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Resumo



Pereira, LVB. Efeito protetor da N-Acetilcisteina sobre a nefrotoxicidade de meios
de contraste baseados no gadolinio em modelo experimental de doenga renal
cronica[ tese] . Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2012.
41p.

INTRODUCAOQ: O Gadolinio (Gd) é um raro metal da classe dos lantanidios usado
como meio de contraste devido as suas propriedades paramagnéticas. Apds sua
descoberta, foi considerado um contraste pouco nefrotoxico em pacientes com
doenga renal cronica (DRC). Atualmente, existem evidéncias de que o Gd pode
apresentar nefrotoxicidade semelhante aos contrastes iodados. A administracdo de
Gadolinio em ratos com DRC pode levar a piora da funcdo renal aferida por
clearance de inulina e mobilizacdo do ferro corporal gerando stress oxidativo.
OBJETIVOS: O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do Gd na fungéo renal, nos
parametros de cinética do ferro em ratos com DRC e o possivel efeito protetor do
anti-oxidante N-Acetilcisteina (NAC). MATERIAIS E METODOS: Ratos Wistar
machos foram submetidos a nefrectomia 5/6 (Nx) para induzir DRC. Gadoterate
Meglumine, um contraste & base de Gadolinio i6nico e macrociclico foi administrado
via intravenosa na dose de 1,5mmol/kg de peso de rato 21 dias apos a nefrectomia.
Para avaliar o efeito do Gd sobre a funcéo renal, estudos de clearance de inulina
foram realizados em 4 grupos de ratos 48 hs ap0s a aplicacdo do Gd: grupo controle
1- Nx (n=7); 2- Nx+NAC (n=6); 3- Nx+Gd (n=8); 4- Nx+Gd+NAC (n=5). O NAC
foi administrado no grupo 4 diluido em agua 48 hs antes e 48 hs depois da
administracdo do Gd na dose de 4800mg/l. O grupo 2 recebeu NAC durante o
mesmo periodo de tempo do grupo 4. O Gd também foi administrado em ratos com
funcdo renal normal, grupo Normal (n=8) na mesma dose dos grupos
nefrectomizados com avaliacdo da funcdo renal e proteindria. Além da taxa de
filtracdo glomerular (TFG), foram avaliados: proteindria de 24hs (ptn), parametros
de gaiola metabolica, pressdo arterial (PA), paramétros de cinética do ferro
representados pelo ferro sérico (Fe), capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF),
saturacdo de transferrina, ferritina sérica e stress oxidativo por meio da dosagem de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Os dados foram submetidos a
analise de variancia ANOVA utilizando o programa Graph Prism com nivel de
significancia p<0,05 e erro padrdo. RESULTADOS: A aplicagdo de Gd em ratos
nefrectomizados resultou em queda na TFG no grupo 3 em relacdo ao grupo controle
1 (p<0,01). Houve uma tendéncia de aumento da ptn no grupo 3 em relacdo aos
demais grupos. O grupo 4 que recebeu tratamento com NAC apresentou TFG e ptn
semelhante ao grupo 1 e TFG estatisticamente maior que o grupo 3 (p<0,05). Com
relacdo ao grupo de ratos normais ndo houve alteracdo da TFG nem aumento de ptn
apos a aplicacdo do Gd em relagdo a ratos ndo nefrectomizados que nao receberam
contraste. Com relacdo aos parametros da cinética do ferro, 0 grupo 3 apresentou
elevacdo da ferritina e da saturacdo da transferrina comparados ao grupo 1 (p<0,05) e
(p<0,01) respectivamente. Houve diminui¢do da capacidade total de ligacdo do ferro
(CTLF) no grupo 3 comparado ao grupo 1(p<0,01). O uso profilatico do NAC no
grupo 4 reverteu todas as alteracGes descritas anteriormente no grupo 3 com
significancia estatistica (p<0,05), (p<0,01) e (p<0,01) respectivamente. Com relacéo
ao stress oxidativo, o grupo 3 apresentou niveis de TBARS significativamente
maiores que o grupo 1 (p<0,05). O grupo 4 apresentou niveis de TBARS



semelhantes ao grupo 1 e menores que o grupo 3 (p<0,05). O grupo 2 que recebeu
apenas NAC por curto periodo de tempo apresentou TFG, Ptn e parametros de
cinética de ferro semelhantes aos grupos 1 e 4. Com relacdo aos dados de gaiola
metabdlica e pressdo arterial ndo houve diferenca estatistica entre os grupos 1,2,3 e
4. CONCLUSOES: Os resultados mostram que a administracio de Gd em ratos
nefrectomizados resulta em dimuigdo da TFG, aumento da proteindria associado a
aumento da ferritina sérica, saturacdo de transferrina e diminui¢cdo da CTLF. Em
ratos normais o Gd ndo mostrou ser nefrotoxico e o uso do NAC isoladamente no
grupo 2 por curto periodo de tempo ndo demonstrou nenhum efeito, pois todos os
parametros avaliados foram semelhantes ao grupo controle. Indugdo de stress
oxidativo foi representado pelo aumento do TBARS nos ratos que receberam o Gd.
O uso de NAC reverteu todas as altera¢fes provocadas pelo Gd. Concluimos que o
NAC pode ser usado como profilaxia da toxicidade associada ao Gd.

Descritores: 1. Gadolinio 2. Doenca renal crénica 3. Meios de contraste
4. Toxicidade
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Pereira, LVB. Protective effect of N-acetylcysteine on the nephrotoxicity of contrast
media based on gadolinium in an experimental model of chronic kidney disease
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”, 2011. 41p

INTRODUCTION: Gadolinium (Gd) is a rare class of lanthanide metal used as a
contrast agent due to its paramagnetic properties. After its discovery, was considered
a bit of contrast nephrotoxicity in patients with chronic kidney disease (CKD).
Currently, there is evidence that Gd may present similar to iodine contrast media
nephrotoxicity. The administration of Gadolinium in rats with CKD can lead to
worsening renal function measured by inulin clearance and mobilization of iron body
causing oxidative stress. OBJECTIVES: The aim of this study was to evaluate the
effect of Gd on renal function, iron parameters and oxidative stress in rats with CKD
and a possible effect of antioxidant N-Acetylcisteine (NAC). MATERIALS AND
METHODS: Male Wistar rats underwent nephrectomy 5/6 (Nx) to induce CKD.
Gadoterate meglumine, a Gadolinium based contrast ionic and macrocyclic was
administrated intravenously at a dose of 1.5 mmol / kg BW of rats 21 days after
nephrectomy. To evaluate the effect of Gd on renal function, inulin clearance studies
were performed in 3 groups of animals 48 hours (hs) after application of Gd: a
control group 1 - Nx (n =7), 2- Nx+NAC (n = 6); 3- Nx+Gd (n=8) e 4- Nx+Gd+NAC
(n=5). The NAC was administrated in group 4, diluted with water 48 hs before and
48 hs after administration of gadolinium at a dose of 4800mg / I. Group 2 received
NAC four days before clearance study. Gd was also administrated in rats with
normal renal function, group normal (n = 8) at the same dose of nephrectomized rats
with assessment of renal function and proteinuria. In addition to the glomerular
filtration rate (GFR) were evaluated: 24 hours proteinuria (ptn), cage metabolic
parameters, blood pressure (BP), serum iron (Fe), total capacity of iron binding
(TIBC), transferrin saturation, serum ferritin and oxidative stress through
measurement of thiobarbituric acid reactive species (TBARS). Data were submitted
to ANOVA using the program Prism Graph with a significance level p <0.05 and
standard error. RESULTS: Gd administration to group 3 results in a decrease of GFR
compared with group 1 (p<0,01). There was a trend of increase ptn in group 3
compared to other groups. Normal rats treated with the same dose of Gd presented
similar GFR and proteinuria when compared with normal controls. In group 3, there
was a decrease in TIBC, elevation of ferritin serum levels, transferrin oversaturation
and plasmatic TBARS elevation compared with group 1 (p<0,01), (p<0,05),
(p<0,01) and (p<0,05) repectively. The treatment with NAC in group 4 reversed the
decreased in GFR and proteinuria compared with group 3 (p<0,05) for both
variables. Treatment with NAC in group 4 also reversed all alterations in iron
parameters and oxidative stress described earlier with statistical significance
(p<0,01), (p<0,05), (p<0,01) and (p<0,05) respectively. Group 2 received NAC for
a short period of time had GFR, Ptn and kinetic parameters of iron similar to groups
1 and 4. With respect to metabolic cage data and blood pressure showed no statistical
difference between groups 1,2,3 and 4.CONCLUSIONS: These results show that Gd
administration to nephrectomized rats results in a decrease of GFR and increased
proteinuria associated with increased serum ferritin and transferrin saturation with
decreased TIBC. In normal rats, Gd was not nephrotoxic. These effects were not due
to a possible effect of NAC on Nx, since all parameters measured in group 2 were



not different from the group 1. There was induction of oxidative stress represented
by the increase in TBARS in rats receiving gadolinium. The use of NAC reversed all
these changes caused by Gd. We conclude that the NAC can be used as prophylaxis
of toxicity associated with Gd.

Descriptors: 1. Gadolinium 2. Chronic kidney disease 3. Contrast media
4. Toxicity 5. Gadoterate meglumine



1. Introducéo



O gadolinio (Gd) é um raro metal paramagnético da série dos lantanideos com
nimero atdémico de 64 e peso molecular de 157 Daltons (Da). E usado como meio de
contraste devido as suas propriedades paramagnéticas (extremamente atraido por
campos magnéticos) 0 que aumenta a qualidade das imagens nos exames de
ressonancia magnética’.

Em sua forma livre, o gadolinio é extremamente toxico. E um potente inibidor
dos canais de calcio com consideravel toxicidade cardiovascular e neurologica. Pode
se depositar no figado, ossos e linfonodos e uma vez nesses tecidos apresenta uma
taxa de excrecdo bastante lenta, cerca de 1% ao dia’.

Para uso em humanos o gadolinio deve estar associado a quelantes, grandes
moléculas organicas que aumentam a solubilidade do metal na 4gua e o deixa em
uma forma inerte, reduzindo sua toxicidade. Nos EUA existem cinco contrastes
aprovados pelo FDA para uso em exames de Ressonancia Magnética e
aproximadamente 26.9 milhdes de exames foram realizados em 2006 e atualmente
mais de 200 milhGes de pacientes no mundo foram expostos a contrastes
paramagnéticos. O FDA aprovou a dose de 0,1 mmol/kg para uso em humanos, mas
apenas em exames de ressonancia sem estudo vascular. Ndo ha padronizacédo de
doses para 0s contrastes paramagnéticos em exames de angioressdnancia e
arteriografias. O uso do Gd nestes exames ainda ndo esta aprovado pelo FDA®.

Apesar da grande variedade de contrastes a base de Gd, a farmacocinética é
bastante similar. Os compostos sdo sollveis em agua, excretados de forma inalterada
por filtracdo glomerular, ndo sofrem biotransformacédo e apresentam boa distribuigédo
no fluido extracelular com rapido equilibrio entre os compartimentos intravascular e

intersticial. A meia vida dos contrastes & base de gadolinio em pacientes com fungéo



renal normal é de aproximadamente 1h e 30 minutos e mais de 90% da droga é
excretada em 24 horas®. Existem 3 tipos de contraste que fazem excecao a essa regra,
que sdo o Acido Gadoxético (Primovist) que é metabolizado pelos hepéatocitos e
excretado 50% nas fezes; o Gadofosveset Trisodium (Vasovist) que apresenta alta
taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas (80-96%) e o Gadobenate dimeglumine que
também apresenta captacdo hepética e excrecdo fecal de aproximadamente 4%>.
Estudos em pacientes com Insuficiéncia Renal Croénica (IRC) demonstram a
importancia da funcdo renal na excre¢do do gadolinio. Pacientes com doenca renal
estagio Il (Clcr 31-60 ml/min) apresentam uma meia vida média de excrecdo do
contraste de aproximadamente 5,6 horas. Pacientes no estagio IV (Clcr 15-30
ml/min) apresentaram meia vida de 9,2 horas. Em pacientes no estagio V, néo
dialiticos, a meia vida de eliminacdo pode chegar até 34,3 horas. Devido ao baixo
peso molecular e baixa ligacdo protéica, os contrastes a base de gadolinio apresentam
uma boa remocdo pela didlise convencional. A dialise peritoneal ndo é um método
efetivo para retirar o gadolinio sendo que um estudo mostrou uma meia vida média
de eliminacdo de 52,7 hs em pacientes submetidos & diélise peritoneal®.

As diferencas em relacdo aos efeitos dos varios compostos a base de gadolinio
sdo atribuidas a capacidade de dissociacdo do seu quelante. Com base nessa
caracteristica, os compostos podem ser classificados em 4 grandes categorias
baseados na sua estrutura bioquimica (linear ou ciclica) e na sua carga (idnica e nao
ibnica). Os compostos macrociclicos apresentam maior afinidade do gadolinio pelo
seu quelante comparado aos compostos lineares e, portanto, apresentam maior
estabilidade e menores taxas de dissociagdo tanto in vitro como in vivo. Os

contrastes também apresentam ampla variacdo de osmolaridades (630 mOsm/I a



1970 mOsm/l) que sdo influenciadas pela carga. Compostos nao iénicos geralmente
apresentam osmolaridades mais baixas em relacdo aos compostos idnicos. Apesar
dessas caracteristicas idnicas e bioguimicas diferentes, ndo ha prejuizo na realizacéo
das imagens entre os varios tipos de contrastes paramagnéticos®.

Essas caracteristicas fisico-quimicas do Gd sdo importantes porque foi
demonstrado in vitro e in vivo que alguns cations presentes no organismo como o
Fe++, Zn++ e Cu++ tem a capacidade de deslocar o Gadolinio do seu quelante
expondo o metal (Gd) em sua forma livre e altamente toxica. Esse fendmeno recebeu
0 nome de Transmetalacdo e ocorreria de forma bastante acentuada em pacientes
com IRC, devido a meia vida bastante prolongada do contraste. A Transmetalacdo
ocorreria através da reacdo de Fenton que envolve participacdo de radicais livres e
stress oxidativo®.

Estudos in vitro e em pacientes com IRC demonstraram que a aplicacdo do Gd
leva a uma mobilizacdo do Ferro corporal que pode ser avaliada pelos parametros de
cinética do ferro. Em pacientes com IRC foi demonstrado que a aplicacdo do
gadolinio leva a uma diminuicdo da Capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF),
aumento da ferritina sérica e da saturacdo da transferrina. Essas alteracdes podem ser
resultado da Transmetalacdo que ocorreria de maneira mais acentuada em pacientes
com IRC’. Estas evidéncias serviram como base para avaliacdo dos parametros da
cinética do ferro em nosso estudo e avaliar o comportamento destes parametros apos
o0 uso profilatico do NAC.

Os exames de imagem com contrastes paramagnéticos foram frequentemente
usados no lugar dos contrastes iodados naqueles pacientes de alto risco para

desenvolver nefropatia associada aos contrastes iodados, como pacientes portadores



de DRC, Diabetes e cardipatas. Por muitos anos, os contrastes a base de gadolinio
foram considerados altamente seguros inclusive nos pacientes com risco elevado de
desenvolver nefropatia pelos contrastes iodados. Estudos mais antigos mostraram
que o gadolinio ndo estava associado ao risco de piora da funcdo renal mesmo em
pacientes com DRC. Mas esses estudos apresentavam limitagdes importantes como,
falta de grupos controle, numero pequeno de pacientes envolvidos no estudo, doses
variaveis de contraste e definicées diferentes de nefropatia®®.

Estudos mais recentes mostraram um aumento no risco de insuficiéncia renal
aguda associado ao uso do gadolinio em pacientes com DRC. Estes estudos
incluiram mais pacientes, um estudo foi prospectivo e as doses usadas eram em
média maiores do que aquelas utilizadas em estudos anteriores*®**. Houve um caso
relatado, comprovado por biopsia, mostrando necrose tubular aguda associado ao
gadolinio, similar ao padrdo encontrado na nefropatia associada aos contrastes
iodados™.

Existem duvidas se a nefrotoxicidade dos contrastes paramagnéticos ocorre
devido ao gadolinio em sua forma metélica ou ao seu quelante. Um estudo mostrou
que o Gd tem a capacidade de induzir apoptose em células tubulares renais
semelhante aos contrastes iodados*>. Como ambos o0s contrastes podem causar
necrose tubular aguda, seria prudente evitar altas doses de gadolinio e manter um
adequado estado de hidratacdo em pacientes com fatores de risco para nefropatia,
principalmente aqueles com DRC. Deve-se comentar também que ndo ha estudos
detalhados sobre a nefrotoxicidade do gadolinio relacionando doses diferentes com o
grau de nefropatia, nem com diferentes niveis de osmolaridade. Em 2002, The

European Society of Urogenital Radiology recomendou, com base nos dados mais



recentes sobre nefrotoxicidade do Gd, ndo utilizar contrastes paramagnéticos em
pacientes com DRC terminal para substituir os contrastes iodados™*.

N-acetilcisteina (NAC) é um antioxidante sem efeitos colaterais importantes
utilizado amplamente como profilaxia da nefropatia induzida por contrastes iodados.
O principal mecanismo antioxidante do NAC seria sua capacidade de suprir, através
da sua metabolizacdo no aminoacido Cisteina, os estoques celulares de Glutationa,
substancia fundamental na protecdo contra lesdes induzidas por stress oxidativo. O
NAC também possui efeito vasodilatador promovido pela estabilizacdo do
metabolismo do Oxido Nitrico e por uma inibicdo da sintese de Angiotensina 2
demonstrada em alguns estudos®>¢+"18,

Atualmente, a grande preocupacao de nefrologistas e radiologistas em relacao a
toxicidade do gadolinio é a Fibrose Nefrogénica Sistémica (FNS), uma doenca grave
e incapacitante, caracterizada pelo desenvolvimento de uma dermopatia fibrosante
crbnica que ocorre exclusivamente em pacientes com DRC, principalmente nos
pacientes submetidos a didlise. Estudos experimentais e in vivo sugerem que o Gd
depositado nos tecidos em sua forma livre, liberado através do fendmeno da
Transmetalacdo, seria responsavel pela toxicidade e desenvolvimento da doenca em
pacientes com DRC™%?!, Essa doenca foi inicialmente observada em 1997 e até
fevereiro de 2007 j& haviam sido descritos mais de 200 casos. A gravidade da doenca
e a falta de tratamento efetivo levaram a grandes mudancas e restricdes no uso do
gadolinio em pacientes com DRC.

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a toxicidade dos contrastes a base de
gadolinio sobre a funcgdo renal, parametros de cinética do ferro e indugdo de stress

oxidativo em ratos com DRC pela avaliagdo do TBARS (Substancias reativas ao



Acido Tiobarbittrico) urinario e estudar um possivel efeito protetor da N-

Acetilcisteina sobre a toxicidade produzida pelo gadolinio.



2. Materiais e métodos



Para a realizacdo do projeto utilizamos ratos Wistar machos com peso entre
180-210 gramas fornecidos pelo biotério central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Inicialmente avaliamos o efeito do Gd em ratos normais,
grupo No+Gd (n=8) injetando 1,5 mmol/kg de Gadoteridol na veia caudal sob
anestesia com tribromoetanol 2,5% intraperitoneal e avaliacdo do clearance de
inulina 48 horas ap6s a aplicagdo do Gd. Todos os demais animais foram
submetidos a nefrectomia do tipo 5/6, simulando uma situacdo de risco para
nefropatia relacionado a contrastes radioldgicos. O contraste utilizado para 0s
experimentos foi o Gadoterato Meglumine, composto ibnico e de estrutura
macrociclica. Apos 21 dias da cirurgia, os animais foram alocados em 4 grupos de
experimento:

Grupo 1 (Nx) - grupo controle; ratos nefrectomizados (n=7) que ndo receberam N-
Acetilcisteina nem contraste a base de gadolinio.

Grupo 2 (Nx+NAC) - ratos nefrectomizados (n=6) que receberam N- Acetilcisteina
4 dias antes da realizacdo dos estudos de clearance de inulina.

Grupo 3 (Nx+Gd) - ratos nefrectomizados (n=8) submetidos a injecdo de 1,5
mmol/kg de Gadoteridol na veia caudal sob anestesia com tribromoetanol 2,5%
intraperitoneal.

Grupo 4 (Nx+Gd+NAC) - ratos nefrectomizados (n=5) submetidos a injecdo de 1,5
mmol/kg de Gadoteridol na veia caudal sob anestesia com tribromoetanol 2,5%
intraperitoneal; durante 48 horas antes da injecdo e 48 horas apos a aplicacdo do
contraste os ratos receberam profilaxia com N-Acetilcisteina por via oral (4800mg/ 1)

diluido em agua.
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No grupo 1 o experimento do clearance de inulina foi realizado 21 dias apés a
nefrectomia. Nos grupos 3 e 4 o clearance foi realizado 48 hs apds a aplicacdo do

Gadolineo.

2.1- Medidas de gaiola metabdlica:

2.1.1. Anadlise bioguimica:

Os animais foram colocados em gaiola metabodlica 24 horas ap6s a injegdo do
gadolinio (grupos 3 e 4) e 48 horas ap6s o inicio da ingestdo de NAC (grupo 4) com
0 objetivo de manter os ratos com 0 mesmo tempo de uso de NAC e com 0 mesmo
tempo de nefrectomia ap6s as intervencbes. Nas gaiolas metabdlicas, os animais
tiveram livre acesso a 4gua, sendo que os ratos dos grupos 2 e 4 receberam NAC nas
gaiolas. Todos os grupos permaneceram na gaiola metabdlica por 24 horas. A urina
foi coletada para dosagens de Sddio (Na), creatinina (Cr) urinaria, osmolalidade e
UV Na. No plasma foram dosados Na e Cr para calculo da fracdo de excrecdo de

Sédio (FeNa).
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2.1.2. Proteindria 24 horas (mg/24hs):

A urina coletada na gaiola metabdlica foi utilizada para dosagem da proteina
urinaria total utilizando o método de vermelho de pirogalol. Foi utilizado o teste
Sensiprot da Labtest Diagndstica®, através do qual a amostra de urina foi misturada
a um reagente de cor que contém pirogalol. A quantificacdo da proteindria foi feita
através de método espectrofotométrico a partir da relacdo entre a absorbancia da

amostra e da solucdo padrdo (50 mg de proteina/dL).

2.2. Clearance de inulina:

Apbs a coleta da urina de 24 horas, os ratos foram submetidos a mensuragdo do
clearance de inulina. Os ratos foram anestesiados com tiopental 50 mg/kg e
submetidos a cateterizacdo da veia jugular direita com cateter PE60, da artéria
carotida esquerda com cateter PE5S0 e da bexiga com cateter PE 240. Um priming de
inulina (100mg/kg) foi administrado, com posterior infusdo constante de inulina a
uma velocidade de 0,04 ml/min. Apds trinta minutos foi feita a coleta de sangue
inicial. A urina foi colhida em trés periodos de trinta minutos. Ao final desses
periodos o sangue do animal foi retirado para medir a concentracédo de inulina final e
realizado as demais dosagens plasmaticas. Os plasmas obtidos foram
desproteinizados em uma diluigdo de 01h11min de solucéo de &cido perclérico a 5%

antes da dosagem da inulina por método espectrofotométrico. As urinas coletadas
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foram diluidas em dois momentos: primeira diluicdo 1:11 em agua destilada e a
segunda diluicdo calculada a partir da concentracdo de inulina plasmatica. A
espectrofotometria foi usada para medir as concentracdes de inulina. No calculo da
inulina, quer urindria ou plasmatica, foi usado um fator de correcdo encontrado a
partir da curva padrdo de inulina, obtida por dosagens seriadas de diferentes
concentracdes de inulina pelo investigador direto do protocolo. O clearance de
inulina foi calculado a partir da razdo inulina urinaria sobre a plasmatica. A presséo
arterial carotidea foi medida no inicio experimento. A unidade utilizada para a

medida do clearance foi em ml/min/ 100g de peso de rato.

2.3. Medidas da pressao arterial

Antes do inicio dos experimentos de clearance os ratos foram submetidos a
cateterizacdo da artéria carotida com PE-60 para afericdo da pressdo arterial por

mandmetro de mercdrio.

2.4. Andlise da cinética do ferro

Para avaliar o efeito do gadolinio nos parametros da cinética do ferro realizamos

dosagens séricas da Capacidade Total de Ligagdo do Ferro (g/dl), Ferritina sérica
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(ng/dl), saturacao da Transferrina (%) e ferro sérico (ug/dl) 48 horas apés a aplicagdo
do Gd nos grupos 3 e 4. Nos grupos 1 e 2 as dosagens foram realizados apds o

clearance de inulina.

2.5. Analise de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Para avaliar a participacdo do stress oxidativo foi dosado no plasma dos ratos o
TBARS, um marcador de peroxidacdo lipidica, utilizando o método do &cido
tiobarbitarico, diluindo 0,4ml de plasma em 0,6 de agua acrescida de 1ml de &cido
tricloroacéticol7,5% e depois adicionado &cido tiobarbitirico 0,6% sendo a amostra
aquecida em banho fervente por 15 minutos. Depois de resfriada, foi acrescentado as
amostras 1 ml de 4&cido tricloroacético 70% sendo a amostra centrifugada e
submetida a leitura em espectrofotdémetro com absorbancia de 534 nm. Os niveis

plasmaticos de TBARS foram expressos em mmol/ml.

2.6. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA (one-way analysis
of variance) utilizando o programa de analise estatistica Graph-Pad Prism. O nivel se

significancia adotado foi de p<0,05 e apresentado o erro padréo.
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3. Resultados



3.1 Ratos normais

15

O grupo de ratos normais submetidos a aplicacdo do Gd ndo apresentaram

diferencas com relacdo a TFG, proteinuria de 24 horas e pressao arterial comparados

com ratos normais ndao submetidos a intervencdo terapéutica (Tabela 1). Esses

resultados mostram que o Gd nao foi nefrotoxico em ratos com funcgéo renal normal.

Tabela 1. Resultados de Clearance de inulina, proteindria e pressdo arterial de ratos

normais
Grupo Clearance de inulina | Proteindria 24hs Pressao arterial
(m1/min/100g) (mg/dia) (mmHQg)
Normal 0,886+0,057 4,7+1 12945
Normal+Gd 0,822+0,054 5,9+1 126+4

Dados expressos como media + EPM.

3.2 Ratos nefrectomizados

Resultados referentes aos grupos 1, 2, 3 e 4:



3.2.1. Analise bioquimica
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Os dados de gaiola metabdlica e parametros bioquimicos colhidos das amostras

de urina de 24hs (diurese, osmolaridade urinaria, UV de sddio e fracdo de excregédo

de sodio) ndao mostraram diferencas significativas entre os grupos Nx,Nx+NAC,

Nx+Gd e Nx+Gd+NAC (Tabela 2). A dose média de NAC ingerida pelo grupo 2 foi

de 9949 mg/dia e pelo grupo 4 foi de 7310 mg/dia.

Tabela 2. Dados referentes a diurese de 24hs, osmolaridade, UV de sédio, fragdo de

excrecdo de sodio e pressdo arterial dos ratos pertencentes aos grupos Nx, Nx+NAC,
Nx+Gd e Nx+Gd+NAC

Diurese 24hs | Osmolaridade | UV sodio FeNa ( %)
(ml) (mos/I) ( meqg/24hs)
NXx 154+2,9 981+70 0,30 £ 0,07 0,36 £ 0,14
Nx+NAC 17,2+£2.2 882 + 65 0,40 £ 0,15 0,39 £ 0,07
Nx+Gd 225+43 771 £ 119 0,57+0,1 0,34 £0,13
Nx+Gd+NAC | 16,5+18 952 +191 0,54 £ 0,09 0,37 £ 0,09

Dados expressos como media + EPM.
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3.2.2 Taxa de filtracdo glomerular

Nossos estudos funcionais avaliados pelo clearance de inulina mostraram queda
significativa da taxa de filtracdo glomerular (TFG) no grupo Nx+Gd (grupo 3) em
relacdo ao grupo controle Nx (grupo 1) 48 hs apds a aplicacdo do Gadolineo. O
grupo controle Nx apresentou TGF média de 0.400+0.025 ml/min/100g de rato
enquanto o grupo Nx+Gd apresentou TFG média de 0.245:0.028 ml/min/100g de
rato (p<0,01). O grupo Nx+Gd+NAC (grupo 4) apresentou uma TGF média de
0.410+0.069 ml/min/100g de rato 48hs apds a aplicacdo do contraste evidenciado o
efeito protetor do NAC na piora da funcdo renal associada a aplicacdo do gadolinio
em relagdo ao grupo Nx+Gd (p<0,05); O grupo Nx+NAC (grupo 2) apresentou TFG
média de 0,35+0,021 ml/min/100g de rato, sem diferenca estatistica entre 0s grupos 1
e 4, demonstrando que o NAC utilizado por periodos curtos ndo altera a filtracéo

glomerular (Grafico 1).
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Grafico 1: Taxa de Filtracdo glomerular (TFG) avaliada pelo clearance de inulina
nos grupos Nx, Nx+NAC, Nx+Gd e Nx+Gd+NAC.Os dados séo expressos como
média £ EPM. a p<0,01 vs NX; b p< 0,05 vs Nx+Gd

ml/min/100g PC
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3.2.3. Proteindria 24 horas

Nossos resultados mostraram que o grupo Nx+Gd apresentou maior proteinuria
de 24hs (Ptn 24hs) em relacdo a todos os outros grupos. O grupo Nx+Gd apresentou
uma taxa média de Ptn 24hs de 21.5+£3.8 mg/24hs, o grupo Nx apresentou uma taxa
de 12.8+1.9 mg/24hs, o grupo Nx+NAC apresentou taxa de 12,9+2,6 mg/24hs e o
grupo Nx+Gd+NAC apresentou taxa de 11.2+1.0 mg/24hs. Apesar da analise
ANOVA demonstrar uma tendéncia de elevacdo da proteindria no grupo Nx+Gd, o
pos teste Newman Kells ndo mostrou significancia estatistica. Mas o uso de NAC
por curtos periodos ndao modificou a proteindria nos grupos Nx+NAC e

Nx+Gd+NAC em relacdo ao grupo controle (grafico 2).
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Grafico 2: Proteinlria de 24 horas dos ratos Nx, Nx+NAC, Nx+Gd e Nx+Gd+NAC

antes dos experimentos de clearance.
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3.2.4. Pressdo arterial

O grupo Nx+Gd apresentou niveis de pressao arterial sistélica média de 170 +
7,5 mmHg. O grupo Nx apresentou niveis presséricos de 163 + 8,1 mmhg, o grupo
Nx+NAC 160+12 mmhg, sem diferenca em relagdo ao grupo Nx+Gd. O grupo
Nx+Gd+NAC apresentou niveis pressoricos de 150 + 12,3 mmhg. Apesar da queda
dos niveis pressoricos no grupo Nx+Gd+NAC ndo houve diferenca estatistica em

relacdo aos grupos anteriores (p>0,05).

3.2.5. Cinética do Ferro

3.2.5.1 Ferro sérico

O grupo Nx+Gd apresentou niveis de ferro sérico de 87+7 ug/dl. O grupo Nx
apresentou niveis de ferro sérico de 65«11 pg/dl, o grupo Nx+NAC 60+4.1 pg/dl
enquanto o grupo Nx+Gd+NAC apresentou niveis de ferro de 76+15 pg/dl. Nao
houve diferencga estatistica entre os grupos com relacdo a dosagen do ferro sérico

(p>0,05).
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3.2.5.2 Ferritina sérica

O grupo Nx+Gd apresentou niveis de ferritina de 47.7+7.2 ng/dl, o grupo Nx
26.3+2.5 ng/dl e o grupo Nx+NAC 30+4,1 ng/d (p< 0,05). O grupo Nx+Gd+NAC
apresentou niveis de ferritina sérica de 28.6+3.1 ng/dl semelhantes ao grupo Nx e
Nx+NAC, porém menores que o grupo Nx+Gd com significancia estatistica
(p<0,05), mostrando que o Gd eleva os niveis de ferritina nos ratos nefrectomizados

com reversdo apos o uso do NAC. (Gréfico 3).

Gréfico 3: Dosagens de ferritina sérica dos grupos Nx, Nx+NAC, Nx+Gd e
Nx+Gd+NAC. Os dados sdo expressos como média £ EPM.a p<0,05 vs Nx+Gd b
p<0,05 vs Nx+Gd; ¢ p< 0,05 vs Nx+Gd.
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3.2.5.3 Saturacéo de transferrina

O grupo Nx+Gd apresentou nivel de saturacdo de transferrina
significativamente maior do que os grupos Nx e Nx+NAC 48hs apos a aplicacdo do
Gadolineo. O grupo Nx+Gd apresentou nivel médio de 51.6+5.0 %, o grupo Nx
25.2¢2.7 % e o grupo Nx+NAC 26,7+2,4 % (p< 0,001). O grupo Nx+Gd+NAC
apresentou nivel de saturacdo de 32.2+5.6 %, semelhante aos grupos Nx e Nx+NAC,
porém menor que o grupo Nx+Gd com signficancia estatistica (p<0,01). Os
resultados mostraram uma elevacdo na saturacdo da transferrina relacionada a

aplicacdo do Gd e reversdo apds o uso do NAC. (Grafico 4).
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Gréfico 4: Dosagem da saturacdo de transferrina nos grupos Nx,Nx+NAC, Nx+Gd e
Nx+Gd+NAC. Os dados sdo expressos como média £+ EPM.a p<0,001 vs Nx e
NXx+NAC b p<0,01 vs Nx+Gd;
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3.2.5.4 Capacidade total de ligacédo do ferro

O grupo Nx+Gd apresentou Capacidade total de ligacéo do ferro (CTLF) menor
que os grupos Nx, Nx+NAC e Nx+Gd+NAC 48hs apoés a aplicacdo do Gadolineo. O
grupo Nx+Gd apresentou CTLF média de 17212 g/dl, o grupo Nx 225+10 g/dl e o
grupo Nx+NAC 230+18,2 g/dl (p<0,01 e p<0,05). O grupo Nx+Gd+NAC
apresentou CTLF média de 232:10 g/dl, semelhante aos grupos Nx e Nx+NAC,
porém maiores que o grupo Nx+Gd com significancia estatistica (p<0,05). Os
resultados demonstram uma diminuicdo da CTLF associada ao Gd que foi revertida

com o uso do NAC (Gréfico 5).
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Grafico 5: Dosagem da CTLF nos grupos Nx,Nx+NAC, Nx+Gd e Nx+Gd+NAC.
Os dados s&o expressos como média £ EPM.a p<0,01 vs Nx e b p<0,05 vs Nx+Gd;
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3.3 TBARS plasmatico

O grupo Nx+Gd apresentou niveis de TBARS plasmatico maiores que 0 grupo
Nx 48 hs apos a aplicacdo do contraste. O grupo Nx+Gd apresentou niveis de 3,05 *
0,2 nmol/ml enquanto o grupo Nx apresentou niveis de 2,2 + 0,28 nmol/ml (p<0,05).
O grupo Nx+NAC apresentou niveis de 2,7+0,2 nmol/ml sem diferenca estatistica
entre 0s grupos Nx e Nx+Gd+NAC que apresentou niveis de 2,0 = 0,24 nmol/ml
semelhantes ao grupo Nx e menores que o grupo Nx+Gd (p<0,05). Estes resultados

podem indicar uma possivel indug&o de stress oxidativo pelo Gd (gréfico 6).
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Gréfico 6: Dosagem do TBARS plasmatico nos grupos Nx,Nx+NAC, Nx+Gd e
Nx+Gd+NAC. Os dados sdo expressos como media + EPM. * p<0,05 vs Nx+Gd;
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4. Discussao
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Nossos resultados mostraram que os animais nefrectomizados a 5/6 (NXx)
submetidos a aplicacdo de gadolinio (grupo 3) apresentaram, 48hs apds a aplicacéo
do contraste, queda significativa da TFG e aumento da proteindria em relacdo aos
ratos controle (grupo 1). Além disso, foi observado nos ratos nefrectomizados que
receberam o gadolinio (grupo 3) alteracGes significativas nos parametros de cinética
do ferro. Houve um aumento na ferritina, no indice de saturacdo da transferrina e
uma diminuicdo da capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF) em relacdo aos ratos
do grupo 1 com significancia estatistica. O uso de NAC em ratos nefrectomizados
que receberam o gadolinio (grupo 4) impediu a queda da TFG gadolinio e manteve
0s parametros de cinética de ferro semelhantes ao do grupo controle.

O uso de NAC por curtos periodos em ratos nefrectomizados néo alterou a TFG,
proteindria e parametros da cinética de ferro, pois todos os parametros avaliados
foram semelhantes ao grupo controle (Nx). O objetivo do grupo Nx+NAC foi
demonstrar que o efeito do NAC foi especifico no grupo 3 (Nx+Gd). Optamos pelo
modelo de DRC induzido pela nefrectomia 5/6 por ser um modelo estabelecido e
utilizado com frequéncia em nosso laboratorio de pesquisa e tempo pos nefrectomia
(21 dias) utilizado para iniciar os estudos funcionais foi escolhido porque os ratos
nesse periodo ja apresentam disfuncéo renal que pode ser comparada a pacientes com
DRC em estagios ndo muito avancados (estdgios 2 e 3) onde ainda existem
controvérsias sobre 0 uso do gadolinio e se a utilizacdo de terapia profilatica seria de
beneficio pratico. Nao seria interessante o estudo em ratos com funcdo renal mais
deteriorada porque 0 uso de contrastes paramagnéticos em pacientes com DRC em
estagios avangados ou em terapia de substituicdo renal encontra-se bastante restrito

por radiologistas e nefrologistas.
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Estudos recentes, inclusive em humanos, j& demonstram o potencial nefrotoxico
do gadolinio. Em 2004, Erley et al. % publicaram um estudo prospectivo e
randomizado em pacientes com creatinina sérica>1,5, mostrando uma queda da TFG
em torno de 50% em metade dos pacientes expostos ao Gd comparado com 45% em

I. 2 em estudo

pacientes que receberam contraste iodado. Em 2006, Briguori et a
retrospectivo com maior nimero de pacientes mostrou uma incidéncia de nefropatia
por contraste associada ao Gd em torno de 28% comparados a apenas 6,5% em
pacientes que receberam apenas contraste iodado. Em 2006, Ergun et al. 1° em
estudo retrospectivo mostrou que a nefropatia ap6s uso de Gd ocorreu em 12% dos
pacientes estudados.

Durante muito tempo, ndo existiam evidéncias precisas do mecanismo de
toxicidade dos meios de contraste baseados no Gd, mas apds o surgimento da Fibrose
Nefrogénica Sistémica e dos estudos para entender a fisiopatogenia desta grave
doenca, a participacdo do stress oxidativo mediado pelo fendmeno da
Transmetalacdo do gadolinio respondeu algumas dudvidas sobre a toxicidade
associada ao contraste. A Transmetalacdo conforme discutido anteriormente se refere
a capacidade de outros cations do organismo (zinco, ferro, cobre e calcio) em
deslocar o gadolinio do seu quelante e liberd-lo em sua forma livre. Em 2007,
Swaminathan et al. * demonstraram que a administracdo de Gd em pacientes com
DRC e que desenvolveram Fibrose Nefrogénica Sistémica (FNS) resulta em
marcantes alteragdes em pardmetros da cinética do ferro com diminuigdo da CTLF,
aumento da saturagdo da Transferrina e ferritina sérica com conseqiiente mobilizagdo

do ferro corporeo. Eles observaram que além da DRC, os pacientes que

desenvolviam a FNS usavam altas dosagens de Eritropoetina, cargas aumentadas de
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ferro corporeo, PTH e niveis de inflamacdo sistémica elevados, consistindo em
fatores de risco para o desenvolvimento da FNS.

O ferro mobilizado, assim como o Gd em sua forma livre, pode ser toxico para
os tecidos através da inducdo de stress oxidativo mediada pela reacdo de Fenton.
Portanto, evidéncias mais atuais mostram que a combinacdo do Gd em sua forma
livre, o ferro catalitico liberado pela reacdo de Fentom gerando stress oxidativo e
possivelmente fatores inflamatorios estariam implicados na fisiopatogenia da
nefrotoxicidade relacionada ao Gd e no surgimento da FNS 8242,

Essas evidéncias indicam que mais estudos sdo necessarios para descobrir
medidas profilaticas com relacdo a nefrotoxicidade do gadolinio e desenvolvimento
da Fibrose Nefrogénica Sistémica em pacientes com doenca renal cronica®.
Conforme descrito anteriormente o uso do NAC em nosso trabalho foi justificado
pela sua capacidade de combater o stress oxidativo gerado durante eventos de stress
celular’” descrito inclusive em atenuagdo de progressio da DRC em modelo
experimental®® e bastante utilizado como terapia profilatica em trabalhos clinicos e
modelos experimentais de nefropatia por contrastes iodados 2.

O TBARS € um método indireto para avaliar o stress oxidativo que representa
de maneira quantitativa o resultado da interacdo entre radicais livres com a
membrana celular configurando uma peroxidacdo lipidica. Estudos anteriores
demonstraram niveis de TBARS aumentados na urina de ratos com DRC 2’ na urina

e plasma de pacientes com insuficiéncia renal cronica %3

e em receptores de
transplante renal com doador cadaver .
Em nosso estudo ocorreu elevagdo do TBARS plasmético no grupo Nx+Gd em

comparagdo com o grupo controle, sugerindo inducdo de stress oxidativo pelo
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gadolinio. A utilizacdo do NAC reverteu essa elevacdo do TBARS atribuida ao
contraste no grupo Nx+Gd+NAC indicando efeito antioxidante neste grupo que
apresentou niveis de TBARS semelhantes ao grupo controle.

Entre as limitacfes do estudo podemos citar a necessidade de maior elucidagéo
dos mecanismos envolvendo a Transmetalacdo com o stress oxidativo, 0s quais
também ndo estdo devidamente esclarecidos nas referéncias citadas. Outro ponto que
pode ser mais explorado € possivel atuacdo de fatores inflamatorios associados a
toxicidade do contraste.

Baseado nos resultados do nosso estudo, demonstramos o potencial nefrotoxico
do Gd em ratos com disfuncdo renal moderada e o efeito protetor do NAC que
poderia ser utilizado, em estudos futuros, em pacientes com doenca renal cronica que
precisam ser submetidos aos mais variados tipos de exames de ressonancia
magnética com o objetivo de prevenir a toxicidade dos contrastes paramagnéticos
inclusive em relacdo ao desenvolvimento da Fibrose Nefrogénica Sistémica,

consequéncia mais catastrofica da toxicidade do gadolinio.
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5. Conclusoes
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Nossos resultados comprovam que o0s contrastes baseados no Gd tem um
potencial nefrotoxico em ratos portadores de DRC moderada demonstrado pela
queda na TFG 48 hs apo6s a aplicacdo do contraste em relacdo a ratos controles e em
concordancia com a literatura mais atual, mostramos que o contraste promove em
ratos com DRC uma mobilizacédo do ferro corporal. Adicionalmente, demonstramos
que a mesma dose de contraste utilizada em ratos normais ndo provocou alteragdes
significativas na TFG, mostrando que a presenca de DRC constitui um fator de risco
importante para a toxicidade relacionada ao Gd.

Acreditamos que nosso principal resultado foi a capacidade do NAC em
prevenir a piora na TFG dos ratos com DRC que receberam o Gd e impedir a
mobilizacdo do ferro corporal por um provavel blogueio da Transmetalacdo via

reacao de Fenton pela sua capacidade antioxidativa.
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