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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE DA GAMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASE
URINARIA EM CAES QUE RECEBERAM GENTAMICINA EM DOSE

TERAPEUTICA

A gama glutamil trahspeptidase urinaria (GGT) é uma enzima
encontrada nas células epiteliais com “borda em escova” do tubulo contorcido
proximal renal. Esta enzima foi descrita em caes, eqlinos e ovinos, como
indicador precoce de necrose tubular aguda, causada pelos
aminoglicosideos. Observou-se o aumento na atividade da GGT urinaria,
anterior a outros indicadores de les&o renal, como o aumento da uréia e
creatinina sérica e a presenga de sinais clinicos. Para a dosagem da
atividade da GGT, utilizando-se apenas uma unica amostra de urina didria, foi
proposto dois tipos de relagdes. Uma primeira que relaciona os valores da
atividade de GGT com a concentragdo de creatinina urinaria e outra, mais
recente, que a relaciona com o valor da densidade urinaria. Este trabalho foi
proposto para obter a meihor relagédo que expressa a verdadeira atividade da
GGT na urina em uma amostra diaria; determinar através de exame
histopatolégico se a gentamicina, na dose terapéutica de 10 mg/kg uma vez
ao dia por 14 dias, causa lesao renal e determinar se a dosagem da atividade

da GGT seria um indicador precoce de lesdo renal, mesmo com o uso de
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aminoglicosideo com dose terapéutica. Foram utilizados 12 caes, sem raga
definida, com idade de 1 a 5 anos, de ambos os sexos e saudaveis. Os caes
foram divididos aleatoriamente, em grupo teste e controle, com seis caes
cada. O grupo teste recebeu gentamicina na dose de 10 mg/kg, uma vez ao
dia, por 14 dias. Coletou-se urina a cada 24 horas e sangue a cada 48 horas.
Com a urina foram feitos os seguintes exames laboratoriais: urinalise,
dosagem da atividade da GGT e da creatinina. Com o sangue foram feitas as
dosagens da uréia e creatinina séricas. Apés os 14 dias de tratamento,
procedeu-se a nefrectomia do rim esquerdo de todos os caes. Cortes
histologicos dos rins foram examinados. Na avaliagido laboratorial 0 achado
mais significativo foi a cilindruria. A atividade da GGT urinaria foi indicativo
mais precoce de lesdo tubular renal do que a dosagem sérica de uréia e
creatinina. Nao foram observados sinais clinicos de nefrotoxicidade nos
animais do grupo teste. A avaliacao histopatolégica revelou necrose tubular
aguda leve a moderada, tumefagao celular, células epiteliais e proteina na luz
tubular e infiltrado inflamatério intersticial. A determinagao da atividade da
GGT relacionado com a concentragdo de creatinina urinaria, neste
experimento, mostrou-se mais confiavel do que a GGT relacionada com o

valor da densidade urinaria.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE ACTIVITY OF THE URINARY GAMMA
GLUTAMYL TRANSPEPTIDASE IN DOGS WITH GENTAMICIN IN A

THERAPEUTIC DOSAGE.

The urinary gamma glutamyl transpeptidase (GGT) is an enzyme found
in the epithelial cells with a brush board of the proximal tubules. This enzyme
was described in dogs, equines and ovines as an early indicator of acute
tubular necrosis caused by the aminoglycoside. It was observed that the
increase in the activity of the urinary GGT was prior to other signs of renal
lesion, such as the increase of serum urea and creatinine as well as clinical
signs. The determination of the GGT activity with only one sample of daily
urine there were two possible associations. One relates the activity values of
the GGT with the concentration of urinary creatinine, and the other, more
recent, relates the value of the urinary specific gravity. This study aimed to
find a better association to show the real activity of the GGT in the urine on
daily samples; determine through a histopathologic evaluation if the
gentamicin, in a therapeutical dosage of 10 mg/kg once a day for a period of
14 days, causes renal lesion and determine if the dosage of the GGT activity
would be an indicator of early renal lesions, even with the use of the
aminoglycoside with therapeutic dosage. 12 dogs, mixed-breed, with an age

range of one to five years, healthy and of both sexes were subjects. The dog
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were randomly spilit in a test groups and control group, being six dogs in each
group. The test group had a daily 10 mg/kg gentamicin dosage for 14 days.
An urine sample was collected every 24 hours and a blood sample every 48
hours. The urine was lab tested as follows: urinalysis, GGT activity and
creatinine dosage. The blood was tested to determinate the dosage of urea
and creatinine. After 14 days of treatment a nefrectomy of the left kidney was
performed in all dogs. Kidney cuts were examined. The laboratorial evaluation
most significant finding was cylindruria. The urinary GGT activity was an
earlier indicator of the renal tubular lesion then the serum count of urea and
creatinine concentration. No signs of nefrotoxicity were observed in the test
group subjects. The histopathologic evaluations showed mild to moderate -
acute tubular necrosis, cell swelling, epithelial cells and protein in the tubule
and infiltrated inflammatory interstitial. A determination of the GGT activity
relates with the concentration of urinary creatinine, in this experiment,
suggested may be of more trustfully then the GGT relates to urinary specific

gravity.
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1- INTRODUGAO

O rim desempenha um papel fundamental no organismo, pois € responsavel
pela eliminagdo de metabdlitos, manutengao do equilibrio eletrolitico e acido-basico
contribuindo deste modo para a homeostase. Os rins excretam a maioria dos
farmacos administrados ao animal, ficando expostos a agdo de drogas que podem
causar toxicidade. As nefrotoxinas s&o uma das principais causas de insuficiéncia
renal aguda em caes. A insuficiéncia renal aguda é diagnosticada, basicamente,
através da observagéao de sinais clinicos, alteragcées na urinalise € aumento de uréia
e creatinina sérica. Infelizmente esses parametros de fungéo renal sdo observados
tardiamente e a insuficiéncia renal ja esta estabelecida (CHEW & DIBARTOLA,1992;
FINCO, 1995a).

O estudo da atividade da gama glutamil transpeptidase urinaria (GGT),
localizada nas células com “borda em escova” do tubulo contorcido proximal renal,
tem sido sugerido como um 6timo indicador de lesdo tubular aguda decorrente do
uso de drogas nefrotoxicas e de isquemia renal (UECHI et al., 1994)

GRECO et al. (1985), GOSSET et al. (1987), RIVERS et al. (1996) e
HENNEMANN (1996) demonstraram que, quando usadas doses tdxicas de um
agente nefrotdxico como a gentamicina, a atividade da GGT aumenta rapidamente
na urina, antes do aparecimento de outros indicadores de lesdo renal,
proporcionando um diagnoéstico precoce de nefrotoxicidade. RIVERS et al. (1996)
demonstraram o aumento da atividade da GGT urinaria em caes, utilizando dose

terapéutica de gentamicina.



A estimativa acurada da liberagdo da GGT pelo rim requer a medida do
volume de urina em 24 horas, mas a dificuldade em se obter urina durante esse
periodo de tempo nos animais domésticos determinou o desenvolvimento de
relagdes da atividade da GGT com outros parametros urinarios (SHAW, 1976).

A atividade da GGT urinaria foi determinada, na maioria dos estudos, em
relagdo a concentragao de creatinina urinaria (ADAMS et al., 1985; GOSSET et al.,
1987; ROSSIER, DIVERS & SWEENEY, 1995; RIVERS et al., 1996), mas ha uma
segunda proposta de determinagdo, relacionando a atividade da GGT com o valor
da densidade urinaria (DE SCHEPPER, DE COCK & CAPIAU, 19089;
HENNEMANN, 1996).

A gentamicina € um antibiético classificado como aminoglicosideo. Ela é
amplamente utilizada em medicinas humana e veterinaria para o tratamento de
infecgbes causadas por bactérias Gram negativas, mas também ¢é eficiente no
combate de bactérias Gram positivas (SMITH et al., 1977; SCHENTAG et al. 1979;
PRESCOTT & BAGGOT, 1993; CHAMBERS & SANDE, 1996; ANDRADE, 1997,
FERREIRA, 1997). A gentamicina € nefrotdxica e tem sido utilizada para causar
insuficiéncia renal aguda experimental (PRESCOTT & BAGGOT, 1993; CHAMBERS
& SANDE, 1996; FADEL & LARKIN, 1996; ANDRADE, 1997; FERREIRA, 1997).
Para a indugao de nefrotoxicidade em caes, a dose utilizada de gentamicina € de 3 a
10 vezes a dose terapéutica (RIVERS et al., 1996).

A dose terapéutica indicada para caes € de 2-4 mg/kg administrada trés vezes
ao dia (PRESCOTT & BAGGOT, 1993; RIVERS et al.,, 1996; ANDRADE, 1997;
ALLEN et al.,, 1998; MORGAN, 1997). Recentemente sugeriu-se que a soma das

doses diarias dos aminoglicosideos administrada uma vez ao dia, melhora a sua



eficacia e reduz a sua toxicidade, tanto em humanos quanto nos animais. Devido a
isso, foi escolhida para esse experimento a dose de 10 mg/kg uma vez ao dia
(STURM, 1989; TERBRAAK et al., 1990; GODBER et al., 1995, CAMPBELL,
BARTHOLOW & ROSIN, 1996).

Esse estudo foi proposto em razdo do uso de antibiéticos nefrotoxicos em
caes no tratamento de infecgdes e da importancia do diagnoéstico precoce de lesdo
renal para o rapido restabelecimento da fungéo renal normal. Os objetivos deste
trabalho sao:

A) Avaliagao da atividade da GGT urinaria como meio de diagndstico precoce
de lesdo tubular renal aguda durante a administracdo de gentamicina na
dose terapéutica de 10 mg/kg uma vez ao dia por 14 dias;

B) Verificagdo, através de exame histopatologico, da presenga de leséo
tubular renal causada pela gentamicina na dose de 10 mg/kg uma vez ao
dia por 14 dias;

C) Comparacédo de duas formas diferentes de determinagao da atividade da

GGT urinaria com uma Unica amostra de urina diaria.



2- REVISAO DE LITERATURA

A gama glutamil transpeptidase urinaria € uma enzima que se origina da
fracao microssomal (reticulo endoplasmatico rugoso) e da membrana citoplasmatica
das células do tabulo contorcido proximal. A luz deste tubulo é revestida por uma
camada de células epiteliais cubicas, com microvilosidades em sua superficie apical,
também conhecidas como células com “borda em escova” (KELLER, 1981; DE
SCHEPPER DE COCK & CAPIAU, 1989; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990;
MEYER, COLES & RICH, 1995).

A GGT exerce papel essencial no transporte e manutencao da reserva de
aminoacidos na célula, porque catalisa a hidrolise de peptideos do filtrado
glomerular, permitindo assim o transporte dos respectivos aminoacidos pelas células
com borda em escova (HENNEMANN, 1996).

A GGT é encontrada em varios 6rgdaos do organismo, como rim, pancreas,
figado, intestino, coragao e musculatura. (RUDOLPH & CORVALAN, 1992; MEYER,
COLES & RICH, 1995; ROSSIER, DIVERS & SWEENEY, 1995). Demonstrou-se
que a atividade da GGT em caes, ovinos, eqiinos, bovinos e suinos, € maior no rim,
do que em outros orgdos (FORD, 1974; BROBST, CARROL & BAYLY, 1986;
ALENCAR FILHO & SERVAES, 1994; MEYER,COLES & RICH, 1995).

Observou-se a presenga da atividade da GGT na urina normal de ovelhas,
cavalos, cées e pessoas (SHAW, 1976; ADAMS et al., 1985; BROBST, CARROL &
BAYLY, 1986). A atividade da GGT encontrada na urina refere-se unicamente a sua

presenca no rim, pois a GGT sérica nao é filtrada pelo glomérulo, devido seu alto



peso molecular (ADAMS et al.,, 1985; GRECO et al., 1985, DE SCHEPPER, DE
COCK & CAPIAU, 1989). Isto foi primeiramente relatado por FORD (1974) que
comprovou que o aumento da atividade da GGT sérica ndo esta associado com a
necrose de células epiteliais dos tabulos renais. KELLER, & FREUDIGER (1984)
apud DE SCHEPPER, DE COCK & CAPIAU (1989) observaram que o aumento de 5
a 20 vezes nos valores normais da atividade da GGT sanglinea sem alteragao da
atividade enzimatica urinaria. Por outro lado o aumento da atividade da GGT urinaria
também ndo aumenta a atividade de GGT sérica, isto foi demonstrado por
FARSHID, SUNDARARAJ & PARTHASARATHY (1993) que com o aumento da
atividade da GGT urinaria em caes com necrose tubular aguda induzida pela
administragao de cloreto de mercurio, ndo observaram o aumento da atividade de
GGT sérica.

A atividade da GGT urinaria tem sido demonstrada em varios trabalhos como
indicador precoce de necrose tubular aguda causada pela gentamicina quando
utilizada doses toxicas, em caes (GRECO et al.,, 1985; GOSSETT et al.,1987;
HENNEMANN,1996; RIVERS et al.,1996), cordeiros (FADEL & LARKIN, 1996) e
cavalos (ROSSIER, DIVERS & SWEENEY, 1995)

A gentamicina € um antibidtico do grupo dos aminoglicosideos, bactericida,
que tem como mecanismo de agio a inibi¢ao da sintese protéica de bactérias Gram
negativas e positivas (ANDRADE, 1997; FERREIRA, 1997; PRESCOTT & BAGGOT,
1993). A gentamicina é usada no tratamento de cistites, enterites, pneumonias,
osteoartrites, septicemias e dermatites (ANDRADE, 1997).

Os aminoglicosideos causam nefrotoxicidade demonstrada por necrose

tubular aguda téxica que € reversivel se a membrana basal tubular ndo for



severamente lesada (GRECO et al., 1985; CHAMBERS & SANDE,1996).

CHEW & DIBARTOLA (1992) verificaram que a nefrotoxicidade causada
pelos aminoglicosideos € a segunda causa de insuficiéncia renal aguda em cées e
gatos e sua frequéncia parece estar aumentando. MEALEY & BOOTHE (1994)
relataram nefrotoxicidade em um gato devido a aplicagao tdpica de gentamicina em
ferida aberta.

A insuficiéncia renal aguda causada por nefrotoxinas é descrita como tendo
trés fases, que sdo: laténcia, manutencao e recuperagao. A fase de laténcia é o
periodo que fica compreendido entre a exposi¢cao a nefrotoxina até a detecg¢ao de
azotemia e mudanga na produgado de urina (ndo € aparente em todos os animais).
Nesta fase nao se observam sinais clinicos e o sedimento urinario freqientemente
esta normal. A detecgdo da nefrotoxicidade e a eliminagio da droga nefrotéxica
nesta fase conduzem a um rapido retorno da fungao renal normal. A fase de
manutengao se caracteriza por azotemia progressiva € diminuicdo da densidade
urinaria. Observam-se alteragées na urinalise e no volume de urina. A eliminagéo da
nefrotoxina, ndo conduz ao retorno imediato da fungdo renal normal, sendo
necessario, em média, de 7 a 14 dias para a recuperacéo. A fase de recuperacéo é
caracterizada pelo retorno da fungao renal normal. A taxa de filtragao glomerular e 0
fluxo sangiiineo renal retornam aos niveis normais. As células epiteliais tubulares
recuperam-se, mas a capacidade de concentragio da urina nao retorna totalh1ente
ao normal, sem nenhuma conseqiéncia clinica para o animal (CHEW &
DIBARTOLA, 1988).

O risco da nefrotoxicidade depende de varios fatores, como: freqii€ncia de

administracdo, dose total, duragdo do tratamento, idade, doengas concomitantes e



terapia combinada com outras drogas nefrotéxicas (PRESCOTT & BAGGOT, 1993).

A lesao renal é tanto mais severa quanto a maior freqiiéncia de administragdo
do aminoglicosideo. Trabalhos recentes, em animais e pessoas, tém sugerido que a
administragao da dose total dos aminoglicosideos uma vez ao dia, em vez de dividi-
la em varias aplicagbes, diminui a sua toxicidade e aumenta a sua eficacia, devido
as suas caracteristicas farmacolégicas e microbiolégicas. Os aminoglicosideos tém
um modelo bifasico para matar as bactérias. A primeira agdo € bactericida rapida
dependente da concentragado da droga (quanto maior a concentragdo, maior a taxa
de exterminio das bactérias) e uma segunda acéo que € de morte lenta, consistindo
num efeito pds-antibidtico (efeito bactericida mesmo apés a droga ter caido abaixo
da concentragdao inibitéria minima) (STURM,1989; TERBRAAK et al.,1990;
PRESCOTT & BAGGOT, 1993; GODBER et al., 1995; CAMPBELL, BARTHOLOW &
ROSIN, 1996; CHAMBERS & SANDE, 1996).

A dose total deve ser a minima necessaria para que tenha o efeito bactericida
esperado (CHAMBERS & SANDE,1996).

Os animais jovens e idosos sdo mais susceptiveis a lesdo renal pelos
aminoglicosideos (PRESCOTT & BAGGOT, 1993; BROWN & GRAUER, 1997). Em
equinos RIVIERE et al. (1983) demonstraram esta maior susceptibilidade em potros.

FRAZIER, AUCOIN & RIVIERE (1988) e BROWN & GRAUER (1997)
descreveram que o comprometimento renal, doenga hepatica, septicemia e a
desidratacao sao fatores que aumentam a toxicidade da gentamicina em caes.

As terapias associadas com anfotericina B, vancomicina, cisplatina,
ciclosporina e cefalotina agravam a nefrotoxicidade produzida pela gentamicina

(PRESCOTT & BAGGOT, 1993;CHAMBERS & SANDE, 1996).



GRAUER et al. (1994) relataram que a ingestdo de dietas com alta
concentragao de proteina antes e durante a administragdo de gentamicina reduzem
a toxicidade renal em caes, isto ocorre porque a alta concentragdo de proteinas
aumenta o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtragao glomerular (TFG). A eliminagéao
e reabsor¢ao da gentamicina dependem da TFG, sendo que quanto maior esta for,
maior a eliminagdo da gentamicina e menor a sua reabsorgédo tubular. Ocorre
também uma competicao entre a proteina e a gentamicina para a reabsor¢ao por
endocitose pelas células do tibulo contorcido proximal renal, fazendo com que
menor quantidade de gentamicina seja reabsorvida.

O mecanismo de agdo da nefrotoxicidade nao esta totalmente esclarecido,
mas sabe-se que os aminoglicosideos ligam-se as microvilosidades das células com
borda em escova do tubulo contorcido proximal, sdo endocitados, ligando-se em
seguida aos grupos fosfato dos fosfolipideos de carga negativa da membrana dos
lisossomos e inibindo a atividade da fosfolipase lisossdémica. Consequentemente,
ocorre acumulo de fosfolipideos no interior dos lisossomos formando corpos
mieldides. Os lisossomos podem romper-se, ocorrendo a liberagdo de hidrolases
acidas no citoplasma. Os aminoglicosideos também alteram a permeabilidade
celular, afetando o transporte de nutrientes, a regulagdo osmética, o tamanho celular
e diminuindo a capacidade de geragdo de energia (ATP) (CHEW & DIBARTOLA,
1988, CHEW & DIBARTOLA, 1992; MINGEOT-LECLERCQ, BRASSEUR &
SCHANCK, 1995; HENNEMANN, 1996; DANTAS, 1996).

As lesbes encontradas no exame histopatoldgico provocadas pela
administragcao de aminoglicosideos sao. tumefagdo celular, necrose das células

epiteliais de revestimento do tubulo contorcido proximal com preservagiao da



membrana basal, presenga de proteinas e restos celulares na luz tubular e infiltrado
inflamatério intersticial. Estas lesées podem variar de acordo com a gravidade da
toxicidade (CHEW & DIBARTOLA, 1992; DANTAS, 1996).

Os sinais clinicos descritos em cides com nefrotoxicidade sdo: apatia,
anorexia, oliguria ou poliuria e gastroenterite hemorragica (GRECO et al.,1985;
HENNEMANN, 1996)

A exata patofisiologia da oliguria em pacientes com insuficiéncia renal aguda
nao esta totalmente esclarecida. Tem-se sugerido que a oliguria ocorre devido a
vasoconstricao renal, diminuigdo da permeabilidade glomerular, obstrugéo do lume
tubular por cilindros e extravazamento tubular do filtrado glomerular. A oligaria
também pode desenvolver-se posteriormente em caes com insuficiéncia renal
poliurica devido a causas pré-renais como desidratagdo e descompensagéo
cardiaca. Se a causa pré-renal for removida o animal retornara a ser poliurico. Em
caes, a oliguria & definida como a produgao de urina menor que 0,5 mi/kg/hora. A
politria ocorre devido & diminuigdo da reabsorgéo tubular. (CHEW & DIBARTOLA,
1992; GRAUER & LANE, 1995; OSBORNE et al., 1995).

A gastroenterite hemorragica observada na insuficiéncia renal aguda,
causada pela gentamicina, ocorre devido as toxinas urémicas. (GRAUER & LANE,
1995). Existem mais de 40 compostos que séo classificados como toxinas urémicas,
Elas se acumulam devido a perda da fungéo excretora renal. Os fatores que podem
estar associados no desenvolvimento da gastroenterite urémica séo: alteragdes no
muco do estdmago permitindo a agdo do acido cloridrico na mucosa gastrica,
erosbes na mucosa entérica pela agdo da aménia formada apartir da uréia através

da acdo da urease bacteriana, sangramento provocado pela disfungao plaquetaria
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causada pelas toxinas urémicas e maior concentragao de gastrina. O vémito € um
sinal clinico comum de uremia em caes e sugere-se que a metilguanidina, um
produto de degradagdo bacteriana da uréia e creatinina, seja responsavel pela
estimulagao da zona quimiorreceptora no sistema nervoso central, desencadeando o
vomito (CHEW & DIBARTOLA, 1992).

Na urindlise de cdes com nefrotoxicidade induzida pela gentamicina, podem
ser observadas alteragbes fisicas, quimicas e no sedimento urinario. Observa-se
diminuicdo da densidade urinaria, o aparecimento de proteindria, glicostria e de
cilindruria. A dosagem da atividade de GGT na urina revela enzimuria, sendo esta a
primeira alteragdo observada. Na bioquimica sérica, observa-se azotemia
progressiva (BROWN, BARSANTI & CROWELL, 1985; GRECO et al, 1985;
RUDOLPH & CORVALAN, 1992; GRAUER et al.,1994; PRESCOT & BAGGOT,
1994; MEYER, COLES & RICH, 1995; CHAMBERS & SANDE, 1996; RIVERS et al,,
1996).

Segundo ALENCAR FILHO & SERVAES (1994) os valores normais de
densidade urinaria variam entre 1016 a 1050, sendo que existe uma terminologia
especifica para as suas variagdes. Isostenuria é quando a densidade esta entre
1007 a 1015, isto €, a urina tem a mesma concentragao do filtrado glomerular.
Hipostenuria € a urina menos concentrada que o filtrado glomerular, com densidade
menor que 1007. Hiperestenuria é a urina mais concentrada que o filtrado
glomerular, com densidade maior que 1015. A concentragao da urina ¢ influenciada
pela dieta, ingestao de agua, temperatura ambiente e quantidade de atividade fisica

(CHEW & DI BARTOLA, 1988).
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A proteintria é definida como a presenga de proteina na urina. Elas sao
originarias de proteinas do plasma, do trato urinario e genital (OSBORNE et al.,
1995). A maior parte das proteinas detectadas na urina, através das fitas reagentes
comumente usadas nos laboratérios, € a albumina (CHEW & DIBARTOLA, 1988;
OSBORNE et al., 1995). A proteinuria tubular € caracterizada pela excregédo de
proteinas plasmaticas de baixo peso molecular. Doengas tubulares geralmente néo
causam hipoalbuminemia (OSBORNE et al.,1995). A proteinuria tubular resulta da
insuficiente reabsor¢éo tubular das proteinas, perda protéica das células tubulares
lesadas e inflamagdo do parénquima renal (CHEW & DIBARTOLA, 1988). A
proteinudria pode ser também causada por fatores pré ou pés-renais como: estro,
febre, exercicio, calor ou frio extremo e inflamagao do trato urinario inferior (CHEW &
DIBARTOLA,. 1988; LEES, WILLARD & GREEN, 1994) O valor normal de proteintria
em caes é de 0-50 mg/dl.

A glicose é reabsorvida do filtrado glomerular pelo tubulo contorcido proximal
e normalmente nao € detectada por exames de rotina na urina de caes. A glicostiria
pode ser observada em casos de insuficiéncia renal aguda associada a grave lesao
tubular renal (CHEW & DIBARTOLA, 1988; OSBORNE et al., 1995).

Os cilindros sao agregados mucoprotéicos e/ou celulares. Sao formados na
alca de Henle, ttbulo contorcido distal e ducto coletor renal (CHEW & DIBARTOLA,
1988; OSBORNE et al., 1995). Os cilindros sao classificados, de acordo com a
morfologia, em: hialino, epitelial, granular, leucocitario, eritrocitario, céreo e
gordurosos (MEYER, COLES & RICH, 1995; OSBORNE et al., 1995).

Os cilindros hialinos sdo formados de mucoproteina de Tamm-Horsfall e

albumina. Sao dificeis de visualizar no sedimento urinario e diluem-se facilmente em
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urina alcalina. Observa-se com frequéncia em doengas renais que causam
proteinaria. Podem ser produzidos transitoriamente em diversas situagées como
febre e exercicio prolongado. Os valores normais séo de 0-2 cilindros hialinos por
campo (objetiva de 40X) (CHEW & DIBARTOLA, 1988; LEES, WILLARD & GREEN,
1994; MEYER, COLES & RICH, 1995).

Teoriza-se que os cilindros epiteliais, gordurosos, granulosos e céreos sejam
diferentes estagios de degeneracgao dos cilindros de células epiteliais. Estes contém
células epiteliais tubulares descamadas ndo degeneradas. Os lipideos acumulados
no citoplasma da célula, altamente refringentes, sdo chamados, as vezes, de
cilindros gordurosos. Devido a auséncia de oxigénio e nutrientes, ocorre a
degeneracdo das células epiteliais, formando os cilindros granulosos que, por sua
vez, degeneram-se totalmente, resultando em uma massa homogénea, sem cor,
chamado de cilindro céreo (OSBORNE et al., 1995).

Os cilindros granulosos sdo formados pela degeneracéo de células epiteliais
tubulares, sugerindo necrose tubular aguda. Caes normais apresentam de 0 a 1
cilindros granulosos por campo (objetiva de 40X) (LEES, WILLARD & GREEN, 1994;
MEYER, COLES & RICH, 1995).

Os testes de fungdo renal obtido através da bioquimica sérica, em caes com
nefrotoxicidade pelos aminoglicosideos, mostraram azotemia que € definida como a
elevagao da uréia e creatinina sangiiinea. A uréia € o produto final do catabolismo
protéico e quase toda a sua sintese é feita no figado. A uréia é excretada pelos rins
através de filtragdo glomerular @ 60% da uréia filtrada & reabsorvida pelos tubulos
renais. A quantidade de uréia excretada depende da taxa de fluxo urinario. Quanto

maior o fluxo, maior a quantidade de uréia excretada e menor a concentracéo de
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uréia sérica, sem necessariamente aumentar a taxa de filtragao glomerular. (CHEW
& DIBARTOLA, 1988; FINCO, 1995a). O valor sérico normal da uréia em caes ¢ de
21-60 mg/dl, este valor é calculado a partir do valor de nitrogénio uréico sérico (BUN)
que é de 10-28 mg/dl. (KANECO, HARVEY & BRUSS, 1997). O valor do nitrogénio
uréico reflete somente o valor da por¢éo do nitrogénio da molécula de uréia, isto €
0,47 (FINCO, 1997).

A creatinina & formada durante o metabolismo muscular. E filtrada pelos
glomérulos na mesma concentragdo do plasma. N&o & reabsorvida nem secretada
pelos tubulos renais, por isso € o melhor indicador da filtragdo glomerular. Os caes
machos sdo uma exce¢ado, pois secretam uma pequena quantidade de creatinina
pelos tubulos proximais, sendo o valor de creatinina urinaria levemente
superestimado (RIVERS et al.,1996). A dieta tem pouca influéncia sobre o valor de
creatinina sérica e urinaria. A creatinina € excretada na urina numa taxa
praticamente constante (CHEW & DIBARTOLA, 1988; FINCO, 1995b; MEYER,
COLES & RICH, 1995). O valor normal de creatinina sérica em caes é de 0,5-1,5
mg/dl (KANECO, HARVEY & BRUSS, 1997).

O aumento da excregdo de GGT pela urina, também denominada como
enzimuria, € a primeira alteragdo observada em animais com nefrotoxicidade pelos
aminoglicosideos (BROWN, BARSANTI & CROWELL, 1985; GRECO et al., 1985;
RUDOLPH & CORVALAN, 1992; GRAUER et al.,1994; PRESCOT & BAGGOT,
1994; MEYER, COLES & RICH, 1995; CHAMBERS & SANDE, 1996; RIVERS et al.,
1996). As alteragbes no volume de urina durante o dia alteram os valores da
atividade da GGT. Devido a isso, a estimativa acurada da liberagdo da GGT pelo rim

requer a medida do volume de urina em 24 horas (SHAW, 1976). Esse tipo de coleta
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necessita de gaiolas metabdlicas ou cateterizagao por 24 horas, tornando-se inviave!
na pratica clinica médica veterinaria. Devido a grande utilidade da dosagem da
atividade da GGT em detectar lesdo tubular renal e para compensar essa variagao
diaria faz-se a relagdo do valor da atividade de GGT com a concentragdo de
creatinina urinaria (ADAMS et al., 1985; GOSSETT et al.,1987; UECHI et al., 1994;
RIVERS et al. 1996). Essa relagdo foi usada em cavalos (ADAMS et al.,1985;
BROBST, CARROL & BAYLY,1986; RUDOLPH & CORVALAN, 1992; ROSSIER,
DIVERS & SWEENEY, 1995) , em bezerros (SOMMARDAHL et al.,1997) em cées
(GOSSET et al.,1987; RIVERS et al.,1996), em cordeiros (FADEL & LARKIN, 1996)
e em pessoas (ADAMS et al., 1985).

GOSSET et al. (1987) definiram, em cao, a relacdo da GGT com a
concentragcao de creatinina urinaria pela formula: GGT urinaria (IU/l)/ creatinina
urinaria (mg/dl). ADAMS et al. (1985) e BROBST, CARROL & BAYLY (1986)
afirmaram que a razdo entre GGT/creatinina urinaria permanece relativamente
constante, embora a atividade da GGT na urina possa aumentar ou diminuir,
dependendo da taxa de fluxo urinario. Segundo GOSSET et al. (1987) a razao
GGT/creatinina urinaria tem um grande valor clinico, pois, € um teste rapido, facil e
barato de detectar lesao tubular renal.

DE SCHEPPER, DE COOK & CAPIAU (1989) e HENNEMANN (1996)
relataram que a determinagéo da atividade da GGT em relagao a concentragao de
creatinina urinaria ndo era valida fisiologicamente, pois a GGT urinaria nao é filtrada
pelo glomérulo como a creatinina e indica uma les&o tubular. Foi demonstrado que a
variacao na atividade da GGT urinaria entre uma unica amostra e outra 18 horas

mais tarde, estava relacionada com a densidade da urina da amostra. Usou-se a
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densidade de 1025 como fator de corregdo. Entao, foi proposto um novo método de
determinagdo da atividade da GGT que a relaciona com o valor da densidade
urinaria, sendo: X=Yx26/Z, onde Y = valor da atividade da GGT urinaria e Z = dois
ultimos digitos do valor da densidade.

A atividade da GGT urinaria € medida por uma amostra do sobrenadante
apos a centrifugacao da urina coletada. Existem controvérsias na literatura sobre a
necessidade de filtrar o sobrenadante antes da dosagem da atividade da GGT.
Segundo ADAMS et al. (1985) nao foram encontradas evidéncias de inibidores da
atividade da GGT e segundo GOSSET et al. (1987) o efeito dos inibidores da
atividade da GGT na urina € insignificante. Devido a isso, neste experimento, o
sobrenadante nao foi filtrado.

Os kits comerciais para dosagem da GGT sérica podem ser usados para
medir a atividade da GGT urinaria, apesar das diferencas de pH, densidade e
viscosidade do sobrenadante com o soro (ADAMS et al.,1985).

MULLER et al. (1997) relataram que a GGT sérica ficaria estavel nos soros de
bezerros recém nascidos que foram armazenados sob refrigeragdo por 4 dias.
GOSSET et al. (1987) observou que a GGT urinaria também é relativamente estavel
na urina se o sobrenadante for estocado por até 4 dias sob refrigeragao (4°C).

A atividade da GGT urinaria ndo é somente utilizada para a detec¢ao de lesao
tubular renal nos casos do uso de drogas nefrotdxicas, mas também para outras
causas de lesao tubular (UECHI et al.,1994). DE SCHEPPER, DE COCK & COPIAU
(1989) desenvolveram um trabalho sobre o grau de disfungao renal que ocorre em
cadelas com piometra, sendo um dos indicadores principais de lesdo renal a

dosagem da atividade da GGT urinaria. PALACIO, LISTE & GASCON (1997)
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relataram que em caes com leishmaniose o aumento da atividade da GGT urinaria
foi um indicador precoce de leséo renal, sendo que a dosagem de uréia e creatinina
sérica ainda permaneciam normais. SHAW (1976) relatou o aumento da atividade da
GGT na urina de carneiros no caso de lesao renal devido a intoxicagao com cloreto
de mercurio.

O aumento da atividade da GGT urinaria sempre indica lesao renal aguda,
mas a determinag&o de valores normais nao exclui totalmente a presencga de doenca
renal (SHAW, 1976). No caso de lesdo renal cronica a atividade da GGT urinaria
esta normal ou diminuida. Isto ocorre devido os tubulos renais estarem destruidos e
substituidos por tecido conjuntivo (SHAW, 1976; GRECO et al., 1985). BARE et al.
(1974) apud SHAW (1976) relataram o aumento de concentragdes de GGT urinaria
em pessoas com glomerulonefrite aguda e concentragées normais ou reduzidas em

pacientes com glomerulonefrite cronica.
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3- MATERIAL E METODOS

Foram utilizados doze céaes, adultos, saudaveis, seis machos e seis fémeas,
sem raga definida, com peso médio de 8,5 + 2,5 kg, com idade entre 2 a 5 anos e
provenientes do Canil Municipal de Curitiba.

Os animais foram mantidos em canil individual, no Hospital Veterinario da
UFPR, durante toda a execucdo do experimento. A alimentagcdo era fornecida

diariamente e consistia em ragao comercial balanceada e agua “ad libitum”.

3.1- Preparo e sele¢io dos animais

Todos os cdes foram desverminados com ivermectina’ na dose de 0,4 mg/kg
SC e praziquantel’ na dose de 5 mg/kg VO.

Os caes foram selecionados primeiramente através de exame clinico geral,
oftalmolégico e otolégico. No exame clinico geral foi observada a coloragdo das
mucosas, temperatura corporal, tamanho dos linfonodos, condigcdo corporal e
presenga de doengas de pele. Os cdes ficaram em observagio para verificar o
apetite, consisténcia das fezes e se existia algum outro sinal clinico de doenga.

Foram feitos exames laboratoriais, tais como: hemograma, bioquimica sérica
(uréia, creatinina e ALT), urindlise e determinagédo da atividade da gama glutamil
transpeptidase e da concentracao de creatinina urinaria. O grupo teste e o grupo

controle eram compostos de seis cdes cada, escolhidos aleatoriamente.

' lvomec. Merck Sharp & Dohme Farmacéutica e Veterinaria LTDA. Av. Brig. Faria Lima, 1815. S&o
paulo,SP.

“Cestox 150 mg. Merck S/A Indstrias Quimicas. Estrada dos Bandeirantes, 1099. Rio de Janeiro, RJ.
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3.2- Administragio da Droga
O grupo teste recebeu gentamicina® na dose de 10 mg/kg por via subcutanea,

uma vez ao dia, por 14 dias. A aplicagéo era feita entre 18:00 e 19:00 horas.

3.3- Coleta das amostras
Todas as manhas colheram-se amostras de urina de todos os cdes durante
micgao espontanea. A cada 48 horas obtiveram-se amostras de sangue, através da

punc¢ao da veia jugular, utilizando-se agulhas 25x8 e frascos especiais a vacuo.

3.4- Urinalise

As amostras de urina eram processadas no mesmo dia da coleta. A urinalise
consistia na medida da densidade através de refratbmetro, e na analise da presenga
de proteina, glicose, sangue e pH com fitas reagentes®. A urina foi centrifugada por
10 min. a 1500 rpm e duas gotas do sedimento foram examinadas em microscopio
optico. No sedimento urinario foram observados a presenga de células epiteliais,
leucécitos e cilindros. A contagem desses elementos foram feitos por campos, com

aumento de 400 vezes.

® Gentocin (40mg/ml). Schering-Plough veterinaria S/A. Estrada dos Bandeirantes,3091. Rio de
Janeiro, RJ.

“Rapignost total screen — Bering. Marburg, Germany.
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3.6- Dosagem da atividade da GGT e da concentragio de creatinina urinaria:

Apds centrifugagdo da urina o sobrenadante foi separado para a
determinagdo da GGT e creatinina urinaria.

Os valores da atividade da GGT na urina foram determinados através de kit
comercial®’, pelo método cinético, utilizando como substrato a gama-glutamil-
paranitroanilida em solugdo tamponada de glicilglicina. Usou-se espectrofotometro®
ajustado para leitura de 405nm de comprimento de onda.

A determinagdo da atividade GGT urinaria foi executada por dois tipos de
equacgdes distintas. A primeira relaciona a GGT com a dosagem de creatinina
urinaria:

GGT(U/l)/ creatinina urinaria(mg/dl).
O segundo relaciona a GGT com a densidade urinaria:
X(UM=Y(U/)x26/Z, onde X= atividade de GGT urinaria
procurada, Y= atividade de GGT determinada pela amostra e
Z= ultimos dois digitos da densidade urinaria da amostra.

A creatinina urinaria foi determinada por kit comercial’, utilizando-se método

colorimétrico.

° Laborlab S/A produtos para laboratério. Estrada dos Romeiros,2369. Barueri, SP.
6 Espectrofotdmetro UV VIS. Metrolab 330
7 Bioclin quimica basica. R: Teles de Menezes,92. Belo Horizonte, MG.
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3.6- Bioquimica sérica

O soro das amostras de sangue foi separado para determinagdo da
concentragdo de uréia e creatinina através de kit comercial’®. A dosagem da
concentragdo de uréia foi feita pelo método enzimatico e a concentracdo de

creatinina através do método colorimétrico de ponto final.

3.7- Exame histopatolégico
No décimo quinto dia do experimento, 0os cdes de ambos os grupos foram
submetidos a nefrectomia do rim esquerdo. Sec¢des longitudinais do terco médio
desses rins foram colhidas e fixadas em formol a 10%. Os fragmentos de tecido
renal foram levados ao laboratério, aonde foram processados, incluidos em parafina
histolégica e cortados a 5 um. Os cortes histolégicos foram corados pela técnica da
hematoxilina e eosina. As lAminas foram analisadas em microscépio éptico.
Para classificar a gravidade da lesdo renal foi usada uma escala baseada em
RIVERS et al.,1996:
e Grau 1 — ausente — parénquima renal normal;
e Grau 2 — discreto — necrose celular em 10% ou menos dos tubulos
proximais da amostra;
e Grau 3 — moderado — necrose celular em 10 a 50% dos tubulos
proximais da amostra;
e Grau 4 — severo — necrose celular em mais de 50% dos tubulos

proximais da amostra.

® Laborlab S/A produtos para laboratério. Estrada dos Romeiros,2369. Barueri, SP.
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3.8- Analise estatistica
A analise estatistica foi feita comparando-se as médias do grupo teste com o

do grupo controle, através do teste de “t” de Student para amostras independentes.
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4- RESULTADOS

4.1- Sinais Clinicos
Os animais do grupo testes ndo apresentaram nenhum sinal clinico de

nefrotoxicidade durante os 14 dias de tratamento.

4.2- Urinalise

Na avaliagdo laboratorial das propriedades fisicas da urina ndo foram
observadas variagbes significativas. As médias das densidades urinarias
permaneceram normais durante todo o experimento.

No exame quimico da urina ndo foram observadas glicostria, hematuria e
alteragées no pH em nenhum dos dias do experimento. A proteinuria foi encontrada
em apenas um dos caes do grupo teste apos o sétimo dia (Figura 1).

No sedimento urinario houve aumento significativo do namero de células
epiteliais somente nos trés ultimos dias do experimento comparado com O grupo
controle (Figuras 2, 3 e 8). Observou-se aumento na quantidade de cilindros
granulosos a partir do quinto dia do experimento no grupo teste (Figuras 4 e 9). Os
cilindros hialinos aumentaram nos animais do grupo teste (Figuras 5 e 10). A
presenca de leucocitos no sedimento urinario do grupo teste e controle, ndo

apresentaram diferengas significativas até o final do experimento.
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4.3- Atividade da GGT:

As médias obtidas para a atividade da GGT em relagdo a concentragao de
creatinina urinaria do grupo teste apresentaram diferencas estatisticamente
significativas a partir do sexto até o décimo quinto dia do experimento quando
comparado com o grupo controle. No 12° dia ndo houve diferenca estatisticamente
significativa, mas observou-se grande variagao nos valores do grupo teste e controle
(Tabela 1 e Figura 6).

As médias obtidas para a atividade da GGT em rela¢do a densidade urinaria,
ndao mostraram um padrdo de coeréncia e linearidade, apresentando diferencas
estatisticamente significativas somente nos dias 8, 10, 13 e 14 do experimento

(Tabela 2 e Figura 7).

4.4- Bioquimica sérica

A concentragdo da uréia sérica do grupo controle ndo apresentou diferenga
estatisticamente significativa quando comparado com o grupo teste, exceto no
primeiro dia. Apesar disso os valores de uréia séricos estavam normais nos dois
grupos (Tabela 3).

Os valores de creatinina sérica nao foram estatisticamente diferentes entre o
grupo teste e o controle, exceto no décimo terceiro dia. Apesar disso, os valores

séricos de creatinina estavam normais nos dois grupos (Tabela 4).
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4.6- Exame histopatolégico

Observou-se necrose tubular aguda do grau 2 ao 3 (discreto ao moderado)
como o principal achado no exame histopatolégico do rim dos animais do grupo
teste, sendo que a maioria dos animais apresentou grau moderado (Tabela 5 e
Figura 13). Os outros achados do histopatolégico nos animais do grupo teste foram:
tumefacgao celular (Figura 12), presenga de proteina e células na luz tubular (Figuras
11 e 15) e infiltrado inflamatdrio intersticial (Figura 14). O grupo controle nao

apresentou necrose tubular ou outras lesées renais (Figuras 16 e 17).
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TABELA 1 — Valores médios referentes a atividade da GGT em relagdo a
concentracdo de creatinina urinaria em cides do grupo teste tratados com

gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14 dias e em caes do grupo controle:

Dias do Grupo Teste Grupo Controle
Experimento
1 0,17 + 0,06 0,22 + 0,06
2 0,25+0,13 0,19+ 0,06
3 0,26 + 0,20 0,21 + 0,11
4 0,23+0,13 0,26 + 0,19
5 0,28 + 0,16 0,17 +£0,08
6 0,32 + 0,10** 0,19+ 0,08
7 047 +0,18* 0,21+ 0,09
8 0,51+0,18* 0,19+0,07
9 0,52 +0,11* 0,24 + 0,17
10 0,49 + 0,23 0,24 + 0,14
11 0,37 + 0,14** 0,18 + 0,09
12 0,44 + 0,24 0,21 + 0,19
13 0,51 +0,16* 0,20 + 0,10
14 0,44 +0,21" 0,16 + 0,07
15 0,40 +0,19** 0,20 £ 0,08

**p<0,01,*p<0,05
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TABELA 2 — Valores médios em Ul/l referentes a atividade da GGT em relagdo a
densidade urinaria em cées do grupo teste tratados com gentamicina na dose de 10
mg/kg/dia por 14 dias e em caes do grupo controle:

Dias do Grupo Teste Grupo Controle
Experimento
1 18,07 + 6,27 33,53+ 18,97
2 25,35 + 16,58 2497 + 15,15
3 26,45 + 28,90 32,32 + 33,74
4 2408 + 1594 14,82 + 7,40
5 26,23 + 21,41 19,77 + 18,15
6 30,18 + 20,46 22,55+ 19,73
7 46,05 + 26,31 2441+ 1410
8 60,07 + 25,91* 22,18 + 9,38
9 51,47 + 32,65 43,63 + 24,33
10 47,73 + 26 17* 18,72 + 9,08
11 34,48 + 26,21 20,68 + 16,51
12 32,98 + 1467 17,43+ 13,04
13 57,65 + 20,70* 13,80 + 9,57
14 52,28 + 33,35* 15,17 £ 9,77
15 34,10 + 19,20 27,78 + 14,94

**p<0,01;,*p<0,05
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TABELA 3 - Valores médios em mg/dl referentes a concentragao da uréia sérica em
caes do grupo teste tratados com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14 dias
e em caes do grupo controle:

Dias do Grupo Teste Grupo Controle
Experimento
1 31,95 +8,77* 22,44 + 513
3 31,84 + 9,96 25,36 + 5,89
5 22,31 +6,01 19,15+ 3,97
7 30,25 +6,77 30,97 + 7,60
9 28,56 + 2,89 29,27 + 6,44
11 2898 +4,74 2458 + 3,73
13 33,71 +7,75 33,05+ 9,07
15 25,11 +4.42 29,25 + 6,38

*p <0,05

TABELA 4 - Valores médios em mg/dl referentes a concentragao da creatinina sérica
em caes do grupo teste tratados com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14
dias e em caes do grupo controle:

Dias do Grupo Teste Grupo Controle
Experimento
1 0,76 + 0,10 0,78+ 0,19
3 0,77 + 0,09 0,69+0,10
5 0,85+0,10 0,84 + 0,19
7 0,86 + 0,11 0,89+ 0,17
9 0,80 + 0,08 0,89+0,18
11 0,79 + 0,09 0,89+ 0,21
13 1,01 + 0,09* 0,86 + 0,09
15 0,93+0,19 0,85+ 0,12

*p<0,05
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TABELA 5 — Avaliagao da presenga de necrose tubular aguda em caes do grupo
teste, apds 14 dias de tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia:

Cao1 Cao 2 Cao3 Cao4 Cao5 Caob
Necrose tubular aguda 2 3 3 3 3 2

Grau 1= normal; Grau 2= discreto; Grau 3= moderado; Grau 4= severo.
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FIGURA 1 - Histograma do nimero de caes que apresentam proteinuria. Os valores
de 0-30 mg/kg representam os valores de proteina normais. Caes tratados com
gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14 dias. Urinalise.
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FIGURA 2 - Histograma do nimero de cdes que apresentam células epiteliais no
sedimento urinario. Os valores de 0-5/campo representam os valores normais. Caes
tratados com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14 dias. Urinalise.
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FIGURA 3 - Histograma do namero de cdes que apresentam células epiteliais no
sedimento urinario. Os valores de 0-5/campo representam os valores normais. Caes
do grupo controle. Urinalise.
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FIGURA 4 - Histograma do niamero de caes que apresentam cilindros granulosos no
sedimento urinario. Os valores de 0-1/campo representam os valores normais. Caes
tratados com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14 dias. Urinalise.
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FIGURA 5 - Histograma do numero de caes que apresentam cilindros hialinos no
sedimento urinario. Os valores de 0-2/campo representam os valores normais. Caes
tratados com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14 dias. Urinalise.
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FIGURA 6 — Valores médios referentes a atividade da GGT em relagdao a
concentragdo de creatinina urinaria em cdes do grupo teste tratados com
gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia por 14 dias e em caes do grupo controle:
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FIGURA 7 - Valores médios em Ul/l referentes a atividade da GGT em relagdo a
densidade urinaria em caes do grupo teste tratados com gentamicina na dose de 10
mg/kg/dia por 14 dias e em caes do grupo controle.




FIGURA 8 - Fotomicrografia do sedimento urinario de céo, apdés 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Presenga de grande
quantidade de células epiteliais. Urinalise. Objetiva de 40X.

FIGURA 9 - Fotomicrografia de sedimento urinario de céo, apdés 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Presengca de cilindro
granuloso. Urindlise. Objetiva de 40X.
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FIGURA 10 — Fotomicrografia de sedimento urinario de céo, apés 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Presenca de cilindro hialino.

Urinalise. Objetiva de 40X.

FIGURA 11 — Fotomicrografia do corte histolégico do rim de céo, apds 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Presenca de proteina na luz
dos tubulos contorcidos proximais (setas). Hematoxilina e Eosina. Objetiva de 40X.




FIGURA 12 — Fotomicrografia do corte histologico do rim de cdo, apds 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Observar a tumefagao das
células epiteliais de revestimento dos tubulos contorcidos proximais (setas).
Hematoxilina e Eosina. Objetiva de 40X.
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FIGURA 13 — Fotomicrografia do corte histolégico do rim de céo, apos 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Observar necrose das células
epiteliais dos tubulos contorcidos proximais. Os nucleos das células tubulares estdo

picnéticos e o citoplasma eosinofilico. Hematoxilina e Eosina. Objetiva de 40X.




FIGURA 14 — Fotomicrografia do corte histolégico do rim de cao, apos 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Observar infiltrado
inflamatorio intersticial (seta). Hematoxilina e Eosina. Objetiva de 40X.

FIGURA 15 - Fotomicrografia do corte histologico do rim de cdo, apds 14 dias de
tratamento com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia. Presenca de proteina (setas
maiores) e de células epiteliais (setas menores) na luz dos ductos coletores.
Hematoxilina e Eosina. Objetiva de 40X.




FIGURA 16 — Fotomicrografia do corte histolégico do rim de céo do grupo controle.
Observar tubulos contorcidos proximais normais. Hematoxilina e Eosina. Objetiva de
40X.

FIGURA 17 - Fotomicrografia do corte histolégico do rim de cdo do grupo controle.
Observar ductos coletores normais. Hematoxilina e Eosina. Objetiva de 40X.
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5- DISCUSSAO

Os caes do grupo teste, tratados com gentamicina na dose de 10 mg/kg/dia
durante 14 dias por via subcutanea, nao apresentaram nenhum sinal clinico evidente
como os descritos por GRECO et al. (1985) e HENNEMANN (1996) que utilizaram
doses toxicas de gentamicina em caes. FRAIZER, AUCOIN & RIVIERI (1988)
também ndo observaram sinais clinicos em caes até o décimo quarto dia do
experimento, quando usada gentamicina na dose terapéutica de 9 mg/kg/dia. Apesar
dos céaes do grupo teste nao apresentarem sinais clinicos, foi observado lesao renal
através do exame histopatolégico, reforgando assim a importancia da determinagao
da atividade da GGT urinaria para o diagnéstico precoce de lesao tubular aguda.

Foi escolhida a via subcutanea, pois além da gentamicina ter uma rapida
absorcdo e uma boa biodisponibilidade, € uma via de facil administragao
(JERNIGAN et al.,1988).

A dose total da gentamicina aplicada uma vez ao dia, em vez de dividida em
trés doses (a cada 8 horas) foi relatada por STURM (1989), TERBRAAK et al.
(1990), PRESCOTT & BAGGOT (1993), GODBER et al. (1995), CAMPBELL,
BARTHOLOW & ROSIN (1996), CHAMBERS & SANDE (1996) como um meio de
diminuir a toxicidade renal causada pela gentamicina. Apesar disso, foi observado
através do exame histopatolégico, que a administracao de gentamicina na dose de
10 mg/kg uma vez ao dia por 14 dias, causou necrose tubular aguda de grau leve a
moderado em todos os caes do grupo teste.

As médias dos valores de densidade urinaria do grupo teste, nos 15 dias de

experimento permaneceram normais. Esses valores sugerem que a lesédo tubular
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renal ndo foi tdo severa para impedir a concentragdo do filtrado glomerular pelos
tubulos renais. RIVERS et al. (1996) que administraram gentamicina em dose
terapéutica em caes, também nao observaram alteragdes estatisticamente
significativas nos valores da densidade urinaria. Apesar disso, os caes do grupo de
dose toéxica (10 vezes maior que a dose terapéutica) apresentaram isostenuria no
décimo dia de tratamento.

A proteinuria foi observada em apenas um céo do grupo teste, a partir do
sétimo até ao décimo quinto dia do experimento. Foi considerada proteinuria valores
maiores que 30 mg/dl. Esses valores foram determinados através de fitas comerciais
para urinalise. Esse teste foi o escolhido devido a ser o utilizado na rotina da maioria
dos laboratérios clinicos veterinarios. A proteinuria superior a 30 mg/dl foi observada
por GRECO et al. (1985) em 4 caes, dos 6 caes que receberam gentamicina em
dose toxica. Nesse trabalho foi encontrada proteinuria em apenas um animal,
justificando-se isso pela falta de sensibilidade do teste para detectar os varios tipos
de proteina excretados durante a lesao tubular e essa lesdao nao ser tdo severa em
todos os animais do grupo teste. Segundo OSBORNE et al. (1995) a auséncia de
proteinuria nao elimina a possibilidade de doenga ou insuficiéncia renal.

Nao foi observada glicosuria em nenhum dos cées do grupo teste, em
nenhum dos dias do experimento. Isto mostra que o tubulo contorcido proximal renal
nao sofreu uma leséo tao grave suficiente para impossibilitar a reabsorgéo da glicose
no filtrado glomerular (CHEW & DIBARTOLA, 1988).

A cilindraria foi a alteragao laboratorial mais significativa observada em caes
do grupo teste. GRAUER et al. (1994) também a descreveram como a unica

alteracao laboratorial significativa, nos caes que receberam gentamicina em dose



39

toxica. A cilindruria também foi descrita por GARRY, CHEW & HOFFSIS (1990) e
FADEL & LARKIN (1996) em ovinos que receberam gentamicina em dose toxica e
por SCHENTAG et al. (1979) em pessoas que estavam recebendo tratamento com
aminoglicosideos. A cilindruria ndo foi observada em todos os caes até o ultimo dia
do experimento. GRECO et al. (1985) também descreveram o aumento de cilindros
granulosos em apenas um dos caes do experimento, utilizando gentamicina em dose
toxica. Isso sugere que a cilindruria nao € o método mais eficaz para detectar lesao
tubular renal. Ela apenas serve de auxilio no diagnéstico (RIVERS et al., 1996).

O aumento de células epiteliais no sedimemto urinario foi significativo no
grupo teste quando comparado com o grupo controle somente nos dias 13,14 e 15
do experimento, em todos os caes. HENNEMANN (1996) observou aumento de
células epiteliais em caes que receberam gentamicina em dose toxica.

Neste estudo foi constatado o que GARRY, CHEW & HOFFSIS (1990) ja
haviam relatado: que os indices urinarios podem ajudar a caracterizar disfungao
renal, mas nao proporcionar uma indicagao precoce de nefrotoxicidade causada por
aminoglicosideos.

As concentragbes de uréia e creatinina sérica permaneceram dentro dos
valores normais em todo o periodo do experimento, mesmo com o desenvolvimento
de necrose tubular aguda, observada em todos os caes do grupo teste através do
exame histopatologico. CHEW & DIBARTOLA (1988) relataram a presenca de
azotemia somente quando 75% dos néfrons tenham perdido sua capacidade de
filtragcdo. Foi descrito por GRECO et al. (1985), GOSSET et al (1987), RIVERS et al.

(1996) e HENNEMANN (1996) que a determinagdo da atividade GGT urinaria



40

precede o aumento da concentracdo de creatinina sérica, na nefrotoxicidade
induzida pelos aminoglicosideos em caes.

Utilizou-se para determinar a atividade da GGT dois tipos distintos de
relagées. A razdo GGT/creatinina urinaria mostrou-se estatisticamente mais sensivel
para deteccdo de lesdo tubular renal aguda do que a razdo GGTX25/densidade
urinaria. A atividade da GGT em relagdo a densidade urinaria n&o teve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo teste e o grupo controle exceto no 8°,
10°, 13° e 14° dias do experimento.

A razdo GGT/creatinina urinaria foi proposta devido a variagao da excregao
da GGT diaria. Essa variagdo se deve as alteragdes na taxa de fluxo de urina. O
aumento ou diminui¢do do volume de urina pode causar erros na interpretacdo dos
valores da atividade da GGT urinaria se apenas uma unica amostra for utilizada
(SHAW , 1976 e ADAMS et al., 1985). Segundo ADAMS et al. (1985) e BROBST,
CARROL & BAYLY (1986) a razdo entre GGT/creatinina na urina permaneceu
relativamente constante, embora a atividade da GGT possa aumentar ou diminuir
dependendo da taxa de fluxo urinario.

A razdo GGT/creatinina urinaria foi utilizada para detectar precocemente
nefrotoxicidade pelos aminoglicosideos, em uma uUnica amostra de urina diaria, em
varias espécies animais e todos os trabalhos encontraram valores diagnosticos e
confiaveis (ADAMS et al.,1985; BROBST, CARROL & BAYLY, 1986; RUDOLPH &
CORVALAN, 1992; ROSSIER, DIVERS & SWEENEY, 1995, SOMMARDAHL et al.,
1997; GOSSET et al., 1987; RIVERS et al., 1996; FADEL & LARKIN, 1996.

Os caes utilizados no experimento foram machos e fémeas com a idade e

peso variavel. Segundo RIVERS et al. (1996) nao existem diferengas de idade, sexo
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e peso corporal que produza efeito significativo no valor da razdo GGT/creatinina
urinaria. Em cavalos, BROSBT, CARROL & BAYLY (1986) e RUDOLPH &
CORVALAN (1992), ja haviam relatado essa auséncia de variagao no caso de idade
e sexo diferentes.

A determinagdo da atividade da GGT em relagdo a densidade urinaria foi
proposto por DE SCHEPPER et al. (1989), que definiu que a corre¢do para valor
encontrado da atividade da GGT urinaria em apenas uma unica amostra estaria mais
bem relacionado com a densidade urinaria. Nesse presente estudo essa
determinacdo demonstrou que o aumento da atividade da GGT urinaria nos caes do
grupo teste nao teve um padrédo de linearidade em todos os dias do tratamento com
gentamicina. Na maioria dos dias nao houve diferenca estatisticamnte significativa
entre o grupo teste e controle. De acordo com esses achados, 0 seu uso na pratica
clinica médica de pequenos animais no caso de administragéo de aminoglicosideos
na dose terapéutica uma vez ao dia, se torna questionavel.

O exame histopatoloégico mostrou graus de necrose celular de discreto a
moderado nos tubulos proximais renais em todos os animais do grupo teste. Essa
variagao da severidade da lesao foi observada por RIVERS et al. (1996), em cées, e
foi explicada como uma variagédo idiossincratica. As outras alteragbes como a
presenca de proteina e células epiteliais descamadas na luz tubular, tumefagio
celular e infittrado inflamatério intersticial também foram descritos por DANTAS

(1996) em cédes, com o uso de gentamicina em dose toxica.
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6- CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente experimento, pode-se
concluir que:
1. O uso de gentamicina na dose de 10 mg/kg uma vez ao dia por 14 dias, causa

lesao tubular renal em caes.

2. A razdo GGT/creatinina urinaria mostrou-se estatisticamente mais sensivel para
detecgdo de lesao tubular renal aguda do que a razdo GGTX25/densidade urinaria.
Sugere-se que sejam feitos outros experimentos com maior nimero de animais para

a confirmagao deste achado.

3. Arazao da atividade da GGT/creatinina urinaria mostrou-se um indicador precoce
de lesao tubular renal aguda causada pela gentamicina em dose terapéutica em
caes, sendo um teste rapido e facil para ser usado na pratica da clinica médica

veterinaria.

4. O aumento da razao da atividade da GGT urinaria precede o aumento de uréia e
creatinina sérica e dos sinais clinicos em caes com lesao renal causada por

gentamicina.

5. A urinalise serve como um meio diagnéstico auxiliar para a determinagao de leséo

tubular aguda causada pela gentamicina em caes.
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