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RENOPROTECAO ANTIOXIDANTE DA NEFROPATIA INDUZIDA
POR CONTRASTE NO FATOR DE RISCO DIABETES MELLITUS

RESUMO

A nefropatia induzida por contraste (NIC) é considerada a terceira causa de lesédo
renal aguda hospitalar e tem o Diabetes Mellitus (DM) como um importante fator de risco.
Heme oxigenase-1 (HO-1) é uma enzima com a¢do antioxidante e anti-inflamatéria. Este
estudo investigou o efeito protetor da HO-1 na funcéo renal, estresse oxidativo, morfologia
em ratos diabéticos com NIC. Foram utilizados ratos Wistar, adultos e machos, pesando
(250-300g). A nefrectomia unilateral esquerda (Nx) foi realizada no 1° dia. O DM foi
induzido pela administracdo intravenosa (i.v.) de 65 mg/kg de estreptozotocina (STZ, diluida
com citrato) no 20° dia, o contraste iodado (CI) ioxitalamato de meglumina, 6 ml/kg, foi
administrado (intraperitoneal, i.p.) no 85° dia e 0 Hemin (indutor da HO-1, 10mg/Kkg i.p.) foi
administrado 60 minutos antes do CI. No total, 26 ratos foram randomizados nos seguintes
grupos: Nx+Citrato (controle); Nx+DM; Nx+DM+Cl; Nx+DM+CIl+H. Foram avaliados
pardmetros fisiologicos, a funcdo renal, NGAL urinério, o estresse oxidativo, a expressao
génica e proteica de HO-1 e analise histoldgica renal. Polifagia, polidipsia, polidria e
hiperglicemia foram observados nos ratos diabéticos (p<0,05). O tratamento com CI
favoreceu a reducdo do clearance de creatinina, elevacdo de NGAL urinario, metabdlitos
oxidativos, diminuicdo da reserva antioxidante endégena e aumento na lesdo
tubulointersticial. O indutor da HO-1 melhorou esses parametros com elevagdo da expressdo
génica de HO-1 em ratos diabéticos e reducdo da sintese proteica no grupo Nx+DM+CI+H.
Esse estudo destacou a acdo renoprotetora da HO-1 na NIC associada com o fator de risco
DM. Contribuigdes para a Enfermagem e equipe multiprofissional: Os achados desta
investigacdo contribuem para a identificacdo dos pacientes de alto risco para NIC e
sensibilizam a equipe multiprofissional em saude na implementacdo de inovacdes

terapéuticas e protocolos profilaticos padronizados orientados para a seguranca do paciente.

Palavras-Chave: Heme Oxigenase-1, Nefrotoxicidade, Estresse Oxidativo, NGAL urinario,

Diabetes Mellitus.
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ABSTRACT

Contrast-induced nephropathy (NIC) is the third leading cause of hospital-acquired acute
kidney injury (AKI). Diabetes Mellitus is an important risk factor for NIC. Heme oxygenase-
1 (HO-1) is a heat shock protein that exert renoprotective effect against kidney diseases. This
study investigated the protective effect of HO-1 on renal function, oxidative profile,
morphology and expression protein of HO-1 in diabetic rats submitted to NIC. Rats were
submitted to left uninephrectomy (Nx) on the 1° day. The DM was induced by a single dose
of intravenous streptozotocin (65mg/kg i.v.) on the 20° day. The iodine contrast (IC)
meglumine ioxithalamate (6ml/kg) and hemin (HO 1 inducer;10mg/kg; i.p.;60 minutes before
IC) were infused on the 85° day. Twenty-six Wistar rats weighing 250-300g were randomized
into four groups: Nx+Citrate (control), Nx+DM, Nx+DM+IC, Nx+DM+IC+H. Diabetic
groups showed polyphagia, polydipsia, polyuria, increase in the blood glucose and reduction
in body weight. IC reduced the creatinine clearance and thiols in renal tissue with a
proeminent increase in urinary NGAL, peroxides, oxide nitric and thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS). These paramethers were significantly changed by hemin. The genic
expression was increased in diabetic rats, while the protein synthesis was reduced in animals
that received hemin. Kidney histology showed tubular cells vacuolization and edema with
moderate injury in IC animals. The data highlight the HO-1 renoprotective effect in oxidative
damage in the NIC associated with chronic disease, DM. Contributions to Nursing and the
multiprofessional team: The findings of this investigation contribute to the identification of
high risk patients for CIN and raise awareness among the multiprofessional health team in the
implementation of therapeutic innovations and standardized prophylactic protocols oriented to
patient safety.

Keywords: Heme Oxygenase-1, Nephrotoxicity, Oxidative Stress, Urinary NGAL, Diabetes

Mellitus.
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INTRODUCAO

A nefropatia induzida por contraste (NIC) é uma patologia de origem iatrogénica que surge
apos a administracdo de contraste iodado (CI) para a realizacdo de exames diagnosticos de
imagem 2, Os pacientes com NIC apresentam disfuncdo renal caracterizada clinicamente
como elevacdo da creatinina sérica maior ou igual a 0,5 mg/dl ou menor do que 25% do valor
basal entre 48 a 72 horas ap06s a injecdo do Cl, associada a andria ou oliguria e desequilibrio
de eletrolitos®,

A hipoxia é o principal mecanismo da NIC causada por uma vasoconstric¢cdo prolongada que
induz a formagdo de moléculas de adesdo que facilitam a interacdo leucdcito-endotélio,
ativacdo de mediadores inflamatorios, como as citocinas e os eicosandides®®. A alta
osmolalidade e viscosidade pode intensificar o efeito toxico dos Cls que se depositam nos
tubulos renais e aumentam as pressdes intratubulares com reducdo da taxa de filtragdo
glomerular (TFG) e do fluxo sanguineo renal (FSR)®. A toxicidade tubular direta causada
pelo Cl pode estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que aumentam a
atividade de transporte das células tubulares, afetando o DNA mitocondrial e nuclear, a
membrana lipidica e as proteinas celulares, caracterizado por apoptose e necrose celular®.

Ha fatores de risco que aumentam a nefrotoxicidade por contraste, como disfuncdo renal
prévia decorrente de doenga renal crénica ou de comorbidades como o diabetes mellitus
(DM), sendo que o rim diabético e particularmente suscetivel a intensa hipdxia e ao estresse
oxidativo.

A prevaléncia global de DM € de 425 milhdes de pessoas 2017 com projecdo global esperada
de 629 milhdes de pessoas em 2045, a qual representara aproximadamente 7,7% da populacao
adulta mundial com idades entre 20 a 79 anos®. As complicacBes relacionadas ao diabetes
sdo as principais causas de morbidade e mortalidade. A hiperglicemia cronica esta
diretamente relacionada a lesdo tecidual, relacionadas principalmente nas células da retina,
células mesangiais do glomérulo, neur6nios e as células de Schwann dos nervos periféricos.
O mecanismo pelo qual o DM predispde a NIC ainda néo esta totalmente esclarecido, no
entanto, pode estar relacionado as alteracGes hemodindmicas provocadas pela acao
hiperglicémica e pela diminuicdo da capacidade antioxidante renal @9, Na tentativa de
reestabelecer o substrato antioxidante enddgeno, substancias como a estatina e
prostaglandinas tém demonstrado efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes em estudos

clinicos de fatores de risco para a NIC 111,
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Nesse contexto, este estudo visa elucidar o efeito protegéo celular da enzima heme-oxigenase-
1 (HO-1). A HO-1 ¢é induzida frente a varios estimulos como a hipdxia, 0 processo
inflamatdrio e a lesdo oxidativa. Estudos relatam a capacidade de citoprotecdo de HO-1 por
meio da remocdo do pro-oxidante, heme, e geracdo de bilirrubina e manutencdo da
homeostase dos niveis de ferro por meio da sintese da ferritina®?.

Considerando a epidemiologia desfavoravel da NIC na atualidade com a explosdo de
intervencdes terapéuticas e diagndsticas com uso de CI e ressaltando que essa complicacédo
acomete principalmente pacientes de risco, com destaque para os diabéticos, a hipotese desse
estudo é que o estado de hiperglicemia cronica e disfuncdo renal predispem a ocorréncia da
NIC principalmente nesses casos por possivel interferéncia em mediadores de protecdo ou

adaptacdo celular como a HO-1.

METODOS

Estudo de natureza quantitativa e experimental com ratos. Os ratos dos diversos grupos foram
mantidos com livre acesso a agua e alimentos e permaneceram em condigcdes térmicas
adequadas com ciclos alternados de dia e noite. Todos os procedimentos realizados neste
estudo estdo de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA — e foram aprovados pela Comisséo
de Etica em Experimentacdo Animal — CEEA (060/12).

Animais: Foram utilizados 26 ratos da raca Wistar, machos, adultos, pesando de 250 a 300
gramas distribuidos nos seguintes grupos: Nx+Citrato (Controle): a nefrectomia unilateral
esquerda (Nx) foi realizada no 1° dia e no 20° dia foi feita a administracdo do tampao citrato
(0,01M pH4,2, na veia caudal, intravenosa-i.v.); Nx+DM: inducdo do DM por meio da
administracdo da estreptozotocina (STZ) (65 mg/kg, diluida em tampao citrato 0,01M pH4,2,
i.v) no 20° dia "®: Nx+DM+CI: animais DM que receberam 6 ml/kg de ioxatalamato de
meglumina e sddio intraperitoneal- i.p no 85° dia; Nx+DM+CI+H: animais DM que
receberam CI e Hemin (indutor da HO-1, 10mg/kg i.p. 60 minutos antes do CI) no 85° dia.

Os animais submetidos ao modelo de DM tiveram a glicemia avaliada por hemoglicoteste, 48
horas apds a indugdo, por meio de tiras reagentes Advantage (Advantage — Roche®, Brasil).
Os animais que apresentaram glicemia acima de 250mg/dl nesse periodo foram considerados
como diabéticos. Todos os animais diabéticos tiveram o peso corporal do animal e a glicemia

monitorados por 12 semanas (85 dias), uma vez por semana.
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Obtencéo do material bioldgico: Ao final do protocolo, os animais foram colocados em
gaiolas metabolicas individuais para a coleta de urina de 24 horas para avaliacdo da funcéo
renal e de metabolitos oxidativos. Apos esse periodo, os animais foram anestesiados com
tiopental sodico (40-50 mg/kg, i.p.) para a coleta de sangue terminal por meio da puncédo da
aorta abdominal e posterior avaliagdo da fungéo renal. Ao final do experimento, foi realizada
a eutandsia do animal, segundo as normas éticas para 0 manuseio de animais em pesquisa.
Funcéo renal: A funcdo 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 formula®: clearance de creatinina = creatinina
urinaria x fluxo urinario de 24horas / creatinina sérica.

NGAL urinério: Os valores de NGAL foram obtidos por meio da técnica de “enzyme linked
immunosorbent assay” (ELISA). A dosagem foi realizada utilizando kit especifico da
Biovendor Rat Lipocalin-2/NGAL-ELISA 4,

Metabolitos oxidativos: Os metabdlitos oxidativos foram avaliados por meio da dosagem de
perdxidos urinarios e de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). A avaliacdo de
perdxidos urinarios foi realizada pelo método FOX-2, em que a utilizacdo de ferro-xilenol
laranja oxida o fon Fe?* e produz um complexo de coloracio azul-arroxeado (a= 4.3 x 10* M
cm™) @9 A avaliacio de TBARS urinarios permite a identificacdo de produtos finais da
cascata de peroxidacdo lipidica que reagem na presenca do &cido tiobarbitdrico em fluidos
organicos (o= 1,56 x 10° M cm™) ®_ A quantificagdo dos tidis foi realizada a partir de
amostras do tecido renal trituradas e homogeneizadas com solugdo 10 nM de acetato de sédio,
0,5% tween-20 e DTPA (pH 6,5). Os resultados inferem a quantidade de um dos principais
compostos tidlicos é a glutationa (GSH) que atua como tampao redox 7). A sintese de NO foi
avaliada por meio da quantificacdo de nitrito (NO2"), metabdlito estavel do NO, pelo método
de Griess 19,

Western Blotting: A proteina foi colocada nos pocos do gel de alinhamento e a eletroforese
foi realizada com voltagem constante de 200 volts. A imunodetec¢do utilizou o anticorpo
policlonal HO-1 produzido em ratos e o anticorpo secundario 1gG conjugado anti-coelho 9.
Expressédo génica: O nivel de expressdo génica da HO-1 foi avaliado através da técnica de
PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR). A analise da expressdao génica dos dados
individuais obtidos pelo RT-PCR foi realizada utilizando o método 2-AACT pré-estabelecido
(19).

Histologia do tecido renal: As alteracdes tubulointersticiais foram definidas como presenca

de edema das células epiteliais, degeneracdo vacuolar, necrose e descamacao das celulas
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tubulares. As quantificagdes da lesdo tubulointersticial foram graduadas pelo seguinte critério:
0,5= menos do que 5% das &reas focais; 1= envolvimento de menos de 5-25% do cortex renal;
2= envolvimento de menos de 25-50% do cortex renal; 3= envolvimento de 50-75% do cortex
renal e 4= envolvimento de mais de 75% do cortex renal (48). A leitura das laminas foi
realizada em microscopico 6ptico Axioskop 40 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) 9,

Anélise Estatistica: Os resultados foram apresentados em médiatdesvio padrdo. A anélise
estatistica dos resultados foi realizada pela anélise de variancia ANOVA, seguida pelo pds-
teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls do programa estatistico Graph-Pad

Prism version-3 for Windows®. O nivel de significancia considerado foi de p<0,05.

RESULTADOS

Parametros fisioldgicos

Os parametros fisiologicos dos grupos foram demonstrados por meio da ingesta de racéo e de
agua, glicemia, peso corporal do animal, peso do rim D, relagdo peso do rim/ peso do animal
e volume urinario expressos na Tabela 1. Nos ratos diabéticos, as caracteristicas que
confirmam o modelo de DM séo a polidipsia e a polifagia, indicadas pelo aumento na ingesta
de racdo e agua e a hiperglicemia. Foi possivel observar reducao no peso corporal dos grupos
Nx+DM, Nx+DM+CIl e Nx+DM+CI+H quando comparados ao grupo controle. Os grupos
DM apresentaram um coeficiente de hipertrofia renal, representado pela elevacéo da relacéo
peso rim/peso animal, sendo os maiores indices observados para 0s animais que receberam
Cl. A poliuria foi observada em todos os animais diabéticos com elevagdo adicional nos

grupos que receberam CI.
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Tabela 1. Pardmetros Fisioldgicos. Sdo Paulo, 2017, Brasil.

Parametros Nx+Citrato Nx+DM  Nx+DM+Cl Nx+DM+CI+H
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ingestdo de agua (ml/24h) 2416 1134352 198+39® 169+21
Ingestdo de comida (g/24h) 135 25482 3618 31+3%
Glicemia (mg/dL) 110+12 549+322 567+48? 588+43°
Peso corporal (g) 510+27 390+26° 333+31° 258+483%¢
Peso Renal (g) 2,64+0,54 3,06+0,41 3,05+0,30 2,86+0,59
KW/BW (x103) 0,52+0,13 0,780,072 0,91+0,08 % 1,12+0,26 %
Fluxo Urinario (ml/min) 0,01+0,02 0,06£0,01@  0,09+0,01% 0,10+0,01%
187  KW: peso renal, BW: peso corporal. Os valores representam média * desvio padrdo. %p<0,05
188  vsthe Nx+Citrato, °p<0,05 vs the Nx+DM , ®p<0,05 vs the Nx+DM+CI.
189
190 Funcao renal e NGAL urinario
191 A figura 1 demonstra que os animais diabéticos apresentaram reducdo significativa de
192  creatinina urinaria quando comparados com o controle (Nx+DM: 12,2+2,7; Nx+DM+CI:
193 6,8+2,0 e Nx+DM+CI+H: 5,8+1,0 vs Nx+Citrato: 69,2+7,6; p<0,001). Observou-se também
194  aumento significativo na creatinina sérica nas mesmas comparaces (Nx+DM: 0,64+0,05;
195 Nx+DM+CI: 0,87+0,16 e Nx+DM+CI+H: 0,63+0,16 vs Nx+Citrato: 0,29+0,04; p<0,001). O
196  grupo Nx+DM demonstrou reducdo significativa nos valores do clearance de creatinina em
197 relacdo ao grupo controle (Nx+DM: 0,32+0,05 vs Nx+Citrato: 0,51+0,08; p<0,001).
198 Adicionalmente, observou-se que os animais diabéticos que receberam CIl apresentaram
199  reducdo da funcdo renal quando comparados com o grupo Nx+DM (Nx+DM+CI: 0,23+0,03
200 vs Nx+DM: 0,32+0,05; p<0,001). A inducdo da HO-1 favoreceu o aumento da taxa de
201  filtracdo glomerular demonstrando uma acdo renoprotetora no grupo Nx+DM+CIl+H quando
202  comparado com o seu controle: Nx+DM+CIl (Nx+DM+CI+H: 0,40+0,07 vs Nx+DM+Cl:
203  0,23£0,03). Com relagdo ao NGAL urinario, observou-se elevagdo significativa deste
204  biomarcador no grupo Nx+DM+CIl em comparacdo com os grupos Nx+Citrato e Nx+DM
205 (Nx+DM+Cl: 327,2461,1 vs Nx+Citrato: 130,9+50,3; Nx+DM: 141,8+42,7, p<0,05). O
206  indutor da HO-1 favoreceu a reducdo deste parametro (Nx+DM+CI+H: 152,4+57,8 vs
207  Nx+DM+CI: 327,2461,1, p<0,05).

208
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Figura 1: Creatinina sérica, Creatinina Urinaria, Clearance de creatinina e NGAL urinario.
2 p<0,05 vs Nx+Citrato; °p<0,05 vs Nx+DM; °p<0,05 vs Nx+DM+CIl. Os dados sio

mostrados como media £DP. S&o Paulo, SP, Brasil, 2017.

Metabdlitos oxidativos

Na figura 2 observa-se elevacdo dos perdxidos urinarios e os TBARS urinarios nos grupos
Nx+DM e Nx+DM+Cl quando comparados com o grupo Nx+Citrato (P.U: Nx+DM:
46,2+21,8; Nx+DM+CI: 45,4+10,2 vs Nx+Citrato: 9,2+2,7; TBARs: Nx+DM: 2,22+0,61;
Nx+DM+CI: 4,20+1,04 vs NX+Citrato: 0,26+£0,07, p<0,05). O tratamento com Hemin
induziu a reducdo na liberagcdo dos metabdlitos oxidativos (P.U: Nx+DM+CI+H: 26,1+13,1 vs
Nx+DM: 46,2+21,8; Nx+DM+CI: 45,4+10,2; TBARS: Nx+DM+CI+H:1,61+0,26 vs Nx+DM:
2,22+0,61; Nx+DM+CI: 4,20+1,04, p<0,05).

Por outro lado, os tidis demonstraram reducdo nos seus niveis nos grupos Nx+DM e
Nx+DM+CI quando comparados com o grupo Nx+Citrato (Nx+DM: 7,4£2,9; Nx+DM+CI:
5,5+1,9 vs Nx+Citrato: 14,9+3,7, p<0,05). Quando administrado o indutor da HO-1 este
parametro foi reestabelecido (Nx+DM+CI+H: 14,9+3,7 vs Nx+DM: 7,4+2,9; Nx+DM+CI:
5,5%1,9, p<0,05).

O Oxido nitrico urinario esta relacionado a quantidade de nitratos presentes na urina. A

elevacdo desta variavel pressupde maior processo oxidativo, o qual foi possivel observar nos
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grupos Nx+DM e Nx+DM+CIl quando comparados com o grupo Nx+Citrato (Nx+DM:
133,5+23,7; Nx+tDM+ClI: 222,2+63,8 vs Nx+Citrato: 26,5+10,9, p<0,05). O tratamento com

Hemin reverteu significativamente esse parametro (Nx+DM+CI+H: 86,5£17,4 vs Nx+DM:

133,5+23,7; Nx+DM+CI: 222,2+63,8, p<0,05).
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Figura 2: Perdxidos urinarios, TBARS urinario, tidis no tecido renal e NO urinario. # p<0,05
vs Nx+Citrato; ’p<0,05 vs Nx+DM; °p<0,05 vs Nx+DM+CI. Os dados sdo mostrados como
media +DP. S&o Paulo, SP, Brasil, 2017.

Western Blotting e expressao génica

A figura 3A demonstra a avaliacdo da expressdo génica da HO-1 por meio da técnica PCR-
real time. Observou-se elevacdo da expressdo génica de HO-1 nos grupos Nx+DM+CI+H e
Nx+DM+Cl em comparacdo com os grupos Nx+Citrato e Nx+DM (Nx+DM+CI+H:
4,40+3,94; Nx+DM+CI: 3,70+2,48 vs Nx+Citrato: 0,59+0,38; Nx+DM: 0,74+0,51, p<0,05).

A figura 3B demonstra a expressdo proteica de HO-1 em todos os grupos. Observou-se uma
expressdo elevada nos grupos Nx+DM e Nx+DM+CIl. Por outro lado, os animais que

receberam o tratamento com o Hemin demonstraram uma redugéo na expressao de HO-1.
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Histologia do tecido renal

Os grupos Nx+DM apresentou discretas alteracdo de caracteristica segmentar e focal. Os

grupos Nx+DM+CI e Nx+DM+CIl+H apresentaram lesfes em 5% da area tubulointersticial.
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Figura 4: Fotos dos cortes histoldgicos e avaliacdo da area tubulointersticial (aumento 400x)
dos grupos: Nx+Citrato (A), Nx+DM (B), Nx+DM+CI (C), Nx+DM+CI+H (D). ? p<0,05 vs
Nx-+Citrato; °p<0,05 vs Nx+DM. Os dados sd0 mostrados como media +DP. S&o Paulo, SP,
Brasil, 2017.
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DISCUSSAO

A elucidacdo da NIC no modelo experimental de DM como fator de risco vislumbra a
crescente demanda de estratégias para prevencdo de lesGes renais pela equipe
multiprofissional em salde. Neste estudo o indutor da HO-1 se caracterizou como farmaco
promissor na protecdo das lesdes oxidativas e morfoldgicas renais.

A mensuracdo dos parametros fisiologicos confirmou nesta investigacdo que o modelo de
diabetes experimental foi padronizado demonstrado pela polifagia, polidipsia, hiperglicemia,
reducdo do peso corporal, hipertrofia renal e polidria segundo os dados da literatura 122, A
inducdo do DM deu-se por meio da STZ — um quimioterapico que degenera as células  do
pancreas, comprometendo a producdo de insulina. Instalou-se um quadro hiperglicémico
crbnico, que na auséncia de tratamento pode resultar em uma progressiva expansao da matriz
mesangial glomerular, principalmente pelo acimulo extracelular do colageno IV, laminina,
fibronectina e proteoglicanos 229,

Os animais diabéticos demonstraram aumento do peso relativo renal (peso do rim/peso
corporal) que se caracteriza por hiperplasia e hipertrofia, as quais resultam no aumento da
massa do tubulo proximal, favorecendo intensa reabsorcdo proximal. O aumento da &rea
tubular favorece a reabsor¢éo do ultrafiltrado glomerular e menores volumes e concentragoes
de eletrolitos, como Na+, Cl- e K+, que alcancam a area da macula densa e a porc¢éo final da
alca de Henle e elevam a TFG por meio da acdo fisiolégica normal do sistema feedback
tubuloglomerular®-?®, No presente estudo, foi evidente o aumento no fluxo urinario
(polidria) nos animais DM, sendo resultante, portanto, da hipertrofia tubular via hiperfiltracéo
glomerular de hiper-reabsor¢do ?¥. Estudos in vivo demonstram que a hipertrofia renal se
define como o estagio inicial da doenca renal diabética ?3?°. Por outro lado, a perda
progressiva de peso corporal observada se justifica pela incapacidade de as células endoteliais
modularem as taxas de transporte de glicose, levando ao seu acimulo no espago intracelular.
A gluconeogénese é estimulada para compensar os niveis reduzidos de glicose em funcédo da
indisponibilidade da insulina, levando ao comprometimento da composicéo corporal total ?9.
A condicéo da hiperglicemia crénica favoreceu neste estudo o desenvolvimento da NIC em
um modelo experimental de fator de risco. Os resultados da funcao renal ilustram este tipo de
LRA. A reducdo adicional do clearance de creatinina nos animais diabéticos que receberam
Cl demonstrou a agdo deletéria da associacdo dos fatores metabdlicos e hemodindmicos
envolvidos na NIC. A alta carga de glicose filtrada nas células tubulares é potencializada,
apos um insulto toxico resultante da hiper osmolaridade (1000 mOsm/kg) do ClI, que € maior
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que a do sangue (275 a 299 mOsm/kg). Portanto, ocorre a liberagdo de substancias vasoativas,
como endotelina, adenosina e tromboxanes, iniciando-se a fase vasoconstritora da NIC, com
reducdo FSR e da TFG, confirmada por dados histoldgicos com intensa vacuoliza¢do do
tibulo proximal ?®. No modelo animal pré-condicionado com isquemia, a inducéo da NIC
foi resultado da administracdo de alta dose (10 g/l/kg) do CI iopromide, que revelou um
aumento da creatinina sérica e da fracdo de excrecdo de sédio apds 48 horas da infusdo do
contraste %), Adicionalmente, a elevacdo do NGAL urinario nos animais que receberam Cl
destaca a especificidade deste novo biomarcador na identificacdo precoce das lesdes renais.
Estudo clinico revelou que elevacdo de NGAL urinario em pacientes com LRA antecedeu as
alteraces da creatinina sérica 7,

Por outro lado, a inducdo da HO-1 aumentou a taxa de filtracdo glomerular por meio do
clearance de creatinina e reduziu os niveis de NGAL urinario apds o insulto nefrotéxico do
Cl, demonstrando uma acdo renoprotetora que pode ser resultante de um mecanismo
vasodilatador e anti-inflamatério induzido pela formacdo de produtos como o mondxido de
carbono e bilirrubina. Fonseca et al revelaram semelhante protecdo da funcdo renal pela
inducdo da HO-1 no modelo de nefrotoxicidade da Polimixina B em ratos ).

Além da acdo hemodindmica via endotélio renal, a HO-1 tem demonstrado mecanismos
protetores em lesdes oxidativas no rim, coracdo e figado, confirmando a acdo dessa enzima
nas diferentes injurias resultantes da hipoxia celular prolongada -39,

No presente estudo, os animais diabéticos que receberam CI apresentaram elevacdo dos
peroxidos, TBARS e NO urinario e diminui¢cdo dos tidis no tecido renal. Os peroxidos
apresentam alta penetracdo nas membranas bioldgicas, sendo um sinalizador intracelular de
moléculas. Uma vez produzidos em excesso, eles desencadeiam a producdo do OH", o qual é
responsavel pelo edema mitocondrial, com liberacdo de toxinas que contribuem para a
persistente hipdxia da regido medular, evoluindo para a necrose tubular aguda . Os TBARs
mensuram indiretamente 0 MDA. No processo de peroxidacdo lipidica, o ferro catalisado
resulta na formacdo do radical peroxil (ROO’). Uma vez formado, o ROO" participa da
liberagdo de endoperodxidos, resultando no produto final, conhecido como MDA (163 O
MDA pode reagir com as bases guanina, adenina e citosina do DNA para formar os produtos
M1G, M1A, MiC, que sdo nocivos para o parénquima renal @Y. A variavel NO urinaria
sinaliza producéo exacerbada de NO associado a um estado de lesdo. Esse estado favorece a
interacdo do anion superoxido com o NO formando as proteinas de nitrato livres e &nions
peroxidonitritos (ONOQO"), que sdo potentes oxidantes com acdo deletéria para o parénquima

renal®®. Na tentativa de reestabelecer o equilibrio redox, animais diabéticos com contraste
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revelaram consumo exacerado de tidis no tecido renal. Essa equag&o resulta indiretamente na
atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase.

O tratamento com o indutor da HO-1 reverteu significativamente esses parametros,
demostrando a acdo antioxidante desse agente. Um recente estudo revelou que a inducéo da
HO-1 promoveu reducdo do estresse oxidativo por meio do aumento da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD) e diminuigéo da liberagdo do MDA intracelular e Goodman et al
demonstraram renoprotecdo da HO-1 por meio da regulacdo das proteinas anti-apoptéticas na
lesdo renal aguda induzida por contraste em ratos ©233),

Neste contexto, os estimulos resultantes da peroxidagdo lipidica induzem a HO-1 como
resposta citoprotetora contra os mecanismos de lesdo do DM e sua associagdo com o contraste
iodado. Nesse estudo, a NIC estimulou a expressdo génica da HO-1. No entanto, ndo é
possivel confirmar a participacdo desta enzima como citoprotetora. Neste sentido, a expressao
proteica de HO-1 aumentada nos animais que receberam contraste iodado demonstra a intensa
atividade enzimaética resultante da lesdo oxidativa celular. Por outro lado, o tratamento com o
indutor da HO-1 revelou reducdo da expressao proteica, reestabelecendo o equilibrio redox.
Adicionalmente, foi avaliado neste estudo as principais alteraces histopatoldgicas da NIC.
Os achados histol6gicos dos animais que receberam CI se caracterizam por vacuolizacdo
epitelial tubular, congestdo luminal, edema e achatamento das células epiteliais, com
formacdo de castas intratubulares e presenca de infiltrado intersticial na arquitetura celular
renal. As mudancas histologicas sdo focais, acometendo 5% das células tubulares renais. A
HO-1 ndo revelou melhora nessa variavel.

Sumariamente, este estudo destacou a acdo renoprotetora da HO-1 frente a fragilidade do
sistema renal para os insultos toxicos do Cl e metabdlicos da hiperglicemia cronica, que pode
se caracterizar como fator de risco modificavel, dependendo da abordagem clinica. Além
disso, esses achados alertam a comunidade cientifica para o reconhecimento precoce dos
pacientes vulneraveis a NIC, sendo necessaria a elaboracdo de novos protocolos diferenciados
de identificacdo do paciente para a equipe multidisciplinar e estratégias preventivas

inovadoras visando reverter os efeitos adversos da NIC.
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