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ABSTRACT

Objective: To assess the effect of the antibiotic Gentamicin in an experimental model in
the presence of Diabetes Mellitus through renal function and oxidative profile. Method:
Adult male Wistar rats were distributed into groups: Citrate; Gentamicin (Genta),
(intraperitoneal, i.p. gentamicin, 100 mg/kg of body weight, once a day,5 days); DM
(60 mg/kg of STZ (Streptozotocin), single dose, intravenously, i.v., diluted in citrate
buffer); and DM +Genta. Physiological parameters, renal function (creatinine clearance),
oxidative damage (peroxides and thiobarbituric acid reactive substances — urinary
TBARS) and renal hemodynamics were evaluated. Results: The Diabetes Mellitus
group presented chronic hyperglycemia associated with loss of body weight, polyphagia,
polydipsia and polyuria, in addition to reduced renal function and with an increase in
oxidative metabolite excretion. Administration of gentamicin induced a reduction in
renal blood flow and increased renal vascular resistance in healthy rats. The association
of Diabetes Mellitus with gentamicin resulted in an additional reduction in renal
function and elevation of oxidative metabolites, with increased renal vascular resistance.
Conclusion: The existence of Diabetes Mellitus resulted in an elevation of gentamicin
nephrotoxicity, thus confirming the risk factor for drug nephrotoxicity.
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INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) consiste na redugio abrupta
da fungio renal (FR), sinalizada clinicamente por elevagio
da creatinina sérica para niveis maiores ou igual a 0,3 mg/
dL em 48 horas ou aumento de 1,5 vezes desse marcador
em um periodo de 7 dias). As principais causas de LRA
sio a nefrotoxicidade por firmacos ou eventos isquémicos
renais. A alta mortalidade dos pacientes acometidos por essa
sindrome, de 15% a 60%@, justifica investimentos cientificos
para a elucidagio dos mecanismos que a precipitam, bem
como a proposi¢io de intervengdes terapéuticas que possam
atenuar sua evolugio.

A LRA ¢é menos frequente na comunidade em geral do
que em pacientes hospitalizados, e sua prevaléncia é signi-
ficativa em Unidades de Terapia Intensiva (UTT), podendo
acometer de 20% a 40% dos pacientes internados nessas
unidades®. A gentamicina, um antibiético aminoglicosi-
deo, muito utilizado no combate a infecgdes por bactérias
gram-negativas, tem como um dos seus principais efeitos
colaterais a nefrotoxicidade. Isso ocorre porque sua excregio
se dd predominantemente por meio da filtragdo glomeru-
lar. A fisiopatologia da nefrotoxicidade pela gentamicina
se caracteriza por lesio em células renais tubulares e glo-
merulares®¥, associada ao estresse oxidativo, com geragio
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e diminuigdo de
enzimas antioxidantes no rim®.

As doengas cronicas sdo descritas como fatores de risco
para a ocorréncia de LRA em pacientes graves ou submetidos
a procedimentos diagnésticos que envolvam a administragio
de firmacos nefrotéxicos. Destaca-se nesse grupo de morbida-
des o Diabetes Mellitus (IDM), tema de interesse deste estudo.
Pouco se sabe a respeito dos principios celulares e funcionais
que atuam como facilitadores da ocorréncia da nefrotoxicidade
de farmacos na vigéncia de comorbidade como 0 DM®.

A auséncia de dados sobre os mecanismos que predis-
poem individuos com DM ao desenvolvimento de LRA
pela nefrotoxicidade de medicamentos, em particular a gen-
tamicina, estimula a implementacio de investigacbes que
visem elucidar a cointerferéncia desses fatores na evolugio
clinica do paciente e que busquem esclarecer essa lacuna de
conhecimento na drea de cuidados intensivos, em que toda
a equipe de satde estd envolvida. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da gentamicina em ratos diabéticos por meio
da avaliagdo da funcio renal e do perfil oxidativo.

METODO

Estudo de natureza quantitativa e experimental com
ratos. Os ratos dos diversos grupos foram mantidos com
livre acesso a dgua e alimentos e permaneceram em condi-
¢oes térmicas adequadas com ciclos alternados de dia e noite.
Todos os procedimentos realizados neste estudo estdo de
acordo com os Principios Eticos de Experimentagio Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal
— COBEA — e foram aprovados pela Comissio de Etica em
Experimentag¢io Animal — CEEA (155/15).

Animais: Foram utilizados 21 ratos da raga Wistar,
machos, adultos, pesando de 250 a 300 gramas distribuidos

nos seguintes grupos: Citrato (Controle): administragio
do tampio citrato (0,01 M pH 4,2, na veia caudal, i.v.);
Gentamicina: animais que receberam gentamicina (genta-
micina, 100 mg/kg de peso corporal, uma vez ao dia, intra-
peritoneal, i.p., 5 dias); DM: indugdo do DM por meio da
administragdo da estreptozotocina (STZ) (60 mg/kg, diluida
em tampdo citrato 0,01 M pH 4,2,1.v)7®; Gentamicina+DM:
animais DM que receberam gentamicina apds 4 semanas da
indug¢io do DM.

Os animais submetidos ao modelo de DM tiveram a gli-
cemia avaliada por hemoglicoteste, 48 horas apés a indugio,
por meio de tiras reagentes Advantage (Advantage — Roche®,
Brasil). Os animais que apresentaram glicemia acima de
250 mg/dl nesse periodo foram considerados como diabé-
ticos. Todos os animais diabéticos tiveram o peso corporal
e a glicemia monitorados por 4 semanas (28 dias), uma vez
por semana.

Obtengio do material bioldgico: Ao final do protocolo, os
animais foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais
para a coleta de urina de 24 horas para avaliagdo da fungio
renal e de metabdlitos oxidativos. Apés esse periodo,
os animais foram anestesiados com tiopental sédico
(40-50 mg/kg, i.p.) para a coleta de sangue terminal por
meio da pungdo da aorta abdominal e posterior avaliagdo
da fungdo renal. Ao final do experimento, foi realizada a
eutandsia do animal, segundo as normas éticas para o
manuseio de animais em pesquisa.

Fungdo renal: A fungio renal foi avaliada por meio do
clearance de creatinina. O método colorimétrico de Jaffé foi
utilizado para determinar os valores da creatinina sérica e
urindria. O clearance de creatinina foi calculado pela fér-
mula®: clearance de creatinina = creatinina urindria x fluxo
urindrio de 24 horas / creatinina sérica.

Metabilitos oxidativos: Os metabdlitos oxidativos foram
avaliados por meio da dosagem de peréxidos urindrios e
de substincias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS).
A avaliacio de peréxidos urindrios foi realizada pelo método
FOX-2,em que a utilizaio de ferro-xilenol laranja oxida o fon
Fe* e produz um complexo de coloragio azul arroxeada (o= 4,3
x10*M* cm 1)@, A avaliagio de TBARS urindrios permite
a identificagdo de produtos finais da cascata de peroxidagio
lipidica que reagem na presenca do édcido tiobarbitirico em
fluidos organicos (o= 1,56 x 10° M cm )12 13,

Hemodinimica renal: A hemodinimica renal foi avaliada
por meio da mensuragio do fluxo sanguineo renal (FSR),
pressdo arterial média e resisténcia vascular renal. Para o
fluxo sanguineo renal, a artéria renal esquerda foi isolada
e envolvida por pobres ultrassdnicos para mensuragio do
fluxo sanguineo do vaso. A pressdo arterial média (PAM)
foi registrada por meio da cateterizagio da artéria carétida,
e a resisténcia vascular renal (RVR) foi calculada por meio
da seguinte férmula: RVR = PAM / FSR¥.

Andlise estatistica: Os resultados foram apresentados em
média * desvio-padrio. A andlise estatistica dos resultados
foi realizada pela andlise de variancia (ANOVA), seguida
de comparagdes multiplas de Newman-Keuls, do programa
estatistico Graph-Pad Prism version-3 for Windows®. O nivel
de significincia considerado foi de 5%.
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RESULTADOS

PARAMETROS FISIOLOGICOS

Os paridmetros fisiolégicos dos grupos foram demons-
trados por meio da ingesta de ragdo e de dgua, peso cor-
poral do animal, rela¢do peso do rim/peso do animal e
glicemia, expressos na Tabela 1. Foi possivel observar
aumento no peso do grupo Citrato (controle) quando

comparado aos grupos Genta, DM e DM+Genta. Todos
os grupos tratados apresentaram um coeficiente de hiper-
trofia renal, representado por elevagio da relagio peso
rim/peso animal, sendo os maiores indices observados
nos grupos de animais diabéticos. Outras caracteristicas
que confirmam a padronizag¢io do modelo de DM sio a
polifagia e a polidipsia, indicadas pelo aumento na ingesta

de racdo e dgua pelos ratos diabéticos, e a hiperglicemia
nos grupos DM e DM+Genta.

Tabela 1 - Parametros fisiolégicos dos grupos Citrato, Genta, DM e DM+Genta - Sao Paulo, SP, Brasil, 2017.

Grupos (n) Inges?(() na]il%ua 24 l"g(;til? (;950 Peso do animal (g)  Peso do rim (g) sté)ai?n:i: {I:Z?O ?l:;:inll;l
Citrato (5) 30,0+7,0 23,0+3,5 392 +48 1,41 £0,20 0,36 + 0,03 110+3,0
Genta (5) 33,0+£5,7 15,2 +4,9 320 £ 270 1,14 + 0,22 0,39 £ 0,09 107+4,5
DM (5) 122,0 + 29,5%® 36,2 £2,2% 262 + 36% 1,47 +0,12 0,57 £ 0,08 427£17,1%®
DM+Genta (5) 87,1+ 34,1¢ 24,8 +10,1¢ 295 + 18° 1,90 + 0,40 0,54 + 0,242 374+13,0%

Os valores representam média + desvio-padrio.
*p <0,05 ws. Citrato.

bp <0,05 vs. Genta.

p <0,05 vs. DM.

FUNCAO RENAL E ESTRESSE OXIDATIVO DOS DIVERSOS GRUPOS

A Tabela 2 ilustra os dados da fungdo renal, de peré-
xidos urindrios e TBARS dos diversos grupos. O grupo
Citrato apresenta pardmetros de fluxo urindrio e clearance
de creatinina/100 g considerados normais. O grupo Genta
apresenta reducio significativa do clearance/100 g, porém

com manutengio do fluxo urindrio. O grupo DM demons-
tra reducio do clearance/100 g quando comparado aos gru-
pos Citrato e Genta, com elevagio do fluxo urinirio. O
grupo DM+Genta apresenta elevagio do fluxo urindrio
com intensifica¢do da redugio de fungio renal com valores
de peroxidos e TBARS elevados, que indicam lesdo oxida-
tiva significativa.

Tabela 2 - Funcdo renal e oxidativa dos grupos Citrato, Genta, DM e DM+Genta — Sao Paulo, SP, Brasil, 2017.

Grupos (n) F'“z‘n‘:lijn:ii':)i”" (nfé /lj'” CP.(mg/dl)  Cler/100 @ml/min) (0 /gp'd% “U (nM/Tnggir .
Citrato (5) 0,012 £ 0,001 82,36 + 9,46 0,38+0,13 0,76+ 0,16 1,80 +0,94 0,19+0,13
Genta (5) 0,018+0,004 50,84+ 13,23 0,90+ 0,16 0,26 + 0,05° 7,68 + 2,65 1,80 + 0,98
DM (5) 0,055+0,010%  21,52+3,84 0,99 +0,13° 0,47 = 0,08 5,24 £ 2,56 11,73 £2,75%
DM+Genta (5) 0,040 £0,018% 20,33 + 14,09% 1,30 +0,52¢ 0,16 + 0,06* 103846070 21,68+ 7,00%

C.U: creatinina urinaria; C.P: creatinina plasmatica; P.U: peréxidos urinarios; TBARS: substancias reativas com o 4cido tiobarbitudrico.

Os valores representam média + desvio-padrio.
*p <0,05 ws. Citrato.

°p <0,05 vs. Genta.

p <0,05 ws. DM.

HEMODINAMICA RENAL

A Figura 1A demonstra um aumento na frequéncia
cardfaca dos grupos Genta (573,2 £ 36,7) ¢ DM+Genta
(580,5 + 20,4) quando comparados com os grupos DM
(394,0 £ 96,7) e Citrato (410,5 = 56,7). A pressdo arte-
rial média (figura 1B) se manteve em valores préximos ao
citrato em todos os grupos (Citrato: 105,2 + 6,8; Genta:
127,0 + 27,9; DM: 103,6 + 11,5; DM+Genta: 94,7 + 4,8).

Na Figura 1C observa-se que os grupos Genta (4,00
0,54) e DM+Genta (2,30 = 0,42) apresentaram diminui¢io
do fluxo sanguineo renal na comparagio com o grupo DM
(5,17 + 2,25) e Citrato (7,08 + 0,69). Todavia, a resistén-
cia vascular renal (Figura 1D) apresentou-se elevada nos
grupos Genta (32,27 = 8,39) e DM+Genta (42,18 = 7,29)
quando comparada com os grupos DM (22,82 + 10,54) e
Citrato (14,90 = 0,75).
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Figura 1-Frequéncia Cardiaca, Pressdo Arterial Média, Fluxo Sanguineo Renal e Resisténcia Vascular Renal. p<0.05 vs. citrato; "p<0,05
vs. Gentamicina; ¢p<0,05 vs. DM. Os dados sao mostrados como média + DP — Sao Paulo, SP, Brasil, 2017.

DISCUSSAO

Estudos descrevem o Diabetes Mellitus (DM) como
fator de risco para o desenvolvimento de lesdes renais. O uso
continuado de medicamentos nefrotéxicos é comum em
UTT e se torna ainda mais relevante em pacientes que apre-
sentam cormorbidades, como o DM®1%,

O DM ¢ uma patologia que resulta em um quadro de
hiperglicemia cronica, pois desencadeia desordens metabdli-
cas decorrentes de defeitos na sintese e/ou secre¢io de insu-
lina ou de sua agdo nos tecidos. Trata-se de uma importante
patologia no cendrio mundial devido 4 sua morbimortalidade
e &s suas crescentes taxas de incidéncia e prevaléncia®®.

Neste estudo foi possivel constatar a triade politria,
polidipsia e polifagia, além do aumento da glicemia capi-
lar (hiperglicemia) nos animais induzidos quimicamente
a0 desenvolvimento de DM. Esse achado confirma que a
padronizagio do modelo obteve éxito!4.

Uma das caracteristicas fisiopatoldgicas da condigdo de
hiperglicemia cronica é o desenvolvimento da hipertrofia
renal resultante da intensa hiperfiltragio glomerular, que leva
ao espessamento da membrana basal glomerular e expan-
sdo da matriz mesangial”. Alguns estudos apontam como
mecanismos precipitantes o aumento da via dos poliéis,
glicosilagdo ndo enzimitica, com a produgio dos produtos
finais da glicagio avancada (AGEs) e estresse oxidativo que
resulta em aumento de radicais livres e alteragio da proteina
kinase C para justificar o dano vascular causado pela alta
concentragio de glicemia®®'?). A elevagio da relagio entre o

peso renal/peso corporal nos animais diabéticos neste estudo
confirma a ocorréncia de hipertrofia renal.

A fungio renal neste estudo foi avaliada por meio do
clearance de creatinina, que é considerado na clinica o “gold
standard” para mensurar a taxa de filtragio glomerular
(TGF). O grupo Genta apresentou redugio do clearance
de creatinina quando comparado ao grupo Citrato. Esses
achados confirmam o potencial nefrotéxico desse medica-
mento, que atua no tdbulo proximal, sendo transportado
para o interior das células se ligando aos lisossomos, onde
forma corpos mieloides e consequentemente causa interfe-
réncia na cascata de fosfatidil-inositol, bloqueia a hidrélise
da fosfolipase C, afeta toda a sinalizagdo intracelular e sua
homeostase, comprometendo uma das principais fun¢des
tubulares, que é a absorcdo de dgua e sédio para a concen-
tracdo da urina, caracterizando, entdo, a lesdo renal pela
gentamicina®?). Adicionalmente, o grupo DM apresentou
reducido de 50% da fungdo renal quando comparado ao
citrato. Clinicamente, a lesdo renal pelo DM ¢é caracterizada
inicialmente pelo aumento da taxa de filtragdo glomerular
(hiperfiltragio glomerular) e microalbumindria. No entanto,
com a progressio da doenga, confirma-se redugio na TGF
conforme demonstrado. Esse mecanismo fisiopatolégico
do DM potencializa o efeito de outros fatores de lesio,
como a nefrotoxicidade por medicamentos. Neste estudo,
observou-se redugio ainda mais acentuada da FR quando
a gentamicina foi administrada em ratos diabéticos. Esse
achado confirma a vulnerabilidade do animal diabético a
outras exposi¢oes renais.
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Ainda que nio sejam totalmente esclarecidos os mecanis-
mos pelos quais a gentamicina altera a filtra¢io glomerular,
muitos estudos revelam a participagio da vasoconstri¢io
renal e a toxicidade tubular direta como agentes importan-
tes®29, Neste estudo, a avaliagio do fluxo sanguineo renal
e resisténcia vascular renal demonstraram significativas alte-
ra¢bes nos animais tratados com gentamicina isolada e com
gentamicina em associagdo com a hiperglicemia crénica, evi-
denciando intensa hipoperfusio, diferentemente do que foi
observado no grupo DM, no qual os valores se mantiveram
semelhantes aos do grupo Citrato. Um estudo demonstrou
parimetros normais de hemodinimica em grupos DM e
que se alteraram quando foram associadas outras substin-
cias nefrotéxicas™®. A mensuragio da hemodinimica renal
contribui para o entendimento do mecanismo de agio dos
agentes constritores e vasodilatadores envolvidos nos mode-
los de lesdo renal.

A fisiopatologia da lesdo renal oxidativa ¢ descrita a
partir do consumo exacerbado de ATP, que ocorre em
caso de hipéxia na medula renal, que, por sua vez, induz
anormalidades no metabolismo do oxigénio, como, por
exemplo, a geragdo de ERO com compostos de nitrogénio
(peréxido nitrito), oxigénio (radical hidroxila), glicagio
e formacdo da adenosina e seu metabdlito, a hipoxan-
tina®2. O estudo ora apresentado avaliou o estresse oxi-
dativo por meio da mensuragio dos peréxidos e TBARS
urindrios. O uso isolado de gentamicina apresentou valo-
res aumentados, mas ndo significativos, de metabdlitos
oxidativos. Ja para o grupo DM e principalmente para o
grupo DM+Genta, a elevagio significativa dos marcadores
demonstrou a participagio dos radicais livres e agentes
oxidantes no modelo de associa¢do de nefropatia diabética
com nefropatia medicamentosa. Estudos de andlises iso-
ladas demonstraram lesdo oxidativa por meio de produtos

de oxidagio proteica (AOPP) e enzima antioxidante cata-
lase em modelos de nefrotoxicidade por gentamicina®” e
por peroxidacio lipidica e anélise de tiéis em diabetes®@®.
A associagio da hiperglicemia cronica e o tratamento com
o aminoglicosideo nefrotéxico gentamicina revelam lesées
renais oxidativas mais agressivas, com apoptose celular que
resultam em um modelo de lesdo renal croénica, como foi
reproduzido neste estudo.

Estudos experimentais com animais que reproduzem
situagdes clinicas visando a elucidagio de fatores fisiopa-
tolégicos individualizados facilitam o raciocinio clinico e
colaboram para a identifica¢do, pela equipe multiprofissional,
de pacientes de risco para nefropatia medicamentosa, como
aquela induzida pela gentamicina.

Considerando-se que, nos dltimos anos, o estilo de vida
sedentdrio, aliado 2 obesidade, desencadeou aumento no
numero de individuos com Diabetes Mellitus, e que a falta
de adesdo ao tratamento da hiperglicemia cronica pode
tornd-los mais suscetiveis a efeitos colaterais de medica-
mentos, como a nefrotoxicidade®, este estudo, por meio de
modelo animal de diabetes e nefrotoxicidade, confirmou que
a hiperglicemia associada ao insulto toxico da gentamicina
resultou em uma lesdo renal aguda severa, caracterizando
0 DM como fator risco para nefropatias medicamentosas.

CONCLUSAO

Os animais DM demonstram sinais de nefropatia diabé-
tica com redugio da FR e elevacio da peroxidagio lipidica. A
gentamicina induziu a redu¢do da FR e o aumento da gera-
¢do de agentes oxidantes, com elevagio da RVR e do FSR.
O tratamento com gentamicina em ratos DM induziu piora
da FR, da peroxidagio lipidica com elevagio significativa da
RVR e redugio do FSR.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do antibiético gentamicina em modelo experimental na presenc¢a de Diabetes Mellitus por meio da fungio
renal e perfil oxidativo. Método: Ratos Wistar, adultos, machos, foram distribuidos nos grupos: Citrato; Gentamicina (Genta),
(gentamicina 100 mg/kg de peso corporal, 1 vez ao dia, intraperitoneal, i.p., 5 dias); DM (60 mg/kg de STZ, intravenosa, i.v., dose
unica, diluida em tampao citrato) e DM+Genta. Foram avaliados os parimetros fisiolégicos, a fun¢io renal (c/earance de creatinina),
a lesdo oxidativa (perdxidos e substancias reativas ao dcido tiobarbitirico - TBARS urindrios) e a hemodinimica renal. Resultados:
O grupo Diabetes Mellitus apresentou hiperglicemia cronica, associada 4 perda de peso corporal, polifagia, polidipsia e politria, além
de reducio da fungio renal, com aumento na excre¢io de metabdlitos oxidativos. A administragio de gentamicina induziu a redugio
do fluxo sanguineo renal e o aumento da resisténcia vascular renal em ratos saudaveis. A associagio do Diabetes Mellitus com
gentamicina resultou em redugio adicional na fungio renal e elevagio de metabdlitos oxidativos, com aumento de resisténcia vascular
renal. Conclusio: A existéncia de Diabetes Mellitus determinou a elevagio da nefrotoxicidade da gentamicina e se confirmou como
fator de risco para nefrotoxicidade de medicamentos.

DESCRITORES
Lesio Renal Aguda; Diabetes Mellitus; Gentamicina; Estresse oxidativo.

RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto del antibidtico gentamicina en modelo experimental en la presencia de Diabetes Mellitus mediante la
funcién renal y el perfil oxidativo. Método: Ratas Wistar, adultas, machos, fueron distribuidas en los grupos: Citrato; Gentamicina
(Genta), (gentamicina 100 mg/kg de peso corporal, 1 vez al dia, intraperitoneal, i.p., 5 dias); DM (60 mg/kg de STZ, intravenosa, i.v.,
dosis tnica, diluida en tampén citrato) y DM+Genta. Fueron evaluados los pardmetros fisiolégicos, la funcién renal (aclaramiento de
creatinina), la lesién oxidativa (peréxidos y sustancias reactivas al dcido tiobarbitirico — TBARS urinarios) y la hemodindmica renal.
Resultados: El grupo Diabetes Mellitus presenté hiperglucemia crénica, asociada con pérdida de peso corporal, polifagia, polidipsia
y poliuria, ademas de reduccién de la funcién renal, con aumento en la secrecién de metabolitos oxidativos. La administracién de
gentamicina indujo a la reduccién del flujo sanguineo renal y al incremento de la resistencia vascular renal en ratas sanas. La asociacién
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del Diabetes Mellitus con gentamicina resulté en reduccién adicional en la funcién renal y elevacién de metabolitos oxidativos, con
aumento de resistencia vascular renal. Conclusién: La existencia de Diabetes Mellitus determind la elevacién de la nefrotoxicidad de
la gentamicina y se confirmé como factor de riesgo para nefrotoxicidad de firmacos.

DESCRIPTORES
Lesion Renal Aguda; Diabetes Mellitus; Gentamicina; Estrés Oxidativo.
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