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Resumo

Introducdo: O tacrolimus (FK 506) é wuma potente droga
imunossupressora, pode causar nefrotoxicidade aguda com diminuigdo do fluxo
sanguineo renal (FSR) e ritmo de filtragdo glomerular (RFG). Os
antiinflamatérios ndo-hormonais (AINHs) convencionais podem causar
nefrotoxicidade, interferindo na hemodindmica renal e na homeostase de
fluidos e eletrdlitos. Recentemente surgiram novas drogas do grupo coxib que
sao inibidores seletivos da COX-2, e portanto teriam menos efeitos colaterais
uso do FK 506 e o intenso uso de AINHs com finalidade analgésica e ou
antiinflamatéria aumenta a possibilidade de utilizagdo em conjunto,
potencializando o risco de nefrotoxicidade das duas drogas. Objetivo:
Comparar a fungao renal de ratos sob os efeitos do uso simultdneo do FK e de
um inibidor n&do-seletivo da COX, o diclofenaco sédico (DS) e do FK e de um
inibidor seletivo da COX-2, o rofecoxib (RO). Materiais e Método: Utilizaram-
se ratos Munich-Wistar machos em dieta hipossddica (0,06%) por 7 dias e
tratamento por gavagem por 7 dias com FK (2 mg/kg/dia), DS (10mg/kg/dia),
RO (3mg/kg/dia), FK+DS, FK+RO e veiculo (Contr). Aferidos ritmo de filtracdo
glomerular (RFG, depuragdo de inulina, ml/min/100g); o fluxo sanguineo renal
(FSR, ultrasom Doppler, ml/min); a pressao arterial média (PAM, probe
intracarotideo, mmHg); a resisténcia vascular renal (RVR, mmHg/ml/min);
hematocrito (Ht); o volume urinario (VU, pl/min); a depuragdo de solutos; a
histologia renal; o peso dos animais (g) e a concentragdo sanguinea de FK

CSFK, ng/ml). Os resultados s&o apresentados com médiasterro padrao da
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média e comparados por ANOVA seguido do teste Student-Neuman-Keuls.
Resultados: O RFG do grupo DS foi 0,98+0,03, do RO foi 1,06£0,04 e do FK
0,9910,06 similares ao controle (1,10+£0,05). Houve queda do RFG nos grupos
FK+RO (0,86+0,06;p<0,05 vs RO e Contr) e FK+DS (0,63+0,06;p<0,001 vs
Contr,DS, RO e FK; p<0,01 vs FK+RO). O FSR, a PAM, a RVR e o Ht foram
semelhantes em todos os grupos. A diurese foi menor nos grupos com
associagdo de drogas, mas houve diferenga estatisticamente significante
apenas entre os grupos FK+DS e RO (8,38+0,46 vs 12,99+1,22;p<0,05). Nao
ocorreram modificagdes histoldgicas significativas nos grupos estudados. O
grupo FK+DS apresentou variagdo de peso (-18t5) estatisticamente
significante em relagdo aos grupos Contr 6£2 e RO 5+2 (p<0,001) e DS 0,244 e
FK+RO -1£2 (p<0,01). A CSFK diminuiu significativamente (p<0,05) para os
grupos FK+DS e FK+RO (1,710,3 e 1,8+0,4) em relagéo ao grupo FK (3,2+0,4).
Conclusdes: A associacdo do FK com um inibidor nao-seletivo da COX
causou diminuicdo mais acentuada do RFG independentemente da diminuicéo
do FSR ou aumento da RVR, sendo provavelmente decorrente da diminuicéo
do Kf. A tendéncia a antidiurese foi similar para a associagdo do FK com as
duas classes de AINHs. O FK associado com um inibidor ndo-seletivo da COX
causou discreta toxicidade sistémica quando comparado com inibidor seletivo
da COX-2. Nos animais tratados com AINHSs, as concentragbes sanguineas do
FK foram significativamente menores.

Palavras-Chave: 1. Nefrotoxicidade aguda; 2. Tacrolimus; 3. Rofecoxib;

4. Diclofenaco sodico; 5. Antiinflamatoérios ndo-hormonais.
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Abstract

Introduction: Tacrolimus (FK 506) is a potent immunosuppressive drug that
may cause nephrotoxicity decreasing the renal blood flow (RBF) and glomerular
filtration rate (GFR). Conventional non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) may cause nephrotoxicity, interfering with renal hemodynamics and
fluid and eletrolyte homeostasis. Recently, new selective COX-2 inhibitors have
been developed producing less side effects (gastric, cardiac and renal) related
to COX-1 inhibition. The increasing use of FK 506 and the intensive use of
NSAIDs with analgesic or ani-inflammatory purposes, increases the possibility
of a drug combination, potentiating the nephrotoxic risk of the two drugs.
Objective : Compare the renal function of rats receiving combination therapy
with FK and a non-selective COX inhibitor, sodium diclofenac (SD) with those
receiving FK and a selective COX-2 inhibitor, rofecoxib (RO). Material and
Methods : Male Munich-Wistar rats receiving a low sodium diet (0.06%) for 7
days and gavage treatment for 7 days with FK (2 mg/kg/day), SD (10
mg/kg/day), RO (3 mg/kg/day), FK+SD, FK+RO and vehicle (control) were
used. Glomerular filtration rate (GFR, inulin clearance, ml/min/100g); renal
blood flow (RBF, Doppler ultrasound, ml/min); mean blood pressure (MBP,
intracarotid probe, mmHg); renal vascular resistence ( RVR, mmHg/ml/min);
hematocrit (Htc); urinary volume ( UV, ul/min); solute clearance; renal histology;
animal weight (g) and FK serum concentration (SCFK, ng/ml) were assessed.
Results are presented as a meantstandart deviation and compared by ANOVA
followed by Student-Neuman-Keuls test. Results : The GRF of the SD group

was 0.98+0.03, RO 1.06+0.04 and FK 0.99+0.06 similar to control values
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(1.10£0.05). GRF values decreased in the FK+RO (0.86+0.06;p<0.05 vs RO
and Control) and FK+SD (0.63+0.06;p<0.001 vs control, FK and SD groups and
p<0.01 vs FK+RO) groups. RBF, MBP, RVR and Htc values were similar in all
groups. Diuresis was lower in the groups with drug combination, but there was a
statistically significant difference only between FK+SD and RO groups
(8.381£0.46 vs 12.99+1.22;p<0.05). There were no significant histological chan
ges in the treatment groups. The FK+SD group showed statistically significant
weigth changes (-18+5) when compared to the Control and RO groups (6+2 and
512, respectively; p<0.001) and to the SD an FK+RO groups (0.2+4 and 12,
respectively; p<0.01). SCFK was significantly decreased (p<0.05) for FK+SD
and FK+RO (1.7+£0.3 and 1.8+0.4) groups when compared to the FK group
(3.2£0.4. Conclusions: The combination of FK and a non-selective COX
inhibitor significantly decreased GFR regardless of a RBF decrease or RVR
increase, and is probably a result of Kf decrease. The trend to antidiuresis was
similar for the combination of FK with both classes of NSAIDs. FK combined to
a non-selective COX inhibitor caused a mild systemic toxicity when compared
with the COX-2 selective inhibitor. Serum FK concentrations were significantly

lower in NSAIDs treated animals.

Key-words: 1. Acute nephrotoxicity; 2. Tacrolimus; 3. Rofecoxib; 4. Sodium

diclofenac; 5. Non-steroidal anti-inflammatory drugs
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1. INTRODUCAO

O farmaco FK 506 foi isolado em 1984, pela fermentacdo do fungo
Streptomyces tsukubaensis encontrado no solo de Tsukuba, no Japao.(!
Classificado quimicamente como macrolideo lactona hidrofébico, com peso
molecular de 822 daltons, exerce in vitro atividade imunossupressora 10 a 100
vezes maior que a ciclosporina A (CsA).?> O nome genérico Tacrolimus & um
neologismo composto de Tsukuba macrolide immunosupressive.(s) Pode ser
administrado pelas vias endovenosa, oral e toépica. A absorcao apods
administracao oral é variavel e incompleta, com biodisponibilidade no adulto de
4% a 93%, em média 25%. A absorgdo é prejudicada quando ingerido com
alimentos, principalmente gordurosos. A ligagcdo as proteinas plasmaticas,
albumina e a-1 glicoproteina acida é de 99% e a concentragdo sanguinea com
doses terapéuticas varia entre 5 a 20 ng/ml. O aumento da meia-vida e a
diminuicdo do clearance podem ocorrer quando ha insuficiéncia hepatica.®
Com aplicagao topica, a pomada de FK 506 a 0,3% tem absor¢édo menor que
4% em pacientes com dermatite atdpica.” Em humanos & metabolizado
intensamente pelo figado, eliminado principalmente pela bile e menos de 1% é
excretado na urina como droga inalterada.®® O citocromo P 450 3A4 (CYP3A4)
€ o principal responsavel pelo seu metabolismo e, de 8 metabdlitos, o 13-O-
demetilato € o dominante in vivo e in vitro, apresentando apenas 6,4% de
atividade farmacolégica quando comparado com o FK 506."

Sua atividade imunossupresora decorre da inibicao da ativacao de células

T nas etapas iniciais. Apds penetrar pela membrana celular, liga-se ao receptor
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intracelular, uma proteina, a imunofilina ou FK-binding proteins (FK-BP). Esse
complexo bloqueia a acdo do Ca’™ e calmodulina na ativacdo da calcineurina
fosfatase, responsavel pela desfosforilagdo da subunidade citoplasmatica do
fator nuclear das células T ativadas (nuclear factor of activated T cells — NF-
AT). Somente na forma desfosforilada a subunidade citoplasmatica do NF-AT
pode translocar através do citosol para dentro do nucleo. A nao-penetragao no
nucleo impede a transcricdo dos genes das citocinas, dependentes do NF-AT
nuclear, como a interleucina 2 (IL2), interleucina 3 (IL3), interleucina 4 (IL4),
fator estimulador de colbnias - granulécitos-macrofagos (granulocyte-
macrofage colony stimulating factor - G-M CSF), fator de necrose tumoral a
(tumor necrosis factor a — TNF a), contribuindo desse modo para a
imunossupressao celular e humoral.&1")

A atividade imunossupressora do FK 506 foi demonstrada in vitro por Kino
et al. " e em ratos por Ochiai et al. '® em 1987, tendo sido originalmente
utilizado como terapia substitutiva em pacientes com transplante de figado que
apresentaram rejeicdo apos terapia imunossupressiva com a CsA.®) A partir
de 1989 sua eficacia terapéutica tem sido comprovada, por estudos clinicos, na
prevencao da rejeicao de transplantes de figado, coragao e rins, em adultos e
criangas.!"®'® Estudos comparando a eficacia terapéutica em pacientes
tratados com FK 506 e CsA apds transplante de figado e rins mostraram que o
FK 506 reduziu significativamente a incidéncia de episddios agudos de rejeicao
em relagao a CsA, porém a taxa de sobrevivéncia apds 1 ano de pacientes e
enxertos foi similar para as duas drogas.''® Estudo experimental de

transplante renal em ratos mostrou resultados semelhantes, com melhor
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desempenho do FK 506 em relagéo a rejeicdo aguda e resultados comparaveis
a CsA como terapia primaria, quanto a taxa de sobrevivéncia dos animais e dos
enxertos e efeitos colaterais renais.?”

Nos ultimos 10 anos, o FK 506 tem sido utilizado no tratamento de
doencas autoimunes dependentes de células T, tais como uveite, sindrome

(2123 Em patologias dermatoldgicas autoimunes,

nefrética e artrite reumatéide.
varios estudos clinicos comprovaram sua eficacia, com a administragao
sistémica em doses de 0,1 a 0,2 mg/kg/dia, em doengas como psoriase,
Behcet e pioderma gangrenoso.®+2®

A utilizagado do FK 506 por tempo prolongado na prevencao da rejeicao de
transplantes de 6rgaos e no tratamento de doengas autoimunes tem como fator
limitante sua nefrotoxicidade. Estudos clinicos e experimentais demonstraram
disfungao renal e anormalidades estruturais nos rins, sugerindo que o FK 506
n3o é menos téxico que a CsA.?*3? A nefrotoxicidade cronica (apds 1 més de
tratamento) é similar a encontrada com o uso da CsA, verificando-se alteragoes
histolégicas permanentes como hialinose arteriolar, atrofia tubular, acumulo
intersticial de macréfagos e fibrose intersticial em faixas.®*3® Estudos
comparando a nefrotoxicidade aguda do FK 506 e CsA em ratos demonstraram
que o FK 506 tem menor efeito vasoativo na hemodindmica renal, porém
provoca alteragdes glomerulares e tubulares semelhantes as verificadas com
a CsA.%637

O efeito nefrotdxico agudo, devido as alteragdes hemodindmicas, é

reversivel e nao acarreta modificagdes estruturais. Esses efeitos

hemodindmicos que provocam a diminuigdo do fluxo sanguineo renal (FSR) e
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do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) com conseqliente aumento da creatinina
sérica estdo relacionados a vasoconstricio das arteriolas aferentes e
eferentes, sendo atribuidos a secrecdo de eicosandides vasoconstritores,
secrecao de endotelina, estimulo simpatico e inibicdo da calcineurina fosfatase
renal.®®*" Estudos sobre as alteracdes funcionais e morfologicas renais
causadas pelo FK 506 sao escassos. Em biopsias de pacientes transplantados,
as modificagbes histolégicas foram semelhantes as encontradas com o uso da
CsA. Trabalho publicado pelo Japanese FK 506 Study Group? evidenciou que
o marcador precoce da nefrotoxicidade do FK 506 foi a vacuolizacao tubular e
que a administracdo prolongada provocou fibrose intersticial e hialinose

arteriolar, semelhantes as previamente descritas com a CsA.“43)

.*) desenvolveram um modelo de nefrotoxicidade aguda e

Burdmann et a
crbnica, em ratos com dieta hipossddica, reproduzindo as alteragdes
histolégicas e funcionais similares as observadas em humanos. Com dieta
pobre em sal, a administracdo de FK 506 na dose de 6 mg/kg p.o. durante 7
dias causou diminuicdo de 30% no FSR e de 80% RFG, caracterizando a
nefrotoxicidade aguda. A administracéo por 21 dias,provocou fibrose intersticial
e hialinose arteriolar, caracterizando a nefrotoxicidade crénica. A concentracao
sanguinea de FK 506 foi semelhante a encontrada em pacientes
transplantados que recebem 0,3 mg/kg/dia p.o., porém, para os ratos a dose
diaria utilizada foi 20 vezes maior (6mg/kg/dia p.o.). Nesse estudo a
nefrotoxicidade provocada pelo FK 506 foi mais evidente com a dieta

hipossddica; com dieta normal em sal, a funcdo renal nado foi diferente da

encontrada nos controles. ®* Estudos em animais tém demonstrado que a
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dieta hipossédica provoca a ativacdo do sistema renina-angiotensina (SRA),
causando vasoconstriccado e isquemia renal.“) Em humanos, a restricao de
sodio tem consequéncias adversas, particularmente em idosos, devido as
alteracbes hemodinamicas e ativagcao do SRA, podendo acarretar insuficiéncia
renal aguda nos pacientes que fazem uso de varias drogas.("'s)

Estudo clinico realizado em 1991 evidenciou aumento de creatinina,
acima de 2 mg/dl durante o primeiro més de tratamento com FK 506
(nefrotoxicidade aguda), cerca de 50% dos pacientes, porém, tinham outros
fatores associados ou potencializadores, tais como a co-administracdo de
antibidticos nefrotoxicos.®® A associagcao de imunossupressores com outras
drogas pode causar efeitos adversos e modificagbes na sua concentragéo
sanguinea. Dados preliminares sugerem que a associagdo do FK 506 com
antiinflamatérios nao-hormonais (AINHs), apresentam interacao

8 O mecanismo

farmacodinédmica, aumentando o risco de nefrotoxicidade.
pelo qual o FK 506 causa nefrotoxicidade tem sido atribuido as alteragdes no
metabolismo das prostaglandinas (PG) renais, com predominio da acéo de
prostanoides vasoconstritores, que aumentam a resisténcia vascular renal, com
conseqiiente queda do FSR e RFG.C'®®) O sistema de homeostase renal
produz PGs vasodilatadoras, visando a atenuar o efeito vasoconstritor causado
pelo FK 506. Com o uso concomitante de AINHs, esse mecanismo
compensador ndo € eficaz, pois os AINHs inibem a producdo de PGs,

bloqueando a enzima ciclooxigenase. Em 1994 foram relatados dois casos de

insuficiéncia renal aguda associadas ao uso concomitante do FK 506 e
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ibuprofeno em transplantados de figado, chamando a atengado para o efeito
adverso renal devido a associagao do imunossupressor e AINHs.“"

Os AINHs sao drogas amplamente utilizadas na pratica clinica para
tratamento da dor e inflamagdo. Abrangem diversos grupos quimicos e a
maioria inibe a atividade da enzima ciclooxigenase (COX). A COX constitui a
enzima chave para a conversdo do acido aracdbénico em prostaglandina Hy, o
precursor comum na sintese das prostaglandinas (PG), prostaciclinas e
tromboxanos (TX). Existem duas isoformas da COX, com as mesmas
propriedades cataliticas, mas que diferem em termos de regulagao e padrao de
expressao. A COX-1 é a isoforma constitutiva, de maior expressao em varios
tecidos, participando da sintese de prostandides com diferentes funcdes, tais
como citoprotegdo gastrica, manutencdo da homeostase renal e agregacgéao
plaquetaria. A COX-2 esta presente em niveis basais em todos os tecidos e
sua expressdo é regulada por estimulos inflamatérios ou mitdgenos.“®49)
Estimulos inflamatérios provocam a migragdo de leucdcitos e ativagdo das
células endoteliais. As citocinas, as moléculas de adesdo e a indugdo da
ciclooxigenase e lipooxigenase dos tecidos promovem a secregdao de
prostaglandinas e leucotrienos ocasionando eritema, edema e dor, sinais
clinicos da inflamacao. Nesse processo € importante a participagao da enzima
COX-2, com a secregao de prostaglandina E, (PGEy), prostaciclina (PGl,) e
tromboxano (TXA), responsaveis pelo aumento do fluxo sanguineo no local da
inflamacao e pela agregacao plaquetéria.(so) Nos rins, as duas isoformas da
COX estdo expressas constitutivamente em diferentes niveis, nas varias

regides e segmentos do nefron. Yang et al., verificaram que a COX-1 e a COX-
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2 estavam expressas em altos niveis nas células intersticiais da medula
interna, com niveis mais baixos na medula externa e cortex. A COX-1 era
predominante nos glomérulos e ao longo dos ductos coletores, enquanto a
COX-2 estava restrita a macula densa, ramo ascendente espesso cortical e em
niveis significativamente baixos nos ductos coletores da medula interna. A
manutencdo dos ratos com baixo ou alto aporte de sal por 1 semana nao
afetou a expressdo da COX-1. No entanto, conforme as condi¢cdes de dieta
hiper ou hipossddica, a expressdo da COX-2 no cortex e medula foi diferente,
sugerindo que as PGs tém fungdes especificas conforme as regides dos rins
em que sao secretadas. Na regido medular, tém importante papel na excregao
de sal e agua em condi¢gdes de hipervolemia, enquanto na regido cortical,
protegem a circulagao glomerular em condi¢cdes de deplecao de volume.® Os
prostandides derivados da COX-1 e COX-2 exercem importante papel na
funcdo renal, conforme as regides em que sado expressos. Participam na
regulacao dos efeitos vasomotores através das arteriolas aferentes, eferentes e
capilares glomerulares e na fungcéo de transporte no segmento terminal do
nefron e tibulos coletores.®?

Os AINHs sao drogas efetivas no tratamento de varias condigdes clinicas,
possuindo atividades antipirética, analgésica e antiinflamatéria. Nos ultimos
anos do século XIX a aspirina demonstrou valor como agente analgésico,
antiinflamatoério e antitromboético, porém o mecanismo de agado permaneceu
obscuro até 1971, quando entdo foi proposta sua acdo como inibidora da
sintese de PG.®® Nos anos 60, outros AINHs foram desenvolvidos, porém os

efeitos toxicos permaneceram semelhantes aos da aspirina. Esses AINHs
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convencionais, como diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno, sao inibidores nao-
seletivos da COX, bloqueiam a produgéao tanto das prostaglandinas com agdes
fisiolégicas como daquelas com acgao inflamatéria. A inibicdo da COX-1 esta
associada aos efeitos adversos dos AINHs no trato gastrointestinal, coragao e
rins. No trato gastrointestinal causa principalmente ulceragcbes e
sangramento.®**® As reacdes adversas nos rins e coragdo ocorrem mais
frequentemente em pacientes com problemas renais ou cardiacos prévios,
condicbes em que as prostaglandinas sao essenciais para a manutencédo do
balango vasoconstriccdo/dilatacdo na regulacdo da homeostase. Sob
condigbes euvolémicas, a sintese das prostaglandinas renais nado tem

1.8 Por outro lado, estimulos vasoconstritores, tais

significancia na fungao rena
como estimulo simpatico adrenérgico e/ou angiotensina Il, desencadeiam
mecanismos reguladores compensatorios que elevam a sintese das PGs renais
com acao vasodilatadora. Essa condicdo tem sido definida como “estado renal
PG dependente, no qual a sintese de PGs se contrapde aos estimulos
vasoconstritores, procurando manter o ritmo de filtragcdo glomerular, o fluxo
sanguineo renal e excrecio de sédio.®” A nefrotoxicidade dos AINHs tem sido
estudada experimentalmente em modelos animais, o0 que possibilitou
determinar os mecanismos fisiopatologicos e a definicdo do “estado renal PG
dependente”.®®5Y Varias condicdes, como deplecido de sodio, hipovolemia,
insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica, isquemia renal, obstrucao
uretral, hipertensdo, diabetes, idade, toxicidade dos aminoglicosideos e

nefrotoxicidade da CsA e FK 506 caracterizam condicbes em que as PGs

renais sao importantes na manutencido da homeostase. Nessas situacdes, o
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uso de AINHSs potencializa os efeitos nefrotéxicos, bloqueando a liberagao das
PGs e causando diminuicdo do RFG, FSR e retencdo de agua e sddio.®%%%
Kleinknecht et al., em pesquisa para determinar a frequéncia e as causas da
insuficiéncia renal aguda (IRA), detectaram que 18,3% foram induzidos por
drogas. Os AINHs provocaram nefrotoxicidade em 15,6%, ocupando o 3° lugar
em incidéncia, precedido pelos antibiéticos (34,2%) e analgésicos (19,8%).64

Recentemente, foram desenvolvidas drogas da classe coxib, que sdo 100
a 1000 vezes mais seletivos como inibidores da enzima COX-2 do que a COX-
1, visando a diminui¢cado dos efeitos colaterais no trato gastrointestinal, sistema
cardiovascular e renal. Pesquisas tém demonstrado que os inibidores seletivos
da COX-2 ndo induzem dano na mucosa gastrica em animais e causam menos
lesdes gastrointestinais em humanos quando comparados com os AINHs
convencionais. %)

Em ratos, por imunohistoquimica, foi evidenciada a expressao constitutiva
da enzima COX-2 na macula densa e células da alca espessa ascendente,
sugerindo o papel dessa enzima na regulagdo da secregao da renina e no

e.5179  Estudos

processo de homeostase renal prostaglandina-dependent
experimentais com inibidores seletivos da COX-2 em ratos normais e
hipertensos evidenciaram aumento da pressao arterial, retencdo de sodio e
agua; no entanto, ndo ocorreram alteragdes na filtragao glomerular ou no fluxo
r (65,71,72) m; . -
sanguineo renal. Diferentemente dos experimentos em ratos, em cées,
Black et al. observaram que o inibidor da COX-2 , o MF-triciclico, ndo provocou

alteracbes hemodindmicas ou excretoras em condigbes normo ou

hipovolémicas. Entretanto, o inibidor nao-seletivo da COX, a indometacina,
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induziu significante vasoconstriccdo renal nos animais hipovolémicos,
sugerindo uma maior participagdo da COX-1 que da COX-2 nos efeitos renais
dos AINHs em caes.”® Humanos idosos, sem insuficiéncia renal, tratados com
celecoxib ou naproxeno, apresentaram diminuicdo do RFG significativamente
maior nos pacientes tratados com naproxeno.(”) No entanto, nos estudos
clinicos em pacientes idosos com dieta hipossédica, condigao clinica em que a
adequada perfusdo renal é considerada “PG dependente”, os efeitos adversos
renais dos AINHSs inibidores seletivos da COX-2 e os nao-seletivos foram

(75.78) perazella et al. publicaram dois casos de insuficiéncia renal

semelhantes.
aguda, apos uso de celecoxib em pacientes com insuficiéncia renal crbnica
(IRC), mas comentam que o potencial nefrotdxico desses novos agentes é

atualmente desconhecido.””

Brater, em artigo de revisdao, abordou a
dificuldade em se estabelecer com seguranca o perfil de nefrotoxicidade
comparando-se os AINHs tradicionais e os inibidores seletivos da COX-2. Os
resultados ndo sdo conclusivos, pois os estudos clinicos utilizam modelos e
protocolos  diferentes, ndo permitindo uma comparacdo rigorosa.®*"®
Atualmente tem sido descrito na literatura a ocorréncia de insuficiéncia renal
aguda apds o uso de inibidores seletivos da COX-2. 1983

O crescente uso do FK 506, tanto na prevencdo da rejeicdo de
transplantes como no tratamento de doencgas autoimunes e o uso concomitante
de AINHs, com finalidade analgésica e/ou antiinflamatéria, ocorre
frequentemente. O uso do FK 506 leva ao “estado renal PG dependente”,
condicdo em que a administragdo simultdnea de AINH pode provocar

alteracdes significativas na funcéo renal.®”
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A necessidade de estudos experimentais, comparando os efeitos tdxicos
renais dos inibidores seletivos da COX-2 com os n&o-seletivos, para definicao
dos mecanismos de acdo e a verificagdo da nefrotoxicidade em diferentes
situagoes, tais como o uso isolado ou concomitante com outras drogas motivou

a realizacao deste trabalho.

1.1. Objetivo

O objetivo deste estudo € comparar a fungéo renal em ratos sob os efeitos
do uso simultaneo do FK 506 e de um inibidor nao-seletivo da COX, o
diclofenaco sédico (DS) e do FK 506 e de um inibidor seletivo da COX-2, o

rofecoxib (RO).



2. MATERIAIS E METODO |
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2. MATERIAIS E METODO

2.1. Animais e dieta

Foram incluidos no estudo 125 ratos machos adultos Munich-Wistar,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto,
com peso inicial aproximado de 250 gramas. Os animais foram designados a
dois grandes grupos para o desenvolvimento do experimento: um, para avaliar
o ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e as alteragdes histolégicas do tecido
renal; outro, para avaliagdo das alteragdes da hemodinéamica renal, da
depuracdo renal de solutos e do nivel sanguineo de FK 506. Permaneceram
em gaiolas com temperatura e luz ambiental controladas. Receberam dieta
pobre em sal 0,06% e normoprotéica 25% (racédo Harlam Teklad Premier,
Madison, Wiscosin, EUA), com livre acesso a agua, uma semana antes da
administragcdo das drogas e durante todo o periodo da pesquisa. Todos os
animais tiveram livre acesso a agua potavel e receberam dieta em igual
quantidade. O peso dos animais foi verificado diariamente.

Esse trabalho foi submetido a avaliagdo da Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio

Preto, e aprovado sem restrigcoes.
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2.2. Drogas

O FK 506, proveniente do Laboratorio Fugisawa, Osaka, Jap&o, encontra-
se na forma de dispersao solida e foi dissolvido em agua destilada com
concentragao final de 0,6 mg/ml. O Diclofenaco sédico (DS), Voltaren Retard®,
proveniente do laboratério Novartis, Biociéncia S.A, Tabodo da Serra, Sao
Paulo, Brasil, encontra-se em comprimidos de 100 mg, foram dissolvidos em 10
ml de agua destilada, com concentracdo final de 10 mg/ml. O Rofecoxib (RO),
Vioxx®, proveniente do Laboratério Merck Sharp & Dohme, de México S.A. de
CV, Xotepingo, México, DF, encontra-se sob a forma de comprimidos de 25 mg
que foram dissolvidos em 10 ml de agua destilada, com concentragao final de 3

mg/1,2 ml.

2.3. Protocolo Experimental

Os animais receberam durante uma semana dieta hipossédica e a seguir
foram divididos aleatoriamente em 6 grupos. As drogas foram dissolvidas em
agua destilada e administradas por gavagem durante 7 dias. O primeiro grupo
(DS) recebeu diariamente 10 mg/kg de solugdo de diclofenaco sadico,
semelhante a dosagem utilizada em modelo experimental para dor articular
inflamatoria aguda em ratos.® O segundo grupo (RO) recebeu diariamente 3
mg/kg de solugédo de rofecoxib. Essa dosagem e via de administracdo foram
escolhidas, com base em estudo que mostrou reducao do edema e dor articular
em modelo experimental de artrite induzida por Mycobacterium butyricum em

ratos.®”) O terceiro grupo (FK) recebeu diariamente 2mg/kg de FK 506,
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dosagem esta escolhida por ndo causar nefrotoxicidade aguda em ratos.® O
quarto grupo (FK+DS) e o quinto grupo (FK+RO) receberam duas drogas
associadas nas mesmas dosagens € com 0s mesmos critérios utilizados para
os farmacos isolados. O sexto grupo, controle (Contr), foi tratado apenas com
agua destilada, veiculo utilizado para a diluigdo das trés drogas.

Os animais foram estudados apdés 7 dias de tratamento, com os
procedimentos sendo realizados sob anestesia geral com pentobarbital sédico
por via intra-peritoneal na dose de 50 mg/kg de peso corporal. Foi realizada
traqueostomia para a inser¢cao de um cateter de polietileno (PE 160), a fim de
assegurar ventilagdo adequada e aspiragdo de secregdes. A artéria carétida
esquerda e a veia jugular direita foram canuladas com cateteres de polietileno
(PE 50), a primeira com a finalidade de medir a pressao arterial média (PAM) e
obter amostras de sangue, e a segunda para infusdo de solug¢des. Todas as
incisdes foram suturadas ao término da intervencdo. Um eletrodo sensor de
pressao foi conectado ao cateter arterial para registro continuo em aparelho

monitor de pressao arterial (Stoelting, Wood Dale, 111, EUA).
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2.4. Estudos de filtracdo glomerular e histologia

2.4.1. Filtracao glomerular (depuracéao renal de inulina)

Esse procedimento foi realizado 24 h apdés a Uultima dose dos
medicamentos ou do veiculo. Os ratos foram anestesiados e submetidos a
cirurgia basica para acesso a artéria carétida e veia jugular. Para coleta de
urina, apos incisdo abdominal mediana inferior, foi realizada cistostomia para
insercao e fixacdo de cateter de polietiieno (PE 190) na bexiga. A uretra foi
ligada para evitar perda de urina. Apds a sutura das incisées cirurgicas, os
animais receberam 6 ml de solugao salina isotdnica a 0,9% pela veia jugular,
para reposi¢cao das perdas fluidas. Uma dose inicial de 1 ml de solucdo de
inulina (Sigma, EUA), obtida pela diluicdo de 25 mg de inulina por ml de
solugdo de cloreto de sodio a 0,9%, foi administrada por via endovenosa,
seguida de infusdo continua, por bomba, dessa mesma solugdo a uma
velocidade de 0,06 ml/minuto (Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). Apés
um intervalo de equilibrio de 40 minutos, foram coletadas amostras de urina em
3 periodos sucessivos de 20 minutos, em frascos previamente pesados. Uma
amostra de sangue de 0,3 ml foi obtida no tempo médio de cada periodo,
repondo-se igual volume de solugdo salina. As concentragbes sanguinea e
urinaria de inulina foram determinadas pelo método quimico da antrona em
espectro-fotdmetro (ByoSystems BTS 310, Barcelona, Espanha). Os dados de
depuracgéo renal de inulina (Cin), foram calculados em ml/min por 100 g de

peso calculando-se a média dos periodos de coleta. Os resultados para a PAM
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representaram a média de pelo menos dois registros por periodo. O volume
urinario foi determinado pela diferenca de peso dos tubos de coleta da urina

(peso final do periodo de coleta - peso inicial do tubo).

2.4.2. Estudo histolégico

Ao término dos experimentos, o rim esquerdo foi dissecado, removido e
pesado. Seccionado longitudinalmente, foi fixado em formaldeido a 4% e
incluido em parafina. Foram obtidas secg¢des finas (2-3 um), a seguir montadas,
numeradas e coradas por Hematoxilina-Eosina (HE), Acido Periédico de Schiff
(Periodic Acid Schiff — PAS), prata metenamina (Periodic Acid Methenamine
Silver — PAMS) e tricrémio de Masson. A andlise da graduagdo morfométrica
para vacuolizacao tubular, dilatagao tubular, alteragdes degenerativas epiteliais
agudas, necrose tubular aguda, fibrose intersticial, hialinose arteriolar e
esclerose glomerular foi realizada por um unico profissional, que desconhecia a
que grupos pertenciam as amostras. A fibrose intersticial foi definida pela
coloragao intersticial sélida comparada a areas normais ou simplesmente
edemaciadas do intersticio. A atrofia tubular foi definida pela presenga de
tubulos menores que o normal, por espessamento de membrana basal tubular
e pela observacao de afilamento do epitélio. A esclerose glomerular global foi
definida pela presenca de esclerose completa e a segmentar caracterizada
como hialinose. A graduacao empregada foi de 0 a 3 pontos, referindo-se a
alteracdo 0 (inexistente), 1 (leve), 2 (moderada) ou 3 (severa),

respectivamente.
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2.5. Estudos hemodindmicos

No final do periodo de tratamento, os animais receberam a ultima dose
das drogas estudadas e a seguir foram colocados em gaiolas metabdlicas
(Nalgene Co., Rochester, NY, EUA) por 24 horas, para coleta e medida do
volume urinario total. Encerrada a coleta, as amostras de urina foram
analisadas para sodio, potassio, creatinina e osmolaridade. Apds 24 horas
foram efetuadas as medidas de fluxo sanguineo renal.

ApOds a preparagao cirurgica inicial, para acesso a artéria carétida e veia
jugular conforme descrito anteriormente, realizou-se uma incisdo abdominal
mediana, para exposicdo da artéria renal esquerda, que foi cuidadosamente
dissecada. Um sensor de tamanho adequado (série R, 1,5 mm, Transonic
Systems, Ithaca, NY, EUA) foi colocado ao redor da artéria renal para medida
direta do fluxo arterial renal em ratos. As incisdes foram suturadas. Foram
infundidos 6 ml de solugdo salina 0,9% para reposicdo das perdas fluidas
cirurgicas, seguidos de infusédo salina a 0,9% para manutengéo, com taxa de
infusdo de 0,06 ml/min, conforme ja descrito nas experiéncias de depuragao de
inulina. Apo6s um periodo de equilibrio de 40 minutos, foram efetuadas 6 a 8
medidas de fluxo sanguineo renal (FSR) através de um analisador ultra-s6nico
(T106, Transonic Systems, Ithaca, NY, EUA) num intervalo de 30 minutos,
sendo cada medida representativa da média de pelo menos trés registros. A
PAM foi controlada continuamente, como ja descrito. Calculou-se a resisténcia

vascular renal (RVR) pela férmula: RVR = PA/ Fluxo mmHg/ml/min.
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Ao término dos experimentos, colheu-se uma amostra de sangue (6ml)
para determinacdo do hematécrito, das concentragdes sanguineas de FK 506,

das concentracdes de sbdio, potassio e a osmolaridade plasmatica.

2.6. Analises bioquimicas

As concentracdes de sodio e potassio foram determinadas por analisador
eletrolitico (9180 Electrolyte Analyser, AVL Scientific Co., Rowell, GA, EUA), a
creatinina pelo método do picrato alcalino (Jaffe), analisada por espectro-
fotbmetro (ByoSystems BTS 310, Barcelona, Espanha). A osmolaridade foi
avaliada pela analise da depressao do ponto de congelamento em osmémetro
(Osmette A, Precision Systems, Natick, MA,EUA). Os valores plasmaticos e
urinarios de creatinina, sodio, potassio e osmolaridade foram usados para
calcular a depuragao de creatinina (Creat); as excregdes fracionais de sodio
(FE Na) e potassio (FE K) e o transporte de agua livre (Tc H20) pelas férmulas:

Ccreat =V’ x Ucr ml/min/100g

Pcr

FeNa= UNa/PNa x100
Ucr/Pecr

FeEK = UK/PK x 100
Ucr/Pecr

TcH20 =V -Closm ml/ min
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Os niveis sanguineos de FK 506 foram determinados pelo método
imunoenzimatico, enzyme linked immunosorbent assay (Elisa), com anticorpo
monoclonal anti-FK 506 (DiaSorin PRO-Trac™ Il Tacrolimus - Stillwater,
Minnesota, USA). Os padrdes, controles e amostras foram extraidos com os
reagentes apropriados, adicionado cromdgeno e a leitura da absorbancia em
comprimento de onda duplo de 450/630 nm. O desenvolvimento da cor é
inversamente proporcional a quantidade de tacrolimus presente na amostra. As

concentracdes sdo obtidas a partir de uma curva padrao.

2.7. Analise estatistica

Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) com posteriores comparagdes
multiplas pelo teste de ordenacado de médias de Student-Neuman-Keuls.
Os resultados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média

(SEM). Os valores de p menores que 0,05 foram considerados significantes.



3. RESULTADOS|
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3. RESULTADOS

Os resultados sdo apresentados com médiasterro padrdao da média,
comparagdes multiplas entre os grupos tratados com apenas um medicamento,

com associagao de medicamentos e com o grupo controle.

3.1. Filtracdo glomerular e Volume urinario

Os dados da filtragao glomerular determinados pelo clearance de inulina
(Cin) e do volume urinario (VU) sdo apresentados na Tabela 1 e Figuras 1 e 2.
Apds uma semana de tratamento, a filtragcdo glomerular nos grupos tratados
com apenas um medicamento foi: DS 0,98+0,03 ml/min/100g, RO 1,06+0,04
ml/min/100g, e FK 0,9940,06 ml/min/100g, nao havendo diferenca
estatisticamente significante com o Contr (1,10+£0,05 ml/min/100g). Nos grupos
com associagdo de medicamentos, o grupo FK+RO apresentou queda
significante do Cin (0,86+0,06 ml/min/100g) quando comparado ao RO e ao
Contr (p<0,05), mas nao quando comparado ao FK isolado. Com a associagao
FK+DS, verificou-se diminui¢gdo do Cin 0,63+0,06 ml/min/100g estatisticamente
significante em relagao aos grupos Contr, DS, RO e FK (p<0,001) e em relagéo
ao FK+RO (p<0,01).

O volume urinario (VU) foi menor nos grupos com associacéo de drogas
(FK+DS e FK+RO), mas apenas o do grupo FK+DS 8,38+0,46 ul/min
apresentou diminuigao estatisticamente significante quando comparado com o

grupo RO 12,99+1,22 pl/min (p<0,05), mas ndo quando comparado com o0s
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grupos Contr 12,11£1,52 pl/min, DS 10,71£0,87 pl/min, FK 11,71£0,84 pl/min e

FK+RO 10,16+1,32 pl/min.

3.2. Hemodinamica renal

Os dados do fluxo sanguineo renal, pressao arterial média e resisténcia
vascular renal sao apresentados na Tabela 1. O FSR dos grupos tratados, DS
5,84+0,3 ml/min, RO 6,45+0,4 ml/min, FK 5,43+0,3 ml/min, FK+DS 6,07+0,3
ml/min e FK+RO 6,3520,5 ml/min ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo Contr (6,53+0,4 ml/min).

A PAM e a RVR nao apresentaram variagao estatistica significativa entre os

grupos tratados e o controle. (Tabela 1 e Figura 3)
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Tabela 1. Comparagao dos dados de Ritmo de Filtracado Glomerular (clearance de inulina), Fluxo Sanguineo Renal, Pressao

Arterial Média, Resisténcia Vascular Renal e Volume Urinario entre os grupos de ratos tratados.

PARAMETROS Contr DS RO FK FK+DS FK + RO
(10 mg/kg/dia) (3 mg/kg/dia) (2 mg/kg/dia)
Cin
(m1/min/100g) 1,10 £ 0,05 0,98 + 0,03 1,06 + 0,04 0,99 £ 0,05 0,63 £ 0,06* 0.83 + 0,06**
(n) (10) (10) (10) (10) (13) (12)
FSR
(ml/min) 6,53+0,4 5,84 +£0,3 6,45+0,4 543+0,3 6,07 +£0,3 6,35+0,5
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
PAM
(mmHg) 132+ 4 130+5 130+ 4 118 £ 3 127 £ 4 125+ 3
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
RVR
(mmHg/ml/min) 20,8+1,5 22,7+0,9 21,2+19 225114 21,8+1,7 221 +3,6
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
VU
(ul/min) 12,11 £ 1,52 10,71 £ 0,87 12,99 £ 1,22 11,71 £ 0,84 8,38 £ 0,46™** 10,16 £ 1,32
(n) (10) (10) (10) (10) (13) (12)

Os dados apresentam médiasterro padrdo da média (SEM). Abreviacdes: DS (diclofenaco sddico), RO (rofecoxib), Contr (controle), FK (FK 506 — Tacrolimus), Cin
(clearance de inulina), FSR (fluxo sanguineo renal), PAM (pressao arterial média), RVR (resisténcia vascular renal), VU (volume urinario).

* Cin p < 0,001 versus Contr, DS, RO, FK e p<0,01 versus FK+RO

** Cin p<0,05 versus Contr, RO

ex VU p<0,05 versus RO
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Os dados representam meédia + erro padrdo da média (SEM). Abreviagdes: Contr (controle), DS

*%k

(diclofenaco sodico), RO (rofecoxib), FK (FK506-tacrolimus); *FK+RO p<0,05 vs Contr e RO
FK+DS p<0,001 vs Contr, DS, RO e FK p<0,01 vs FK+RO.

Figura 1. Filtracdo Glomerular nos grupos estudados.

15 4
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VU (ul/min)

Cont DS RO FK FK+DS FK+RO

Drogas

Os dados representam média + erro padrao da média (SEM). Abreviagdes: Contr (controle), DS
(diclofenaco sédico), RO (rofecoxib), FK (FK506-tacrolimus); *FK+DS p<0,05 vs RO.

Figura 2. Volume Urinario nos grupos estudados.
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Os dados representam média + erro padrdo da média (SEM). Abreviagdes: Contr (controle), DS
(diclofenaco sadico), RO (rofecoxib), FK (FK506-tacrolimus).

Figura 3. Pressédo Arterial Média e Resisténcia Vascular Renal nos grupos

estudados.

3.3. Depuracao de solutos

As concentragbes de sodio e potassio plasmaticos (P Na) e (P K), a
osmolaridade plasmatica (P Osm) e o clearance de creatinina (Ccreat) nao
apresentaram variagbes estatisticamente significantes entre os grupos.
(Tabela 2).

A fragcado de excregao de sddio (FE Na) do grupo RO 0,128+0,03 % foi
significantemente maior quando comparada com os grupos Contr 0,024+
0,01 % , FK 0,02040,01 % e FK+DS 0,012+0,004 % (p<0,05), mas ndo com
os grupos DS 0,072+0,04 % e FK+RO 0,047+0,02%. (Tabela 3)

A fracdo de excrecao de potassio (FE K), a osmolaridade urinaria (U
Osm) e transporte de agua livre (TcH;0) tiveram valores semelhantes entre

0s grupos, sem diferencas estatisticas significantes. (Tabela 3)
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Tabela 2. Comparag¢ao dos dados de Concentragcao de Sédio e Potassio no Plasma, Osmolaridade plasmatica e Clearance

de creatinina entre os grupos de ratos tratados.

PARAMETROS Contr DS RO FK FK+DS FK + RO
(10 mg/kg/dia) (3 mg/kg/dia) (2 mg/kg/dia)
P Na
(mEq /1) 145 £ 1,1 144 + 1 144 +1,3 141+ 1,6 141 1,8 141 + 1
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
PK
(mEq /1) 3,4 +£0,05 3,6 +£0,05 3,6 £ 0,07 3,5+0,07 3,8+0,15 4 +0,23
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
P Osm
(mOsm / Kg) 291 +£10 3002 294 + 1,7 295+10,5 299 + 6,7 30325
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
Ccreat
(ml / min/100g) 0,40 £ 0,03 0,35+ 0,02 0,37 £ 0,03 0,43 £ 0,04 0,44 £ 0,03 0,43 £ 0,03
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)

Os dados apresentam médias + erro padrdo da média (SEM). Abreviagdes: DS (diclofenaco sédico), RO (rofecoxib), Contr (controle), FK (FK 506 — Tacrolimus),
P Na (concentragéo de sodio no plasma), P K (concentracdo de potassio no plasma), P Osm (osmolaridade plasmatica); Ccreat (clearance de creatinina).
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Tabela 3. Comparacao dos dados de Fragao de Excrecédo de Sddio, Fragcao de Excrecado de Potassio, Osmolaridade da urina

e Transporte de Agua Livre entre os grupos de ratos tratados.

PARAMETROS Contr DS RO FK FK+DS FK + RO
(10 mg/kg/dia) (3 mg/kg/dia) (2 mg/kg/dia)
FE Na
(%) 0,024 + 0,01 0,072 + 0,04 0,128 + 0,03* 0,020 + 0,01 0,012 + 0,004 0,047 + 0,02
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
FE K
(%) 13,8 + 3,1 142 +1,3 13,7 +1,7 148+1,3 17422 20,8 +3,6
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
U Osm
(mOsm / Kg) 1257 + 72 1439 +120 1292 + 63 1190 + 56 1161 + 114 1139 + 117
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
Tc H20
(ml / min) 0,015 + 0,003 0,022 + 0,003 0,015 + 0,001 0,021 + 0,02 0,025 + 0,003 0,021 +0,002
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)

Os dados apresentam médias = erro padréo da média (SEM). Abreviacdes: DS (diclofenaco sédico), RO (rofecoxib), Contr (controle), FK (FK 506 — Tacrolimus), FE
Na (fragdo de excregdo de sodio), FE K (fragdo de excregdo de potassio), U Osm (osmolaridade da urina), Tc H20 (transporte de agua livre); * RO p < 0,05

versus FK+DS, FK, Contr.
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3.4. Histologia

Os dados de histologia sdo apresentados na tabela 4, ndo havendo
alteragdes significativas entre os grupos tratados e o controle. Foram
observadas alteragdes leves como: vacuolizagao e dilatagao tubular, alteragdes
degenerativas epiteliais agudas e necrose tubular aguda.

(Tabela 4 e Figuras 4, 5, 6, 7, 8).

1.5 -
Il Controle
B DS
1.0 - /1RO
I B FK
CIFK + DS
0.5 - —IFK + RO
0.0 - = rl]

VT DT ADEA NTA

Os dados representam média + erro padrdo da média (SEM); Abreviagdes: DS (diclofenaco sodico), RO
(rofecoxib), FK (FK 506 - tacrolimus), VT (vacuolizagdo tubular), DT (dilatagao tubular), ADEA (alteragéo
degenerativa e epitelial aguda), NTA (necrose tubular aguda).

Figura 4. Alteragdes histologica nos grupos estudados.
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Tabela 4. Comparagéo dos dados histolégicos entre os grupos de ratos tratados.
PARAMETROS Contr DS RO FK FK+DS FK + RO
(10 mg/kg/dia) (3 mg/kg/dia) (2 mg/kg/dia)
(VT) 0 0,4+0,1 0,9+0,3 0,6+0,2 0,5+0,2 0,4+0,2
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
(DT) 0,1+0,1 0,2+0,1 04+0,2 0,2+0,1 0 0,2+0,1
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
(ADEA) 0,4+0,2 0,7+0,2 0,9+0,3 0,5+0,2 0,5+0,2 0,7+0,2
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
(NTA) 0 0 0 0 0,1+0,1 0
(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10)

Os dados apresentam médias + erro padrdo da média (SEM). Abreviagbes: DS (diclofenaco sédico), RO (rofecoxib), Contr (controle), FK (FK 506
— Tacrolimus), VT (vacuolizagéo tubular), DT (dilatagdo tubular), ADEA (alteragdo degenerativa epitelial aguda), NTA (necrose tubular aguda).
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Figura 5. Corte histolégico renal apresentando leves alteracbes de

vacuolizacdo tubular, coloragdo por Periodic Acid Methenamine
Silver (PAMS) X 1000.

Figura 6. Corte histolégico renal apresentando leves alteragdes de dilatagao

tubular, coloragédo por Periodic Acid Methenamine Silver (PAMS) X
400.
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Figura 7. Corte histolégico renal apresentando leves alteracbes degenerativas
epiteliais agudas, coloragao por Periodic Acid Methenamine Silver
(PAMS) X 400.

Figura 8. Corte histologico renal apresentando leves alteragdes de necrose
tubular aguda, coloragdo por Periodic Acid Methenamine Silver
(PAMS) X 400.
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3.5. Peso

As médias dos pesos dos ratos do inicio do tratamento até o dia do
experimento apresentaram variagdes, com perda de peso dos ratos dos grupos
tratados com FK (-915 g), FK+DS (-18t5 g) e FK+RO (-1£2 g). Para o grupo
FK+DS a perda de peso foi estatisticamente significante em relagdo aos grupos
Contr (6£2 g, p<0,001), RO (5+2 g,p<0,001), DS (0,24 g, p<0,01) e FK+RO (-
1+2 g, p<0,01). Para os grupos FK e FK+RO, as perdas médias de peso no
periodo de tratamento ndo foram estatisticamente significativas quando

comparadas aos grupos Contr, DS e RO. (Figura 9)

Cont DS RO FK FK+DS FK+RO
20 4
10 -
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o 0 -+
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Drogas

Os dados representam médias + erro padrdo da média (SEM). Abreviagdes: Contr (controle), DS
(diclofenaco saédico), RO (rofecoxib), FK (FK 506-tacrolimus); * peso — FK + DS p < 0,001 vs Contr e RO
p<0,01vs DSeFK+RO.

Figura 9. Variagao de peso dos ratos nos grupos estudados.
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3.6. Hematécrito

O hematdcrito ndo apresentou variagdes das médias entre os grupos
tratados e o grupo controle, sendo os valores, Contr 44+1,2 %, DS 4311,8 %,

RO 47+1,8 %, FK 472 %, FK+DS 4512 %, FK+RO 45+1,9 %. (Figura 10)

75 T

50

25

Contr DS RO FK  FK+DS FK+RO

Os dados representam médias + erro padrdo da média (SEM). Abreviagdes: Contr (controle), DS
(diclofenaco sadico), RO (rofecoxib), FK (FK 506-tacrolimus).

Figura 10. Hematdcrito dos ratos nos grupos estudados.

3.7. Concentragdo sanguinea de FK 506 (CSFK)

A concentragdo sanguinea de FK 506 diminuiu significativamente

(p<0,05) para os grupos FK+DS e FK+RO (1,7£0,3 ng/ml e 1,81£0,4 ng/ml

respectivamente) em relagdo ao grupo FK (3,21£0,4 ng/ml). (Figura 11)
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FK FK+DS FK+RO

Os dados representam médias * erro padrdo da média (SEM). Abreviagdes: FK (FK 506-tacrolimus), DS
(diclofenaco sédico), RO (rofecoxib); * CSFK - FK+DS e FK+RO p< 0,05 versus FK.

Figura 11. Concentragao sanguinea de FK (CSFK) dos ratos nos grupos

estudados.
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4. DISCUSSAO

O efeito colateral mais importante do FK 506 é o nefrotoxico, sendo a
nefrotoxicidade aguda atribuida a sua agdo no metabolismo das
prostaglandinas, predominando o efeito de prostandides vasoconstrictores com
aumento da resisténcia vascular renal e redugéo do fluxo sanguineo renal e da

38394185 No presente estudo, a dose administrada de FK

filtracdo glomerular.’
506 foi de 2 mg/kg/dia durante 7 dias, associada a dieta hipossédica. A
dosagem padronizada n&o causa efeitos nefrotoxicos agudos em ratos,
conforme modelo experimental para nefrotoxicidade aguda e crénica do FK
506, realizado por Burdmann et al..®¥ Estudos experimentais evidenciam que a
dieta pobre em sal provoca a ativagdo do sistema renina-angiotensina,
vasoconstriccdo renal e isquemia medular, estimulando a fibrose tubulo-
intersticial.**®® No presente estudo, em ratos com dieta hipossaddica, ndo foram
observadas diferengas no RFG, FSR, RVR e PAM entre os grupos FK 506 e
controle. A associagcdo do FK 506 com AINHs provocou significativa queda do
RFG em relagdo ao controle, sendo de 43% para a associagdo com o
diclofenaco soédico e de 25% para a associagdo com o rofecoxib, inibidor
seletivo da COX-2. A diminuicdo do RFG verificada no grupo FK+DS foi
altamente significativa (p< 0,001) quando comparada com as drogas
administradas isoladamente e com o controle, observando-se diferenca
significativa (p<0,01) entre os grupos FK+DS e FK+RO. Nesse ultimo grupo, o

RFG diminuiu significativamente (p<0,05) com relagédo aos grupos controle e

RO. A diminuicao observada na filtragdo glomerular ndo foi acompanhada de
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mudancas no fluxo sanguineo renal, resisténcia vascular renal e pressao
arterial média. (Tabela 1 e Figuras 1 e 3).

Os efeitos do FK na funcao renal estao relacionados a vasoconstriccao
das arteriolas aferentes e eferentes, que ocorre devido a secregcao de
eicosandides vasoconstrictores e inibicdo da calcineurina fosfatase renal.
Textor et al. relataram que o tacrolimus diminuiu a 6-keto-PGF 4 em pacientes
com transplante de figado.®” Em ratos SHR, a nefrotoxicidade aguda pelo
tacrolimus esta associada com o aumento do TXB, urinario € diminuigao da 6-
keto-PGF,®® Recentemente Butani et al. mostraram que a suplementacgao
com Oleos biolégicos ricos em acidos graxos émega 3, que aumentam a
sintese de prostandides vasodilatadores, preveniu a diminuicdo do RFG em
ratos tratados com tacrolimus. ®Em nosso trabalho, a nao-modificagdo nos
parametros de fungdo renal no grupo FK em relacdo ao controle pode ser
atribuida aos mecanismos compensatérios renais para a manutencao da
homeostase. Os estimulos vasoconstrictores provocados pelo FK
desencadeiam mecanismos compensadores, liberando prostaglandinas
vasodilatadoras que controlam o ténus vascular renal e a resisténcia pré-

s.(41:9091) Nos rins,

glomerular e mantém a filtracdo glomerular em niveis normai
as prostaglandinas sao sintetizadas em diferentes segmentos do nefron com
estruturas e funcbes altamente especializadas. No cortex, os locais de
producao das PGs sdo as artérias, arteriolas e capilares glomerulares, onde
exercem importante fungdo na manutengao do fluxo sanguineo renal e filtragéo

glomerular. Na medula, as células intersticiais sdo produtoras de PGs, que tém

o papel de manter o fluxo sanguineo nessa regido de baixa oxigenagao e
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hipertonicidade.(gz) A PGE; é a mais importante PG encontrada nos tubulos,
principalmente os medulares. Secretada pelas células medulares intersticiais,
modula o transporte de sédio e cloro na alca de Henle, indiretamente o
transporte de agua nos coletores e o fluxo sanguineo na vasa recta. A PGl, é a
mais abundante do cortex, sintetizada pelas arteriolas corticais e capilares
glomerulares. E importante na regulacdo do tédnus vascular renal, da filtracéo
glomerular e modula a secrecdo de renina.®

Os AINHSs estao associados aos efeitos toxicos renais, principalmente por
interferir na hemodinamica renal e na homeostase de fluidos e eletrélitos. Sua
adequada utilizacdo, entretanto, produz efeitos moderados, transitérios e
reversiveis. As complicagbes mais graves, como a nefrite intersticial e a
necrose papilar, sdo raras e frequentemente irreversiveis.®® No presente
estudo, a administracao isolada dos AINHs, o diclofenaco sddico, inibidor ndo-
seletivo da COX e o rofecoxib, inibidor seletivo da COX-2, ndo causou
modificagdes na hemodinamica renal ou na filtragdo glomerular, mesmo com
dieta hipossddica (Tabela 1 e Figuras 1 e 3). Esses resultados sugerem que a
administracao de AINHs com dieta hipossddica em condigdes euvolémicas nao
alterou o0s mecanismos compensatorios renais dependentes das
prostaglandinas. O bloqueio de ambas isoformas da COX pelo diclofenaco
sodico e seletivamente da COX-2 pelo rofecoxib ndo foi suficiente para causar
alteragdes renais, provavelmente devido ao curto tempo de administragao (7
dias). A acao renal dos AINHs depende da inibicao da COX, enzima envolvida
no metabolismo do acido aracddnico para a sintese das prostaglandinas, que

tém papel fundamental na hemodinamica renal. A administracdo de AINHs
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bloqueia a sintese de PGs, ocorrendo diminuigdo do fluxo sanguineo renal e da
filtracdo glomerular, sendo esta ultima mais afetada. A diminui¢do da filtragao
glomerular reduz a carga filtrada de sédio, resultando em retencédo de sdodio e
égua.(58) Estudos experimentais com modelos animais tém demonstrado que a
sintese das PGs é essencial para a manutencido da funcao renal. Condigcdes
que aumentam o estimulo vasoconstrictor neuro-enddcrino sdo considerados
"estados renais PG-dependentes”, e nessa situacio, o bloqueio da sintese das
PGs vasodilatadoras pelos AINHs, altera dramaticamente a funcao renal.®*
Varias condicdes sao responsaveis pelo “estado renal PG-dependente”.
Estudos realizados em animais e humanos evidenciam varias dessas
situacoes, tais como deplecdo de sddio, diminuigdo do débito cardiaco, cirrose
hepatica, obstrucdo do trato urinario, reducdo da massa renal e sindrome
nefrotica.®?%119 A nefrotoxicidade causada por drogas também provoca o
“estado renal PG-dependente”, como o uso de aminoglicosideos.'"""1? Os
imunossupressores, como a ciclosporina e FK 506 causam nefrotoxicidade
aguda, aumentando a resisténcia vascular renal, com diminuicdo do FSR e
RFG. Em modelos experimentais existem evidéncias de que as PGs
vasodilatadoras s&o liberadas para minimizar esses efeitos toxicos
renais.(38‘39'93’113'”4)

Em humanos, a incidéncia de insuficiéncia renal aguda em pacientes
tratados com AINHs n3o estd bem determinada."’ O uso de AINHs pode
causar IRA, particularmente em idosos na vigéncia de hipovolemia e

comorbidades.""®'"") Nos idosos ocorre diminuicdo do ritmo de filtragdo

glomerular, diminuicdo do fluxo sanguineo renal e aumento da resisténcia
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vascular, fatores que determinam o “estado renal PG-dependente”, verificando-
se piora da fungdo renal com o uso de AINHs.!'18119

Pesquisas visando a sintese de AINHs com efetivas propriedades
antiinflamatdrias associada a menor nefrotoxicidade, principalmente para a
populacdo com os fatores de risco ou “estado renal PG-dependente”, tém sido
realizadas. A partir da pesquisa de Vane et al.®® na década de 70, duas
isoformas da COX foram caracterizadas e, em 1991 foram confirmados dois
genes que codificam as isoformas COX-1 e COX-2. (122 Os AINHs n3o-
seletivos inibem simultaneamente a COX-1 e COX-2 e, a inibicdo da COX-1
provoca efeitos colaterais importantes, como ulceragdo gastrointestinal e
sangramento, limitando seu uso na pratica clinica.®*%°123124) Em 1999, drogas
do grupo coxib, que inibem seletivamente a COX-2, como o celecoxib e
rofecoxib foram introduzidos na pratica médica, como uma nova classe de
antiinflamatorios com eficacia equivalente aos tradicionais, € menores efeitos
gastrointestinais. ?>"'?") Entretanto, em relagdo aos efeitos renais, existem
evidéncias de que essa nova classe de AINHs tem potencial para causar
alteracdes renais semelhantes aos tradicionais, em situagcdes em que as PGs
renais s&0 necessarias 8 manutengdo da homeostase.7485128-132)

No presente estudo, as associagcdes FK 506 e diclofenaco sédico e FK
506 e rofecoxib provocaram diminuicdo da filtracdo glomerular, o que né&o
ocorreu com as drogas administradas isoladamente. Pode-se inferir que a
administragcdo do FK 506 com dieta hipossddica promoveu um “estado renal
PG-dependente”, com consequente queda da filtragdo glomerular quando

associado aos AINHs. Verificamos que a diminuigdo do RFG para o grupo
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FK+DS foi altamente significativa quando comparada com os grupos em que as
drogas foram administradas isoladamente e o grupo controle (p<0,001) e
significativa (p<0,01) quando comparada com o grupo FK+RO. No grupo
FK+RO o RFG diminuiu significativamente (p<0,05) em relagdo aos grupos
controle e RO. O maior efeito nefrotdoxico da associacdo do FK 506 com o
diclofenaco soédico, inibidor nao-seletivo da COX, pode ser explicado pela
distribuicdo das enzimas COX-1 e COX-2 no tecido renal. Estudos em
humanos e em animais de laboratério demonstraram diferencas na
nefrotoxicidade relacionada aos AINHs, associada com as diversas expressdes
das isoformas da COX nos rins, conforme as espécies. Khan et al., através de
procedimento com imunohistoquimica, estudaram a localizacdo da COX-1 e
COX-2 no tecido renal de caes, ratos, macacos e humanos. A COX-1
apresentou imunorreatividade na vasculatura renal, ductos coletores e células
intersticiais papilares de todas as espécies, com variagdo de intensidade
apenas nos ductos coletores, mais intensa em caes e ratos. A localizagdo da
COX-2 mostrou diferengas entre as espécies estudadas, estando presente no
ramo ascendente espesso da alca de Henle, macula densa e células
intersticiais papilares, nos cées e ratos e nos poddécitos glomerulares e

(133 Em nosso estudo a diminuigao

vasculatura renal em macacos e humanos.
importante do RFG no grupo FK+DS pode ter ocorrido, pela inibicdo da COX-1
presente na vasculatura renal, com o consequente bloqueio da geracédo de
prostaglandinas vasodilatadoras que contrabalangariam o estimulo

vasoconstrictor provocado pelo FK 506 em presenca de dieta hipossddica. A

queda da filtragao glomerular verificada com a associagao FK 506 e DS sem a
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concomitante diminuicao do FSR ou aumento a RVR poderia ser explicada pela
contragao das células mesangiais com consequente diminui¢do do coeficiente
de filtragao (Kf). Hadad et al. demonstrou que a administragdo do tacrolimus in
bolus ou intraperitoneal por 10 dias causou significante redug¢ao do Kf em ratos.
O mesmo fato ocorreu com a adicdo do tacrolimus em cultura de células
mesangiais causando 50% de reducdo da area celular.®) A contragdo das
células mesangiais glomerulares pode ocorrer pela agcdo da angiotensina I,
endotelina, arginina vasopressina (AVP) e fator ativador de plaquetas,
diminuindo a area total da superficie capilar glomerular, com consequente
diminuicdo do RFG.®? As prostaglandinas tém um papel fundamental para
contrabalancar esse efeito constrictor nas células mesangiais. As células
mesangiais sintetizam e secretam a PGIl, (humanos) e PGE;, (ratos),
minimizando o efeito constrictor desses hormoénios, mantendo a area de
superficie capilar glomerular e a filtragdo glomerular.**'3") A administracéo de
FK 506 e rofecoxib também provocou a queda significativa do RFG quando
comparada com os grupos Contr e RO (p<0,05), sem modificagcdes do FSR e
RVR. No grupo FK+DS, entretanto, a queda do RFG foi significaticamente
maior que no grupo FK+RO (p<0,01). No grupo FK+DS provavelmente ocorreu
a inibicado da COX-1 presente nas células mesangiais glomerulares com
consequente diminuicdo das PGs vasodilatadoras e diminuicdo do Kf.
Entretanto, no grupo FK+RO, em que ocorre a inibicao seletiva da COX-2 essa
justificativa ndo se aplicaria, pois nos glomérulos e na vascularura renal de
ratos a COX-2 nao esta expressa como ocorre em primatas ndao-humanos e

humanos.!"®® Apesar das evidéncias imunohistoquimicas da localizagdo da
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COX-2 em ratos na macula densa, ramo ascendente espesso cortical e células
intersticiais medulares, € possivel a expressao dessa enzima nos glomérulos,
em niveis inferiores aos detectados em outras espécies. A presenca da COX-2
em glomérulos de ratos em niveis mais baixos poderia explicar a diminuicdo
menos intensa na filtragcdo glomerular no grupo FK+RO. Outra possibilidade
seria de que os inibidores seletivos da COX-2 ndo apresentam seletividade
total, podendo ocorrer bloqueio parcial da COX-1. Van Hecken et al. em estudo
comparando a atividade inibitéria de alguns AINHs sobre a COX-1 e COX-2,
verificou, para o rofecoxib 25 mg, que a inibicdo da COX-1 ocorreu em 6,65% e
para a COX-2 69,2%, mostrando a seletividade para a COX-2, porém pequena
proporcdo de inibigdo da COX-1.1%%

No presente estudo, verificamos uma tendéncia a diminui¢cdo da diurese
nos grupos tratados com associagao de drogas, sendo significante (p<0,05)
somente no grupo FK+DS comparado com o grupo RO. (Tabela 1 e Figura 2).
A fracdo de excrecao de sddio foi significativamente maior no grupo RO
(p<0,05) quando comparado com os grupos FK+DS, FK e Contr. (Tabela 3)
Diferentemente dos dados de literatura, o rofecoxib ndo provocou o efeito
antinatriurético, mas sim o aumento da fracdo de excrecédo de sédio. O efeito
antidiurético e antinatriurético dos AINHs inibidores seletivos e nao-seletivos
da COX tem sido evidenciado por estudos experimentais e clinicos. (174138139
Muscara et al. estudaram o efeito do celecoxib administrado em ratos normais
e hipertensos por um periodo de 3 semanas. Houve aumento da pressao

arterial em 25% dos casos, associada a retengao de fluidos, sem modificagdes

nos niveis da creatinina plasmatica.”" A administracdo do inibidor especifico
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da COX-2, o MF-triciclico, ndo afetou a hemodindmica renal ou a funcao
excretora em caes normovolémicos ou depletados em volume. No entanto, a
administracdo de indometacina induziu a significante vasoconstriccdo nos
animais com deplecido de volume.™ Rodriguez et al. mostraram em estudo
realizado em caes com dieta normal em sal que o nimesulide, inibidor seletivo
da COX-2, ndo alterou a pressado arterial ou a hemodindmica renal, mas
diminuiu a diurese e natriurese. Nos animais com dieta hipossddica, ocorreu
retengcdo de agua e sodio, significativa vasoconstricgéo e elevagao da pressao
arterial sistémica."®® Nos estudos clinicos, tem sido relatada a importancia da
COX-2 no manuseio renal do sédio e agua, verificando-se efeitos renais
diferentes quando comparados os AINHs inibidores n&o-seletivos da COX,
sugerindo uma condi¢do de dependéncia renal das PGs. (340 Whelton et al.,
apos estudo clinico em idosos saudaveis, concluiram que o inibidor seletivo da
COX-2 nao acarretou alteragdes hemodinamicas semelhantes aos AINHs
tradicionais, mas os efeitos tubulares na reabsor¢do de sddio e agua foram
similares nos 2 grupos. (") Outros estudos clinicos sugerem que oOs inibidores
seletivos da COX-2 causam alteracbes renais semelhantes aos AINHs
tradicionais, verificando-se queda da filtragdo glomerular e efeito antidiurético e
antinatriurético em situacdes clinicas em que os rins dependem da acéao

compensatoria das PGs.(75128.129.141-143)

Os AINHs nao-seletivos bloqueiam a
COX-1 e diminuem as concentragdes de prostaglandinas na medula e papila
renais, provocando alteracdes no transporte de fluidos e eletrdlitos. Os AINHs

inibidores seletivos da COX-2 apresentam diferentes acdes conforme sua

localizacdo nas diferentes espécies estudadas. Em cées e ratos, a
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predominancia da COX-2 na macula densa, intersticio e ramo ascendente
espesso da alga de Henle, libera PGs envolvidas com a regulagéo da secrecgéo
de renina. Nos primatas, essa isoforma da COX predomina nos glomérulos e
tem influéncia na hemodinamica renal e filtragdo glomerular. Estudo em ratos
com dieta pobre em sal mostrou aumento de 3 vezes nos niveis de
imunoreatividade da COX-2 na macula densa e ramo ascendente espesso
cortical da alca de Henle quando comparado com animais com dieta normal em

(9 As diferentes funcdes mediadas pelas PGs derivadas da COX-2 no

sal.
cortex e medula tém importancia na preservacdo da funcdo renal durante a
deplegcao de volume e promove resposta diurética e natriurética durante a
expansdo de volume.®" Essa diferente distribuicdo da COX-2 renal entre as
espécies dificulta a extrapolacdo dos resultados observados em animais de
laboratério para os humanos. No entanto, devido a ampla distribuicao da COX-
2 nos rins de caes e ratos, essas espécies tém sido utilizadas para estudar a
fungao dessa enzima em diferentes porcdes do nefron.'*®

As alteracdes histologicas foram de grau leve e ocorreram em 66% dos
animais tratados. Os dados histolégicos apresentados na Tabela 4 e Figura 4
mostram leves alteragdes tubulares em todos os grupos. Foram visualizadas
vacuolizacdo tubular (Figura 5), dilatagdo tubular (Figura 6), alteragao
degenerativa epitelial aguda (Figura 7). A necrose tubular aguda de grau leve
(Figura 8) foi observada em apenas um animal do grupo FK+DS. A
nefrotoxicidade aguda do FK 506 n&o causa mudancgas estruturais importantes

nos rins e esses efeitos agudos sao reversiveis com a redugao da dose."*¥

Raramente a diminuicdo aguda do RFG estad associada a mudangas
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histoldgicas permanentes.(145) Estudos morfolégicos sobre os efeitos renais
causados pelo FK 506 em transplantes nao renais ou doengas autoimunes sao
escassos. As alteragbes histolégicas observadas sao semelhantes as
encontradas com a CsA, sendo a vacuolizacao tubular um dos marcadores
precoces da nefrotoxicidade.®**? Em nosso trabalho, a vacuolizac&o tubular foi
leve e ocorreu em todos os grupos com exceg¢ao do controle. A associagao do
FK 506 com o diclofenaco sédico ou o rofecoxib ndo aumentou a ocorréncia de
alteragdes histologicas. De fato na nefrotoxicidade aguda causada pelo FK 506
e AINHs as alteragcbes estruturais renais sao leves e nio especificas e
raramente ocorre necrose tubular aguda. #1146:147)

Em nosso estudo verificamos a tendéncia de queda no peso dos animais
nos grupos que receberam FK (-915 g), FK+DS (-1815 g), FK+RO (-1+2 g)
sendo estatisticamente significativa no grupo FK+DS com relagdo ao Contr
(62 g, p<0,001), RO (51 g, p<0,001), DS (0,24 g, p<0,01) e FK+RO (-1+2 g,
p<0,01). (Figura 9). Esses dados sugerem uma maior toxicidade dos inibidores
nao-seletivos da COX. A COX-1 tem, entre outras, a funcéo fisiolégica de
citoprotecdo da mucosa gastrica e os AINHs inibidores n&o-seletivos da COX,
conforme os dados da literatura, causam efeitos toxicos como ulceracio
gastrointestinal e sangramento.®***'212%) Em nosso estudo nao foi observado
sangramento gastrointestinal nos animais, fato corroborado pelo hematdcrito
(Figura 10), com médias estaveis em todos os grupos entre 43% e 47%. Esse
fato sinaliza também para as boas condigdes clinicas dos animais, apds os
procedimentos cirurgicos que foram realizados com pouco sangramento,

proporcionando condi¢des adequadas para os estudos fisioldgicos renais.
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Outro fato importante € que a manutencao estavel do hematdcrito garantiu a
dosagem correta da concentragdo sanguinea do FK 506 (CSFK), que utiliza
sangue total para a realizacdo do teste Elisa com anticorpo monoclonal.
(DiaSorin PRO-Trac™ Il Tacrolimus-Stillwater, Minnesota,USA).

A concentragado sanguinea do FK 506 diminuiu significativamente quando
associado aos outros farmacos, nos grupos FK+DS (1,7+0,3 ng/ml, p<0,05) e
FK+RO (1,8+0,4 ng/ml, p<0,05) em relacdo ao grupo FK (3,2£0,4 ng/ml).
(Figura 11). Em trabalho de revisdo Mignat “® abordou as interacdes
medicamentosas entre o FK 506 e outras drogas, considerando-as em trés
categorias: drogas que aumentam a disfungado renal com potencializagdo do
efeito; drogas que afetam a concentracdo sanguinea por interferéncia na
absorcao ou no metabolismo do FK 506 (farmacocinética) e, drogas que tém
sua farmacocinética afetada pelo FK 506. A interacdo medicamentosa com os
AINHs estéa citada na primeira categoria e tem sido atribuida as alteragbes no

7148 Em nosso trabalho ficou evidenciada a

metabolismo das PGs.!
potencializacao do efeito renal do FK 506 quando associado aos AINHSs, pois
houve diminuicdo do RFG, como ja abordado anteriormente, porém, ocorreu
também alteracdo na farmacocinética, com diminuicdo significativa da
concentragdo sanguinea do FK 506 nos grupos com associagdo de drogas
(Figura 11). Na literatura, varios relatos clinicos, estudos em animais ou
investigacdes in vitro, citam diversas drogas que afetam a farmacocinética do
FK 506, aumentando ou diminuindo sua concentragdo sanguinea, entretanto,

nao existem citagbes com os AINHs. Algumas drogas que aumentam a

concentragdo sanguinea do FK 506, por inibicio do metabolismo:
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(149) | (150) 151) | (152)

eritromicina, clotrimazo quconazoI,( danazo itraconazol,
cetoconazol, diltiazem, verapamil e cimetidina.®® Outras drogas interferem,
acelerando o metabolismo do FK 506 por indugdo das enzimas do citocromo P

(154) dexametasona,

450, diminuindo sua concentragdo sanguinea: rifampicina,
corticosterona, ergotamina, nifedipina, omeprazol."®® Sheiner®” relatou dois
casos de pacientes com transplante de figado, que desenvolveram IRA com o
uso concomitante do FK 506 e ibuprofeno. Apds a retirada do ibuprofeno houve
total recuperacao da funcao renal. Apenas em um paciente foi titulada a CSFK,
que permaneceu inalterada durante o periodo de administragdo conjunta com o
AINH, sugerindo ter ocorrido apenas somacgédo do efeito renal. Em nosso
trabalho, de acordo com os dados de literatura, a associacdo com AINHs
potencializou a acao renal do FK 506, com diminui¢do do RFG, entretanto, néo
encontramos nos trabalhos publicados pesquisados, nenhuma citacdo de
interferéncia na farmacocinética. Nossos dados sugerem fortemente que a
associacdo com AINHs provoca também modificacbes na farmacocinética do
FK 506, pois ocorreu significativa queda de sua concentragdao sanguinea. Uma
possivel explicagdo seria que, tanto o FK 506 como os AINHs tém alta
afinidade de ligagao com as proteinas plasmaticas e, por competicdo, pode ter
ocorrido aumento da fragao livre do FK 506, favorecendo seu metabolismo e

excregao. Outros estudos experimentais sd0 necessarios para comprovar estes

dados e elucidar os mecanismos envolvidos.
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CONCLUSOES

A associagdo do FK 506 com um inibidor ndo-seletivo da COX causou
diminuicdo mais acentuada na filtragdo glomerular que a associagdo com

um inibidor seletivo da COX-2.

A queda da filtracdo glomerular causada pela associacdo do FK 506 com
0s AINHs ocorreu independentemente da diminuicdo do FSR ou aumento

da RVR, estando provavelmente relacionada a diminui¢do do Kf.

A tendéncia a antidiurese foi similar para a associacdo do FK 506 com

antiinflamatério inibidor ndo-seletivo da COX e inibidor seletivo da COX-2.

A administracdo do FK 506 separadamente ou associado com AINHs por
curto tempo (7 dias), ndo provocou alteragBes histoldégicas renais

significativas.

A associacdo do FK 506 com antiinflamataorio inibidor ndo-seletivo da COX
causou discreta toxicidade sistémica, evidenciada pela perda de peso,

guando comparada com o inibidor seletivo da COX-2.

Nos animais tratados com a associagdo FK 506 e AINHs as
concentracfes sanguineas do FK 506 foram significativamente menores
do que no grupo com FK 506 isolado, sugerindo alteracbes na

farmacocinética.
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	Figura 5. Corte histológico renal apresentando leves alterações de vacuolização tubular, coloração por Periodic Acid Methenamine Silver (PAMS) X 1000. 
	Figura 6. Corte histológico renal apresentando leves alterações de dilatação tubular, coloração por Periodic Acid Methenamine Silver (PAMS) X 400. 
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	Figura 8. Corte histológico renal  apresentando leves alterações de necrose tubular aguda, coloração por Periodic Acid Methenamine Silver (PAMS) X 400. 



