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Resumo

Introducao: A nefropatia induzida por con-
traste (NIC) é uma das principais causas ia-
trogénicas de lesdo renal aguda. Estudos ex-
perimentais tém demonstrado que a inje¢ao
intravascular do agente de contraste provoca
vacuolizagio intensa nas células dos tabulos
renais proximais, que precede o aumento da
creatinina sérica, e que a fémea podem estar
em maior risco de CIN. Objetivo: Estudar
as primeiras mudangas histomorfométricas
renais na nefropatia induzida por contraste
de acordo com o género. Métodos: Vinte
ratos Wistar anteriormente uninefrectomi-
zados foram divididos em 4 grupos (n = 5):
machos de controle; fémeas de controle; ma-
chos expostos ao contraste e fémeas expos-
tas ao contraste. Os animais foram sacrifica-
dos imediatamente ap6s a administragao de
contraste e amostras de tecido de rim foram
coletadas para andlise histomorfométrica. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comi-
t¢ de Etica em Pesquisa da Faculdade de Me-
dicina da Universidade Federal Fluminense.
Resultados: Houve presenga mais intensa de
microvacuolizagdio em tibulos proximais
nos ratos expostos ao contraste do que nos
grupos de controle. Tal vacuolizagdo tubular
proximal foi mais intensa nos ratos do sexo
feminino (p = 0,001). Conclusao: Vacuoli-
zagdo do tpubulo proximal é uma mudanca
precoce na CIN e ¢ mais intensa em ratos
fémeas do que em ratos machos.

Palavras-chave: fatores de risco; lesio
renal aguda; meios de contraste.

ABSTRACT

Introduction: Contrast-induced nephropathy
(CIN) is a major iatrogenic cause of acute
kidney injury. Experimental studies have
shown that intravascular injection causes
intense vacuolization of the contrast
agent in the proximal renal tubules
cells, preceding the increase in serum
creatinine, and that the female may be
at a higher risk for CIN. Objective: To
study the early kidney histomorphometric
changes in contrast-induced nephropathy
according to the gender. Methods: Twenty
previously uninephrectomized Wistar
rats were divided into 4 groups (n = 5):
control males; control females; contrast
exposed males; and contrast exposed
females. The animals were sacrificed
immediately after contrast administration
and kidney tissue samples were collected
for histomorphometric analysis. The
research project was approved by the
Research Ethics Committee of the School
of Medicine of Universidade Federal
Fluminense. Results: There was a more
intense presence of microvacuoles in
proximal tubules in the rats exposed to
contrast than in the control groups. Such
proximal tubular vacuolation was more
intensive in the female rats (p = 0.001).
Conclusion: Proximal tubular vacuolation
is a very early change in CIN and is more
intensive in female than in male rats.

Keywords: acute kidney injury; contrast
media; risk factors.

INTRODUCAO

Contrastes sdo substancias que tém
grande capacidade para absorver o raio-X
e, assim, possibilitar a visualizacdo de
estruturas que normalmente ndo podem
ser observadas nos exames radioldgicos.!
indesejdveis

Uma das consequéncias

com o uso dos meios de contraste é a
nefropatia induzida por contraste (NIC),
com incidéncia de menos de 5%, em
populagdes ndo selecionadas, e até >
20%, nas populagdes de alto risco.?

Esta é uma causa iatrogénica de insu-
ficiéncia renal aguda que tem sido motivo



de inumeros estudos clinicos e experimentais, na ten-
tativa de melhor compreender os seus mecanismos fi-
siopatoldgicos e na busca por alternativas que possam
preveni-la.?

Os achados histopatoldgicos na NIC se restringem
ao tubulo proximal, tendo como caracteristica a
intensa vacuolizacdo das células epiteliais.’* Estas
alteragdes sdo reversiveis apds alguns dias do uso
do agente de contraste.” A origem destes vacuolos
pode ser devida a redu¢io da diurese induzida
pelo contraste, com consequente aumento da sua
concentragao urinaria.®

Com a alta viscosidade, que ocorre especialmente
com o uso de contrastes diméricos isosmolares,
poderd haver lentificagio do fluxo intratubular e
maior tempo de exposi¢do celular a estas moléculas.”
Nenhum dano ocorre nas organelas celulares vitais,
que permanecem intactas.*

Na tentativa de evitar ou atenuar a ocorréncia
da NIC, diversas estratégias tém sido propostas.
Embora a hidratacdo com cloreto ou bicarbonato de
s6dio seja a unica medida de prote¢do inquestiona-
vel, dopamina,® antagonistas da adenosina,’ antago-

nistas da endotelina,!® prostaglandinas,!!

agonistas
seletivos da dopamina'>'® e antioxidantes como a
n-acetil-cisteina'* tém sido testados, com resultados
conflitantes.

Wang et al.® demonstraram experimentalmente
nefroprotecio com Magnolin, principal componente
ativo da erva Magnolia fargesii, que tem efeitos anti-
inflamatérios e antioxidantes. Renalase, enzima
monoaminaoxidase recentemente descoberta no
rim, mostrou protecdo contra a NIC através de
mecanismos de antioxida¢do, antiapoptose e anti-
inflamatdrio e parece ser uma promissora interven¢ao
terapéutica para evitar a NIC.'¢

Alguns autores tém sugerido que o sexo
feminino pode ser um fator de risco para a NIC.!"!
Frequentemente, os estudos experimentais com
contrastes radiologicos sio realizados em animais
do sexo masculino, embora estudos histoquimicos,
autorradiograficos e ultraestruturais demonstrem
diferencas ligadas ao género nos rins de ratos e outros
roedores.”

Schiebler e Danner? observaram que existem
diferencas lisossomais significativas nos  trés
segmentos dos tubulos proximais, especialmente
em S2 e S3, quando comparados animais machos e
féemeas. E possivel que diferencas nestes segmentos
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possam conferir variagdes na sensibilidade renal
aos contrastes. Este estudo se propds a avaliar as
alteragdes histomorfométricas renais precoces da NIC
em ratos Wistar machos e fémeas.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com normas de vivissec¢io de animais
descritas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA). O projeto de pesquisa foi aprovado
no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal Fluminense.

Ratos Wistar adultos jovens, variante albina,
machos e fémeas, pesando entre 200 e 250 g,
foram alojados em sala refrigerada com 12 horas
de luz, temperatura (22 = 2°C) e umidade relativa
constantes. Os animais foram distribuidos de acordo
com os grupos de tratamento, com cinco animais do
mesmo sexo por gaiola de fundo de plastico com leito
de maravalha esterilizada e recebendo dgua e racdo
padronizada (Nuvital®, Nutrientes SA) ad libitum.
Para tornar os animais sensiveis a nefrotoxicidade
pelo contraste, optamos pela nefrectomia unilateral e
privacdo de dgua.**!

Apds permanecerem em periodo de adaptagio
por duas semanas, foram submetidos a nefrectomia
esquerda sob anestesia com Ketamina 50 mg/kg de
peso e Xilazina 8 mg/kg de peso por via intramuscular.
No décimo quinto dia ap0ds a nefrectomia, os animais
foram submetidos a privacdo de dgua por 12 horas e
receberam as drogas conforme os seguintes grupos,
todos constituidos por cinco animais: machos
recebendo salina (G1); fémeas recebendo salina (G2);
machos recebendo diatrizoato (G3); fémeas recebendo
diatrizoato (G4).

Contraste idnico hiperosmolar, diatrizoato de
sodio/meglumina (Urografina® Schering, Rio de
Janeiro Brasil) foi injetado na veia caudal, na dose
de 1,9 ml/kg (2,9 g de iodo/kg). Imediatamente
apds, os animais foram sacrificados com o uso de
inje¢do intracardiaca de ketamina na dose de 80 mg/
kg e necropsiados mediante abertura das cavidades
abdominal e tordcica. Amostras de tecido renal foram
obtidas para estudo a microscopia ética.

As amostras de tecido cortical renal foram fixadas
em DuBosq Brasil (solucio de Bouin alcodlica),
processadas de acordo com a rotina histoldgica??
para microscopia Otica para preparo de blocos de
parafina e obtengdo de cortes do tecido com 3 micra
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de espessura. A coloracdo utilizada para analise foi a
hematoxilina eosina (HE).

Os cortes histologicos dos rins dos grupos
experimentais descritos, corados por HE, foram
examinados em microscépio Otico Nikon Eclipse
E400, utilizando-se condensador aplandtico,
objetiva 20 x 0,40 acroplan, com o objetivo de
identificar 4reas de tecido cortical para posterior
andlise morfométrica da lesdo tubular proximal
da NIC, caracterizada por vaciolos no epitélio
de revestimento. Por meio da captura das dreas
selecionadas pela cimera Evolution MP 5.0 acoplada
ao computador, foram obtidas imagens para esta
analise.

O estudo morfométrico foi realizado com o uso do
programa de andlise de imagem Image Pro-Plus 4.1
(Media Cybernetic, Silver Spring, EUA) selecionando-
se “Manual Point Count”. De cada animal dos grupos
selecionados para esta avaliagio foram contados, no
total, 100 tabulos em cortes tubulares transversais
com delimitagio de membrana basal tubular visivel
em torno da estrutura. Foram excluidos quaisquer
cortes transversais que ndo preenchessem estes
critérios. Destes 100 tubulos com a marcagio
determinada no sistema, foram também marcados e
contados os vacuolos.

A analise estatistica dos achados histopatolégicos
foi realizada pela técnica da Andlise da Varidncia a
dois fatores (two-way ANOVA): tratamento e sexo.
O teste de Shapiro-Wilk avaliou a normalidade dos
dados (data normality) nos grupos formados pelos
niveis (levels) dos dois fatores e a homogeneidade das
variancias foi avaliada pelo teste de Levene.

As comparagdes multiplas (pairwise compari-
sons) para identificacio de diferengas indicadas
pela ANOVA foram realizadas pelo teste da menor
diferenca significante (MDS) - Least Significant
Difference (LSD). As decisdes estatisticas foram
tomadas ao nivel de significancia de 0,05 (5%).

REesuLTADOS

Os animais toleraram bem o tratamento e todos
sobreviveram até a ultima etapa da experimentacio.
As amostras de tecido renal obtidas apds a inje¢do
do contraste mostraram grande presenga de vacuolos
nos tibulos proximais (Figuras 1 a 4). A ANOVA a
dois fatores evidenciou diferencas estatisticamente
significativas em fun¢do do tratamento: diatrizoato e

salina (p < 0.0001), do sexo: maior em fémeas (p <
0.0001) e da interacdo entre esses dois fatores (p =
0.003).

Figura 1. Microscopia optica mostrando vactolos nos tubulos
proximais de ratos machos apés uso de diatrizoato (HE, 20x).

Figura 2. Microscopia optica mostrando vactolos nos tubulos
proximais de ratos fémeas apds uso de diatrizoato (HE, 20x).

Figura 3. Microscopia 6ptica mostrando vacutolos nos tubulos proximais
de ratos machos apos administracéo de soro fisioldgico (HE, 20x).
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Figura 4. Microscopia optica mostrando vacutolos nos tubulos
proximais de ratos fémeas apds administragao de soro (HE, 20x).

Os animais que receberam diatrizoato, indepen-
dentemente do género, apresentaram significativa-
mente maior nimero de vacuolos por tubulo (11,32
5,09) do que os animais que receberam salina (3,78
1,42), p < 0.0001. As fémeas que receberam dia-
trizoato exibiram maior nimero médio de vactolos
por tubulo (15,54 + 1,48) do que os machos (7,11 =
3,41), p <0.0001 (Figura 5). Quanto a salina, machos
e fémeas ndo exibiram diferenca estatisticamente sig-
nificativa (2:54 = 0,40 versus 5,03 = 0,69), p = 0,055
(Figura §).

I+
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Figura 5. Distribuicdo do numero médio de vacuolos tubulares, de
acordo com o tipo de tratamento e o género.
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Discussao

O indicador clinico do comprometimento renal
decorrente da exposicdo aos contrastes € a creatinina
sérica, na qual se apoia a definicio da NIC.? Estudos
experimentais tém demonstrado que a injeg¢do
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intravascular do agente de contraste causa intensa
vacuolizacdo nos tubulos proximais, precedendo a
elevacdo da creatinina.?

A microscopia 6ptica, todos os animais
apresentaram intensa vacuolizacio das células
tubulares proximais, em total concordancia com os
achados da literatura, que consideram a vacuolizagio
tubular proximal uma caracteristica da exposi¢do ao
contraste.>*!

Os animais que receberam diatrizoato mostraram
média de vacuolos por tibulo trés vezes maior do
que a média encontrada nos grupos que receberam
a solugdo salina. Houve diferenga estatisticamente
significante do nimero de vactolos na comparagdo
entre os géneros, com as fémeas apresentando
vacuolizacdo 50% mais intensa que os machos.

Animais normais sdo resistentes a nefrotoxicidade
dos meios de contraste.”> A exposi¢do aos multiplos
fatores de agressao renal, tais como uninefrectomia,
deplecio de sal, inibidores da ciclo-oxigenase e
isquemia renal induzida, sensibiliza estes animais e
permite que eles sejam utilizados como bons modelos
experimentais da NIC.?

Em nosso estudo, a vacuolizacdo epitelial tubular
ocorreu em todos os animais que receberam o
diatrizoato, confirmando que este protocolo foi
capaz de induzir a nefrotoxicidade pelo contraste.
Moreau et al.® analisaram material de bidpsia renal
de 211 pacientes, 10 dias apds os mesmos terem sido
submetidos a urografia venosa ou arteriografia renal.
Encontraram vacuolizacio das células tubulares
proximais em 47 casos®. Observaram que nido havia,
necessariamente, correlacio da entio denominada
“nefrose osmotica” com o declinio funcional renal,
o que foi confirmado em novo estudo 5 anos apds.®*

O aparecimento dos vaciolos pode ser
demonstrado, experimentalmente, 5 a 15 minutos

2t Tervahartiala

ap0s a exposicdo aos contrastes.
et al** e Caglar et al.” demonstraram vacuolizag¢io
tubular apds duas horas da exposi¢do ao contraste, em
protocolo bastante semelhante ao aqui apresentado.
Além disso, é relatado que a vacuolizagdo tubular é
dose-dependente.®** Batternfeld et al.?® observaram
que o processo de vacuolizagdo induzida por doses
elevadas de ioxaglato por si s6 ndo é suficiente para
causar faléncia renal. Outros experimentos com ratos
Wistar ndo submetidos aos varios procedimentos
predisponentes de lesdo renal necessitaram do uso de
doses mais elevadas de contraste iodado, pelo menos
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duas vezes a utilizada em nosso estudo, a fim de
induzir com sucesso a nefropatia.

Embora os contrastes hiperosmolares estejam
associados a maior incidéncia de NIC,? Tervahartiala
et al.** relataram menor grau de vacuoliza¢io com
o diatrizoato, um composto de alta osmolaridade,
comparado ao iotrolan, um composto isosmolar.
E possivel que este achado esteja vinculado as
outras propriedades fisicoquimicas dos contrastes,
especialmente a viscosidade, mais elevada nos
compostos isoosmolares.” Nossos achados permitem
supor que as alteragdes lisossomais ndo sdo
dependentes, explicitamente, da osmolaridade dos
meios de contraste.

Iakovou et al.,'” em um estudo prospectivo
envolvendo 8.628 pacientes submetidos a intervencoes
percutaneas com uso de contraste, concluiram que
o sexo feminino é um preditor independente da
NIC.” Outro estudo constatou uma maior incidéncia
de NIC em mulheres apds interven¢io corondria
percutanea, mas atribuiu esse fato principalmente as
caracteristicas de base menos favoraveis, incluindo
menor taxa de filtracdo glomerular e maior incidéncia
de hipertensdo.'® Gill et al.*” observaram que o sexo
feminino pode ser um fator de risco para a NIC e que
as mulheres teriam menor prote¢do com a hidratagao.

No entanto, um estudo mais recente nao conseguiu
demonstrar que o sexo, a presenga de hipertensdo
ou o diabetes mellitus, o débito cardiaco e o tipo e
quantidade de meio de contraste sdo fatores de risco
significativos para a NIC em pacientes submetidos
cateterizac¢ao cardiaca.?®

No presente estudo experimental, embora
tenhamos nos limitado a avaliagdo precoce e apenas
aos aspectos histomorfométricos, as fémeas que
receberam diatrizoato exibiram significativamente
mais vacuolos por tibulo que os machos. A parte
contorcida dos tibulos proximais desempenha
importante papel na reabsor¢io de proteinas do
filtrado glomerular, que sdo transferidas para os
lisossomas, onde sio degradadas e devolvidas para a
circulagdo sanguinea.?”’

Silverblatt e Kuehn®® demonstraram que os
lisossomos s@o as principais organelas intracelulares
para sequestro da gentamicina ap6s captagdo pelas
células tubulares proximais. Agentes estranhos e
ndo digeriveis podem levar essa via a exaustio,
com consequentes alteragcdes e alargamentos do
lisossomo.2¢
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Os rins de ratos, machos ou fémeas, possuem
sitios livres de ligagio para hormonios esteroides
e as células dos tdbulos proximais tém afinidade
pelo estradiol, nas fémeas, e pela testosterona, nos
machos.”” A administracio de estrogénio causa
alteragdes tubulares, especialmente lisossomais, no
rato’! e adenocarcinoma de tdbulos proximais no
hamster.*!

Estas observagdes tém, ao nosso ver, especial
interesse, ja que todos os agentes de contraste
induzem alteragcdes lisossomais nas células dos
tabulos proximais, e poderiam explicar nossos
achados de maior intensidade da vacuolizagdo nas
fémeas.?

O presente estudo experimental confirma a
precocidade das alteracoes estruturais tubulares renais
apés administragio de um meio de contraste venoso e
demonstra maior intensidade do acometimento renal
histolégico no sexo feminino.
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