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RESUMO

A espécie equina alcancou importancia dentro e fora da agricultura. Além de seu uso
para o trabalho, os equinos conquistaram o reconhecimento como eximios atletas e
valiosos reprodutores. A utilizagdo de antimicrobianos na medicina veterinaria é
corriqueira, entretanto € prudente se certificar sobre a eficiéncia dos medicamentos na
eliminacédo da infeccdo aliada a reducdo de efeitos adversos. Objetivou-se avaliar o
desempenho de biomarcadores séricos e urinarios para determinagéo precoce de uma
possivel injuria renal causada pela utilizacdo de gentamicina em equinos. Foram
realizadas coletas de sangue e urina para avaliacdo hematoldgica, bioquimica e
urinaria em 4 tempos experimentais durante o tratamento de um equino que recebeu
7 doses de 6,6 mg/kg de gentamicina por via endovenosa a cada 24 horas para
avaliacdo da funcao renal. Os resultados obtidos corroboraram com a literatura
pesquisada e ndo resultaram em alteracfes nos niveis séricos de ureia, creatinina,
GGT, AST, proteinas, glicose, e nas razbes GGT urinaria/creatinina (GGTu/Cru) e
proteina/creatinina urinarias (UPC). A urindlise também nao sofreu modificacdes. A
utilizacdo associada de biomarcadores sanguineos e urinarios para confirmar ou negar
a ocorréncia de nefrotoxicidade durante o uso da gentamicina neste animalem estudo
permitiu uma interpretacdo correta acerca do estado renal do paciente,
proporcionando maior seguranca aos clinicos médicos veterinarios que

acompanharam o estudo.

Palavras-chave: Antimicrobiano, bioquimica, urinalise, nefrotoxicidade.
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1 INTRODUCAO

A equinocultura tem se mostrado como uma area promissora no que se diz
respeito a movimentagcdo econdmica em atividades de esporte contando com um
elevado niumero de animais, sendo estes bastante utilizados ndo s6 na agricultura,
como também na producéo de animais de alto valor genético. Desta forma, o cuidado
com os animais de esporte se da desde sua alimentacdo a tratamento de doencas
sejam elas de carater clinico ou cirtrgico, necessitando muitas vezes de exames
complementares para melhor elucidacdo do caso. Para tanto, o médico veterinario
destaca-se no tratamento, prevencao de doencas, como também pela manutencao do
potencial produtivo e reprodutivo dos equinos. Dessa forma, atribuiu-se aoveterinario
a responsabilidade da escolha de medicamentos que sejam satisfatorios para o
tratamento de doencas e que ndo provoquem no paciente efeitos deletérios.

Entretanto, na pratica clinica da medicina veterinaria, ha uma variedade de
antimicrobianos utilizados, e cada vez mais pesquisas sao realizadas com o intuito de
buscar novos medicamentos que tenham acdo contra um maior espectro de
microrganismos e que fornecam maior seguranca no uso (RIBEIRO, 2018). A escolha
do antimicrobiano esta relacionada a susceptibilidade dos diferentes microrganismos,
sendo suas diferencas relacionadas as propriedades gerais das bactérias as quais sao
essenciais para o tipo de escolha. Além disso, a escolha da droga deve se basear em
suas propriedades farmacocinéticas e seus potenciais toxicos e interacdes com outros
medicamentos (BROWN, 1988). A utilizagc&o de drogas antimicrobianas nefrotdxicas é
relatada ha anos, e varios estudos tem sido realizados como forma de buscar novos
protocolos para a utilizacdo desses medicamentos afim de evitar tais danos ao sistema
renal. Segundo Mingeot-Leclercq e Tulkens (1999), a gentamicina € uma droga
comumente utilizada no tratamento de infec¢des causadas por bacilos gram-negativos
e gram-positivos, e sua acdo nefrotdxica pode ocorrer em 15% a 30% dos pacientes
tratados (MATHEW, 1992). Novas abordagens terapéuticas sobre a utilizagdo da
gentamicina na clinica médica sdo consideradas importantes, uma vez que podem
amplificar a seguranca no uso desse farmaco (ALI, 2003). Diante deste fato, tem-sea
utiizagdo de biomarcadores séricos e urinarios para a determinacdo da
nefrotoxicidade pelo uso da gentamicina em um equino afim de proporcionar aos

meédicos veterinarios maior seguranca na utilizacdo deste antimicrobiano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agronegocio do Cavalo

Dados da ANUALPEC (2017) classificam o Brasil como maior rebanho de
equinos da América Latina, chegando a 5,8 milhdes de animais, e segundo o Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (2016) mobilizam cerca de R$16 bilhdes de
reais ao ano. Sao animais de alto valor genético, principalmente voltados para
esportes, como o hipismo, por exemplo, em competicbes mundiais transmitidas nos
jogos Pan-Americanos e Olimpiadas (SANTOS et al., 2018). Estatisticas do Censo
agropecuario de 2006 demonstram que 72% dos equinos do Brasil sdo utilizados para
trabalho, principalmente associados a atividades de pecuaria bovina (MAPA, 2016).
Segundo Vieira (2011), Minas Gerais se classifica como o Estado onde se concentram
0S principais criatérios de equinos no pais, onde 49,49% dos estabelecimentos
produzem animais para a lida no campo, 16,57% para lazer e esporte, 6,81% apenas
para fins comerciais, 27,13% com duplo objetivo de criacdo. Segundo dados do IBGE
(2014), a equideocultura tem se mostrado cada mais representativa e em crescimento
no Brasil, onde investimentos e pesquisas em equinos tem direcionamento para a
industria equina, e areas relacionadas com a fisiologia esportiva, a comercializacao de

animais vivos dentro e para fora do pais com fins produtivos (ALMEIDA,; SILVA, 2010).

2.2 Fisiologia renal e suas particularidades na espécie equina

Os rins séo 6rgédos que exercem diferentes funcdes no organismo que auxiliam
na manutenc¢éo da integridade do fluido extracelular, além de sua funcao primaria que
€ a formacdo de urina (MAGNUS, 2011). Sdo responsaveis pela regulacdo do
equilibrio hidrico e eletrolitico, onde conservam agua, cations, glicose e aminoacidos
necessarios para manter as demandas corporais, exercem a regulagéo do equilibrio
acido-basico, eliminam compostos nitrogenados derivados do metabolismo de
proteinas, controlam o pH fisiol6gico dos fluidos corporais pela eliminacdo do excesso
de ions hidrogénio (H*), remocédo de metabdlitos e substancias toxicas (TORIBIO,
2007; MAGNUS, 2011; TEIXEIRA, 2013). Os rins também exercem funcdo endocrina,
envolvendo-se na hematopoiese pela producédo de eritropoietina que age na
maturagcdo dos eritrécitos, e por interagir na regulagdo da secrecdo de aldosterona
pelas adrenais por meio da produgéo de renina, secretando também, metabolitos

ativos de vitamina D (MAGNUS, 2011). A eficiéncia da atividade renal esta
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diretamente ligada ao padrao do fluxo sanguineo, aos rins, taxa de filtracédo

glomerular, excrecdo e reabsor¢cado nos tubulos renais (TEIXEIRA,2013).

2.2.1 Producgéao da urina

Os rins sdo compostos por duas regides, medular e cortical. Essas, estdo
divididas pela juncéo corticomedular, que na espécie equina forma apenas um lobo,
assim como nos carnivoros e pequenos ruminantes (MAGNUS, 2011). O néfron € a
unidade funcional dos rins, sendo dividido em glomérulo, capsula urinaria e tubulos
renais. Os néfrons sdo capazes de filtrar até 20% do sangue que chega aos
glomérulos e tabulos renais, se unem a ductos coletores que partem do cortex, regiao
renal mais externa, e percorrem o rim até a regido medular. O glomérulo € composto
por uma rede de capilares sanguineos que ficam entre as arteriolas corticais aferentes
e eferentes, tendo a funcao de reter elementos celulares e proteinas, de médio e alto
peso molecular, e produzir o ultrafiltrado, que a principio se assemelha ao plasma na
composicao eletrolitica e aquosa que segue para a capsula urinaria. A taxa de filtracédo
glomerular dos equinos é de aproximadamente 1,5 a 2,0 ml/min/kg, chegando a
produzir aproximadamente 10 L de urina por dia. Os tubulos renais sdo subdivididos
em tabulo contorcido proximal (TCP), alca de Henle, tubulo contorcido distal (TCD) e
tubulo coletor (SAVAGE, 2008; BRAGATO, 2013). Cada segmento dos tubulos renais
€ composto por células epiteliais especificas que captam elementos plasmaticos e 0os
secretam no liquido tubular. Pelos tubulos renais passa o ultrafiltrado vindo da capsula
urinaria, que sera significativamente alterado durante o trajeto, onde substancias
serao filtradas e reabsorvidas. O liquido tubular percorre o rim por meio dos ductos
coletores corticais até a medula, onde sofre alteracdes finais nos ductos coletores
medulares para formagéao da urina (LUNN, 2011). No tubulo contorcido proximal ocorre
cerca de 60% de reabsorcéo de substancias do ultrafiltrado, que incluem peptideos e
proteinas de baixo peso molecular, também sendo responsavel pela remocao de uma
ampla variedade de ions orgéanicos do sangue, secretados no liquido tubular, incluindo
residuos metabdlicos enddgenos, tais como, drogas ou toxinas exégenas que nao
foramfiltradas pelo glomérulo. Os compostos organicos enddégenos que sao secretados
no liquido tubular no TCP incluem sais biliares, oxalato, urato, creatinina,
prostaglandinas e adrenalina, além de reabsorver alguns antibiéticos do sangue por

reabsorcéao tubular passiva, como penicilina G, trimetoprim e a
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gentamicina, entre outros (SOUZA; ELIAS, 2006; VERIANDER, 1999; JOHN;
HERZENBERG, 2009; PIRES, 2010). Apés o tabulo contorcido proximal, encontra-se
a alca de Henle, onde ocorre principalmente a reabsorcdo de grande quantidade da
agua de forma passiva, permitindo a concentracdo da urina. Os segmentos do tubulo
distal incluem o ramo ascendente espesso da alga de Henle e o tabulo contorcido
distal, que sdo impermeaveis a agua e onde ocorre a reabsor¢ao ativa de soluto, que
€ importante para a regulacdo da volemia pelo rim, evitando a hipotonicidade
plasmatica (GOBE; JOHNSON, 2007; LUNN, 2011). Os tabulos coletores iniciam na
regido de transicdo do TCD para o tubulo coletor inicial que desembocam no ducto
coletor indo pelo cértex e medula até a pelve renal, sendo o TCD e o ducto coletor
importantes para manter a homeostase independente da dieta e perdas renais extras
de sais e 4gua, pois controlam a taxa final de excrecédo de eletrdlitos e agua (SOUZA,
ELIAS, 2006; GOBE; JOHNSON, 2007). O hormdnio antidiurético (ADH) tem
influéncia no ducto coletor, determinando a concentracéo da urina que sera excretada,
sendo impermeavel a 4gua na auséncia do ADH em condicfes de sobrecarga hidrica
e liberando urina diluida, e em condi¢des de desidratacdo ou hipovolemia, a hipéfise
libera ADH que tornaré o ducto coletor permeéavel a 4gua, liberando um liquido tubular
concentrado (MERCADANTE; ARCURI, 2004).

2.3 Avaliagéo da Fungao Renal

Testes bioquimicos sao rotineiramente utilizados como exames diferenciais no
diagndstico de doencas renais ou insuficiéncia renal e hepatica, auxiliando na
elaboracao de prognosticos quando avaliados em associacdo com a clinica do animal
(FILLIPO et al., 2012). Disfungbes renais e hepaticas geralmente se desenvolvem
simultaneamente, quer seja por distarbio hepatico priméario seguido de disfungéo renal
secundéria, ou o inverso. A disfuncdo renal ocorre gradualmente, exceto quando ha
infeccbes ou absorcdo intencional ou acidental de drogas que afetem diretamente
esses 0rgaos, causando insuficiéncia aguda em rins e figado (BETROSIAN, 2007). A
interpretacdo dos compostos quimicos do sangue pode ser utilizada para tracar um
perfil bioquimico, que na medicina veterinaria clinica pode ser usado como auxilio na
interpretagcdo do funcionamento renal, assim como também no funcionamento
hepatico, pancreatico, 0sseo e muscular, sendo de maior importancia a analise de

metabdlitos sanguineos dos quais sdo conhecidos a fisiologia e metabolismo,
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viabilizando a interpretacdo dos dados (GONZALEZ; SILVA, 2017). O estudo de
biomarcadores ou variaveis bioldégicas como indicadores de processos normais,
patolégicos ou como resposta a um tratamento foi citado por Souza (2017) como
meétodo capaz de auxiliar no diagnostico de insuficiéncia renal, por ser um método nao
invasivo, tendo como outras vantagens, a precisdo e a praticidade para realizagdo. De
acordo com Coles (1984), por muito tempo, a mensuragao sérica de ureia e creatinina
foram utilizadas como métodos de eleicdo para o diagndstico de doencas renais,
porém, muitos estudos relatam que a quantificacdo apenas destes metabdlicos no
sangue e urina ndo sado capazes de identificar danos renais em estégios inicias, sendo
necessaria a ampliacdo do estudo dos compostos quimicos,metabdlitos sanguineos e
urinarios, como a determinacdo da proteina sérica e urinaria, avaliacao fisica, quimica
e de sedimento da urina e, também, atividade das enzimas urindrias, e outros
biomarcadores de disfuncao tubular como a gama glutamiltransferase (GGT) que é
encontrada em altas concentracfes na borda em escova do tubulo proximal no epitélio
renal e tubulos biliares. (SOUZA, 2017; RUDOLPH; CORVALAN, 1992; THRALL et
al., 2015; BATISTA, 2016).

2.3.1 Ureia

A ureia € um metabdlito nitrogenado de origem hepatica produzida pelo
mecanismo de excre¢ao da amonia a partir do catabolismo proteico (DORETTO, 2007,
SOUZA, 2017). E um metabdlito no qual sua excregéo renal ocorre pela filtrago
glomerular onde cerca de 25% a 40% sao reabsorvidos ao passar pelos tabulos renais,
sendo sua concentragao inversamente proporcional a taxa de filtragdo glomerular. Seu
acumulo no intersticio tubular influencia na pressdo osmaética, sendo importante para
a regulacao renal do equilibrio hidrico (SOUZA, 2017; TEIXEIRA, 2013; DORETTO,
2007). Os niveis séricos de ureia sofrem influéncia da alimentacdo, quando esta for
rica em proteinas, hemorragias intestinais, quadros febris e de inanicéo, hipovolemia
e administracdo de medicamentos que elevem a producdo de ureia, como
glicocorticoides, por exemplo (SOUZA, 2017; DORETTO, 2007). Segundo Savage
(2008), para que haja elevacdo nos niveis de ureia a taxa de filtracdo glomerular
devera diminuir cerca de 70% a 75%, portanto, os niveis de ureia ndo sao medidas
sensiveis da funcdo renal, apresentando-se alterados em casos graves de

insuficiéncia renal, descartando as excecdes ja citadas.
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2.3.2 Creatinina

A creatinina € um metabdlito com funcdo de armazenar energia no musculo,
derivado da degradacédo da creatina e da fosfocreatina presentes no tecido muscular
(TEIXEIRA, 2013). A eliminacédo da creatinina ocorre constantemente durante o dia
por meio da filtracdo glomerular, e sua reabsorcao tubular ocorre em quantidades
insignificantes e, assim como a ureia, 0 aumento das concentragfes séricas esta
ligado diretamente a diminuicao de 70% a 75% da taxa de filtracdo glomerular, quando
nao influenciado pela espécie, idade, estado nutricional e massa muscular (SOUZA,
2017; TEIXEIRA, 2013; DORETTO, 2007).

2.3.3 Gama glutamiltransferase (GGT)

A GGT é uma enzima incluida no grupo aminoécido transferase, ela transporta
e mantem as reservas de aminoacidos nas células. Na medicina clinica é referida
como uma enzima que detecta colestase por estar presente nas membranas e no
citosol das células, principalmente do epitélio dos ductos biliares e tabulos renais, esta
presente em altas concentracdes em tecidos renais, pancreatico e hepatobiliar de
equinos (VROOM; ISRAILI, 1990; ROSSIER et al., 1995). E uma enzima de grande
peso molecular que ndo é filtrada no glomérulo sendo eliminada na urina através das
células tubulares proximais. Segundo Souza (2017) nos estudos realizados em cées
gue utilizaram gentamicina, a elevacdo da gama glutamiltransferase urinaria (GGTu)
pode ocorrer antes de alteracdes perceptiveis na urindlise. Varios autores descrevem
enzimuria e valores da razdo entre GGTu e creatinina urinéria (Cru) elevados em
pacientes tratados com gentamicina com ou sem alteracbes séricas de GGT que
podem ser detectados em até 6 dias antes do quadro de azotemia (ROSSIER et al.,
1995), e para Savage (2008) a utilizacdo da razdao GGTu/Cru tem valor prognaostico.
Rudolph e Corvalan (1992) reforcam a importancia da GGT urinaria em seus trabalhos
ao afirmarem que concentracdes da GGTu elevam-se mais rapidamente que proteina

e glicose urinarias, antes até que os quadros de azotemia das lesdes renais.

2.3.4 Proteinas
A permeabilidade seletiva glomerular impede a passagem de proteinas
plasmaticas, devido seu peso molecular e carga elétrica. Proteinas muito pesadas e

com carga negativa sédo impedidas de serem filtradas, dessa forma, a proteinuria € um
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indicativo de que ha falha na filtracdo glomerular. Afeccbes como as glomerulonefrites
acabam permitindo a passagem de proteinas para o filtrado e sua concentragdo na
urina torna-se elevada (TEIXEIRA, 2013). Em cavalos, a presenca de proteinas na
urina de animais com lesdo renal ndo é incomum, portanto é considerada um dado
importante para a investigacao de injurias renais quando néo for associado ao excesso
de proteinas na dieta (SAVAGE, 2008), que segundo Rudolph e Corvalan (1992)
também poderia ser a causa da proteindria. A raz&o proteina e creatinina urinarias foi
citada por alguns autores como um metodo quantitativo de proteindria, sendo utilizada
como forma de classificacdo de doencas renais cronicas em proteindrica, proteindrica

limitrofe ndo proteindrica, pela International Renal Interest Society (TEIXEIRA, 2013).

2.3.5 Urindlise

A urindlise é considerada, dentre outras, uma das principais ferramentas
utilizadas para o diagndéstico de alteracdes renais em diversas espécies animais e
espécie humana (SOUZA, 2017). Além da quantificacdo enzimatica e protéica da urina
gue sao itens avaliados no exame quimico, a urinalise também inclui as analises fisica,
guimica e sedimentoscopia. A coleta da urina pode ser por miccdo espontanea,
cateterismo vesical ou cistocentese, sendo que a forma que a urina foi coletada podera
interferir na interpretacéo dos resultados da analise, onde sao esperadas presenca de
hematuria e celularidade nas coletas por cistocentese e cateterismo vesical,
respectivamente (MAGNUS, 2011). No exame fisico da urina sado avaliados critérios
como coloracdo, sendo considerado padrdo em equinos a variacao entre amarelo
claro e amarelo escuro a depender da hidratagéo do animal; turbidez, influenciada pela
concentragdo e composicdo da urina, tendo no equino um caréater turvo devido a
presenca de muco e cristais de carbonato de calcio, o mais frequentemente
encontrado, ou fosfato de célcio e oxalato de calcio (SAVAGE, 2008). A densidade
urinaria ou a gravidade especifica da urina fazem parte do exame fisico da urina, e
indicam a habilidade renal de concentrar a urina. E avaliada pelo uso do refratbmetro
ou tiras reagentes especificas para urina, onde a alteracdo da habilidade em
concentrar a urina, € o primeiro sinal de doenca tubular renal (MAGNUS, 2011,
SAVAGE, 2008). A urina de equinos € normalmente mais concentrada que o plasma.

Segundo Savage (2008) uma grande variagdo na densidade é esperada, podendo
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variar de hipostenurica em cavalos com danos renais ou naqueles alimentados com
dieta contendo alto teor de 4gua na racao ou volumoso, isostenurica onde plasma e
urina apresentam mesma osmolaridade e ocorre quando ha perda de cerca de 66%
do parénquima renal, ou urina muito concentrada, hipertenarica, comum em animais
desidratados ou alimentados com dietas ricas em proteina (MAGNUS, 2011;
SAVAGE, 2008). A urina também ¢é avaliada quanto ao pH urinario, que no equino €
alcalino, quantidade de glicose e cetonas, raramente detectadas nessa espécie,
guantidade de urobilinogénio e bilirrubinas, presenca de sangue e leucécitos, que, se
presentes, devem ser confirmados pela sedimentoscopia, € quanto a presenca de
bactérias pela reacdo positiva no teste do nitrito na tira reagente, onde o esperado é
gue seja negativo. O exame do sedimento urinario inclui uma avaliacao citologica,
investigacdo da presenca de cilindros, parasitas e outros achados que indiquem
contaminacao bacteriana ou inflamacdes (MAGNUS, 2011; SAVAGE, 2008). O exame
guimico promove um monitoramento do aspecto bioquimico da urina, a enzimologia
urinaria que inclui a determinacéao das atividades de GGT, fosfatase alcalina (FA), N-
acetil-beta- D-glicosaminidase (NAG), creatinina, e outros como algumas proteinas
especificas (SAVAGE, 2008).

2.4 Gentamicina e seu potencial nefrotéxico

A gentamicina é um antibiético do grupo dos aminoglicosideos amplamente
utilizado na medicina equina devido sua acdo acumulativa que produz efeito
bactericida contra bactérias gram-negativas, aerdbias e estafilococos, a dose
terapéutica varia de 2 — 4 mg/kg a cada 8 — 12 horas pelas vias endovenosa,
intramuscular ou subcutanea (VIANA, 2007) a 6,6 mg/kg a cada 24 horas por via
endovenosa (HAGGET; WILSON, 2008). Seu mecanismo de ag&o ocorre por meio da
ligacdo da droga com a proteina receptora especifica na subunidade 30S no
ribossomo da bactéria interferindo na sintese proteica, mediado por transporte ativo
dependente de oxigénio, causando a morte celular bacteriana (GIGUERE et al, 2006).
Os aminoglicosideos tem atividade limitada a bactérias aerébias e gram-negativas e
é eficaz no tratamento de infecgBes causadas por P. aeruginosa, Proteus spp e
Serratia spp., sendo o aminoglicosideo menos eficaz contra P. pneumoniae (HAGGET
& WILSON, 2008). Segundo Brown (1988) ja era de conhecimento que o0s

aminoglicosideos podem causar nefrose tubular proximal devido ao seu acumulo, com
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evidéncias de degeneracdo, picnose celular, cariolise e deposicdo de proteina
intraluminal. A utilizacdo dessa droga pode causar reducdo na producdo renal de
prostaglandinas vasodilatadoras, o que contribui para o potencial nefrotoxico desse
aminoglicosideo, que causa vasoconstricdo devido a acdo no musculo liso vascular
induzindo ao relaxamento e estimulando a vasoconstricdo pela reducéo do fluxo
sanguineo renal visto em 48 a 72 horas apés o inicio do tratamento (RANDJELOVI¢
et al.,, 2017; DANTAS et al., 1997). Fatores ligados ao paciente aumentam a
nefrotoxicidade pelo uso da gentamicina, como a desidratacdo, febre, utilizacédo
associada com outros farmacos nefrotoxicos e quando h4 uma doenca renal pré-
existente. A eliminacao dos aminoglicosideos ocorre quase que por completo por meio
da filtracdo glomerular. Quase 90% séo eliminados e estdo presentes em sua forma
ativa na urina cerca de 6 horas ap0s a aplicacdo, e € por esse meio que a gentamicina
se acumula nos tubulos renais proximais chegando a concentracdes 30 vezes maior
gue no plasma. Para muitos autores, esta é a forma direta de citotoxicidade da droga
(BROWN, 1988; HAGGET & WILSON, 2008; VAN DER HAST, 2005). Esse acumulo
da gentamicina nos tabulos renais proximais, possibilitam seu transporte via pinocitose
até a membrana celular, diminuindo a carga negativa e alterando o funcionamento das
fosfolipases (BROWM, 1988). Quando um nivel de gentamicina € alcancado leva a
desestabilizacdo das membranas plasméticas que se rompem e liberam seu
conteudo, incluindo a droga, no citoplasma, que para alguns autores é o ponto chave
da citotoxicidade, no qual a gentamicina age diretamente nas mitocéndrias levando a
apoptose celular decorrente da liberagcédo de proteases lisossémicas e endonucleares,
além de tornar as células sensiveis a agentes pro oxidantes reduzindo sua capacidade
antioxidante (BROWM, 1988; CHOI et al, 2000; RANDJELOVI¢ et al., 2017). As
células danificadas sao liberadas para o limen dos tlbulos proximais e podem levar
a obstrucao parcial ou completa, tendo como resultado um déficit da funcéo excretora
devido a obstrucdo formada, elevando a presséo hidrostatica nos tibulos proximais e
capsula urinaria, tendo como consequéncia direta a reducao da filtracdo glomerular
gue, mesmo que inicialmente, pode causar aumentos séricos de uréia e creatinina
guando nao héa obstrucéao acentuada no néfron (BROWM, 1988, DANTAS et al., 1997).
Na auséncia de obstrucdo tubular, os danos celulares que a gentamicina causa,
podem levar a falha na funcéo tubular que acarretard perdas excessivas de fluidos e

eletrélitos, ativando
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o feedback tubuloglomerular, reduzindo o fluxo sanguineo e filtracdo renal
(RANDJELOQVIE¢ et al., 2017). Esse aumento nos niveis de creatinina plasmética
guando associado ao uso de gentamicina por periodo prolongado provoca
comprometimento da funcao renal relacionado principalmente ao tempo de uso, e em
menor grau a dose administrada (VAN DER HAST, 2005). O farmaco que permanece
acumulado nos tubulos renais proximais pode voltar a corrente sanguinea, causando
uma concentracdo baixa prolongada do aminoglicosideos no soro, ndo sendo
importante para a eficacia do tratamento, mas potencializando seu efeito nefrotoxico
em Varios animais ap6s administracdo prolongada da droga (BROWN, 1988; VAN
DER HAST, 2005).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:
O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo nefrotdéxica da gentamicina utilizada
no tratamento de uma infec¢éo bacteriana em um equino, baseado em biomarcadores

hematobioquimicos e urindrios.

3.2 Objetivos Especificos:
e Caracterizacao de uma possivel correlacdo entre os parametros avaliativos
preconizados;
e Determinacao da nefrotoxicidade da gentamicina por meio de provas
laboratoriais de morfofuncionalidade renal,
e Acompanhamento do retorno da fungéo renal normal apds o tratamento com

gentamicina.

4 MATERIAL E METODOS

Para este estudo inicial, foi utilizado um equino do setor de grandes animais do
Hospital Veterinario Jerébnimo Dix-Huit Rosado Maia, na Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA) que apresentava uma lesdo cutanea na regiéo da cernelha
inflamatoria, proliferativa de carater purulento ha aproximadamente 6 meses. O animal
foi submetido ao tratamento com gentamicina na dose de 6,6 mg/kg por via
endovenosa, diluida em 500 ml de solucéo de cloreto de sodio 0,9%, a cada 24 horas,

durante 7 dias. As coletas de sangue e urina foram feitas em 4 tempos experimentais
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(TO, T1, T2 e T3), sendo TO antes do inicio do tratamento, T1 no 4° dia de tratamento,
T2 no 1° dia apos o final do tratamento e T3 no 7° dia apos o final do tratamento. O
material coletado foi analisado no Laboratorio Didatico de Patologia Clinica. Este
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal Rural do Semi-Arido com o parecer 14/2019.
4.1 Exame fisico

O animal foi avaliado diariamente durante a administracdo da gentamicina,
antes de cada coleta, em cada um dos tempos experimentais. Foram mensurados 0s
valores de frequéncia cardiaca (Fc) e frequéncia respiratéria (Fr) com auxilio de
estetoscopio, grau de desidratacdo por meio da avaliacdo da exsicose, tempo de
preenchimento capilar (TPC) por pressdo na mucosa oral (gengiva) e temperatura retal

(TR) utilizando termbémetro clinico digital.

4.2 Coleta de sangue e urina

O animal foi submetido a venopuncédo jugular para obtencdo de 10 ml de
sangue, posteriormente subdivididos em dois frascos, sendo: 5 ml no frasco contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) para exame hematolégico e obtencdo de
plasma e, 5 ml em frasco sem anticoagulante para obtencao de soro. Foram coletados
10 ml de urina por meio de sonda uretral sendo este volume acondicionado em frascos
estéreis apropriados. Cada frasco foi identificado e encaminhado ao laboratério para
analise. As coletas foram realizadas em torno do mesmo horério, iniciando com a
coleta de sangue seguido da coleta de urina, em ambiente calmo, utilizando brete para

contengdo de equinos.

4.3 Andlise laboratorial

As amostras de sangue obtidas em tubos com anticoagulante, foram
homogeneizadas em equipamento apropriado antes da realizacdo das analises
hematolodgicas. As amostras obtidas em tubos sem anticoagulantes foram submetidas
a centrifugagédo durante 5 minutos a 3000rpm. Ao término da centrifugacéo, o soro
obtido foi removido com auxilio de uma pipeta, aliquotado em microtubos para
posterior analise bioquimica. Em soro foram mensurados os parametros bioquimicos:
ureia, creatinina, AST, GGT, proteinas totais e albumina. No sangue total, além das
analises hematoldgicas que incluiram eritrograma e leucograma, foi determinado o
teor de fibrinogénio plasmatico. As contagens foram realizadas de forma manual,

incluindo contagem global de hemacias, leucdcitos e plaquetas, determinacéao do
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hematocrito e concentracdo de hemoglobina por espectrofotometria. A glicose sérica
foi mensurada por meio de aparelho glicosimetro portatil. Com os valores obtidos para
hemacias, hematocrito e hemoglobina, foram calculados os indices hematimétricos
volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM). As contagens diferenciais de leucocitos foram realizadas em esfregacos
sanguineos corados com panético rapido, enumerando-se 100 células e

estabelecendo-se as féormulas leucocitarias relativa e absoluta.

As analises bioquimicas foram realizadas em aparelho semiautomatizado
utilizando kits comerciais especificos para determinacdo dos valores de ureia *!
creatinina 2, AST3, GGT3, proteinas totais 2 e albumina3. As andlises urinarias
verificaram os aspectos fisico (cor, aspecto, turbidez), quimico, por meio de tiras
reagentes® e sedimentoscopia. A bioquimica urindria determinou a relagéo
proteina/creatinina (UPC) e atividade enzimatica de GGT (diluicdo de 1:25) atraves de
kits comerciais especificos. Para apresentacdo dos valores finais de GGT urinaria
foram procedidos calculos para corre¢cdo em funcédo da densidade urinaria segundo
De Schepper et al. (1989):

X=Yx25
Z
Onde: X= Concentragdo da GGT urinaria calculada; Y= concentracdo da GGT urinéria

da amostra; Z= dois ultimos digitos da densidade urinaria da amostra.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagéo clinica

No presente estudo, o protocolo realizado administrando em um equino 6,6
mg/kg de gentamicina por via endovenosa durante 7 dias ndo apresentou alteracdes
significativas na avaliacdo clinica por meio da realizacdo do exame fisico nos tempos
experimentais preconizados, aproximando-se dos valores de referéncia encontrados
na literatura para frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, tempo de
preenchimento capilar, coloracdo de mucosas oculopalpebrais, grau de desidratacéo

e temperatura retal (tabela 1), segundo Feitosa (2014). Em todos os tempos
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experimentais o animal apresentou coloracdo de mucosas oculopalpebrais dentro dos

padrbes encontrados na literatura, com coloragdo rosea clara, brilhantes e imidas.

TABELA 1 — Parametros avaliados no exame fisico, seus valores em cada tempo

experimental e valores de referéncia de acordo com Feitosa (2014).

Parametros T0 T1 T2 T3  Referéncia
Frequéncia cardiaca 48 44 42 48 28-40

(bpm)

Frequéncia 14 19 15 13 8-16
respiratéria (mrm)

TPC (segundos) 2 2 2 2 1 — 2 animal sadio
Desidratacéo (%) <5% <5% <5% <5% Até 5%
Temperaturaretal (°C) 37,8 38,4 38,0 37,8 37,5-385

TO — tempos experimental antes do inicio do tratamento; T1 — tempo experimental no
4° dia de tratamento; T2 — Tempo experimental ao final do tratamento; T3 — tempo
experimental no 7° dia apods o final do tratamento; TPC — tempo de preenchimento
capilar; bpm — batimentos por minuto; mrm — movimentos respiratérios por minuto; <

5% - menor que 5%

5.2 Andlises laboratoriais

O perfil hematoldgico foi utilizado para avaliagdo de anemias, desidratacédo e
qguadros infecciosos, que serviram como auxilio para avaliar a funcdo dos diferentes
sistemas (GONZALEZ & SILVA, 2017). O animal utilizado no experimento
apresentava um histérico de uma lesédo cutanea inflamatéria na regido da cernelha,
proliferativa, de carater purulento ha aproximadamente 6 meses. Durante todos os
tempos experimentais, o animal apresentou quantidade de hemacias abaixo dos
valores de referéncia, segundo Jain (1986), inferiores a 6,8 milhdes de heméacias por
mm3, com aumento de leucécitos totais, caracterizando um quadro de anemia
regenerativa compativel com o quadro infeccioso crbénico e estado nutricional do
animal. Antes do inicio do tratamento o animal apresentou aumento dos leucocitos
totais, devido a infec¢do crbnica existente, e durante o tratamento com gentamicina,
houve diminuicao da leucocitose, como era esperado devido a agdo antimicrobiana do

aminoglicosideo, e a contagem de leucdcitos se manteve dentro dos valores de
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referéncia, saindo de 22.500 leucdcitos por mms? antes do inicio do tratamento para

12.500 leucdcitos por mm3 apoés o término do tratamento, estando dentro dos valores
de referéncia determinados para a espécie. O hematdcrito se manteve dentro dos
valores considerados normais para a espécie durante o experimento, assim como 0s
niveis de hemoglobina durante os tempos experimentais 0 e 1, apresentando reducao
discreta em T2 e T3, esperado devido a diminuic&o eritrocitaria e anemia. Segundo
Jain (1993), dentre as varias causas para explicar um quadro anémico em equinos, a
deficiéncia de nutrientes na dieta pode indispor nutrientes essenciais para a producao
de eritrocitos, o que corrobora com o histérico do animal, além disso, a anemia de
doencas inflamatdrias croénicas é mais comum e clinicamente insignificante (SANTOS,
2013) por, normalmente, ndo apresentar sinais clinicos. Os valores de fibrinogénio
mantiveram-se alterados em todos os tempos experimentais, sendo tal fato justificado
pelo fibrinogénio ser considerado uma proteina de fase aguda (SOUZA, 2017). A
albumina € uma proteina de fase aguda negativa, constitui até 60% das proteinas
totais em animais saudaveis, sua diminuicdo pode estar relacionada aos seus fatores
de sintese, desnutricdo ou em perdas protéicas (SOUTO, 2019). Os valores de
albumina mantiveram-se abaixo do valor minimo de referéncia para a espécie, e
segundo Kaneko et al. (1997) e Souto (2019) os niveis de albumina podem diminuir

em animais que estejam sob condic@es inflamatdrias em estado crénico.

TABELA 2 — Perfil hematoldgico protéico nos tempos experimentais.

Parametro TO T1 T2 T3 Referéncia
Hemacias (x10%/uL) 5,56 6,32 496 461 6,8 — 14,43
Hematocrito (%) 31 24 33 33 32-53
Hemoglobina (g/dL) 14,3 13,7 102 104 11,0 - 19,0
VCM (fL) 55 37 66 71 37 —-58
CHCM (%) 46,1 57,0 30,9 31,5 31,0 -38,6
Leucécitos totais (uL) 22500 12.850 9.150 12.500 5.400-14.310
Basodfilos (uL) 225 0 0 0 0-320
Eosindfilos (uL) 225 128 91 0 0 — 1000
Bastonetes (uL) 450 0 0 375 0-100

Segmentados (uL) 11.025 10.151 6.405 6.875 2.300 - 8.510
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Linfocitos (uL) 9.675 2.313 3.294 4.375 1.500 - 7.710
Mondcitos (uL) 900 257 274 375 0-100
Proteinas plasmaticas 8,8 8,8 8,8 8,6 6,0-8,0
(g/dL)

Albumina (g/dL) 1,58 1,88 1,81 1,88 2,6 -3,7
Fibrinogénio (mg/dL) 600 600 600 800 100 — 400

TO — tempos experimental antes do inicio do tratamento; T1 — tempo experimental no
4° dia de tratamento; T2 — Tempo experimental ao final do tratamento; T3 — tempo
experimental no 7° dia apds o final do tratamento; uL — microlitros; mg — miligramas;

dL — decilitros; g — gramas; Referéncia — Jain (1986)

O perfil bioquimico sérico ndo demonstrou altera¢cdes para creatinina, ureia,
AST, GGT e glicose, mantiveram-se dentro dos valores considerados normais para a
espécie (KANEKO et al., 2008; EADS; BOUNOUS, 1997), corroborando com achados
de Guimarées (2000) que utilizou gentamicina na dose terapéutica em outra espécie.
Os valores de creatinina sérica nos tempos experimentais 1 e 3 apresentaram-se
abaixo da referéncia para a espécie, assim como todos os valores da creatinina
urinaria, esses valores podem ser influenciados devido ao animal utilizado no estudo
estar abaixo no peso, segundo Hanneke et al. (1983), o escore corporal deste animal
se encontra entre 2 e 3, ou seja, entre muito magro e magro, como a creatinina ¢ um
metabdlito derivado da creatina muscular, sendo sua producdo diretamente

proporcional a massa muscular no animal (BASTOS, 2011).

TABELA 3 — Perfil bioquimico sérico nos tempos experimentais.

Referéncias
Referéncia
(EADS &
Parametro T0 TL T2 T3 (KANEKO
BOUNOUS,
et al., 2008)
1997)
Creatinina (mg/dL) 14 08 12 0,6 1,2-19 -
Ureia (mg/dL) 23 26 26 26 21-51 -
AST (U/L) 330 350 361 340 - 160 — 412

GGT (U/L) 28,1 32,1 22,1 241 - 6,0 -32,0
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Glicose (mg/dL) 76 86 78 82 75 -115 -

TO — tempos experimental antes do inicio do tratamento; T1 — tempo experimental no
4° dia de tratamento; T2 — Tempo experimental ao final do tratamento; T3 — tempo
experimental no 7° dia apos o final do tratamento; mg — miligramas; dL — decilitros; Ul
— Unidade internacional; L — litros; g — gramas

Valores de ureia e creatinina sérica alterados sédo esperados em animais com
perda de 70% a 75% do parénquima renal e reducéo da taxa de filtracdo glomerular,
0 que nao foi observado neste estudo. Os valores de proteinas plasmaticas totais
apresentaram-se acima do normal para a espécie segundo a literatura pesquisada,
entretanto, varias proteinas estdo inclusas nos valores de proteinas totais séricos
mensurados, como a albumina, as globulinas e o fibrinogénio, sendo que este ultimo
se manteve elevado durante todo o experimento (GONZALEZ & SCHEFFER, 2003).

As andlises fisicas observadas para cor, aspecto e turbidez da urina néo
apresentaram alteracdes segundo padrdo descrito para a espécie de acordo com
Savage (2008).

As analises quimicas de pH e densidade tem seus valores obtidos descritos na
tabela 4 e segundo a literatura consultada, houve alteragbes quanto a valores de
referéncia descrito por Savage (2008), entretanto a densidade urinaria sofre grandes
variacfes, assim como o pH urinario, o que néo indica, necessariamente, danos renais
guando tais variacdes ndo sdo associadas com as demais variaveis alteradas, sendo
resultado de interferéncias de fatores externos, como uma dieta rica em gréos que
pode tornar o pH urinario mais acido (SAVAGE, 2008).

Tabela 4 — Variaveis analisadas no exame fisico da urina, resultados obtidos e

referéncia segundo Savage (2008).

Parametro TO T1 T2 T3 Referéncia
c Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo claro
or
palha palha palha palha a escuro

Levemente Levemente
Aspecto Transparente Turvo Turvo
turvo turvo
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Sui Sui
Odor Inodoro Inodoro Inodoro . .
generis Generis
Densidade 1005 1005 1010 1020 1030 - 1040
pH 6,5 7,5 8,5 6,0 75-8,5

TO — tempos experimental antes do inicio do tratamento; T1 — tempo experimental no
4° dia de tratamento; T2 — Tempo experimental ao final do tratamento; T3 — tempo

experimental no 7° dia apés o final do tratamento

As analises quimicas urinarias foram realizadas por meio da tira reagente e
consistiram na determinacdo de glicose, cetonas, sangue, nitrito, leucdcitos,
urobilinogénio e bilirrubinas, apresentando resultados normais para a espécie e
negativos para alteracdes detectaveis pela tira reagente.

Em todos os tempos experimentais, na avaliacdo microscopica do sedimento
urinario foram visualizados cristais de carbonato de célcio e em menor quantidade
cristais de oxalato de calcio, ndo foram observadas quantidades significativas de
heméacias, alcancando a média de 1 hemacia por campo nos tempos TO e T1, ndo
sendo visualizadas nos tempos T2 e T3, ndo foram encontrados leucécitos,
celularidade, e bactérias em nenhum sedimento urinario analisado, entretanto, as
urinas coletadas nos tempos experimentais TO, T1 e T2 apresentaram-se diluidas e
nao formaram sedimentos urinarios visiveis ap6s centrifugacao.

Foram realizadas analises bioquimicas na urina para determinacédo de GGT,
creatinina e proteina total. O aumento da excrecdo de GGT pela urina é a primeira
alteracdo observada em animais com lesdo renal tubular causada por
aminoglicosideos (BROWN et al., 1985; RUDOLPH & CORVALAN, 1992; MEYER et
al., 1995; RIVERS et al., 1996). Segundo Rossier et al. (1995), utiliza-se a relacao
GGT urinaria (GGTu) e creatinina urinaria (Cru) como um parametro para verificar se
h& algum comprometimento renal. Essa razdo GGTu/Cru € considerada como um
marcador importante para investigar se ha lesdo renal de carater agudo,
principalmente tubular (GORI et al., 2019). Para Guimarées (2000) este é um método
mais sensivel para detectar esse tipo de lesdo quando comparado ao metodo descrito

por De Schepper et al. (1989) que relaciona GGTu com a densidade urinéria. Para o
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célculo da razdo GGTu/Cru, foi utilizada a férmula proposta por Rudolph e Corvalan
(1982):
[GGTu (UI/L)] / [Cru (mg/dL) x 100]

Os valores obtidos sdo descritos na tabela 5. Segundo Savage (2008) e Geor
(2007), se os resultados da razdo GGTu/Cru forem inferiores a 25 Ul/g indica que a
borda em escova dos tubulos renais ndo foi significativamente afetada, portanto, a
funcao tubular renal continua normal, e é utilizada como uma medida importante para
deteccdo precoce de doenca renal induzida por aminoglicosideos, porém ndo deve

ser interpretada como medida Unica para confirmar uma insuficiéncia renal grave.

TABELA 5- Bioguimica urindria nos tempos experimentais.

Parametro TO T1 T2 T3 Referéncia® Referéncia? Referénciad
Creatinina 40 30 50 50 114 - 198 - -
(mg/dL)

GGT (UI/L) 40 40 10,0 6,0 1-15 - -
Relacao 10,0 13,3 20 12 - 9,1-36,5 -
GGT/Cr (Ul/g)

Proteinas 0,0 30,0 15,0 0,0 - - -
(mg/L)

Relacdo pro
/Cr (mg/L)

00 01 00 0, - - <20

TO — tempos experimental antes do inicio do tratamento; T1 — tempo experimental no
4° dia de tratamento; T2 — Tempo experimental ao final do tratamento; T3 — tempo
experimental no 7° dia apés o final do tratamento; Pt — proteina total; Cr — Creatinina;
g — gramas; L — litro; Ul — Unidade internacional; {(BROBST et al., 1986); 3(ROSSIER
et al., 1995); 3(AROSALO, 2007)

Segundo Rossier et al. (1995) em seu estudo com animais em tratamento
utilizando gentamicina, verificou-se um aumento na relagdo GGTu e Cru apos o inicio
do tratamento. O mesmo ocorreu nos tempos T1 e T2 deste estudo, porém, os valores
mantiveram-se dentro dos valores de referéncia. Autores relatam que animais que
recebem tratamento com gentamicina podem apresentar um aumento de GGT urinaria

e néo ser decorrente de alteragéo na fungcéo glomerular, uma vez que essa enzima
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pode elevar-se na urina em até 24 horas apos a administracdo da gentamicina. Esse
aumento pode ser reflexo da sensibilidade do epitélio tubular ao inicio do tratamento
com a gentamicina seguido de uma resposta diminuida ao farmaco, essa resposta
pode ocorrer também devido a diminuicdo da liberacdo de GGT em células epiteliais
suscetiveis ou por uma resisténcia aos efeitos da gentamicina no epitélio tubular
(ROSSIER et al., 1995; HENNEMANN et al., 1997).

De acordo com Gori et al. (2019), a proteindria € um mau prognéstico e um
dado de maior importancia na urinalise quando se investiga falha renal. O método mais
confiavel para quantificar a excrecdo de proteinas urinérias seria por meio da coleta
de urina em 24 horas, entretanto, segundo Freitas et al. (2014) esse método é de dificil
execucao, e como alternativa utiliza-se a raz&o proteina e creatinina urinaria que,
segundo o autor, se correlaciona com a excrecdo diaria de proteina durante o dia,
ajustando volume e concentracdo. A razao proteina e creatinina urinaria (UPC) é
descrita por Arosalo (2007) na seguinte formula:

Prou/Cru(mmol/L) x 8,84

7

Onde a razdo proteina e creatinina urinarias € multiplicada por 8,84 para
converter a creatinina de mmol para miligramas. No estudo de Arosalo (2007) para
detectar danos renais precoces em cavalos com colica medindo proteinas e enzimas
urinarias, a razdo Prou/Cru é descrita como um método importante para detectar
danos tubulares e falha na taxa de filtracdo glomerular, uma vez que nos animais
saudaveis as proteinas sao reabsorvidas nos tlbulos renais proximais, e portanto,
uma quantidade muito pequena ou até nenhuma proteina € encontrada em amostras
de urinas em animais higidos. Valores inferiores a 2,0 mg/L da razdo Prou/Cru,
indicam funcionamento tubular e filtracdo glomerular inalteradas. H& poucas
informacdes sobre a raz&o entre proteina e creatinina urinaria na literatura, mas de
acordo com valores encontrados neste trabalho, houve semelhanca com valores
obtidos no trabalho de Arosalo (2007) para esta variavel, e esses estao descritos na
tabela 5.

6 CONCLUSAO

No presente estudo, ndao foram observadas diferencas significativas nas
variaveis analisadas em sangue, soro e urina. Desta forma, pode-se afirmar que a

utilizacdo da gentamicina na dose de 6,6 mg/kg a cada 24 horas durante 7 dias nao
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proporcionou danos tubulares ou falha na filtracdo glomerular que poderiam ser
identificados por meio das andlises realizadas, ndo havendo indicios de
nefrotoxicidade deste aminoglicosideo no animal da espécie equina utilizado neste
estudo. A funcéo renal se manteve dentro dos niveis esperados para a espécie

durante todo o experimento.
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