconstriccdo da arteriola aferente,
mecanismo conhecido como feedback tibulo glomerular. Pesquisas em ratos mostraram que o
mecanismo feedback tibulo glomerular foi responsavel por quase 50% do aumento da
resisténcia vascular renal, quando administrado contraste de alta osmolalidade, e ndo
acontecendo com a administracdo de contraste de baixa osmolalidade por este nao ativar este

mecanismo, induzindo diurese e natriurese discretas (RIBEIRO, 2003).

A incidéncia de NIMC varia substancialmente em varios estudos, dependendo dos

critérios diagnosticos utilizados e dos fatores de risco individuais apresentados pelos
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pacientes. Estima-se que ocorra em 1 a 6 % dos individuos em grupos nao selecionados;
porém, podem acometer até 40 a 90% dos pacientes de alto risco, particularmente aqueles
com insuficiéncia renal cronica (IRC) e diabetes mellitus (DM). A incidéncia de insuficiéncia
renal aguda (IRA) induzida por meios de contraste também é varidavel de acordo com a
definicdo utilizada: 2% (aumento de 1,0mg/dL na creatinina sérica) (BARTHOLOMEW et al,
2004); 3,3% (aumento de 0,5mg/dL na creatinina sérica) (RIHAL et al., 2002); e 14,5%
(aumento de 25% na creatinina sérica) (MCCULLOUGH et al., 1997).

Virios estudos foram realizados para identificacdo dos principais fatores de risco para
NIMC. Foram reconhecidos, entretanto, certos grupos com maior probabilidade para o
desenvolvimento de IRA apds exames contrastados e varios fatores de risco foram sugeridos,
incluindo: IRC preexistente, DM, volume do contraste administrado, desidratacdo, doenca
aterosclerotica, insuficiéncia cardiaca congestiva, sindrome nefrotica, cirrose hepatica, uso
concomitante de drogas nefrotéxicas, uso de contrastes de alta osmolalidade, idade, sexo
masculino, mieloma multiplo, hipoalbuminemia e hiponatremia (WAYBILL; WAYBILL,
2001).

A probabilidade de efeitos colaterais mais severos aumenta proporcionalmente a
quantidade de agente de contraste que ¢é utilizada nos procedimentos clinicos. Sao
consideradas altas as doses de mais de 100g de substancia, que equivale a aproximadamente

50g de iodo (SANTOS et al.,2000).

Estudos mostram que os meios de contraste sio a segunda causa de IRA,
correspondendo a 12% dos casos, com relatos de incidéncia variando de 0 a 92% (RIBEIRO,
2003). A osmolalidade do meio de contraste é outro importante fator na NIMC. Os meios de
contraste de alta osmolalidade sdo mais nefrotdoxicos que os de baixa osmolalidade,

particularmente em doentes com insuficiéncia renal pré-existente (VALLS et al.,2003).

Virios estudos buscam medidas profilaticas para prevencao de NIMC. A acetilcisteina
é uma das drogas estudadas para esta finalidade, além de antioxidante, apresenta propriedades
vasodilatadoras por aumentar a expressdao da enzima Oxido nitrico sintase, assim poderia
prevenir a NIMC, tanto por reduzir o dano oxidativo direto quanto por melhorar as condi¢Ges

hemodinamicas nos rins (SAFIRSTEIN; ANDRADE; VIEIRA, 2000).

1.4.1 Fatores de Risco para NIMC
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Virios sdo os fatores de risco importantes para o desenvolvimento da nefrotoxicidade.

O diabetes mellitus, considerado um importante fator de risco, quando associado a
comprometimento renal formam um grupo com elevado risco para desenvolver NIMC. Os
diabéticos sem comprometimento renal possuem risco semelhante aos ndo diabéticos. A
incidéncia de NIMC em diabéticos com comprometimento renal é de aproximadamente 50%
em pacientes submetidos a coronariografia, considerando uma hidratacdo satisfatéria e a
utilizagdo de contraste de baixa osmolalidade, onde 15% destes pacientes necessitaram de

dialise (RIBEIRO, 2003).

A desidratacdo é reconhecida como fator de risco para NIMC. Entretanto, é dificil
analisar a desidratacdo como variavel independente, em virtude dos rigorosos protocolos de
hidratacdo utilizados; a administracdo concomitante de meios de contraste (MC) e drogas
nefrotéxicas, como antiinflamatérios nao-hormonais e aminoglicosideos, devem ser evitadas;
a idade avancada também esta associada a um risco aumentado de NIMC e os pacientes
idosos que utilizam MC apresentam maior probabilidade de desenvolverem complicacGes em

geral (WAYBILL; WAYBILL, 2001).

Outro consideravel fator de risco é a insuficiéncia cardiaca congestiva, a maioria
destes pacientes, possuem um volume plasmatico alterado por utilizarem diuréticos. O risco ja
existente de desenvolverem edema agudo de pulmao, impossibilita uma hidratacdo satisfatoria
0 que acarretara uma vasoconstriccao renal induzida pelo contraste e associada ao baixo fluxo

renal, aumentando assim o risco de NIMC (RIBEIRO, 2003).

Pacientes com reducdo da fun¢do ou da perfusdo renal, representam um importante
fator de risco para NIMC, as particulas que constituem os meios de contraste radiol6gicos
induzem mudangas funcionais e estruturais em sua passagem pelos rins. O dano renal é
evidenciado por vacuolizacdo citoplasmatica e perda da borda em escova das células dos

tubulos contorcidos proximais, causadas por toxicidade tubular direta (CAMPOS et al, 2010)

E importante ter conhecimento da dose de contraste administrada, volumes maiores
que 5 mL/kg estdo associados ao desenvolvimento de NIMC com necessidade de tratamento
dialitico e, portanto, deve-se sempre que possivel administrar doses menores (KRAMER et

al., 2008).

1.5 Morte celular
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O desenvolvimento e a manutencdo dos organismos multicelulares dependem de uma

interacdo entre suas diversas células. Na fase de desenvolvimento embrionario, algumas

células que sdo produzidas em excesso sdo levadas a morte, contribuindo para formagdo dos

diversos tecidos e oOrgdos. Por varios anos, a morte celular foi considerada um processo

passivo de carater degenerativo, que ocorre em situacdes de lesdo celular, infeccdo e auséncia

de fatores de crescimento (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

A morte celular é a perda irreversivel da estrutura e fungdes vitais da célula. Esta

morte pode acontecer de duas maneiras morfologicamente diferentes: necrose e apoptose

(Figural). A necrose celular é um processo passivo e acontece quando ha deplecado total do

ATP e a apoptose é um processo ativo e necessita de reservas de ATP, pelo menos nas fases

iniciais (PAROLIN; REASON, 2001).
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Figura 1- Caracteristicas morfol6gicas da apoptose e da necrose.

Fonte: http://www.virtual.unifesp.br/unifesp/bio40/apoptose/index.htm

1.5.1 Necrose Celular
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Na necrose acontece a ruptura celular, desencadeada por um insulto sofrido, que
resulta no aumento do seu volume, agregacao da cromatina, desorganizacao do citoplasma,
perda da integridade da membrana e consequente ruptura. A liberacdo do seu conteudo causa
danos as células vizinhas e reacdo inflamatéria local. E considerada uma resposta passiva a
injuria celular (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; PAROLIN; REASON, 2001). Como
consequéncia tem-se um grande nimero de células lesadas ao mesmo tempo, ocasionando
alteracOes irreversiveis no tecido e/ou o6rgao afetado (CURTIN; DONOVAN; COTTER,
2002). Estudos recentes, sugerem que a necrose também pode ser regulada geneticamente

(ZONG; THOMPSON, 2006).

1.5.2 Apoptose Celular

Apoptose é tradicionalmente conhecida como morte celular programada, e possui

caracteristicas morfolégicas proprias (HUGHES; GOBE, 2007).

A apoptose foi reconhecida morfologicamente, hd mais de 30 anos por Kerr, Wyllie e
Durrie (1972), como um fendmeno distinto de morte celular programada, que ocorre
individualmente e ndo acarreta morte de outras células. Este tipo de morte celular participa de
varios processos fisioldgicos como o colapso endometrial durante a menstruacao, a delecao de
células nas criptas intestinais e na embriogénese. O mecanismo de apoptose é rigidamente
controlado por expressoes genéticas decorrentes da interacdo entre célula e o meio externo
(ISRAELS; ISRAELS, 1999).

Os membros da familia de proteinas Bcl-2 participam ativamente como indutoras e
repressoras de morte por apoptose. Alguns membros da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-XL
inibem a apoptose, prevenindo a liberacdo do citocromo c, sdao chamados reguladores
antiapoptoticos, outros como; Bax, Bid e Bak sdo proteinas pré-apoptéticas. A expressao de
Bcl-2 inibe a geracdo de espécies reativas do oxigénio e a acidificacdo intracelular, bem como
estabiliza o potencial de membrana da mitocondria. A homeostasia é mantida pelo controle da
quantidade de proteinas antiapoptoticas e pro-apoptoéticas. A proteina supressora de tumor, o
TP53, encontra-se implicado na interrupgdo do ciclo celular e inducao de apoptose nas células
com danos irreversiveis no DNA, sendo um regulador positivo da expressao da proteina Bax e
negativo da proteina Bcl-2 (HALE; SMITH; SUTHERLAND, 1996; GRIVICICH; REGNER;
ROCHA, 2007).
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O processo apoptotico € desencadeado ativamente pela ativacdo de proteases
endogenas e esta ativacdo compromete a integridade do citoesqueleto, provocando colapso da
estrutura celular, acarretando retracao da célula com perda da aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas. As organelas celulares, em sua maioria, mantém a sua
morfologia, exceto as mitocondrias que podem apresentar ruptura de sua membrana externa.
Ocorre condensacao da cromatina, concentrando-se junto da membrana nuclear, que encontra-
se intacta. Em seguida o nucleo desintegra-se, fragmentando-se envolto pela membrana
nuclear (Figura 2). Finalmente a célula fragmenta-se circundada por membrana, contendo
partes do nuicleo e organelas intactas, formando os corpos apoptoticos (GRIVICICH;

REGNER; ROCHA, 2007; PAROLIN; REASON, 2001).
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Figura 2 — Etapas do processo de morte celular por apoptose: condensacao, fragmentacgdo e liberagdo dos corpos
apoptoticos.

Fonte: http://www.artigosobre.com/Apoptose.

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos (via extrinseca ou
citoplasmatica), através de receptores especificos, que sdo receptores de Fator de Necrose
Tumoral (rTNF), localizados na membrana celular, denominados receptores da morte, ou por
fatores internos (via intrinseca ou mitocondrial) de estresse intracelular, desencadeado por

agentes citotoxicos, danos no DNA, radiacdo, agentes quimioterapicos e niveis aumentados de
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espécies reativas de oxigénio. As diferentes vias possuem em comum, a ativagdo de proteases
conhecidas como caspases, que possuem importante papel no processo de morte celular.
Atualmente sdao conhecidas 14 caspases, destas seis participam da apoptose (caspases -3, -6,
-7, -8, -9, -10). Elas podem ser classificadas de acordo com o seu papel na apoptose, caspases
iniciadoras que estdo envolvidas no processo inicial da cascata proteolitica, possuem pro-
dominio longo, como exemplo tem-se a caspase-8, e caspases efetoras que sdao responsaveis
pela clivagem de substratos, possuem pro-dominio curto ou inexistente, caspase-3

(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; PAROLIN; REASON, 2001).

A via extrinseca é desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos aos receptores,
'TNF, presente na membrana celular, esta ligacdo ativa a cascata das caspases. Ocorre uma
trimerizacao e consequente ativacao dos receptores de morte especificos, possibilitando a
ligacdo destes a uma proteina adaptadora presente no citosol, denominada Fas, este complexo
liga-se aos receptores de morte ativando a caspase-8 (Figura 3). A caspase-8 diretamente ou
pela via mitocondrial ativa a caspase-3, uma caspase executora de apoptose (GRIVICICH;

REGNER; ROCHA, 2007).
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Figura 3 — Vias de sinalizacdo da apoptose. Na via extrinseca ha ativacao de receptores de morte celular
localizados na membrana citoplasmatica.

Fonte:http://senevisionic.blogspot.com/

A via intrinseca é desencadeada por estresse intracelular, quando na maioria das vezes
o principal mediador é a mitocondria. No momento que aparece sinais de estresse intracelular
ocorre a translocacao de proteinas pré-apoptoticas (Bax, Bid, etc) do citosol para a
mitocondria (Figura 4), esta translocagdo resulta na liberacdo de citocromo-c para o citosol,

este esta presente no espaco entre a membrana mitocondrial interna e externa. O citocromo-c,



30

no citosol, forma um complexo com o fator ativador de apoptose-1 (apaf-1), levando a
ativacao da caspase-9, que ativa caspases efetoras (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007;
PAROLIN; REASON, 2001).
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Figura 4 — Via intrinseca de ativagdo da apoptose

Fonte: GRIVICICH, REGNER e ROCHA (2007).

Em tecido renal normal o Fas e a proteina Bcl-2 sdo pouco expressos. Contudo, em
pacientes com doencas glomerulares foram identificadas células positivas para o Fas tanto no
mesangio quanto ao longo dos capilares glomerulares. Assim, dados experimentais existentes
até o momento sdo altamente sugestivos de que a apoptose mediada pelo sistema Fas é
responsavel pela perda deletéria de células glomerulares na evolucdo dessas afeccOes
(BONINI; MOURA; FRANCO, 2000). Em relacio a proteina Bcl-2, durante o
desenvolvimento renal normal, sua expressdo no condensado de néfrons é essencialmente
necessaria para evitar altos niveis de apoptose e estd relacionada com a formacao estrutural da

morfogénese tubular e do metanéfron (LIN et al., 1999).

Em estudo experimental foi observado que o meio de contraste induz apoptose das
células renais, dose e tempo dependente, através da ativacao da via intrinseca ou mitocondrial.

Neste estudo foi demonstrado que o meio de contraste induz apoptose de células tubulares
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renais por trés importantes vias de sinalizagdo, que sdo elas: Via das espécies reativas de
oxigénio (ROS), via das Kinases e via intrinseca da apoptose, que sao acionadas pelo meio de
contraste nesta sequéncia. Estimula também a apoptose das células renais por inducdo do
aumento dos membros (BID, BAX e BAK) da familia das Bcl2, pro-apoptéticas e por mediar
a ativacdo da caspase 3 (QUINTAVALLE et al., 2011).
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JUSTIFICATIVA

2. JUSTIFICATIVA

Os contrastes iodados estao entre as mais prescritas medicacOes da historia da
medicina moderna, e em 2003, aproximadamente 80 milhoes de doses foram administradas
mundialmente, correspondendo a 8 milhdes de litros (ROUSSEFF, 2010).

Os meios de contraste iodados sao amplamente utilizados em procedimentos médicos,

diagndsticos e terapéuticos, tornando-se imprescindiveis na pratica médica atual. Apesar da
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evolucdo e desenvolvimento de novos meios de contraste, 0s contrastes permanecem como a
terceira causa iatrogénica de insuficiéncia renal aguda em pacientes hospitalizados e esta
associado com taxa de mortalidade elevada, acima de 34% (ULTRAMARI et al., 2006;
EDUARDO et al, 2008).

A fisiopatologia da nefropatia induzida por meio de contraste (NIMC) ndo é
totalmente conhecida. Acredita-se que sua etiologia seja multifatorial com contribuicdo
importante de fatores vasculares e tubulares. Parece ser uma combinacdo de toxicidade
tubular direta do contraste e de isquemia medular renal (COSTA; VIEIRA NETO; MOYSES
NETO, 2003; ULTRAMARI et al., 2006).

A NIMC pode aumentar o tempo de internacdo, os custos do atendimento e a

morbimortalidade intra-hospitalar (ANDRADE; SEGURO, 1997).

Embora tenha-se observado um aumento no ndmero de estudos sobre a
nefrotoxicidade causada pelos meios de contraste, ainda existem varias lacunas nos processos
envolvidos desde sua fisiopatologia até o tratamento. Estudos detalhados fazem-se necessarios
para tentar elucidar a patogénese da NIC e, possivelmente futuras intervengoes profilaticas

e/ou terapéuticas (ULTRAMARI et al., 2006).

Foi observado que a resposta a injuria de células glomerulares e tubulo intersticial em
muitas formas de doenca renal incluem alteracdo no niimero celular (proliferacdo e apoptose)
e hipertrofia (SHANKLAND; WOLF, 2000). O controle da morte celular pode ser de grande
importancia no tratamento de varias doengas (BONINI; MOURA; FRANCO, 2000). O papel
da apoptose estd bem definido no desenvolvimento renal normal; entretanto, sua participacao
na insuficiéncia renal aguda ndo esta totalmente esclarecida. Existe forte evidéncia, baseada
em achados moleculares, que apontam a importancia da apoptose na patogénese da IRA

(BASILE; LIAPIS; HAMMERMAN, 1997).

Assim, o referido estudo se propoe a avaliar os efeitos dos contrastes ioxitalamato de
meglumina e iobitridol no sistema de perfusdao de rim isolado, pois este sistema avalia os
efeitos diretos de substancias nos rins sem interferéncia de fatores sistémicos, além de estudar
os efeitos dos meios de contrastes também em linhagem de células do tubulo renal MDCK,
pois as mesmas representam um tipo celular muito bem caracterizado em termos de

propriedades funcionais e composicdo molecular (COLLARES-BUZATO et al., 1994, 1998
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apud PEIXOTO, 2003), constituindo um excelente modelo para avaliacdo de citotoxidade in
vitro.

Os estudos in vivo, com ratos em gaiolas metabolicas, apés a administracdo venosa
dos meios de contraste ioxitalamato de meglumina e iobitridol, possibilitardao a andlise das

alteracoes do metabolismo diario destes animais.

Nesta pesquisa estudamos também o papel da apoptose no efeito renal dos meios de
contraste ioxitalamato de meglumina e iobitridol, pois a compreensdao dos mecanismos e das
alteracoes nos componentes das vias apoptoticas e sua correlacdo com a ocorréncia de IRA,
bem como com a NIMC sdo importantes para o desenvolvimento de novas terapias e métodos

de prevencao desta Patogenia.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

OBJETIVOS

35



36

- Estudar os efeitos renais dos meios de contraste ioxitalamato de meglumina e
iobitridol, na tentativa de elucidar os mecanismos de nefrotoxicidade e/ou contribuir para a

descoberta de ferramentas farmacologicas.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar as alteracoes metabdlicas de ratos apés a administracdo venosa dos meios de
contraste ioxitalamato de meglumina e iobitridol.
- Estudar os efeitos dos contrastes ioxitalamato de meglumina e iobitridol em rim isolado;

-Estudar os efeitos dos contrastes ioxitalamato de meglumina e iobitridol em células

tubulares renais;

- Determinar os efeitos dos contrastes ioxitalamato de meglumina e iobitridol sobre a

viabilidade e proliferacdo da linhagem celular em estudo;

- Avaliar o potencial apoptotico ou necrotico dos contrastes ioxitalamato de meglumina e

iobitridol;



"MATERIAIS E
METODOS

4. MATERIAL E METODOS
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4.1 Animais de Experimentacao

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar, pesando entre 250 e 300gr, pertencentes
ao Biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas do Departamento de Fisiologia e Farmacologia

da Universidade Federal do Ceara.

4.2 Avaliacdao do Metabolismo Diario

Para avaliacao do metabolismo diario, cada animal foi previamente pesado e colocado
em uma gaiola metabdlica individual em aco inoxidavel. A gaiola dispde de comedouro,
bebedouro, coletor de fezes e um Becker coletor de urina (Figuras 5A e 5B). Apds um periodo
de 24 horas de adaptacdo dos animais as novas condicoes, eles foram novamente pesados e
iniciava-se o tratamento com injecdo de meio de contraste de alta osmolalidade, baixa
osmolalidade e grupo controle com salina 0,9%, e retornavam a gaiola por um periodo de 24 a

72 horas ap6s a administracdo do meio de contraste.

Durante o periodo que permaneciam na gaiola metabdlica eram aferidos diariamente,
entre 14 e 15 horas, peso, ingesta de racdo e agua e eliminacao de urina. Para cada animal, os

seguintes procedimentos foram adotados:

* Peso corporal: O peso corporal era aferido em balanca digital.

« Ragdo - A quota oferecida (QO) em gramas de dieta (Biotec®) era colocada no
comedouro. Os rejeitos limpo (RL) e sujo (RS) em gramas, deixados 24 horas depois
pelo animal, respectivamente, dentro e fora do comedouro, eram pesados. Todas as
pesagens eram realizadas em balanca digital.

« Agua - A quota de 4gua oferecida (QAO) cada dia, em bebedouro é padronizada em
100mL. Apds 24 horas, era quantificada em proveta graduada, o rejeito de agua (RA)
em mL encontrado no bebedouro.

+ Urina - A urina coletada era medida em proveta graduada.



Figura 5 - Fotografias da gaiola metabolica vista anterior (A) e lateral (B)

4.3 Grupos Experimentais

Grupo Controle: Ratos (n=09) pré tratados com solugao salina 0,9% e mantidos na

gaiola metabdlica por 24, 48 e 72 horas.
Grupo tratado alta osmolalidade 24 horas: Ratos (n=5) pré tratados com meio de
contraste de alta osmolalidade, mantidos na gaiola por 24 horas.

Grupo tratado alta osmolalidade 48 horas: Ratos (n=5) pré tratados com meio de

contraste de alta osmolalidade, mantidos na gaiola por 48 horas.
Grupo tratado alta osmolalidade 72 horas: Ratos (n=5) pré tratados com meio de
contraste de alta osmolalidade, mantidos na gaiola por 72 horas.

Grupo tratado baixa osmolalidade 24 horas: Ratos (n=5) pré tratados com meio de

contraste de baixa osmolalidade, mantidos na gaiola por 24 horas.
Grupo tratado baixa osmolalidade 48 horas: Ratos (n=5) pré tratados com meio de
contraste de baixa osmolalidade, mantidos na gaiola por 48 horas.

Grupo tratado baixa osmolalidade 72 horas: Ratos (n=5) pré tratados com meio de

contraste de baixa osmolalidade, mantidos na gaiola por 72 horas.
Os animais dos grupos de 72 horas eram submetidos a nefrectomia bilateral para

perfusdo de rim isolado e andlise histopatolégica.

39



40

4.4 Administracdo da Droga do Estudo

Os animais eram anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 50mg/kg de peso
corporal por via intraperitoneal (IP). A veia peniana era puncionada com agulha 13x4,5G e
administrado a solucdo salina 0,9%, meio contraste de alta osmolalidade ou meio de contraste

de baixa osmolalidade na dose de 5SmL/Kg (Figura 6).

Figura 6 - Fotografia da administracdo da droga

4.5 Nefrectomia Esquerda

Os animais dos grupos tratados com salina, contraste de alta e baixa osmolalidade com
72 horas, eram submetidos a nefrectomia esquerda e o rim encaminhado para andlise
histopatologica.

A nefrectomia esquerda, foi realizada através de uma incisdo na parede abdominal
com base na linha alba e duas incisdes perpendiculares a primeira, para facilitar a
manipulacdo. As visceras eram rebatidas para o lado direito e visualizado o rim esquerdo. O
rim era entdo retirado, dividido ao meio e colocado em solucdao de formol a 10% e em seguida
encaminhado para o Departamento de Patologia e Medicina Legal para confeccdo das

laminas.

4.6 Perfusao de Rim Isolado
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4.6.1 Sistema de Perfusdo

A perfusdo de rim isolado consiste em um método desenvolvido para o estudo da
funcdo renal, onde o rim é mantido fora do organismo em condi¢oes semelhantes as
observadas no organismo vivo. Este sistema consiste na perfusdo de rim isolado com
recirculacao (Fonteles, 1983; Monteiro, 1990; Fonteles, 1999) composto por dois subsistemas,
um in situ e outro em circuito fechado para perfusdo in vitro, ambos mantidos a mesma
temperatura de 37°C. Esse sistema apresenta a vantagem da manutencdo constante de
parametros funcionais renais com utilizacao de albumina 6g% na solucdo Krebs-Hanseleit,
mantendo constantes as substancias dialisaveis, além de possuir uma oxigenagao (95% O/

5% CO,) adaptada ao proprio sistema (Figuras 7 e 8).

P L T

Figura 7 - Fotografia do sistema de perfusdo de
rim isolado.
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O sistema utilizado de perfusao é constituido pelos seguintes componentes:
* Banho-maria - para a manutencao da temperatura constante do pulmao artificial entre
36 e 37 °C;

* Bomba aquecedora com termostato - para manutencdo da temperatura do perfusato
entre 36 e 37 °C;

* Bomba de perfusdao de Watson - bombeia a solucdo de perfusdao ao longo do sistema;
e Catabolhas - evita a entrada de bolhas nos rins;

* Coletor de urina — frasco que coleta a urina, trocados em intervalos de 10 minutos;

* Condensador - reservatorio da solucao perfusora;

* Filtro Millipore 5 pm - filtra a solugdo perfusora;

* Fluxémetro — para mensurar o fluxo de perfusdao (mL/hora);

*  Manometro de mercurio — para mensurar a pressao de perfusao (mmHg);

* Pulmao tipo silastico — promove as trocas gasosas (95% O, e 5%CO; );

* Seringa coletora — seringa coletora de perfusato, realizada a coleta a cada 10 minutos.



43

4.6.2 Calibracao do Sistema

A calibracdo do sistema foi realizada antes de cada experimento com uma solugao de
cloreto de sodio a 0,9% mantida a 37°C. Foram registrados para cada unidade da bomba de
perfusdo (1, 2, 3, 4 e 5) a pressdo de perfusdao (mmHg), o fluxo da solugdo no sistema (L/min)
e o volume de solugdo coletado em um min (mL/min). Para uma melhor adaptacao do sistema
as unidades, a coleta de dados foi realizada em intervalos de 2 minutos. As Figuras 9, 10 e 11

mostram que o sistema manteve-se constante em todos os grupos experimentais.
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Figura 8 - Valores de pressao de perfusao (PP) registrados durante a calibracdo do sistema (n=6).
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Figura 10 - Valores de volume de solucdo salina (mL/min) registrados durante a calibracdo do sistema (n = 6).

4.6.3 Solucdo Perfusora

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada 20 vezes,
continha NaCl = 138g; KCI = 7g; NaH,PO..H,O = 3,2g; MgS0..7H,O = 5,8g e Ureia = 10g.
Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL desta solucdo foram separados e
acrescidos de NaHCOs; = 4,2g; CaCl..2H,O = 0,74g; glicose = 2g e penicilina G potassica
cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado para 2000 mL. com agua bidestilada.
Foram retirados 300 mL desta solugdo, volume ao qual adicionou-se albumina bovina (6g%).
Esta solucao final foi dializada auxiliada por homogeneizador. A didlise teve como objetivo
retirar substancias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (COHEN; KOOK;
LITTLE, 1977; ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada para dialise foi trocada com 24 horas. No final,
apos 48 horas de dialise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,15g de inulina. O pH da

solucdo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 a 7,4.

4.6.4 Técnica Cirargica
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As cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por Balhlamann, Giebisch e
Ochwadt (1967), Nishiitsutji-Uwo et al. (1967), Ross (1978) e Fonteles et al. (1983). Os
animais (n=4) foram anestesiados com pentobarbital s6dico na dose de 50mg/kg de peso
corporal. Inicialmente, a veia femoral foi isolada e manitol (100mg/mL - 3 mlL,
independentemente do peso) foi administrado (Figura 12), a fim de facilitar a visualizacdo e a
fixacdo da canula ao ureter.

Ap0ds assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdao mediana e duas incisdes
perpendiculares a linha alba para uma melhor observacdao das estruturas anatdmicas
abdominais (Figura 13). Com uma lupa (aumento de 7 x) o ureter foi identificado, dissecado e
canulado com um tubo de polietileno PE-30 (Figura 14).

A artéria renal foi isolada (Figura 15B) e canulada (Figura 16) através da artéria
mesentérica superior.

Durante o procedimento cirdrgico, uma parte da solucdo ja oxigenada (40 mL) foi
desviada para o sistema de perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo, evitando
qualquer isquemia ao 6rgdo. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perfusao in

vitro, sem a interrupg¢ao do fluxo (Figura 17).
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Figura 12 - Visualizacdo do rim direito e estruturas
circunvizinhas.



Figura 13 - Identificacdo (A) e canulacdo (B) do ureter do rim direito de rato Wistar.
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Figura 14 - Visualizagdo da artéria mesentérica (A) e da artéria renal (B), na qual também se identifica a artéria
aorta (C)

Figura 15 - Canulagdo da artéria renal pela artéria mesentérica.
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Figura 16 - Fotografia do rim isolado do rato no sistema de perfusdo.

4.6.5 Grupos Experimentais

O estudo dos meios de contraste sobre a funcao renal, foi avaliado ap6s um periodo de
adaptacdo ao sistema de aproximadamente 20 minutos. O tempo total de perfusdo foi de 120

minutos.

* Grupo controle: Animais pré-tratados com solucao salina 0,9% (n = 3);

* Grupo contraste alta osmolalidade: Animais pré-tratados com contraste de alta
osmolalidade - ioxitalamato de meglumina (n=5)
* Grupo contraste baixa osmolalidade: Animais pré-tratados com contraste de baixa

osmolalidade - iobitridol (n=5)

4.6.6 Protocolo Experimental

Apbs colocado no sistema de perfusdao passavam por um periodo de adaptagdo de
aproximadamente 20 minutos. Depois de decorrido este tempo, os experimentos foram
iniciados. O tempo total de perfusdo do 6rgao foi de 120 minutos. Durante esse periodo,

foram coletadas a cada 5 minutos as medidas do fluxo e da pressdo de perfusdao. Em intervalos
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de 10 minutos, foram coletados urina e perfusato, alternadamente. Estes frascos com urina
foram mensurados seus volumes e, juntamente com os frascos de perfusato, congelados a
-20°C para posterior dosagem de sodio, potassio, cloreto, inulina e determinacdao da
osmolaridade, importantes na determinacao dos seguintes parametros de funcdo renal: pressao
de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filtracao glomerular (RFG), fluxo

urinario (FU) e transporte tubular de sédio (%TNa"), potassio (%TK") e cloreto (%TCI).

4.6.7 Analises Bioquimicas dos Perfusatos e Urinas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sédio, potassio e
cloreto utilizando aparelho de ions eletrodos seletivos (RapidChem 744 — Bayer®
diagnostica).

A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrolise direta, conforme Walser,
Davidson e Orloff (1955) e Fonteles et al. (1983) com modificacdes que reduziram as
quantidades de amostras e reagentes utilizados. Para tanto, foram realizadas leituras
fotométricas em espectrofotdometro e a osmolaridade determinada através de osmoOmetro

(Vapor pressure osmometer — modelo 5520 ESCOR).

4.6.8 Calculo dos Parametros Funcionais Renais

A figura 18 apresenta as férmulas utilizadas para determinacdo de parametros
funcionais renais. Os célculos demonstrados foram realizados em planilhas do software
Microsoft Office Excel 2007® (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES,
1983).



*FU (mL.g L. min!) = Fluxo urinario
*FU = (Peso do volume urindrio / Peso do rim esquerdo) / 10

*PP (mmHg) = Pressdo de perfusdo

e Lejtura em mandmetro

* RFG (mL.g*.min!) = Ritmo de filtra¢cdo glomerular

* RFG=(DOU in / DOP in x FU) sendo DOU in = densidade otica da inulina na urina e DOP in =
densidade 6tica da inulina no perfusato J

* FPR (mL.gt.min!) = Fluxo de perfusdo renal
» Registrado a cada 10 min/peso do rim/intervalo de tempo)

* RVR (mmHg.mL*.g"t.min?) = Resisténcia vascular renal
¢ RVR = PP (mmHg) / FPR

* FNa* (LEq.gt. min't) = Sédio filtrado
* FNa*=RFG x PNa* (PNa* = Concentracdao de sddio no perfusato)

* ENa*(uEq.gt. min't) = Sédio excretado
* ENa® = FU x UNa® (UNa* = Concentracao de sodio na urina)

* TNa* (p1Eq.g*. min') = Sédio transportado
* TNa®=FNa*- ENa~

* %TNa* = Percentual de transporte de sédio transportado
* %TNa*=TNa*x 100 / FNa*

* %TpNa* = Percentual de transporte proximal de sédio
* %TpNa~ = TpNa“ x 100 / FNa®

* FK* (1LEq.g*. min't) = Potdssio filtrado
e FK* = RFG x PK* (PK* = concentracao de potassio no perfusato)

» EK* (LEqg.g . min'l) = Potdssio excretado
e EK* = FU x UK® (UK* = Concentracao de potassio na urina)

e TK* (LEq.gt. min'!) = Potdssio transportado
o TK* = FK* - EK*

* %TK" = Percentual de transporte de potassio
* %TK = TK* x 100 / FK*

* %TpK* = Percentual de transporte proximal de potassio
* %TpK™ = TpK* x 100 / FK*

* FCl (1Eq.g™. min't) = Cloreto filtrado
* FCI'=RFG x PCI" (PCI- = Concentracao de cloreto no perfusato)

 ECI" (nEqg.g*. mint) = Cloreto excretado
e ECI" = FU x UClI" (UCI" = Concentracao de cloreto na urina)

* TCI (nEqg.g 1. mint) = Cloreto transportado
e TC|~ =FCl— -ECI ~

* % TCI = Percentual de transporte de cloreto
¢ %TCl~=TCl~x 100/ FCl~

SaTpCH

* % TpCl = Percentual de transporte proximal de cloreto
* % TpCl —=TpCl ~x 100 / FCl -

4K

e Cosm (mL.gt.min!) = Clearance osmético

e [Uosm / Posm] x FU (onde Uosm = Osmolaridade urinaria e Posm = Osmolaridade do perfusato)

S

4K

Figura 17 - Célculos para determinacdo de parametros funcionais renais estudados.

Fonte: SOUSA (2010)
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4.6.9 Analise Histopatologica

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim direito
(perfundido) e do rim esquerdo (controle), os quais foram armazenados em formol 10% para
posterior exame histolégico. Os fragmentos foram submetidos a desidratagdo, diafanizacao e
em seguida, cortados em uma espessura de 5um. Foram realizadas coloracdes de
hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas através de um microscopio de luz (Nikon)
em colaboracdo com o Professor Dr. Dalgimar Beserra de Menezes do Departamento de

Patologia da Universidade Federal do Ceara.

4.7 Ensaio com Cultura de Células

4.7.1 Cultivo das Células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)

As células Madin-Darby canine kidney (MDCK) sdo o melhor modelo estabelecido de
células renais tubulares distais e, portanto, sdo amplamente utilizadas em diversos protocolos
experimentais (WIEGELE; BRANDIS; ZIMMERHACKL, 1998; FULLEKRUG et al.,
2006).

As células MDCK foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 75 cm2,
volume de 250 mL para células em suspensao) (figura 19); utilizando o meio de cultura RPMI
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO,, seguido da observacao do crescimento celular com ajuda de microscopio de

inversdo a cada 24 horas (BUTLER; DAWSON, 1992).

4.7.2  Avaliagdo de morte celular por apoptose/necrose

4.7.2.1 Anélise de efeitos apoptéticos e necroticos por citometria de fluxo

Nesse estudo foi analisada a capacidade dos contrastes iodados de alta e de baixa

osmolalidade induzir apoptose e/ou necrose utilizando-se o ensaio de deteccdo da anexina V
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com o kit BD Pharmingen™ Annexin V-FITC. A anexina V tem a capacidade de se ligar
fortemente aos fosfolipidios de membrana plasmatica, através de suas cargas negativas, na
presenca de ions calcio. Quando o sinal de morte celular ocorre, a fosfatidilserina é
translocada para a face externa da membrana. A exposicao da fosfatidilserina parece comecar
durante as fases precoces da apoptose - enquanto a membrana celular continua intacta - até os
estagios finais, nos quais a célula se fragmenta, formando os corpos apoptéticos
(ENGELAND et al., 1998). Dessa forma, a externalizacdo da fosfatidilserina e a ligagdo de
anexina V é uma evidéncia da apoptose (MOCHIZUKI et al., 2004). A anexina V pode ser
conjugada com fluérocromos como o FITC que serve como uma sonda sensivel para analises
por citometria de fluxo das células que estao sofrendo apoptose. A necrose, por outro lado, é
acompanhada pela perda da integridade da membrana celular e é avaliada ao se adicionar o
corante vital iodeto de propideo (IP). O corante iodeto de propideo se liga ao DNA e emite
alta fluorescéncia quando excitado pelo laser. Células com membrana integra ndo permitem a
entrada do corante iodeto de propideo, no entanto, as células com membrana rompida
permitirdo a entrada do corante que se ligara ao DNA, emitindo alta fluorescéncia. As células
vidveis apresentardo baixa fluorescéncia podendo distinguir as células em apoptose precoce
(FICT positivas) das células em necrose (IP positivas). As células viaveis também sdo
diferenciadas por serem FITC e IP negativas. No entanto, células em apoptose tardia se coram
com ambos FITC e IP devido ao estagio final de desintegracdao celular ndao havendo como
diferenciar células em necrose de células em apoptose tardia por este ensaio (BOERSMA et

al., 2005).

As células MDCK foram tratadas com contraste iodado de alta e de baixa osmolalidade
10 pg/mL. Apés 24 horas do tratamento, o meio de cultura foi coletado, colocado em um tubo
(50 mL) e centrifugado a 500 x g por 10 min para coletar células em suspensdo. As células
aderidas a placa foram lavadas com PBS trés vezes e tripsinizadas. O “pellet” obtido apés a
tripisinizacao foi ressuspendido no meio que foi retirado do frasco e separado previamente. As
células foram centrifugadas novamente e o “pellet” entdo, ressuspendido em 500pL de tampao
do Kit para deteccio de apoptose e necrose. Foram retirados 100pL desta suspensdo e
colocados em frasco para citometro. Em seguida foi adicionado 5pL. de anexina V, iodeto de
propideo, ou ambos, em cada frasco do citbmetro, os quais ficaram em incubagdo por 15
minutos protegidos com papel aluminio. Por fim, foi adicionado 400pL do tampao e os frascos

foram levados para o citometro de fluxo.
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A leitura foi realizada em citdometro de fluxo (FACS, BD, New Jersey, USA). Os
dados foram obtidos através do software Cell Quest e os resultados foram analisados através

do software WinMDI.
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Figura 18 - Esquema simplificado das etapas do cultivo e tratamento das células MDCK (Madi-Darby Canine Kidney).
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4.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.), onde n
representa 0 numero de experimentos. Para as comparagOes estatisticas entre trés grupos
utilizou-se andlise de varidancia ANOVA seguida do teste Bonferroni. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando os programas estatisticos Graph Pad Prism 5.0 (USA).

4.9 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

da Universidade Federal do Ceara e aprovado sob o protocolo nimero 108/11.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdao do metabolismo diario de animais tratados com contrastes Ioxitalamato
de Meglumina (alta osmolalidade) e Iobitridol (baixa osmolalidade) e mantidos em

gaiola metabélica

Foram avaliados parametros metabolicos diarios como diurese, ingesta hidrica e
consumo de alimento, em animais que receberam solucdo salina (n=09), contraste de alta
osmolalidade (n=15) e contraste de baixa osmolalidade (n=15). Esta avaliacdo era realizada

diariamente e no mesmo horario.

Observamos um aumento significativo no consumo de agua do grupo que recebeu
contraste de alta osmolalidade, no tempo de 24 horas, quando comparado ao grupo controle

(Figura 20).

Ao avaliar a diurese, verificou-se aumento significativo na diurese do grupo de alta
osmolalidade, quando comparado ao grupo controle, no tempo de 24 horas. Observa-se
também um aumento significativo deste volume no grupo de alta osmolalidade, no tempo de

24 horas, quando comparamos com o0s tempos de 48 e 72 horas (Figura 21).

Avaliando o consumo de alimento, ndo foi observado alteracdes significativas entre os

trés grupos (Figura 22).

Tabela 1 — Consumo de &gua (mL) nos grupos controle (n=10), tratado com o contraste ioxitalamato de
meglumina (alta osmolalidade) (n=19) e com o contraste iobitridol (baixa osmolalidade) (n=19).

Tempo (Horas) Controle Alta Baixa
zero 31,14+1,908 25,95+2,134 28,89+2,010
24 19,00+1,175 26,00+2,000# 24,89+0,679
48 21,60+1,400 22,67+1,239 24,31+1,129
72 27,33+0,882 22,50+2,922 24,80+0,374

Resultados expressos em média + EPM

#p< 0,05 para comparacgao entre os grupos controle e alta osmolalidade
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Figura 19 - Consumo de dgua nos grupos controle (n=10), tratado com ioxitalamato de meglumina (alta
osmolalidade) (n=19) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=19).

#p< 0,05 para comparacgao entre os grupos controle e alta osmolalidade

Tabela 2 — Diurese (mL) nos grupos controle (n=10), tratado com o contraste ioxitalamato de meglumina (alta
osmolalidade) (n=19) e com o contraste iobitridol (baixa osmolalidade) (n=19).

Tempo (Horas) Controle Alta Baixa
zero 3,74+0,279 4,72+0,679 4,64+0,684
24 3,57+0,696 6,84+0,767# 5,98+0,535
48 2,98+0,581 3,48+0,475 4,70+0,468
72 2,70+0,283 3,10+0,635 3,26+0,545

Resultados expressos em média + EPM

#p< 0,05 para comparacgao entre os grupos controle e alta osmolalidade
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Figura 20 - Diurese nos grupos controle (n=10), tratado com ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade)
(n=19) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=19).

#p< 0,05 para comparagdo entre os grupos controle e alta osmolalidade

Tabela 3 — Consumo de alimento (g) nos grupos controle (n=10), tratado com o contraste ioxitalamato de
meglumina (alta osmolalidade) (n=19) e com o contraste iobitridol (baixa osmolalidade) (n=19).

Tempo (Horas) Controle Alta Baixa
zero 23,43+1,962 21,80+0,964 23,051,168
24 18,29+1,426 16,41+1,458 19,21+1,146
48 17,80+2,615 17,50+0,839 16,62+2,030
72 20,67+0,667 19,75+1,578 19,20+1,158

Resultados expressos em média + EPM
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Figura 21 - Consumo de alimento nos grupos controle (n=10), tratado com ioxitalamato de meglumina (alta
osmolalidade) (n=19) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=19).

5.2 Efeitos dos Contrastes Ioxitalamato de Meglumina (alta osmolalidade) e Iobitridol

(baixa osmolalidade) em Rim Isolado

O grupo controle com solugdo salina (n=3) ndo apresentou alteracdes significativas na
funcdo renal durante os 120 minutos de experimento. Neste grupo 0s animais eram pré-
tratados com solugado salina 0,9% com um volume de 5 mL/Kg e mantidos 72 horas em gaiola
metabolica. Durante o periodo que os animais permaneciam na gaiola, diariamente, era
verificado o consumo de alimento e agua, diurese e peso. No tempo de 72 horas, os animais
eram anestesiados, colhido sangue e realizado nefrectomia direita para perfusdao de rim
isolado. A perfusdo de rim isolado era realizada apenas com a solucdo perfusora Krebs-
Henseleit.

Observou-se aumento significativo na pressao de perfusao (PP), quando se compara o
grupo controle (n=3) com os grupos dos contrastes de alta osmolalidade (n=5) e baixa
osmolalidade (n=5), e observa-se também aumento significativo na pressao de perfusao do
grupo que utilizou contraste de baixa osmolalidade quando comparado com o grupo que

utilizou contraste de alta osmolalidade (Figura 23).
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Nao se observa alteracdes significativas no fluxo urinario entre os trés grupos

estudados, nos diferentes tempos (Figura 24).

O ritmo de filtracdo glomerular (RFG) apresentou reducdo significativa aos 30
minutos no grupo alta osmolalidade quando comparado ao grupo baixa osmolalidade. Quando
comparado ao grupo controle, 0 RFG reduziu significativamente aos 60 minutos de perfusao
no grupo alta osmolalidade. Nos tempos de 90 e 120 minutos houve reducao no ritmo de
filtracao glomerular significativa nos grupos de alta e baixa osmolalidade quando comparados

com o grupo controle (Figura 25).

O percentual de transporte tubular de cloreto sofreu uma reducdo significativa com
120 minutos no grupo de baixa osmolalidade quando comparado com o grupo controle e o

grupo de alta osmolalidade. (Figura 26).

O transporte tubular de potassio apresentou reducdo significativa no grupo de alta
osmolalidade quando comparado com o grupo de baixa osmolalidade. No tempo de 90
minutos o grupo de alta osmolalidade também apresentou reducdo significativa quando
comparada com o grupo controle e no tempo de 120 minutos o grupo de alta osmolalidade
apresentou reducdo quando comparado com os grupos controle e baixa osmolalidade (Figura

27).

O transporte tubular de sédio apresentou reducdo significativa no grupo de alta
osmolalidade quando comparado ao grupo de baixa osmolalidade no tempo de 30 minutos,
nos demais tempos nao houve redugao significativa (Figura 28).

Tabela 4 — Pressdao de Perfusdo (mmHg) nos grupos controle (n=3), tratado com o contraste ioxitalamato de
meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e com o contraste iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

Tempo (min) Controle Alta Baixa
30 89,13+0,818 98,40+2,467*# 126,8+0,936*+
60 91,07+0,744 99,80+2,406*# 128,5+1,222*+
90 94,21+1,000 99,03+3,137* 126,7+0,932*+
120 94,74+0,426 97,87+2,375* 129,1+1,086*+

Resultados expressos em média + EPM
*p< 0,05 para comparagdo entre 0s grupos alta e baixa osmolalidade

#p< 0,05 para comparacgao entre o grupo controle e o grupo alta osmolalidade
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+p< 0,05 para comparacdo entre o grupo controle e o grupo de baixa osmolalidade
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Figura 22 - Pressao de Perfusao (PP) nos grupos controle (n = 3), tratado com ioxitalamato de meglumina
(alta osmolalidade) (n = 5) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

*p< 0,05 para comparagao entre os grupos alta e baixa osmolalidade
#p< 0,05 para comparagao entre grupo controle e o grupo alta osmolalidade

+p< 0,05 para comparagdo entre o grupo controle e o grupo baixa osmolalidade

Tabela 5 — Fluxo Urindrio (mL.g". min™) nos grupos controle (n=3), tratado com o contraste ioxitalamato de
meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e com o contraste iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

Tempo (min) Controle Alta Baixa
30 0,124+0,002 0,140+0,015 0,114+0,014
60 0,123+0,006 0,131+0,016 0,109+0,013
90 0,115+0,002 0,112+0,015 0,102+0,012
120 0,109+0,001 0,102+0,014 0,099+0,012

Resultados expressos em média + EPM
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Figura 23 - Fluxo Urinéario (FU) nos grupos controle (n = 3), tratado com ioxitalamato de meglumina (alta
osmolalidade) (n = 5) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

Tabela 6 — Ritmo Filtragdo Glomerular (mL.g". min™) nos grupos controle (n=3), tratado com o contraste
ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e com o contraste iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

Tempo (min) Controle Alta Baixa
30 0,875+0,087 0,488+0,042* 0,844+0,129*
60 0,720+0,055 0,400+0,054# 0,494+0,075
90 0,669+0,062 0,284+0,028# 0,385+0,057+
120 0,741+0,042 0,297+0,039# 0,390+0,053+

Resultados expressos em média + EPM
*p< 0,05 para comparacao entre os grupos alta e baixa osmolalidade
#p< 0,05 para comparacgao entre o grupo controle e o grupo alta osmolalidade

+p< 0,05 para comparacdo entre o grupo controle e o grupo baixa osmolalidade
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Figura 24 - Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 3), tratado com ioxitalamato de
meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

*p< 0,05 para comparagao entre os grupos alta e baixa osmolalidade
#p< 0,05 para comparagao entre o grupo controle e o grupo alta osmolalidade

+p< 0,05 para comparagdo entre o grupo controle e o grupo baixa osmolalidade

Tabela 7 — Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (%TCl") nos grupos controle (n = 3), tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e com o contraste iobitridol (baixa
osmolalidade) (n=5).

Tempo (min) Controle Alta Baixa
30 82,25+0,115 79,62+1,572 79,031,410
60 84,72+0,809 79,31+1,836 80,09+2,640
90 83,81+1,587 78,94+1,842 75,087,311
120 83,68+0,951 79,72+1,335* 72,41+0,892+*

Resultados expressos em média + EPM
*p< 0,05 para comparacdo entre 0s grupos alta e baixa osmolalidade

+p< 0,05 para comparacdo entre o grupo controle e o grupo baixa osmolalidade
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Figura 25 - Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (%TCI") nos grupos controle (n = 3), tratado com
ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

*p< 0,05 para comparagao entre os grupos alta e baixa osmolalidade

+p< 0,05 para comparacdo entre o0 grupo controle e o grupo baixa osmolalidade

Tabela 8 — Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK") nos grupos controle (n = 3), tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e com o contraste iobitridol (baixa

osmolalidade) (n=5).

Tempo (min) Controle Alta Baixa
30 75,095,816 58,11+5,452* 80,78+2,147*
60 71,78+4,908 53,20+5,221* 68,67+3,365*
90 73,82+4,387 48,10+5,746# 61,67+5,425
120 79,64+1,710 53,86+5,847*# 69,34+2,479*

Resultados expressos em média + EPM

*p< 0,05 para comparagdo entre os grupos alta e baixa osmolalidade

#p< 0,05 para comparacgao entre o grupo controle e o grupo alta osmolalidade
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Figura 26 - Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK") nos grupos controle (n = 3), tratado com
ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

*p< 0,05 para comparagdo entre os grupos alta e baixa osmolalidade

#p< 0,05 para comparacao entre o grupo controle e o grupo alta osmolalidade

Tabela 9 — Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle (n = 3), tratado com o
contraste ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e com o contraste iobitridol (baixa
osmolalidade) (n=5).

Tempo (min) Controle Alta Baixa
30 85,11+2,223 76,60+2,404* 87,29+1,564*
60 83,20+1,381 74,31+1,860 78,62+2,628
90 82,58+1,727 71,54+3,582 72,47+4,452
120 85,31+0,557 74,96+3,406 76,90+1,914

Resultados expressos em média + EPM

*p< 0,05 para comparagao entre os grupos alta e baixa osmolalidade
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Figura 27 - Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle (n = 3), tratado com
ioxitalamato de meglumina (alta osmolalidade) (n = 5) e iobitridol (baixa osmolalidade) (n=5).

*p< 0,05 para comparagao entre 0s grupos alta e baixa osmolalidade

5.3 Analise histolégica dos rins que receberam contrastes Ioxitalamato de Meglumina

(alta osmolalidade) e Iobitridol (baixa osmolalidade)

Na figura 29 observou-se o corte histoldgico de rim esquerdo tratado com solucdo
salina e verifica-se que ndo ha alteragdoes. As laminas analisadas demonstraram glomérulos,

tibulos, vasos e intersticios normais.

O rim direito, figura 30, serviu como controle, tratado com solucdo salina no tempo de
72 horas e perfundido com solucdo de Krebs-Hanseleit e verifica-se que ndo ha alteracGes. As

laminas analisadas demonstraram glomeérulos, tibulos, vasos e intersticios normais.

Os rins foram analisados ap6s infusdo dos contrastes de alta e baixa osmolalidade, nos

tempo de 72 horas.

Na histologia dos rins que receberam contraste de alta (Figura 31) e baixa

osmolalidade (Figura 32), no tempo de 72 horas, mostraram intensa deposicdo cilindrica em
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todos os tibulos, tanto no coértex quanto na medula. Os glomérulos ndo apresentaram

deposicao.

Figura 28 - Fotomicrografia do rim esquerdo de animal tratado com salina. Glomérulo (setas) e
Tubulos contorcidos distais e proximais (estrelas). Aumento 400x, coloracdo de hematoxilina-
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Figura 29 - Fotomicrografia do rim direito de animal tratado com salina antes da perfusdo. Glomérulo (setas) e
Ttbulos contorcidos distais e proximais (estrelas). Rim direito perfundido somente com solucao de Krebs-
Henseleit modificada, mostrando que a perfusdo ndo altera a fisiologia renal. Aumento 400x, coloracédo de
hematoxilina-eosina; n=3).
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Figura 31 - Fotomicrografia do rim direito de animais tratados com iobitridol (baixa osmolalidade), tempo de 72 horas.
Glomérulo (setas) e Tubulos contorcidos distais e proximais (estrelas). Visualiza-se intensa deposicdo cilindrica nos
tibulos da regido cortical (A) e medular (B). Alguns glomérulos mostraram de leve a moderada deposi¢do de material
protéico. Aumento 400x, coloracdo de hematoxilina-eosina; (n=>5).

5.4 Analise de efeitos apoptéticos e necroticos por citometria de fluxo
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Controle

Baixa osmolalidade 10 ng/mL

Controle

Alta osmolalidade 10 ng/mL
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Figura 32 - Gréficos representativos do perfil de marcacdo simultanea de células MDCK com anexina V — FITC
(quadrante inferior direito das plotagens — indicio de apoptose), PI (quadrante superior esquerdo das plotagens —
indicio de necrose). No quadrante inferior esquerdo das plotagens, estdo representadas as células sem marcagao

(células viaveis). No quadrante superior direito das plotagens estdo representadas as células com dupla marcacao

(indicio de necrose secundaria). A — Controle; B — Baixa osmolalidade 10 pg/mL; C — Controle; D — Alta

osmolalidade 10 pg/mL.
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6. DISCUSSAO

Apos a avaliagdo dos parametros metabolicos em gaiolas individuais foi observado

alteracdes na ingesta hidrica e diurese, ndo sendo observado na ingesta de alimento.

Neste trabalho se observou aumento do consumo de agua e diurese no grupo de alta

osmolalidade quando comparado ao controle.

Os contrastes iodados e sua alta osmolalidade induzem diurese, causando alta
concentracdo de contraste na urina e longa exposicdo das células epiteliais a estas moléculas

(PEREIRA; DE LIMA; YU, 2001).

As variacoes da osmolalidade plasmatica e do volume ou da pressao sanguinea levam
a alteracOes na percepgao de sede. Quando a osmolalidade do fluido corporal esta aumentada,
ocorre o aumento da sede. A hipertonicidade é o estimulo mais potente, um aumento da
osmolalidade plasmatica por apenas 2% a 3% produz forte desejo de beber dgua, para atingir
esta mesma resposta é necessario diminuicao do volume e da pressdao sanguinea, na faixa de

10% a 15% (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Previamente, foi observado que ap6s uma injecdo de meio de contraste, ha uma
resposta bifasica, constituida por um breve periodo de vasodilatacdo inicial, com duragdo de
segundos, levando a um aumento no fluxo renal; seguido por periodos varidveis de
vasoconstriccdo e consequente reducao no fluxo e na taxa de filtracdo glomerular por
hipoperfusao renal. Geralmente, mesmo sem haver insuficiéncia renal, ap6s a infusdo de
contraste ocorre diurese osmotica, liberacdo de hormonio antidiurético e fator atrial
natriurético, além de vacuolizacdo tubular (ANDRADE; SEGURO, 1997). Solucées de alta

osmolalidade exibem um grande aumento no fluxo urinario (SEELIGER et al., 2007).

A NIMC comeca dentro das primeiras 12 a 24 horas apos a utilizacao do contraste. A
insuficiéncia renal é ndo oligtirica na maioria dos pacientes. Na maioria dos casos, o declinio

da funcado renal é leve e transitéria (RUDNICK; TUMLIN, 2011).

Os rins sdo orgdos altamente vascularizados, pelo qual grande quantidade de liquido
sao filtrados do sangue, sendo assim alvo primario de toxinas e xenobidticos e representando
uma importante via de eliminacdo de substancias estranhas, como drogas e outras substancias

quimicas do organismo (GUYTON, 2006; KOEPPEN; STANTON, 2009).
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No intuito de estudar o efeito direto dos contrastes no rim, foi realizado perfusdo de
rim isolado, em animais pré-tratados com salina 0,9%, contraste ioxitalamato de meglumina e
contraste iobitridol, no volume de 5 mL/Kg, pela via endovenosa. Estes animais foram
mantidos por 72 horas em gaiola metabdlica e apos este periodo realizado perfusdo de rim

isolado.

Neste trabalho, o ritmo de filtracdo glomerular foi determinado pelo clearance de
inulina, um marcador glomerular que é livremente filtrado através dos capilares glomerulares,
nao é reabsorvido nem secretado pelo tibulo renal e que ndo altera o ritmo de filtracao
glomerular (WINSTEN; DALAL, 1972). No presente estudo, a utilizacdo de contraste iodado
reduziu o ritmo de filtracao glomerular, quando comparado com o grupo controle, e aumentou
a pressao de perfusao renal.

A vasoconstriccdo renal é comumente encontrada na nefropatia induzida por contraste,
¢ mediada em parte pelo contraste que induz a liberacdao de endotelina e adenosina e pela alta
osmolalidade do meio de contraste (RUDNICK; TUMLIN, 2011). A endotelina é um potente
vasoconstrictor secretado pelas células endoteliais dos vasos renais, células mesangiais e
células do tibulo distal, causando uma intensa vasoconstriccdo das arteriolas aferente e
eferente reduzindo o ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e o fluxo sanguineo renal (FSR); a
adenosina é produzida no interior dos rins e causa vasoconstriccdo da arteriola aferente e
eferente, levando a reducao do RFG e FSR (KOEPPEN; STANTON, 2009).

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 nesta regido é facilitado pela manutencdo da
baixa viscosidade, que pode ser alterado pelo meio de contraste. O aumento da viscosidade
pode também aumentar a pressao tubular intersticial, levando a reducdo do fluxo sanguineo
medular (RUDNICK; TUMLIN, 2011).

Alguns autores ressaltaram que a viscosidade do meio de contraste tem uma grande
importancia na NIC. O aumento da viscosidade compromete o fluxo sanguineo renal, o
suprimento de oxigénio para regides criticas do rim e retarda a TFG, provavelmente, como
resultado do aumento da viscosidade do fluido tubular, prejudicando a filtracao glomerular. O
efeito direto na vasculatura renal, durante a filtracdo de contraste de alta viscosidade, causa
aumento da pressdo tubular, contribuindo para o comprometimento do fluxo sanguineo

medular renal (SEELIGER et al., 2007).
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A viscosidade é a medida da resisténcia do escoamento de um liquido, a uma
determinada temperatura. E a propriedade associada a resisténcia que o fluido oferece a
deformacdo por cisalhamento, e pode ser medida como viscosidade dindmica em centipoise
(cP) e viscosidade cinematica em centistokes (cSt) (VISCOSIDADE, 2011).

O ioxitalamato de meglumina, meio de contraste de alta osmolalidade utilizado em
nosso estudo, possui uma osmolalidade de 2160 mOsm/Kg agua e uma viscosidade de 7,5 cP
a 37°C e o iobitridol, baixa osmolalidade, possui uma osmolalidade de 915 mOsm/Kg agua e
uma viscosidade de 10,0 cP a 37°C (HENETIX, 2009).

O aumento da pressdao de perfusdo encontrado nos grupos que utilizaram contraste de
alta e baixa osmolalidade pode ter relacdio com a viscosidade, principalmente quando se
evidencia uma maior significancia no grupo que utilizou contraste de baixa osmolalidade, por
este contraste possuir uma maior viscosidade.

A injdria tubular é outro possivel efeito dos meios de contraste, por citotoxicidade
direta ou associado a geracdo de radicais livres de oxigénio (RUDNICK; TUMLIN, 2011).

Fatores como vasoconstriccdo renal, alta osmolalidade dos meios de contraste e alta
viscosidade, podem estar envolvidos na diminuicdao do ritmo de filtragdo glomerular e
aumento da pressao de perfusdo encontrados em nossos resultados.

O transporte de cloreto, em perfusdo de rim isolado, apresentou reducao significativa,
nos animais que utilizaram contraste de baixa osmolalidade, quando comparados ao grupo
controle. Em relagdo ao transporte tubular de potassio, foi observada uma significativa
reducdo durante todos os tempos do experimento, no grupo que utilizou contraste de alta

osmolalidade, quando comparado ao grupo controle.

Os rins sdo os principais responsaveis pela manutencdao do balanco de potassio,
chegando a excretar de 90 a 95% do potassio ingerido na dieta. O potassio ndo se liga as
proteinas e, portanto, é livremente filtrado pelo glomérulo. O potassio é transportado ao longo
do néfron e no seu percurso ele pode ser reabsorvido ou excretado. O tibulo proximal
reabsorve aproximadamente 67% do potassio filtrado e 20% é reabsorvido pela al¢a de Henle,
a quantidade que é reabsorvida é uma fracdo constante da quantidade filtrada. O tbulo distal
e o ducto coletor sdo capazes de reabsorver ou secretar potassio, e a intensidade de reabsor¢ao
ou secrecao depende da quantidade de potassio ingerida e de fatores hormonais (KOEPPEN;

STANTON, 2009).
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O transporte tubular de potassio é encontrado pela subtracdo do potassio filtrado pelo
potassio excretado. A reducao da porcentagem de transporte de potassio observada no estudo
ocorreu possivelmente devido a uma reducdo na reabsorcdo de potassio, provavelmente no
tibulo proximal, regido responsavel pela maior reabsorcdo deste ion. Os dados observados
nesse estudo sdo relevantes e devem ser buscados na clinica através da monitorizacdo do
potassio sérico em pacientes que utilizam contraste iodado, especialmente o de alta
osmolalidade, por ter sido evidenciado que ocorre uma redugdo na reabsorcao, o que pode

levar a hipocalemia (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Contudo, ndo foram observadas alteracdes no percentual de transporte de sodio, dos
animais que utilizaram contraste de alta e de baixa osmolalidade, quando comparado com o
grupo controle. Houve uma alteracdo significante, no tempo de 30 minutos, quando

comparado o contraste de alta com o de baixa osmolalidade.

O meio de contraste induz apoptose de células renais em dose e tempo dependente. O
efeito toxico do contraste pode esta relacionado a hipertonicidade, uma vez que uma
substancia igualmente hiperosmolar e menos hipertonica nao induz morte celular. Diretrizes
recomendam a limitacdao do volume de contraste para prevenir a nefrotoxicidade (ROMANO,

et al., 2008).

No presente estudo, os contrastes de alta e de baixa osmolalidade causaram
citotoxicidade em células tubulares renais MDCK. Nos ensaios em citometria de fluxo
observou-se uma maior concentracao de células marcadas com anexina V, demonstrando que

um grande nimero de células encontram-se na fase inicial da apoptose.
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7. CONCLUSAO

v" O presente estudo mostra que o contraste de alta osmolalidade induz alteracbes no

metabolismo didrio dos ratos, com aumento do consumo de agua e diurese.

v" Os contrastes de alta e baixa osmolalidade promovem importantes alteracdes nos

parametros fisiologicos em modelos de rim isolado.

v" Na analise histopatolégica dos rins foi evidenciada intensa deposicdo cilindrica em

todos os tibulos, tanto no cortex quanto na medula.

v Em células tubulares renais MDCK foi evidenciado citoxicidade dos contrastes de alta

e de baixa osmolalidade com predominio de apoptose.
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