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“A vida s6 pode ser compreendida olhando-se para tras, mas
S0 pode ser vivida, olhando-se para a frente.”

(Soren Kierkegaard)

“Comece fazendo o que é necessario, depois o que é
possivel, e de repente vocé estara fazendo o impossivel.”

(Sao Francisco de Assis)
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RESUMO

7

A presenca de uma funcdo renal adequada é importante para a
manutencdo da homeostase. A anfotericina b é um antifingico potente, cuja
utilizacao tem sido limitada devido ao seu elevado potencial nefrotéxico.

O presente trabalho teve por objetivos acompanhar, laboratorialmente, a
funcdo renal de caes saudaveis submetidos a administracdo de doses
terapéuticas do antifangico anfotericina b (Fungisono), bem como avaliar dentre os
métodos laboratoriais empregados, qual o método mais sensivel e precoce de
diagnéstico de lesdo renal. A funcao renal foi avaliada por meio da realizacdo
diaria de urinalise, da excrecdo fracionada dos eletrolitos sédio e potassio,
dosagem das concentracdes séricas de creatinina e uréia e atividade da enzima
gama-glutamiltransferase (GGT) urinaria. Cada animal foi seu proprio controle,
uma vez que foram obtidas amostras de urina e sangue de cada animal, para
realizacdo dos exames acima citados, antes da primeira aplicacao do farmaco.

Concluiu-se que a anfotericina b provoca lesdes tanto em tubulo proximal
guanto em distal, onde a alteracdo em tabulo distal foi a primeira a ser detectada,
por meio da diminuicdo dos valores de densidade urinaria; dosagem de creatinina
e uréia séricas e potassio sérico, deve ser realizada antes de cada aplicacao do
farmaco; a enzima urinaria gama-glutamiltrasferase (GGT) néo foi eficaz como
método de diagndstico de lesdo renal induzida por anfotericina b; demonstrou-se
também que a anfotericina b provoca acidose tubular renal do tipo | e induz

diabetes insipidus nefrogénico em caes.



Summary

Anfotericina B is a strong anti-fungus agent, which use has been limited due
to its high nephrotoxic potential. The objective of this experiment is to accompany
in the laboratory the renal function of healthy dogs which were submitted to
therapeutic doses of Anfotericina B (Fungison®), as well as to evaluate which

method can first diagnose kidney lesions with the most precise results.

Ten healthy adult male dogs were used in the experiment. All dogs received
five doses of 0.5 mg/kg of Anfotericina B every other day. The renal function was
evaluated through daily urine exams, fractioned excretion of the electrolytes
sodium and potassium, doses of serical concentrations of creatine and urea and
the activity of the enzyme gama-glutamiltransferase (GGT) [urinaria]. Throughout

the experiment, each animal was individually tested.

We concluded that Anfoteracina B provokes lesions both in the proximal and
distal tubes. Urinalysis proved to diagnose kidney lesions in its earliest stage
through a modification of the density parameters. The dosage of creatine and
serical urea must be effected before each application of Anfoteracina B. Finally,
urinal enzyme gama-glutamiltrasferase (GGT) should not be used as a method to

diagnose kidney lesions caused by therapeutic doses of Anfotericina B.

The experiment also demonstrates the importance of accompanying the
serical concentration of potassium during the treatment with Anfotericina B.
Finally, we concluded that Anfotericina B resulted in tubular acidosis type | of the

kidney, as well as induces nephrogenic diabetes insipidus in dogs.



1.INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os rins séo essenciais para a manutencdo da homeostase do organismo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999; YU et al., 2000). SMITH em 2000 considerou
gue os rins fornecem o0s meios basicos para a homeostase. Estes 6rgaos
desempenham diversas fungdes, dentre as quais podem-se ressaltar a excrecao
de produtos de degradacdo do metabolismo e de substancias estranhas, as
regulacdes do equilibrio hidreletrolitico, da presséo arterial, da osmolalidade e das
concentracdes de eletrdlitos dos liquidos corporais, além de participar da
secrecdo, do metabolismo e da excrecdo de hormoénios, e do processo de
gliconeogénese (GYTON & HALL, 2002). Neste sentido a importancia dos rins
torna-se evidente, ao se observar as consequéncias da perda da funcao renal (YU
et al., 2000).

Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) é uma sindrome clinica associada ao
declinio rapido da funcédo renal, que pode ocorrer em um periodo de horas até
dias, sendo geralmente causada por uma agressado de origem toxica ou isquémica
aos rins (FORRESTER, 1994; NELSON & COUTO, 2001). A perda da funcéo
renal leva a azotemia, onde os niveis séricos de creatinina e uréia se apresentam
acima dos valores de normalidade. A azotemia pode ser provocada por processos
pré-renal, pés-renal e renal primario. O termo azotemia renal primaria refere-se a
perda da funcdo renal devido a ocorréncia de alteragcbes do parénquima renal

(SENIOR, 2001).



A IRA tem sido dividida, classicamente, em trés fases distintas: inducéao,
manutencao e recuperacdo. A fase de inducdo € o periodo do inicio do insulto
renal, que pode ser de horas a dias, até o estabelecimento da diminuicdo da
capacidade de concentracdo da urina e da ocorréncia da azotemia (FORRESTER
& LITTLE, 1994; OSBORNE & FINCO, 1995). A intervencdo terapéutica nesta
fase, pode prevenir a progressao das alteracdes renais e do desenvolvimento de
uma IRA estabelecida (OSBORNE & FINCO, 1995; NELSON & COUTO, 2001).

A fase de manutencdo da IRA se desenvolve quando lesdes tubulares
renais ja estdo estabelecidas. A intervencdo terapéutica, nesta fase, embora
muitas vezes possa salvar a vida dos animais, interfere muito pouco na diminuicéo
das lesfes renais existentes (OSBORNE & FINCO, 1995).

A fase de recuperacédo da IRA esta associada a melhora da funcéo renal, e
embora néfrons adicionais ndo possam ser produzidos para substituir os que
sofreram lesdes letais, os néfrons sobreviventes podem hipertrofiar e compensar
parcialmente a reducdo numérica dos néfrons (GRAUER & LANE, 1997). Uma vez
gue a insuficiéncia renal aguda estabelecida freqientemente depende de
tratamento auxiliar intensivo e oneroso, por ser seu progndéstico reservado e, por
ser muitas vezes de origem iatrogénica, torna-se importante a sua prevencao e a
identificacdo precoce de lesdo ou da disfuncao renal (GRAUER & LANE, 1997;
NELSON & COUTO, 2001).

Os processos que desencadeiam a insuficiéncia renal intrinsica sdo a
nefrose, que é a mais comum, e a nefrite, provocada geralmente por infec¢do. As
causas de nefrose sdo nefrotoxinas e/ou hipoperfusao renal (FORRESTER &

LEES, 1997; LANE, 1998).



O rim é particularmente susceptivel a acdo de agentes toxicos devido a trés
pontos basicos: recebe cerca de 25% do débito cardiaco, estando portanto
exposto de forma rapida e direta a qualquer agente toxico circulante; concentra o
filtrado glomerular, aumentando varias vezes 0 potencial toxico de qualquer
agente; as células da pars recta do tubulo proximal possuem um sistema de
transporte de solutos organicos, estando assim, mais diretamente expostas a
agentes toxicos (YU et al., 2000; DIBARTOLA, 2001).

O processo de nefrotoxicidade induzida por drogas se refere as lesdes
renais causadas pela acdo de agente farmacoldgico, utilizados para diagnosticar
ou tratar uma doenca. Quando essas lesGes sédo graves, pode se desenvolver
uma insuficiéncia renal aguda (IRA) (TILLEY & SMITH, 2003).

A terapia antifungica sistémica tem sido indicada para o tratamento de
infeccbes micdticas superficiais, subcutaneas e profundas. Nas duas ultimas
décadas tornaram-se disponiveis drogas antifingicas de amplo espectro, de
distribuicdo sistémica ampla e aplicacdo conveniente, o que melhorou o
prognostico de varias infecgcdes micoticas subcutaneas e profundas (FARIAS &
GIUFRIDA, 2001). A anfotericina b € um agente antifangico potente cuja utilizacdo
tem sido limitada devido ao seu elevado potencial nefroto xico (MONTEIRO et al.,
1993; BILL, 1997). Além de sua propriedade antifungica, a anfotericina b tem sido
utilizada em cdes e em seres humanos para o tratamento da leishmaniose
(SCOTT etal., 2001).

A anfotericina b foi descoberta, em 1956, por Gold e colaboradores, que
estudavam uma cepa de Streptomyces nodosus, um estreptomiceto obtido no

Vale do Rio Orenoco, na Venezuela (SMITH & REYNARD, 1992; BENNETT,



1996). A Anfotericina b € um antibidtico poliénico macrolideo, que contém sete
ligacdes duplas na posicdo 3-amino-3,6-didesoximanose ligada ao anel principal
por uma ligagdo glicosidica. O comportamento anfotérico que deu nome ao
farmaco origina-se da presenca de um grupamento carboxila no anel principal, e
de um grupamento amino primario na glicosamina; esses grupamentos conferem
hidrossolubilidade em extremos de pH. A cristalografia por raios X demonstrou
uma molécula rigida em forma de bastdo, com grupamentos hidroxilicos
hidrofilicos no anel macrolideo e, em uma face oposta, uma porgcédo poliénica
lipofilica (BENNETT, 1996).

Os antibiéticos poliénicos sdo substancias tdxicas para o0 homem e outros
mamiferos, pois provocam lesdes, nas células dos animais, semelhantes as
causadas aos microorganismos. A anfotericina b liga-se avidamente as
membranas de fungos e de alguns protozoarios, e com menor avidez as células
de mamiferos. A especificidade relativa aos fungos ocorre devido a maior
afinidade da droga ao ergosterol (o esterol da membrana dos fungos) do que pelo
colesterol, que € o principal esterol encontrado na membrana plasmatica de
células animais (RANG et al., 2001). Uma vez que bactérias e riquétsias ndo
contém esterdis em sua composi¢ao, a anfotericina b ndo exerce nenhuma acao
contra estes microorganismos (PLUMB, 1999). A explicacdo para a acdo toxica
dos poliénicos sobre as células de algas, fungos, protozoarios e animais reside no
mecanismo de acao destas drogas (TAVARES; 2002).

A anfotericina b liga-se as membranas celulares e interfere na
permeabilidade e nas fungdes de transporte. A droga forma um poro na membrana

celular criando, com a parte central hidrofilica da molécula, um canal i6nico



transmembrana, tendo como conseqiiéncias a perda de ions intracelulares e de
pequenas moléculas (BENNETT, 1996; HARLEY & CHAMPE, 1998; RANG et al.,
2001). Com a saida destes ions, principalmente do potassio, hd o
comprometimento do metabolismo celular (SPINOSA et al., 1999). Esta alteracao
de permeabilidade pode levar ao rompimento da membrana celular e morte celular
(BURDMANN et al., 1996; SCOTT et al.,, 2001). A anfotericina b € um potente
agente fungistatico, com pouca incidéncia de aparecimento de resisténcia, sendo
gue quando utilizada em concentragdes altas torna-se fungicida (SPINOSA et al.,
1999; TAVARES, 2001).

A anfotericina b € um pé amarelado, inodoro, insolivel em agua e estavel
em suspensdo a 22° Celsius durante 24 horas, mesmo em presenca de luz. Foi
associado a este antibidtico o desoxicolato de sddio, que aumenta a sua
hidrossolubilidade, com o intuito de facilitar o uso desse farmaco quando
administrado pela via parenteral (NETO, 1985). Os frascos contendo anfotericina b
em p6é devem ser armazenados em geladeira, com temperatura variando de 4° a
8° Celsius. Apos a reconstituicdo do pd, com agua estéril para injecéo, a solucdo
permanece estavel, quando protegida da luz, por 24 horas em temperatura
ambiente, ou durante sete dias sob refrigeracdo (PLUMB, 1999).

Devido a sua baixa solubilidade em agua, a anfotericina b ndo é bem
absorvida quando administrada pela via oral ou intramuscular (BEAM, 1992). Em
infeccdes sistémicas, o farmaco deve ser administrado pela via intravenosa, ou no
caso de meningite fungica, pela via intratecal (SPINOSA et al.,, 1999). A
anfotericina b é organodepositaria, permanecendo armazenada no figado, no

pulmdo, no baco e nos rins, onde sofre metabolizacdo lenta, permitindo



concentracdes séricas fungistaticas ou fungicidas por até 48 horas (SMITH &
REYNARD, 1992; NETO et al., 1985; FARIAS & GIUFFRIDA, 2002).

No soro, a anfotericina b liga-se 95% aos glébulos vermelhos e as
lipoproteinas (MONTEIRO, 1996). Supde-se que o remanescente da droga, liga-se
ao colesterol das membranas celulares. E excretada muito lentamente pelos rins,
sendo encontrados tracos da droga por longos periodos, de semanas até dois
meses apos o término da sua administracdo (PLUMB, 1999; RANG et al., 2001). A
eliminagédo do farmaco ndo € modificada em pacientes anéfricos ou em pacientes
hemodialisados (BENNETT, 1996).

Anfotericina b tem amplo espectro de acao, sendo a droga de escolha para
o tratamento de micoses que ameacam a vida (FOIL, 1986). A anfotericina b é
ativa contra Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces
dermatidis, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Sporothrix schennkii,
Aspergillus sp, Penicillum sp, Mucor sp, Rhizopus sp, Rhodotorulla sp,
Mycrosporum sp, Trychophytom sp, Madurella sp e Leptosphaeria sp (FARIAS &
GIUFFRIDA, 2002). Este antibiético penetra no interior das células, o que explica
sua acdo contra o Histoplasma capsulatum, que é um parasita intracelular
(TAVARES, 2002).

A maioria dos regimes terapéuticos em medicina veterinaria foi
desenvolvida empiricamente (DAVIS, 1981; FOIL, 1986) e foi baseada por meio de
combinacdo de limites de toxicidade, experiéncia clinica, dados obtidos dos
trabalhos feitos em seres humanos e conveniéncia (DAVIS, 1981). A dose
utilizada é de 0.5 mg/ kg, reconstituida em agua para injecéo, diluida em solucéao

de glicose a 5% e administrada em dias alternados (SCOTT et al., 2001).



A anfotericina b provoca intensa constricAo vascular renal, sendo
responsavel pela diminuigdo do fluxo sangiiineo (BAGATIN & CUCE, 1983;
MONTEIRO et al., 1993; TAVARES, 2002). Este efeito vasoconstritor € fator
principal na inducdo da diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular (MONTEIRO,
1996). Estudos realizados, em 1980, por Gerkens e Branch, corroboravam com a
hipotese de que o aumento da resisténcia vascular provocado pela anfotericina b
ocorria devido a ativagdo do mecanismo de retroalimentacdo (feedback)
tubuloglomerular. Tais estudos sugeriam que devido a alteracdo da
permeabilidade celular provocada pela anfotericina b, um aporte maior de cloreto
de sdédio chegaria a macula densa, acionando o mecanismo de “feedback”
tubuloglomerular, o qual levaria a vasoconstricdo das arteriolas aferentes renais
(GRAUER & LANE, 1997).

A hipotese de alteracdo da retroalimentagdo tubuloglomerular nunca foi
devidamente provada, tendo sido desconsiderada por Sawaya et al. (1991),
guando demonstraram que a anfotericina b € um agente indutor direto de
vasoconstricdo arteriolar. Este efeito vasoconstritor da arteriola aferente ocorre por
acdo direta do farmaco sobre os vasos renais, e provoca a entrada de célcio na
célula induzindo sua despolarizagdo, com consequente contracdo do vaso
(GRAUER & LANE, 1997).

Em seres humanos, a anfotericina b altera a permeabilidade e a fungéo das
células dos tabulos proximais, das células da porcdo ascendente espessa da alca
de Henle, e das células epiteliais dos tubulos distais (WALKER & DUGGIN, 1992).
In vitro, a imersao prolongada, em anfotericina b, de membranas da borda em

escova dos rins, resultou em aumento generalizado da permeabilidade das



células. Sendo que alteracbes similares ocorreram in vivo, onde progressivo
aumento de permeabilidade a inulina e ao manitol, nos tubulos proximais, ocorreu
trés horas ap6s a administracdo da droga (WALKER & DUGGIN, 1992).

A anfotericina b provoca clinicamente insuficiéncia renal n&o oligurica,
iniciando-se de dias a semanas apos o inicio do uso desta droga (BURDMANN et
al., 1996). Em seres humanos, descrevem-se a diminuicdo da capacidade de
concentracdo renal, alteracbes degenerativas e regenerativas dos tubulos
proximal e distal, com a obstrugdo luminal por detritos necroticos (BAGATIN &
CUCE, 1983; TAVARES, 2002). O quadro histolégico é de necrose tubular aguda
toxica com dilatacdo tubular; necrose e calcificacdo dos tubulos proximais e
distais; e vacuolizacédo inespecifica de pequenas e médias artérias e arteriolas
(BURDMANN et al., 1996).

A urindlise e as dosagens séricas de creatinina e uréia sdo métodos
convencionais utilizados para a avaliacdo da funcéo renal (GRECO et al., 1985;
CHEW, 1985). A urindlise avalia aspectos fisicos (volume, densidade, cor,
transparéncia, odor), quimicos (pH, proteinas, glicose, acetona, bilirrubina,
urobilinogénio, sais biliares, sangue oculto) e microscopicos (sedimento) (LOPES
& TAKAHIRA, 2001). A finalidade da analise do sedimento urinario € de detectar e
identificar hemacias, leucécitos, cilindros, células epiteliais, bactérias, leveduras,
parasitas, muco, espermatozoides, cristais e artefatos, sendo que deve ser
realizado tanto a identificacdo quanto a quantificacdo destes elementos
(STRASINGER, 2000).

O aparecimento dos eletrélitos na urina ocorre em funcdo do resultado final

dos processos de reabsorcdo e secrecdo tubulares. A excrecao fracionada dos



eletrolitos pode ser utilizada na avaliagdo da funcéo tubular, sendo definida como
a relacéo entre o eletrdlito em questdo, por exemplo sodio (Na*) e potassio (K*), e
a eliminacdo de creatinina. Esta relacdo é multiplicada por 100 e expressa em
porcentagem (%). A vantagem desta determinacdo consiste em n&o haver
necessidade de coleta de urina dentro de determinado periodo de tempo. Formula

da excrecéo fracionada dos eletrolitos é a seguinte (DiBartola, 1997):

EFx = (Ux VI Py) (Uer VIP ) = (Ux Per)(Uer Py)

Onde EF4 = excregao fracionada do eletrdlito a ser avaliado
Ux = concentracao do eletrolito na urina
Px = concentragdo plasmatica do eletrolito
Ucr = concentracdo da creatinina na urina

P« = concentracdo plasmatica da creatinina

A concentracdo seérica de creatinina é frequientemente interpretada como
uma medida para a ritmo da filtracdo glomerular, sendo sua concentracéo
plasmatica inversamente proporcional ao ritmo de filtracdo glomerular
(HENNEMANN et al, 1997); isto ocorre porque a aeatinina é livremente filtrada
pelos glomérulos e secretada apenas em pequena quantidade pelos tabulos
renais (CONSTANZO, 1999).

A uréia é a principal forma de eliminacdo dos grupos amino derivados dos
aminoacidos e responde por mais de 90% dos componentes nitrogenados da
urina. A uréia é produzida no figado e entdo é transportada pelo sangue até os

rins, onde é excretada em sua maior parte através da urina, sendo que pequena



guantidade é degradada pelas bactérias no intestino (HARVEY & CHAMPE,
1998). A uréia € livremente filtrada pelos glomérulos e, em presenca de diminuicdo
da filtracdo glomerular ocorre sua retencdo (MEYER & HARVEY, 1998). O
aumento das concentracdes séricas de creatinina e uréia € denominado de
azotemia. A concentracdo sérica de creatinina é o indicador mais preciso da
funcdo renal quando comparada a uréia, uma vez que esta Ultima tem seus
valores influenciados pela dieta e por outros eventos como hemorragias
gastrointestinais e febre, além de sofrer alteracdo devido & agdo do horménio
antidiurético (ADH) (CARNEIRO, 2002).

Foram realizados estudos experimentais, com o intuito de avaliar a
enzimuria (atividade enzimatica na urina) como método diagnostico precoce de
leséo ou disfuncao renal (HEIENE et al., 1991; GRAWER & LANE, 1997; PRICE,
2002). Durante o processo de filtracdo glomerular realizado para a formacao de
urina, as enzimas seéricas nao sao filtradas pelos glomérulos devido ao seu grande
peso molecular, portanto, a enzimdria € indicativa de atividade tubular, vazamento
celular, ou necrose tubular (GARY et al., 1990; GRECO et al., 1985; HENEMANN
et al.,, 1997). Sendo assim, doencas renais e nefrotoxicose induzem alteracdes na
atividade das enzimas na urina, mas nao nas enzimas plasmaticas (LANE et al.,
1994).

A enzima gama-glutamiltransferase (GGT) localiza-se na borda em escova
dos tubulos proximais renais. Por ser um segmento metabolicamente ativo do
néfron, os tubulos proximais sao facilmente lesionados em doencas renais agudas

(HEINE et al., 1991; HENEMANN, 1997). O produto comercial FungizonO



apresenta em sua formula o desoxicolato, utilizado como diluente da anfotericina b
o qual é promotor de lesdo em tibulo proximal (DOREA et al., 1997). Os autores
Welbourne et al. (1983) demonstraram aumento da atividade enzimatica da GGT
na urina de ratos, apos inducdo experimental de isquemia renal. Greco et al.
(1985) e Gary et al. (1990) avaliaram a atividade da enzima GGT, qualificando-a
como um bom método diagnéstico de lesdo ou disfuncao tubular renal. Entretanto
0s autores Heine, Biewenga e Koeman (1991) chamam a atencao ao fato de que a
maioria dos trabalhos realizados com a GGT urinaria, utilizar-se de protocolos de
inducao de nefrotoxicidade.

DeSchepper et al. (1989), afirmaram que a variacdo na atividade das
enzimas urinarias esta relacionada a densidade urinaria das amostras. Sendo
assim, utilizaram a densidade de 1,025 como fator de corregdo para o fluxo
urinario de uma Unica amostra colhida de cada animal por meio da seguinte

formula:

X=Yx25/Z

Onde X € igual a atividade da GGT urinaria calculada;
Onde Y éigual & atividade da GGT urinéria da amostra;

Onde Z é igual aos ultimos dois digitos da densidade urinaria da amostra.



2. OBJETIVOS DO TRABALHO:

O presente trabalho teve por objetivos avaliar laboratorialmente a fungéo
renal de cdes saudaveis submetidos a administracdo de doses terapéuticas do
antifangico anfotericina b (Fungizono), por meio da realizacdo de urindlise, da
excrecdo fracionada dos eletrélitos sodio, potassio e da dosagem das
concentracdes seéricas de creatinina e uéia; comparar os métodos de urindlise e
dosagens séricas de creatinina e uréia, quanto as suas sensibilidade e
precocidade na identificacdo de possivel lesdao/disfuncao renal; avaliar a eficacia
da atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT) urindria como método
diagndstico precoce de possivel lesdo/disfuncéo renal, bem como comparar este

teste com os demais acima descritos.



3. MATERIAL E METODOS

Local

A pesquisa foi realizada nas dependéncias do Departamento de Clinica

Veterinaria do Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu-SP.

Animais

Foram utilizados dez caes higidos, sem raca definida, adultos, machos, com
peso entre 10 e 15 kg, provenientes do Canil Central do Biotério da UNESP,
Campus de Botucatu -SP. Estes animais foram submetidos as avaliagcdes clinica
(McCURING et al. 1991) e laboratorial e, internados no canil da Pés- Graduacao
da FMVZ-UNESP-Botucatu, por um periodo minimo de 10 (dez) dias antes do
inicio do experimento para ambientalizagdo. Durante este periodo e em todo o
experimento, os caes foram mantidos em jaulas individuais de alvenaria, providas
de tablado de madeira removivel, com acesso livre a solario e receberam agua “ad

libitum” e rac&o (comercial)* em horério determinado.

Metodologia Experimental

Inicialmente foram feitas as determinagdes dos valores basais (momento
zero — MO0) da urindlise, da concentracdo dos ions sédio (Na*) e potassio(K*) na
urina e no plasma, concentracdes sérica e urindria de creatinina, concentracao

sérica de uréia e atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT) urinaria e



sérica. Para a obtencdo dos valores basais foram colhidas trés amostras de
sangue e urina de cada animal, sendo utilizada a média aritmética desses valores
como parametro de normalidade. O periodo experimental para cada animal foi de
11 dias, sendo que cada dia foi denominado de momento (M), sendo o primeiro
dia denominado de MO (momento zero) sequiencialmente até o M10 (décimo
primeiro dia). A anfotericina b? foi administrada ao do meio dia, em dias alternados
(M1, M3, M5, M7 e M9), por via intravenosa, na dose terapéutica de 0.5 (meio)
mg/ kg diluida em 20 mL de solucédo glicosada a 5%, tendo sido aplicado o volume
de 4 mL a cada 3 minutos em um total de 15 minutos.

Amostras de urina foram colhidas as oito horas da manha e as 16 h, por
meio de miccdo espontanea ou cateterismo, para realizacdo de urindlise e
avaliacdo da atividade da enzima GGT urinaria. Creatinina, sodio e potéssio
urinérios foram dosados na urina colhida no horéario das 16:00 horas. Foram ent&o
realizadas colheitas de sangue todos os dias (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8,
M9 e M10), no horario das 16:00 horas, nos quais foram realizadas determinacées
dos valores séricos de creatinina e uréia, gasometria e da atividade da enzima
GGT. O processamento das amostras, isto é, a urinalise, dosagens séricas de
creatinina e uréia, avaliacdo da atividade da enzima GGT sérica e urinaria e a
gasometria, foi feito imediatamente apos a colheita do material. Enquanto que as

amostras de urina para dosagem de sidio, potassio e creatinina urinarios foram

! PedigreeAChampO- Effem
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armazenadas em freezer® a menos 80° Celsius e foram processadas ao final do

experimento.

Formulas Utilizadas:

Para a obtencao dos valores da atividade da enzima urinaria GGT utilizow
se a férmula descrita por DeShepper et al. (1989), que utiliza a densidade urinaria
1,025 como fator de correcdo para o fluxo urinario de uma unica amostra colhida

de cada animal, como descrito abaixo:

X=Yx25/Z

Onde X é igual a atividade da GGT urinaria calculada;
Onde Y é igual a atividade da GGT urinaria da amostra;

Onde Z é igual aos ultimos dois digitos da densidade urinaria da amostra.

Para a obtencéo dos valores da excrecéo fracionada dos eletrélitos utilizou

se a seguinte formula (DIBARTOLA, 1997):

EFx = (Ux VI Px) (Uer VIP o) = (Ux Per)(Uer Px)

Onde EFx = excrecéo fracionada do eletrdlito a ser avaliado
Ux = concentragdo do eletrdlito na urina
Py = concentracao plasmatica do eletrolito
Ucr = concentracdo da creatinina na urina

Pr = concentracao plasmatica da creatinina

% CFC Free® Sanyo Ultra Low



Protocolo de analise

Exames Laboratoriais

Colheita das amostras de urina

As amostras foram obtidas por miccdo espontanea, desprezando-se o
primeiro jato; ou por cateterismo vesical através de sonda uretral* de numeracéo
adequada ao tamanho do animal. Foram colhidas amostras as oito horas da
manhé e as 16 h.

Para realizacdo da urinalise utilizou-se urina recém colhida, a qual foi
submetida & centrifugacdo® em tubo conico por 5 minutos, com forca centrifuga
relativa de 500 g. ApOs a centrifugacdo da amostra, utilizou-se o sobrenadante
urinario para a realizacdo dos exames fisico e quimico da urina, utilizando-se
refratdmetro portatil e fita reagente® respectivamente, e para a determinacdo da
atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT), por meio de kit comercial’.
Para realizacdo do exame de sedimento urinario, utilizouw-se o material restante
(0.5 mL) do tubo cbnico, e foi feita a ressuspensao deste material com pipeta de
plastico. Retirouse uma gota deste material em suspensao, a qual foi colocada

em lamina® de microscépio e coberta com laminula®, e realizou a sua leitura em

* Sonda uretral - CPL )

> Centrifugador Excelsa®3 — Fanem Ltda
® Combur Test® - Roche

" Gama GT° - Celm_
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microscopio'® em aumento de 40 vezes. Aliquotas de 1ml foram armazenadas em
ependorf, mantidas em freezer a menos 80° Celsius para dosagem da creatinina®*
de sodio'? e de potassio'® urinarios, que foi processadal* no laboratério de
emergéncia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP-

Botucatu.

Colheita das amostras sangtiineas

A obtencéo das amostras de sangue foi realizada por meio da venopungéo
jugular, utilizando tubos a vacuo'® sem anticoagulante e, com agulhas'®
apropriadas para estes tubos. Para a realizagdo da gasometria foi colhido sangue
por venopunc¢éo, na quantidade minima de 0.7 mL, todos os dias no horario das

16 h, em seringa de um mL embebida com heparina®’

Bioguimico

Foram destinados a este exame 10 mL de sangue, acondicionados em
tubos sem anticoagulante, submetidos a centrifugacéo®® na velocidade de 1600 G
obtendo-se o soro onde foram dosados os niveis das substancias subscritas:
- creatinina®: método colorimétrico por reacéo cinética com picrato alcalino.

- uréia %% método enzimatico colorimétrico.

Leltz
Creat|n|na slides vitros products chemistry ortho-clinical dlagnost|cs — Johson & Johnson
Na slides vitros products chemistry ortho-clinical dlagnost|cs — Johson & Johnson
K slides vitros products chemlstry ortho-clinical diagnostics® — Johson & Johnson
4 Vitros System Chemistry® 750XRc — Johson & Johnson.
Vacutamer - Becton Dickson
Vacutamer brand blood collection needles 21G1Multiple Sample — Becton Dickson
quuemme - Roche
18 Centrifuga modelo combate - CELM.



- gama-glutamiltransferase?!: método cinético colorimétrico por reacdo com p-
nitroanilina
Gasometria

A amostra de sangue colhida foi acondicionada em isopor com gelo, e foi
processada®? em um periodo de no méaximo 30 minutos apds a sua colheita, no
laboratorio de emergéncia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
UNESP- Botucatu, obtendo-se os valores do pH sangilineo e concentracdes dos

eletrdlitos sodio e potassio.

Anélise Estatistica

As varidveis classificatorias foram apresentadas em tabelas contendo
freqUéncias absolutas (n) e relativas (%).

As variaveis quantitativas, mensuradas em onze momentos, foram
apresentadas em tabelas contendo média, desvio padrdo, mediana, valores
minimos e maximos. As variaveis foram submetidas a transformacao logaritmica
para estabilizar a variancia. Utilizowse a andlise de variancia para medidas
repetidas para avaliar as médias ao longo dos momentos estudados, e quando o
teste mostrou significancia estatistica, foram utilizados contrastes para discriminar
as diferencgas.

Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

9 Creatinina ES-CELM
z‘i Uréia ES-CELM
GamAa GT - CELM
22 AVL2 OMNI MEASUREMENT REPORT



4. RESULTADOS

Dos exames laboratoriais realizados, a urinalise foi a primeira a apresentar
alteracédo indicativa de disfuncéo renal, observada ao exame fisico da urina. Todos
os dez cdes do experimento apresentaram suas densidades urinarias diminuidas
logo no M1 a tarde, ou seja, logo apds quatro horas da primeira aplicacdo da
anfotericina b, sendo que os valores maximos alcancados desde o M1 até o M10
mantiveram-se muito abaixo do que seus valores basais (tabela 1). No gréfico
onde sao apresentados os valores das médias e desvios padrédo, verifica-se que
as médias da densidade urinaria do periodo da tarde (figura 1) diminuiram ao
longo dos momentos apresentando alteracdo estatisticamente significativa, como

demonstrado na tabela 2.

TABELA 1: Médias, desvios padrdo, medianas, valores minimos e maximos da densidade urinéria
da tarde de todos os caes (n =10) ao longo dos momentos (M =10).

M

Densidade CAES DESVIO ] .
(tarde) (n =10) EDIA PADRAO MEDIANA MiNIMO MAXIMO
M 0 10 1,035 0,004 1,034 1,030 1,040
M1 10 1,013 0,004 1,014 1,006 1,016
M 2 10 1,009 0,003 1,008 1,004 1,016
M 3 10 1,013 0,005 1,014 1,004 1,018
M 4 10 1,014 0,005 1,014 1,010 1,024
M5 10 1,011 0,002 1,010 1,010 1,016
M 6 10 1,015 0,003 1,014 1,012 1,022
M7 10 1,011 0,003 1,012 1,008 1,014
M 8 10 1,012 0,003 1,012 1,006 1,016
M 9 10 1,013 0,003 1,012 1,008 1,020

M 10 10 1,012 0,003 1,012 1,008 1,018
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FIGURA 1: Densidade urinaria (tarde): médias e desvios padrao de todos os caes
(n =10) ao longo dos momentos (M =10).

TABELA 2: Resultado (p) da andlise da variancia para medidas repetidas da densidade da urina da
tarde ao longo dos momentos (M).

p <,0001

M((0x1) <,0001 M(@Ox1) <,0001
M (0 x2) <,0001 M(@x2) 0,0075
M (0 x3) <,0001 M(@2x3) 0,0034
M (0x4) <,0001 M @x4) 0,3405
M (0 x5) <,0001 M (4 x5) 0,0429
M (0x6) <,0001 M (GBx6) 0,0311
M(@Ox7) <,0001 M(@®x7) 0,0222
M (0 x8) <,0001 M (7x8) 0,5853
M (0x9) <,0001 M@x9) 0,6823
M (0 x 10) <,0001 M (9 x 10) 0,7849

Em relagdo a densidade urinaria do periodo da manh&, houve alteracdo
estatisticamente significativa dos valores de suas médias (tabela 2), que
apresentaram valores diminuidos com a evolugdo dos momentos (figura 2).
Constatouse também que seus valores maximos nao superaram, em nenhum

momento, os valores basais (tabela 3).



TABELA 3:Médias, desvios padrdo, medianas, valores minimos e maximos da densidade urinaria
(manha de todos os cées (n =10), ao longo dos momentos (M =10).

Densidade CAES DESVIO

Manha ) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
M O 10 1,035 0,004 1,034 1,030 1,040
M1 10 1,038 0,005 1,040 1,028 1,040
M 2 10 1,012 0,004 1,012 1,006 1,016
M 3 10 1,014 0,003 1,012 1,010 1,022
M 4 10 1,013 0,005 1,012 1,006 1,024
M5 10 1,015 0,003 1,015 1,010 1,022
M 6 10 1,014 0,004 1,014 1,010 1,022
M7 10 1,013 0,004 1,014 1,006 1,016
M 8 10 1,013 0,002 1,012 1,010 1,016
M9 10 1,015 0,003 1,014 1,012 1,020
M 10 10 1,013 0,004 1,014 1,006 1,018
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FIGURA 2: : Densidade urinaria (manhd): médias e desvios padrédo de todos
os cées (n =10) ao longo dos momentos (M =10).

TABELA 4: Resultado (p) da andalise da variancia para medidas repetidas das médias da densidade
da urina da manh& ao longo dos momentos (M).

p, <,0001

M @Ox1) 0,1079 M(@Ox1) 0,1079
M (@Ox2) <,0001 M(@1x2) <,0001
M@Ox3) <,0001 M((2x3) 04189
M (O0x4) <,0001 M(@Bx4) 0,7286
M (0 x5) <,0001 M(@4x5) 01673
M (0 x6) <,0001 M(5x6) 0,4882
M(@Ox7) <,0001 M(@®x7) 04189
M (O x8) <,0001 M (7 x8) 0,9079
M (@Ox9) <,0001 M(@Bx9) 0,1673
M (0 x 10) <,0001 M (9x 10) 0,2491

Ainda em relacédo ao exame fisico da urina, embora ndo tenha sido utilizado

gaiolas metabdlicas, houve nitido aumento da producédo de urina de todos os caes



do experimento e esta apresentouse predominantemente com a cor amarelo
clara, odor sui generis e aspecto limpido.

No exame quimico da urina verificouse a presenca desde tracos até
concentracdes de 500 mg/dl de proteinas, tanto na urina da tarde quanto na da
manhd (tabela 5). As concentracdes de 100 mg/dl e 500 mg/dl de proteinas

ocorreram em um mesmo animal (cao 10: tabela 11l em anexo).

TABELA 5: Concentracao de proteinas na urina (manha e tarde) de todos os caes (n) ao

Momentos 500mg/d 100 mgy/d 30 mg/dl Tragos Neg. Total

M) (+++) (++) (+)

n % n % n % n % n % n %

MO - --- - --- 2 20% 8 80% - --- 10 100%
Manhal - --- - --- 2 20% 7 70% 10 10% 10 100%
Tarde 1 - --- - --- 1 10% 9 90% - --- 10 100%
Manhda 2 - --- - --- - --- 10 100% - --- 10 100%
Tarde 2 - --- - --- 1 10% 9 90% - --- 10 100%
Manha 3 - --- - --- 1 10% 9 90% - --- 10 100%
Tarde 3 - --- - --- 3 30% 7 70% - --- 10 100%
Manha 4 - --- - --- 4 40% 6 60% - --- 10 100%
Tarde 4 - --- - --- 4 40% 6 60% - --- 10 100%
Manhda5 - --- - --- 3 30% 7 70% - --- 10 100%
Tarde 5 - --- 1 10% 2 20% 7 70% - --- 10 100%
Manha 6 - --- - --- 6 60% 4  40% - --- 10 100%
Tarde 6 - --- - --- 6 60% 4  40% - --- 10 100%
Manha 7 - --- - --- 3 30% 7 70% - --- 10 100%
Tarde 7 - --- - --- 3 30% 7 70% - --- 10 100%
Manha 8 - --- - --- 5 50% 5 50% - --- 10 100%
Tarde 8 - --- - - 5 50% 5 50% - - 10 100%
Manha9 - --- - --- 3 30% 7 70% - --- 10 100%
Tarde 9 1 10% - --- 4 50% 5 50% - --- 10 100%
Manha 10 - --- - --- 5 50% 5 50% - --- 10 100%
Tarde 10 - --- - --- 5 50% 5 50% - --- 10 100%

No exame quimico da urina também foi observada a presenca de glicosuria
em diferentes animais (tabela V e VI em anexo), manifestada em momentos

diversos tanto na urina da tarde quanto na da manha (tabela 6).



TABELA 6: Concentragdo de glicose na urina (manha e tarde) de todos os cées (n) ao longo dos momentos

(M =10).
100mg/dl 50 mg/dl 30 mg/dl Tracgos Normal Total
Mo oS () () ) o0 (%)
n % n % % n % n % n %
MO - --- - - --- - -—- 10 100% 10 100%
Manhda 1l - - - 10 100% 10 100%
Tarde 1 - -—- - - --- 1 10% 9 90% 10 100%
Manhda 2 - --- - - --- - - 10 100% 10 100%
Tarde 2 - --- - - --- - - 10 100% 10 100%
Manha 3 - -—- - - --- - - 10 100% 10 100%
Tarde 3 - --- - - --- - - 10 100% 10 100%
Manhd 4 4 40% - - 6 100% 10 100%
Tarde 4 3 30% 1 10% - 6 60% 10 100%
Manha 5 2 20% 1 10% 10% - - 6 60% 10 100%
Tarde 5 1 10% 2 20% --- 1 10% 6 60% 10 100%
Manhd 6 3 30% - -—- --—- - -—- 7 60% 10 100%
Tarde 6 3 30% - - --- - - 7 70% 10 100%
Manha7 3 30% - - --- - 9 70% 10 100%
Tarde 7 1 10% - - --- - - 9 90% 10 100%
Manha8 - -—- - - --- - - 9 90% 10 100%
Tarde 8 - --- - - --- 1 10% 9 90% 10 100%
Manha 9 - - 1 10% 10 90% 10 100%
Tarde 9 - - - 10 100% 10 100%
Manha 10 - -—- - - --- - - 10 100% 10 100%
Tarde 10 - - - 10 100% 10 100%

Outra alteragdo apresentada no exame quimico da urina foi em relacdo ao

pH urinario. Embora tenha ocorrido alteracédo estatisticamente significativa apenas

na urina da tarde (tabela 8), houve aumento das médias do pH urinario ao longo

dos momentos tanto na urina da tarde (figura 3) quanto na urina da manha (figura

4), tendo sido alcancados valores de pH de até 8,5. (tabelas 7 e 9).



TABELA 7: Médias, desvios padrdo, mediana e valores minimos e maximos do pH da urina da
tarde de todos os cées (h =10), ao longo dos momentos (M =10).

pH urina n - DESVIO . <
(tarde) (10) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
MO 10 6,30 0,54 6,50 5,50 7,00
M1 10 7,10 1,10 7,25 5,50 8,50
M 2 10 6,85 0,47 7,00 6,00 7,50
M3 10 7,55 0,86 7,50 6,00 8,50
M 4 10 7,00 0,94 7,25 5,50 8,50
M5 10 7,25 0,75 7,00 6,00 8,50
M 6 10 7,25 0,86 7,50 5,50 8,50
M7 10 7,75 0,63 7,75 7,00 8,50
M 8 10 7,45 0,50 7,50 7,00 8,50
M9 10 7,35 0,41 7,50 6,50 8,00
M 10 10 7,45 0,55 7,50 6,50 8,50
9,0 -
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FIGURA 3: pH urina da tarde: grafico com médias e desvios padrao de todos os
cées (n =10) ao longo dos momentos (M).

TABELA 8: Resultado (p) da analise da variancia para medidas repetidas das médias do pH da
urina da tarde ao longo dos momentos (M).

P, 0,0014
M (0 x 1) 0,0039 M (0 x 1) 0,0039
M (0 x 2) 0,0774 M (1 x 2) 0,3562
M (0 x 3) 0,0002 M (2 x 3) 0,0110
M (O x 4) 0,0322 M (3 x 4) 0,0443
M (0 x 5) 0,0041 M (4 x 5) 0,3562
M (0 x 6) 0,0042 M (5 x 6) 1,0000
M (0 X 7) <,0001 M (6 x 7) 0,0669
M (0 x 8) 0,0006 M(7x8)  0,2688
M (0 x 9) 0,0016 M (8 x 9) 0,7115
M(Ox10)  0,0006 M(9x10)  0,7115




TABELA 9: Médias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e maximos do

pH da urina da manha de todos os cées (n =10), ao longo dos momentos (M =10).

H urina n . DESVIO : <
?manhé) (10) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
M 0 10 6,35 0,53 6,50 5,50 7,00
M1 10 6,85 0,47 7,00 6,00 7,50
M 2 10 7,00 0,53 7,00 6,50 8,00
M 3 10 7,10 0,61 7,25 6,00 8,00
M 4 10 7,10 0,61 7,25 6,00 8,00
M5 10 7,30 1,11 7,75 5,50 8,50
M 6 10 7,10 0,94 7,50 5,50 8,50
M7 10 7,30 0,48 7,25 6,50 8,00
M 8 10 7,10 0,88 7,25 6,00 8,50
M 9 10 7,00 0,91 7,00 5,50 8,50
M 10 10 7,30 0,42 7,50 6,50 8,00

9,0 ~
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< 8,0
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FIGURA 4: pH urina da manha: grafico com médias e desvios padrdo de todos
os caes (n =10) ao longo dos momentos (M).

TABELA 10: Resultado (p) da analise da variancia para medidas repetidas

das médias do pH da urina da manha ao longo dos momentos (M).

()

p=0,1798.

Quanto aos demais parametros do exame quimico da urinalise, ndo houve

em momento algum a presenca de cetondria, urobilinogénio ou sais biliares na



urina dos animais do presente experimento. Em relacdo a presenca de bilirrubina,
esta manteve-se dentro dos valores de 1+ a 2+. Em relagdo ao sangue oculto
houve a presenca desde tragos até 1+ na urina de alguns dos animais, e apenas
no cado de numero 10, a partir do M9 a tarde, foi detectado a presenca de 2+ de
sangue oculto, devido instalacéo de processo inflamatério.

Ao exame do sedimento urinario detectouse a presenca de cilindros
granulosos logo a partir do M2 a tarde (tabela 11), sendo que no M10 a tarde, 90%
dos animais apresentaram estas formagdes em sua urindlise (tabela 11).

Tabela 11: Presenca de cilindros granulosos na urina (manha e tarde) de todos os

cées (n =10) ao longo dos momentos (M =10).

Momentos + Raros Ausentes Total
M)
n % n % n % n %

0 - - 10 100% 10 100%
Manha 1 - - 10 100% 10 100%
Tarde 1 - - 10 100% 10 100%
Manha 2 - - 10 100% 10 100%
Tarde 2 - 1 10% 9 90% 10 100%
Manha 3 - 3 30% 7 70% 10 100%
Tarde 3 1 10% 1 10% 8 80% 10 100%
Manha 4 1 10% 1 10% 8 80% 10 100%
Tarde 4 2 20% 1 10% 7 70% 10 100%
Manha 5 1 10% - 9 90% 10 100%
Tarde 5 1 10% 2 20% 7 70% 10 100%
Manha 6 1 10% 2 20% 6 60% 10 100%
Tarde 6 2 20% 2 20% 6 60% 10 100%
Manha 7 2 20% 1 10% 8 60% 10 100%
Tarde 7 1 10% 5 50% 5 50% 10 100%
Manha 8 1 10% 5 50% 4 40% 10 100%
Tarde 8 1 10% 4 40% 5 50% 10 100%
Manha 9 2 20% 2 20% 6 60% 10 100%
Tarde 9 3 30% 5 50% 2 20% 10 100%

Manha 10 1 10% 8 80% 1 10% 10 100%
Tarde 10 4 40% 5 50% 1 10% 10 100%




Ainda em relacdo ao sedimento urinario de alguns animais, foram
detectados cristais desde o MO até o M10 das urinas da tarde e da manha. Os
cristais observados foram os de fosfato amorfo e fosfato triplo (raros até ++),
guando em presenca de urina basica; urato amorfo (raros até +) quando em urina
acida e em alguns animais houve a deteccdo de raros cristais de bilirrubina.
Quanto a celularidade ndo houve em nenhum momento um aumento significativo
da presenca de células renais, de pelve, vesicais ou uretrais dos animais
estudados, estas foram observadas também desde o MO até o M10 mantendo-se
principalmente entre raras até, em alguns momentos, de cinco a sete por campo.

Por terem sido utilizados cdes machos, observou-se em algumas urinalises
a presenca de espermatozoides, e devido a colheita de urina ter sido realizada por
mic¢cdo espontanea, pdde-se observar também a presenca de bactérias (de raras
até 1+).

Em relacdo a excrecao fracionada dos eletrolitos houve a manutencéo das
médias da excrecdo fracionada do sédio (Na%) em valores abaixo de 1% (tabela
12) ao longo de todos os momentos. Embora a partir do M6 (figura 5), tenha sido
observado aumento de seus valores, este ndo foi estatisticamente significativo

(tabela 13).



TABELA 52: Médias, desvios padrdo, medianas, valores minimos e méximos da excregao
fracionada do sédio (Na%) de todos os caes (n =10) ao longo dos momentos (M =10).

Na% C;(ArES MEDIA PDAEDSF\Q/}&% MEDIANA MINIMO MAXIMO

MO 10 0,39 0,26 0,37 0,08 0,71
M1 10 0,69 0,73 0,43 0,09 2,63
M 2 10 0,34 0,19 0,30 0,08 0,68
M3 10 0,66 0,52 0,69 0,05 1,50
M 4 10 0,41 0,23 0,44 0,13 0,79
M5 10 0,71 0,38 0,72 0,23 1,27
M6 10 0,57 0,35 0,43 0,19 121
M7 10 0,71 0,43 0,67 0,21 1,36
M 8 10 0,88 0,82 0,52 0,20 2,66
M9 10 0,88 0,55 0,76 0,19 1,74
M 10 10 0,79 0,58 0,52 0,18 1,93

Na%

029 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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FIGURA 5: Excrecao fracionada do sddio (Na%): médias e desvios padrdo de
todos os caes (n = 10) ao longo dos momentos.

TABELA 13: Resultado (p) da analise da varidncia para medidas repetidas das médias da
excregdo fracionada de sédio (Na%), ao longo dos momentos (M).

P, 0,0501
M(@Ox1) 0,0697 M(@Ox1) 0,0697
M(@Ox2) 0,7987 M(1x2) 0,0347
M(@Ox3) 0,2029 M(@2x3) 0,0531
M(@Ox4) 09121 M(@x4) 0,358
M(Ox5) 0,1431 M(@4x5) 0,0703
M(Xx6) 0,4190 M(Gx6) 03782
M(@Ox7) 0,1449 M(@6x7) 0,3750
M(@Ox8) 00277 M(7x8) 0,3020
M(x9) 0,0288 M(@x9) 0,9854

M (0 x 10) 0,0756 M (9 x 10) 0,5674




Em relacdo a excrecao fracionada do potassio (K%), houve aumento dos
valores de suas médias ao longo dos momentos, como demonstrado na tabela 14

e figura 6, tendo sido estatisticamente significativo (tabela 15).

TABELA 14: Médias, desvios padrdo, medianas, valores minimos e méaximos da excre¢ao
fracionada do potassio (K%) de todos os cdes (n =10) ao longo dos momentos (M =10).

K% C'(Arﬁs MEDIA PI?A\EDS%/'I&% MEDIANA MINIMO MAXIMO
M O 10 14,20 5,92 15,07 3,99 20,03
M1 10 18,95 9,34 20,18 2,16 31,89
M 2 10 13,61 9,07 10,99 4,25 31,69
M 3 10 24,87 14,00 23,66 3,32 55,76
M 4 10 22,11 8,60 21,64 8,74 35,07
M 5 10 29,05 8,64 27,60 16,78 43,11
M 6 10 21,57 8,43 23,47 6,94 33,70
M 7 10 26,01 12,79 26,02 3,89 44,86
M 8 10 31,42 12,70 27,21 19,34 53,40
M 9 10 34,26 13,44 34,33 10,73 58,47
M 10 10 26,50 8,20 25,88 9,31 35,69
60 7

K%

MOMENTO

FIGURA 6: Excrecdo fracionada do sédio (K%): médias e desvios padrdo de
todos os cées (n = 10) ao longo dos momentos.



TABELA 15: Resultado (p) da andlise da variancia para medidas repetidas das médias excregao
fracionada do potassio (k%), ao longo dos momentos (M).

P, 0,0003
M(@Ox1) 0,2013 M(©Ox1) 0,2013
M(@Ox2) 08912 M(1x2) 0,512
M(@Ox3) 0,0202 M(2x3) 0,0030
M(@©x4) 0,0879 M(3x4) 04565
M(@©x5) 0,0018 M (4x5) 0,0633
M(@Ox6) 01143 M(5x6) 0,0456
M(@x7) 00123 M(@6x7) 02319
M(Ox8) 0,0003 M(7x8) 0,1461
M(@Ox9) <,0001 M(8x9) 04434
M (0 x 10) 0,0093 M (9 x 10) 0,0383

Houve aumento dos valores das médias da concentragcédo plasmatica do ion
sddio (Na™) ao longo dos momentos (tabela 16), entretanto nota-se a presenca de
desvios padrdo amplos (figura 7), tanto que este aumento ndo foi estatisticamente

significativo (tabela 17).

TABELA 16: Médias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e maximos da concentragédo
plasmatica do fon sédio (Na") de todos os cdes (n =10) ao longo dos momentos (M =10).

Na" C’z\nlis MEDIA FE)AEDSI\?/,I&OO MEDIANA MINIMO MAXIMO
MO 10 149,71 3,57 150,10 143,50 156,20
M1 10 151,48 2,93 151,00 146,70 156,80
M 2 10 152,79 3,70 152,65 148,40 159,10
M 3 10 152,24 3,75 152,05 146,10 159,00
M4 10 152,98 2,17 152,50 150,00 157,60
M5 10 152,04 2,69 151,75 148,40 156,30
M6 10 153,49 3,29 152,60 149,10 158,40
M7 10 152,31 1,27 152,55 149,90 153,70
M 8 10 151,71 5,67 151,95 143,30 163,80
M9 10 151,41 4,26 152,60 143,00 155,50

M 10 10 152,11 4,25 151,45 144,70 161,70
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FIGURA 7: Concentracdo plasmatica do fon sédio (Na“:mEg/L): médias e
desvios padrdo de todos os caes ao longo dos momentos (M =10).

TABELA 17: Resultado (p) da analise da variancia para medidas repetidas da
concentragéo plasmatica do fon sédio(Na") ao longo dos momentos (M =10).

(9)

Efeito de avaliacdo Na* : p = 0,6570

Em relagdo a concentracdo plasmatica do ion potassio (K*) embora no
tenha sido estatisticamente significativa (tabela 19), houve progressiva diminui¢ao
dos valores de suas médias ao longo dos momentos (tabela 18 e figura 8). Houve
a necessidade de correcao logaritmica para normalizacdo da variancia deste
parametro (tabela 19), tendo o cdo de numero 01 (um) (tabela x em anexo), sido o

responsavel pelo valor maximo de 7.92 mEg/dl apresentado no M1 a tarde (tabela

18).



Tabela 18: Meédias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e méaximos da concentracédo
plasmética do fon potéssio (K" :mEg/L) de todos os cédes (n =10) ao longo dos momentos (M =10).

+ CAES - DESVIO . <
K ) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
M O 10 4,26 0,29 4,25 3,73 4,72
M1 10 4,52 1,22 4,06 3,94 7,92
M 2 10 4,04 0,36 4,12 3,36 4,51
M 3 10 4,25 0,29 4,17 3,81 4,65
M 4 10 4,11 0,46 4,22 3,23 4,67
M5 10 4,22 0,25 4,22 3,79 4,60
M 6 10 4,08 0,22 4,13 3,60 4,36
M 7 10 4,11 0,18 4,17 3,79 4,38
M 8 10 4,08 0,18 4,06 3,79 4,36
M 9 10 4,03 0,23 4,09 3,53 4,24
M 10 10 4,07 0,20 4,11 3,61 4,30

MOMENTO

Figura 8: Concentracdo plasmatica do fon potassio (K" :mEg/L): médias e
desvios padréo de todos os cées (n =10), ao longo dos momentos (M =10).

TABELA 19: Resultado (p) da andlise da variancia para medidas
repetidas daconcentracdo plasmatica do ion potassio (K":mEg/L): ao
longo dos momentos (M =10).

(p): Log

p = 0,4814




Houve aumento progressivo dos valores das médias da concentracao
sérica de creatinina ao longo dos momentos (tabela 20). Contudo, devido aos
elevados valores deste parametro apresentados pelo cdo de niumero dez (tabela x
em anexo), verificorse a presenca de desvios padrao amplos (figura 9), tendo
sido necessario empregar transformacdo logaritmica para normalizacdo da

variancia (tabela 21).

TABELA 20: Médias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e maximos da concentracao
sérica de creatinina de todos os cdes (n =10), ao longo dos momentos (M =10).

Creatinina CAES c DESVIO " <
(soro) ) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
M 0 10 0,99 0,19 1,00 0,70 1,20
M 1 10 1,00 0,18 1,00 0,80 1,30
M 2 10 1,05 0,18 1,05 0,80 1,30
M 3 10 1,34 0,52 1,20 0,80 2,70
M 4 10 1,43 0,82 1,20 0,90 3,70
M5 10 1,50 1,03 1,25 0,90 4,40
M 6 10 1,51 0,97 1,25 0,90 4,20
M7 10 1,70 1,15 1,30 0,90 4,90
M 8 10 1,84 1,23 1,40 1,30 5,30
M 9 10 1,97 1,34 1,50 1,30 5,70
M 10 10 2,12 1,47 1,60 1,30 6,20

Creatinina

MOMENTO

FIGURA 9: Concentracdo da creatinina sérica (mg/dl): médias e desvios padrdo ao
longo dos momentos (M =10).



TABELA 21: Resultado (p) da analise da variancia para medidas repetidas da concentracdo da
creatinina sérica, ao longo dos momentos (M).

Contrastes ao longo dos momentos (M): Log p, <,0001
M(@Ox1) 0,7703 M(@Ox1) 0,7703
M(@©Ox2) 0,3105 M(1x2) 0,2642
M (O x3) 0,0003 M(@2x3) <,0001
M (0x4) 0,0006 M(@Bx4) 05724
M (0 x5) 0,0008 M (@4 x5) 0,6794
M (O x6) 0,0010 M(x6) 0,6883
M(@Ox7) <,0001 M(@®x7) 0,0147
M (0x8) <,0001 M (7x8) 0,0418
M (0 x9) <,0001 M(@Bx9) 01777
M (0 x 10) <,0001 M (9 x 10) 0,1055

Em relacdo a concentragdo sérica de uréia, houve o aumento progressivo
dos valores de suas médias ao longo dos momentos, como demonstrado pela
tabela 22 e figura 10, sendo este aumento estatisticamente significativo (tabela

23).

TABELA 22: Médias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e maximos da concentragdo

sérica de uréia (mg/dL) de todos os cdes (n =10), ao longo dos momentos (M =10).

UREIA CAES - DESVIO " "

(soro) (n =10) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
MO 10 42,33 9,80 43,00 26,00 55,90
M1 10 43,38 11,27 39,50 30,00 58,90
M2 10 47,82 12,06 46,15 32,79 71,00
M3 10 52,32 12,31 56,50 30,00 66,70
M 4 10 53,62 16,25 60,00 27,00 72,40
M 5 10 55,49 11,59 61,35 35,00 65,00
M6 10 60,56 13,51 61,09 44,00 85,50
M7 10 63,69 13,93 62,00 38,00 88,80
M 8 10 63,22 11,42 60,33 53,00 91,00
M9 10 67,14 13,26 64,75 52,36 97,00

M 10 10 73,40 16,83 65,50 61,00 111,10




UREIA(mg/dL)

MOMENTO

FIGURA 10: Concentracdo sérica da uréia (mg/dL): médias e desvios padrédo de
todos os cées (n =10) ao longo dos momentos (M= 10).

Tabela 23: Resultado (p) da analise da variancia para medidas repetidas das concentracao sérica
de uréia ao longo dos momentos (M).

D, 0,0011

M(@Ox1) 07273 M@Ox1) 07273
M(@x2) 0,1706 M(@Lx2) 0,445
M(@©x3) 0,0310 M(@2x3) 0,1390
M(@Ox4) 0,0248 M(@x4) 06681
M(Ox5) 0,0134 M(@4x5) 05363
M(@©x6) 0,0011 M(5x6) 0,0963
M(@©x7) 0,0002 M(@6x7) 03013
M(@©x8) 0,0004 M(7x8) 0,8757
M(Ox9) <,0001 M(@x9) 0,973
M (0 x 10) <,0001 M (9 x 10) 0,0406

Em relacdo a atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT) na urina
da tarde, houve aumento dos valores de suas médias com a evolucdo dos
momentos (tabela 24), tendo sido estatisticamente significativo (tabela 25).

Entretanto verifica-se a presenca de valores altos de desvios padrdo em todos os



momentos (figura 11), tendo sido necessario instituir-se correcéo logaritmica para

normalizacdo das variaveis (tabela 25).

TABELA 24: Médias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e maximos da atividade da
enzima gama-glutamiltransferase (GGT:UI/L) na urina da tarde de todos os cées (n =10), ao longo
dos momentos (M =10).

GGTurina  CAES - DESVIO ‘ "
(tarde) n) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
M O 10 18,54 10,86 15,65 9,00 39,00
M1 10 43,61 32,49 38,75 7,80 109,30
M 2 10 50,77 35,05 39,25 8,50 109,00
M 3 10 58,28 45,99 47,70 15,20 155,50
M 4 10 52,85 51,64 24,95 12,50 162,50
M 5 10 44,10 40,83 30,00 17,50 152,00
M 6 10 41,51 25,43 32,50 10,70 88,90
M 7 10 46,31 20,87 42,40 19,60 74,10
M 8 10 42,29 22,40 34,45 10,40 85,00
M 9 10 64,86 44,09 43,15 20,80 135,40
M 10 10 61,69 47,92 42,50 15,00 160,00
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FIGURA 41: Atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT:UI/L) na
urina da tarde: médias e desvios padrdo de todos os caes (n =10), ao longo



TABELA 25: Resultado (p) da analise da variancia para medidas repetidas das médias da enzima

GGT na urina da tarde ao longo dos momentos (M).

Andlise no Log p, 0,0042
M(@©Ox1) 0,0100 M(@©Ox1) 0,0100
M (O x2) 0,0049 M(@x2) 0,4690
M (O x3) 0,0022 M(@2x3) 0,629
M (O x4) 0,0148 M (3 x4) 0,4465
M (O x5) 0,0212 M(@4x5) 0,8736
M (@Ox6) 0,0175 M((x6) 09193
M(@©Ox7) 0,0040 M(@®x7) 05081
M (@Ox8) 0,0118 M (7x8) 0,6352
M (O x9) 0,0004 M@Bx9) 01769
M (0 x 10) 0,0009 M (9 x 10) 0,7680

Em relacdo a atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT) na urina

da manha também houve aumento dos valores de suas médias (tabela 26), tendo

sido estatisticamente significativo (tabela 27). Entretanto houve a presenca de

valores altos de desvios padréo (figura 12), tendo sido necesséario o emprego de

transformacao logaritmica para estabilizar a variancia.

TABELA 26: Médias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e maximos da atividade da
enzima gama-glutamiltransferase (GGT:UI/L) na urina da manhd de todos os caes (n =10), ao
longo dos momentos (M =10).

GGTurina CAES . DESVIO ] .

(manh3) S MEDIA PADRAO MEDIANA MiNIMO MAXIMO
MO 10 18,54 10,86 15,65 9,00 39,00
M 1 10 21,72 17,43 14,55 7,00 62,50
M 2 10 40,80 25,62 31,05 10,00 90,00
M 3 10 34,81 25,07 23,20 16,10 85,00
M 4 10 43,23 27,07 39,85 12,50 77,00
M5 10 41,12 27,83 36,60 12,50 95,00
M 6 10 42,84 23,74 34,50 12,50 90,00
M7 10 36,85 25,16 27,85 13,50 88,90
M 8 10 55,38 50,83 38,95 15,00 189,00
M 9 10 44,32 28,09 33,55 14,20 93,70
M 10 10 51,57 27,88 40,80 20,00 95,00
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FIGURA 52: Atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT:UI/L) na
urina da manha: médias e desvios padréo de todos os cdes (n =10), ao longo

dos momentos (M =10).

TABELA 27: Resultado (p) da andlise da variancia para medidas repetidas das médias da GGT
da urina da manha ao longo dos momentos (M).

Analise no Log p, 0,0042
M(@Ox1) 0,7466 M(@Ox1) 0,7466
M (0 x2) 0,0020 M(@1x2) 0,0004
M (@©Ox3) 0,0220 M@2x3) 04437
M (0 x4) 0,0052 M (@3 x4) 0,3461
M (O x5) 0,0105 M (4x5) 0,7896
M (O x6) 0,0036 M(5x6) 05279
M(@©Ox7) 0,0254 M(@®x7) 0,2917
M (0 x8) 0,0009 M (7 x8) 0,0750
M (0 x9) 0,0049 M(@Bx9) 0,4115
M (0 x 10) 0,0005 M (9 x 10) 0,2717

As médias das concentracdes séricas da enzima gama-glutamiltransferase
(GGT) mantiveram-se relativamente constantes ao longo dos momentos (tabela
28), ndo havendo alteracéo estatisticamente significativa deste parametro (tabela
29). Devido a presenca de desvios padrao amplos (figura 13), foi aplicada

correcao logaritmica para normalizar a variancia.



TABELA 28: Médias, desvios padrdo, medianas e valores minimos e méaximos da atividade da
enzima gama-glutamiltransferase (GGT) sérica de todos os caes (n =10), ao longo dos momentos
(M =10).

GGT CAES . DESVIO " "
(soro) ) MEDIA PADRAO MEDIANA MINIMO MAXIMO
M O 10 5,01 2,87 4,55 2,00 10,00
M1 10 5,88 3,72 5,15 2,00 13,00
M 2 10 5,27 3,32 4,10 1,00 11,00
M 3 10 5,61 4,00 5,05 1,00 13,00
M 4 10 5,24 2,64 5,15 2,00 10,00
M 5 10 4,95 4,04 2,50 1,00 11,30
M 6 10 5,42 3,14 4,00 2,00 10,00
M 7 10 4,74 3,39 3,00 1,00 11,00
M 8 10 4,83 3,88 3,50 1,00 11,30
M 9 10 5,55 3,35 5,00 2,00 12,00
M 10 10 4,92 3,01 3,50 2,00 9,00

12,0 ~
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FIGURA 13: Atividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT) sérica:
médias e desvios padrdo de todos os cdes (n =10), ao longo dos
momentos (M =10).

TABELA 29: Resultado (p) da andlise da variancia para medidas
repetidas da enzima GGT sérica, ao longo dos momentos (M).

(p): Log
p=0,1324.




5. DISCUSSAO

URINALISE

Exame Fisico

CAPACIDADE DE CONCENTRACAO DA URINA

Os resultados da urinalise demonstraram diminuicdo da densidade logo
apos quatro horas da primeira aplicacdo de anfotericina b (M1 a tarde), a qual
manteve -se baixa durante todo o experimento, ou seja, até o M10 a tarde (figuras
1 e 2). Registrouse (tabelas 1 e 2) diferentes valores da densidade urinaria
durante a evolu¢cdo dos momentos, tendo sido detectado médias em torno de
1.015 e valor maximo de até 1.024. Importante salientar que os valores de
densidade ficaram sempre abaixo de 1.025, valor este considerado normal para
caes com livre acesso a agua (DIBARTOLA, 1997) e utilizado como referéncia no
teste de privacdo de agua (FORD, 1992), mas os valores obtidos ficaram muito
abaixo dos valores de controle do MO, embora ndo tenha ocorrido alteracdes
estatisticamente significativas entre todas as comparacoes (p) feitas.

A capacidade renal de concentracdo da urina esta diretamente ligada a
presenca ou auséncia do hormdénio antidiurético (ADH) e a presenca de uma
hipertonicidade medular (FORD, 1992; GYTON & HALL, 2002). Os resultados
obtidos no presente trabalho descartam a possibilidade da subita alteracdo da
capacidade de concentracdo urinaria ser devida a perda da hipertonicidade
medular renal referente ao cloreto de sodio. Tal afirmacédo pode ser comprovada
analisando-se o grafico da excrec¢édo fracionada de sddio EFya, (figura 5) onde suas

médias apresentaram-se com valores menores do que 1%, indicando a presenca



da capacidade de conservacdo deste ion através dos tubulos renais. Achados
semelhantes foram encontrados em experimento realizado por DOREA et al
(1997), que utilizando ratos demonstraram também a preservagdo de EFpn, de
seus animais. Deve ser observado que Grauer (1997) afirmou que a EFna <1% €
considerada valor de normalidade para cées, e isto demonstra uma capacidade
adequada de conservacao renal deste ion. Embora tenha sido detectado um valor
de EFna de 2.63% (tabela 12), no M1 a tarde, para um Unico animal (Céo 4 -tabela
Xl, anexo), nota-se que logo no momento seguinte, sua EFyaretorna a valor menor
do que 1%. Uma vez que sua densidade continuou baixa, € mais uma prova da
nao interferéncia imediata da anfotericina b na hipertonicidade medular, referente
a concentracao de cloreto de sédio.

Em todos os momentos zero, de todos os animais, obserwu-se a
capacidade de concentragdo urinaria, ao registrar-se valores de densidade
especifico de até 1.040 (tabelas 1 e 2). Esta densidade controle descarta uma
possivel falta de producdo ou inadequada resposta ao ADH de todos os animais
no inicio do experimento, uma vez que como foi descrito por OSBORNE e POLZIN
(1983), Ross (1988) e Tilley (2003), caes com alteragdes de producdo ou de
resposta ao ADH, dificiilmente concentram suas urinas com valores acima de
1.025. Somando-se estes achados, de densidade especifica da urina a presenca
da manutencdo da reabsorcdo tubular de sédio (EFna<1%), a anfotericina b
demonstrou-se como indutora de resposta inadequada ao hormoénio antidiurético
(ADH), que caracteriza o diabetes insipidus nefrogénico. Afirmacédo esta que
discorda de Cohen & Post (2002), que relatam que o diabetes insipidus

nefrogénico provocado pela anfotericina b ocorre apenas em seres humanos.



Além disso, deve-se salientar que Dibartola (1997) afirmou que em um sentido
mais amplo, a denominacdo de diabetes insipidus nefrogénico pode ser utilizada
na descrigdo de qualquer disturbio no qual ocorra defeito estrutural ou funcional na
capacidade de concentracdo renal, defeito que foi demonstrado no presente
trabalho por meio da observacéo de baixos valores de densidade urinaria (figuras

le?2).

Exame Quimico
Proteindria

Examinando-se na tabela 5, o MO de todos os animais, quanto a presenca
de proteinas na urina, verificou-se a presenca destas desde tracos em 80% dos
animais até 1+ (30mg/dL) nos 20% restantes; porém, estes achados podem ser
considerados normais, como descrito por Bush (1991), uma vez que a densidade
da urina neste momento encontrou-se alta (1,030 a 1.040). A partir do M1 a tarde
até o M10 a tarde, de todos os animais, detectou-se a presenca de proteinas na
urina também em torno de tracos até 1+, porém, estes achados embora
semelhantes ao do MO, encontram-se presentes em urinas com densidade muito
baixa. Sendo assim, a presenca, mesmo que de apenas 1+ de proteinas nas
amostras do presente experimento, a partir do M1 a tarde, pode estar
representando lesdo renal provocada pela anfotericina b, uma vez que como
alertados por Meyer (1995) e Strasinger (2000), deve ser levada em conta a
concentracdo das amostras, pois terd maior significado clinico a presenca de
guantidades vestigiais de proteinas em amostras diluidas do que em amostras

concentradas. Associando- se estes achados com a presenca de cilindruria,



discutida no proximo topico, pode ser afirmado que a proteinuria encontrada tem
significado clinico de les@o renal, embora tenha sido registrada em baixas
concentragcfes em todas as urinélises realizadas.

Verifica-se, na tabela 5, a presenca de 2+ (100 mg/dL) no M5 a tarde e 3+
(500 mg/dL) de proteina no M9 a tarde, apresentado pelo mesmo animal (tabela
[ll, anexo). No primeiro momento citado, esse aumento de proteina na urina pode
ser atribuido a acdo direta do farmaco como jA mencionado acima e que condiz
com literatura, onde Carlson e Condon (1994) e Tavares (2002) citam a presenca
de uma proteindria variavel quando a anfotericina b é utilizada. Ja a proteinuria do
M9 pode ser atribuida ao processo inflamatério do trato urinario inferior que se
instalou neste momento, pois também houve a presenca de leucocituria (20
células/ campo) e presenca de 3+ de bactérias na urindlise deste animal, uma vez
gue como explicado por Bush (1991), a proteinuria deve ser interpretada junto com
o sedimento da urina e, nas condicbes acima descritas, sugere processo

inflamat6rio com origem em trato urinério inferior.

Glicosuria

Em condigcbes de normalidade quase toda a glicose filtrada através dos
glomérulos é reabsorvida no tabulo contorcido proximal, sendo assim, a urina
contém quantidades minimas de glicose (STRASINGER, 2000). Analisando-se 0s
resultados deste trabalho tabela 6), nota-se a presenca de glicose desde tracos
logo no M1 a tarde, até +++ (300 mg/dL) a partir do M4 até o M8 a tarde. Estes
achados demonstram que a anfotericina b tem a capacidade de lesionar os

tubulos proximais, discordando de Rubin (1984) que afirmou néo ter observado em



seu experimento alteracbfes que comprovassem a existéncia das lesdes neste
segmento do néfron.

Mais uma vez deve-se relembrar o mecanismo de acéo da anfotericina b o qual
altera a permeabilidade das membranas celulares por meio da formacao de poros
qgue permitem o influxo e efluxo de ions e outros solutos (LAMBING, WOLF,
HARTSEL, 1993). Sendo assim, pode-se supor que a perda da capacidade de
reabsorcdo de glicose deve-se, em parte, a modificacdo da permeabilidade ibnica
dessas membranas que acabaria por alterar o co-transporte de glicose para o
interior das células. Esta hipotese pode ser embasada associando-se os achados
do presente trabalho com os de Capasso et al (1985) e Joly et al (1989) que
demonstraram a atuacao deste farmaco, alterando a permeabilidade ao sodio das
membranas das bordas em escova dos tubulos proximais do rim de ratos e
coelhos; sddio este necessario para o funcionamento adequado do co-transporte
de glicose, como explicado por Gyton e Hall (2002). A glicosuria também pode ser
atribuida a presenca de ledo tubular aguda, uma vez que observouse (tabelas V e
VI, anexo) a presenca concomitante do aumento da atividade da enzima gama-
glutamiltransferase (GGT) urinéria nos caes de numero 9 (M4) e numero 10 (M4 e
M5) e cilindros granulosos (tabela 11). Além disso, deve-se salientar que TILLEY e
SMITH (2003) afirmaram que na insuficiéncia renal aguda, a presenca de
glicosuria normoglicémica tem sua origem devido a presenca de significativas
lesbes tubulares.

Por outro lado, poderia ser levantada a hipétese de que essa glicosuria seria

resultado da administracdo da solucdo de dextrose a 5% na qual foi diluida a

anfotericina b. Porém, registrou-se a presenca da glicosuria (tabela 6) nos



momentos M4, M6 e M8, momentos estes onde ndo foi administrada a droga,
sendo assim, descarta-se essa possibilidade. Além disso, deve-se lembrar que 0s
animais receberam somente pequena quantidade deste fluido (20 mL), no qual foi
diluido a anfotericina b e mantido a via venosa com velocidade lenta de

gotejamento do fluido.

pH

Nas tabelas de resultados do pH urinério, tanto da tarde quanto do periodo da
manha (tabelas 7 e 9), observou-se aumento dos valores das médias ao longo dos
momentos. J& nas tabelas dos valores individuais do pH urinario (tabelas VIl e VIII,
anexas) nota-se que valores de até 8.5 foram alcancados, sendo que os valores
basais encontravam-se na faixa de 5.5 até 7.0. Achados semelhantes foram
descritos por Joly et al (1989) que em experimento utilizando coelhos,
demonstraram a presenca do aumento do pH da urina de seus animais e, Llanos
et al (1991) e Sawaya, Brigs e Schenermann (1995) descreveram a ocorréncia de
alteracao na capacidade de acidificacdo urinaria em seres humanos tratados com
o farmaco em questéo. Atribui-se a alteracdo na capacidade de excrecéo dos ions
hidrogénio ocasionada pela anfotericina b o0 aumento da permeabilidade passiva
da membrana luminal tendo a retrodifusdo deste ion, sem grandes alteracdes
sobre o seu transporte ativo (SEGURO, 1996), fato este que se comprova ao
analisar os valores do pH sanglineo que se mantiveram dentro da normalidade

(tabela XX, anexo).



Exame do Sedimento Urinario
Cilindruria

Os cilindros urinario formam-se no interior dos tubulos renais, sendo que a
presenca de cilindros granulosos indica processo de lesao tubular (MEYER, 1995;
VARELA, 1996). Observando-se a tabela 11 referente a cilindruria, verifica-se a
presenca de cilindros granulosos logo a partir do M2 a tarde, sendo que no M10 a
porcentagem de animais com cilindraria foi de 90%. Nota-se a presenca,
principalmente, da quantificacdo de raros cilindros, que representa cerca de
menos de 1 (um) cilindro por campo; sendo assim, em uma primeira analise, este
resultado sugere que nao ocorreu lesdo tubular grave, porém deve-se chamar a
atencdo ao fato do pH da urina dos animais, em praticamente todos esses
momentos, apresentavar dentro da faixa de 7,0 a 8.5, e além disso, os animais
apresentaram polidria. Uma vez que os cilindros podem se desintegrar na
presenca tanto de urinas diluidas quanto de urinas alcalinas, como afirmado por
Henry, Lauzon e Schumann (1999) e Tilley e Smith (2003), o numero de cilindros
inicialmente formados deveria ser bem maior, representando um maior

acometimento do parénquima renal.

EXCRECAO FRACIONADA DE SODIO (FEna)

Como previamente discutido no tépico de capacidade de diluicao urinaria,
nao foram detectadas alteracdes estatisticamente significativas nos primeiros
momentos em relacdo as médias da excrecdo fracionada de sddio (tabela 13).
Estes achados s&do condizentes com experimento realizado por MONTEIRO,

Seguro e Rocha (1993) que demonstraram que a excrecao fracionada de sodio



manteve -se inalterada, logo apods a infusdo da droga diretamente em artéria renal
de caes. Yano, Monteiro e Seguro (1994) demonstraram em experimento
utilizando fragmentos da medula interna renal de ratos, que a anfotericina b nao
causou alteracdo na permeabilidade tubular de sédio em presenca do ADH,
permeabilidade esta que se alterada teria levado a perda da hipertonicidade
medular, afetando assim a capacidade de concentracdo da urina. Sendo assim, a
presenca de valores da EFns < 1% do presente trabalho, mais uma vez, confirma
gue a alteracdo na capacidade de concentracao renal ocorreu por alteracdo da
capacidade dos néfrons em responder ao ADH, ou seja, houve a inducdo de
diabetes insipidus nefrogénica.

Alguns animais do presente trabalho apresentaram EFy, acima de 1%, valor
considerado normal para cdes (DIBARTOLA, 1997), a partir do M5, e um animal
apresentou alteracdo logo no M1, voltando a normalidade logo no momento
seguinte (tabela Xl, anexo). Deve-se lembrar que o mecanismo de acdo da
anfotericina b, consiste em sua ligacdo aos esterdis das membranas celulares,
formando poros permeaveis a saida de ions monovalenes (RANG, DALE,
RITTER, 2001). Sendo assim torna-se possivel atribuir essa perda do sédio a

acao toxica direta da anfotericina b sobre os tabulos renais.

EXCRECAO FRACIONADA DE POTASSIO (EFk)

Durante o decorrer deste experimento, houve o aumento das médias da
EFk ao longo dos momentos (tabela 14 e figura 6), tendo sido estatisticamente

significativo (tabelals). Atribui-se a anfotericina b a capacidade de provocar esta



perda de ions potassio através da urina, como descrito por Dérea et al (1997) que
também demonstraram aumento da EFx em ratos tratados com anfotericina b.

O mecanismo pelo qual ocorreu este aumento da perda de ions potassio
pelas células dos tubulos distais renais é atribuido a alteracdo na permeabilidade
destas membranas, causada pela formacdo de canais iondforos, possibilitando a
saida passiva do potassio, por meio de gradiente eletroquimico favoravel
(SAWAYA, BRIGS, SCHNERMANN, 1995; TAVARES, 2002).

N&o se pode descartar que a polidria provocada pela anfotericina b atue
como fator agravante da perda de potassio, uma vez que o aumento da velocidade
de formacdo da urina também aumenta a excrecdo deste ion. Esta hipbtese é
corroborada por Polzin et al (1997) que comentam sobre a polidria levando a uma
maior perda de potassio. Embora ndo tenham sido utilizadas gaiolas metabdlicas
durante o experimento, o que possibilitaria a quantificacdo adequada da produgéo
de urina, foi observado aumento do volume de urina produzido.

Sabe-se que o hormdnio aldosterona atua nas células principais
estimulando a retencdo de sédio e a excrecdo de potassio (SEGURO, HELOU,
ZATZ; 2000); sendo assim, poderia ser levantada a hipétese de que a espoliacdo
aumentada de potassio ocorreria devido a alguma alteragdo na acdo deste
hormonio. Porém, deve-se ressaltar que os autores Gerkens e Branch (1980) e
Sawaya, Briggs e Schnermann (1995) afirmaram que a anfotericina b n&o
aumenta os niveis tanto de aldosterona quanto de renina durante o periodo de sua

utilizacdo, sendo assim, descarta-se a hipétese acima citada.



CONCENTRACAQO SERICA DE SODIO (Na*)

Embora ndo tenha ocorrido alteracdo estatisticamente significativa (tabela
17), houve discreto aumento dos valores das médias da concentragcéo sérica do
fon sodio, com a evolucdo dos momentos (figura 7). Estes achados sao
condizentes com a presenca de diabetes insipidus (DI) nefrogénica. Isto porque, o
aumento da concentracdo de sodio estd sendo causado pela perda continua de
agua pelos rins (PINCUS, PREUSS, HENRY, 1999) mesmo com a presenca de
agua “ad libitum” aos animais deste experimento, 0 que justifica a ndo alteracédo
drastica destes valores. Isto ocorreu porque cdes com DI exibem politria primaria
com polidipsia secundéaria, ou seja, eles bebem excessivamente para compensar a
grande perda de agua pela urina, a qual provoca contracdo de volume (NICHOLS
& THOMPSON, 1997).

Importante lembrar que o aumento de cerca de 1% na osmolaridade
sanguinea estimula a liberagdo do ADH pela hipofise posterior, sendo que esta
resposta é rapida, podendo os niveis plasmaticos de ADH aumentarem por varias
vezes em poucos minutos (GYTON & HALL, 2002). Sendo assim deveriam
observar a eliminacdo de uma urina mais concentrada e néo diluida, como ocorreu
com os animais deste experimento. Isto confirma, mais uma vez, a atuacdo da

anfotericina b como indutora de DI nefrogénica em cées.

CONCENTRACAO SERICA DE POTASSIO

Durante a evolucdo dos momentos, embora n&o tenha ocorrido alteragao

estatisticamente significativa do potassio sérico (tabela 19), houve uma gradativa



diminuicdo dos valores de suas médias (tabela 18 e figura 8). Como pode ser
observado, o valor da média deste ion no MO foi de 4.26 mEg/dL, alcangando 4.07
mEg/dL no M10. Isto demonstra a importancia do acompanhamento deste
eletrolito durante tratamentos prolongados com anfotericina b. Tais achados
condizem com afirmacoes feitas por Noxon (1989) e Carlson e Condon (1994) que
descrevem a hipopotassemia como possivel efeito adverso da terapia com
anfotericina b. Esta perda de potassio € atribuida a acdo direta da anfotericina b
gue altera a permeabilidade das células, as quais perdem este ion para o meio
extracelular, o qual entdo néo é retido pelos rins (TAVARES, 2002). O aumento do
desvio padrdo encontrado no M1 deve-se ao aumento da concentragcdo sérica de
potassio do cdo de numero um que obteve o valor de 7.92 mEqg/dl (tabela X,
anexo). Este aumento do potassio pode ser atribuido a liberacdo deste ion das
membranas das hemacias para a corrente sanglinea, como descrito por

MONTEIRO (1996).

CONCENTRACAO SERICA DE CREATININA E UREIA

Analisando-se as tabelas 20 e 22 das concentracdes séricas de creatinina e
uréia, pode-se observar que houve um aumento progressivo dos valores de suas
médias ao longo da evolucdo dos momentos, sendo que este aumento foi
estatisticamente significativo (tabelas 21 e 23). No referente a creatinina (figura 9),
embora tenha ocorrido, na analise estatistica, um desvio padrao relativamente
grande a partir do M4, este ocorreu devido as alteracdes drasticas dos valores do
cdo de numero 10 (tabela XV, anexo), que por provavel sensibilidade individual,

apresentou dentre os 10 cdes os mais altos valores deste parametro. A creatinina



€ utilizada para avaliar o ritmo de filtracdo glomerular (RFG), onde seu aumento
sérico indica diminuicdo desse ritmo, sendo assim os achados do presente
trabalho vem corroborar com os autores Sabra et al (1989) e Kuan, Branch &
Jackson (1990) que afirmam que a anfotericina b tem a capacidade de provocar
diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular. Importante salientar que como descrito
por ZATZ (2000), a concentracdo sérica de creatinina € uma funcéo inversa do
tipo y= k/ x (hiperbdlica) do ritmo de filtracdo glomerular (RFG), sendo que gracas
a esse tipo de forma de curva, aumentos relativamente pequenos da concentragao
plasmatica de creatinina podem corresponder as perdas mais significativa de
funcao renal.

Como ja mencionado, houve aumento progressivo dos valores das médias
da concentracdo de uréia sérica (tabela 22) ao longo dos momentos, o qual foi
estatisticamente significativo (tabela 23). Sabe-se que diversos fatores podem
influenciar a concentracéo de uréia no sangue (FINCO, 1997), entretanto, pode-se
atribuir a queda no ritmo de filtracdo glomerular como causa principal deste
aumento, uma vez que 0s mais altos valores de uréia estdo acompanhados
respectivamente de valores também mais altos de creatinina (tabela XVI, anexo),
afirmacao esta corroborada por Harvey e Champe (1998), que atribuem o
aumento da uréia sangiinea como sendo provocado pela anfotericina b.

Autores como Bagatin e Gucé (1983) atribuem a nefrotoxicidade produzida
pela anfotericina b como sendo exclusivamente de cunho dose-dependente,
porém, os resultados do presente trabalho discordam desta hip6tese, uma vez que
pdde-se observar no cdo de numero 10 (tabela XV, anexo), que as concentracdes

séricas de creatinina aumentaram significativamente logo no M3, ou seja, logo



ap0s apenas duas aplicacbes. Pbéde-se notar a presenca de animais nao
azotémicos durante os 10 momentos do experimento (cées 2, 5, 7 e 9 na tabela
XV, anexo), além do inicio de azotemia em dois animais apenas nos M6 e MS8.
Estes achados sugerem que néo se deve atribuir & nefrotoxicidade da anfotericina
b uma exclusiva acdo dose-dependente, pois pode-se comprovar a existéncia de
uma susceptibilidade individual, corroborada por MALICK et al (1996) e RANDALL
et al (1996), que alertam sobre a importéancia desta susceptibilidade ao ser

instituido um tratamento com a anfotericina b.

URINALISE x CONCENTRACAO SERICA DE CREATININA E UREIA

Como previamente descrito, sabe-se que a deteccdo de azotemia ocorre
somente quando cerca de dois ter¢cos dos néfrons de ambos os rins encontram-se
com sua funcdo alterada, tornando este método diagndstico tardio no que se
refere a possivel prevencdo de instalacdo de insuficiéncia renal aguda.
Analisando-se os resultados do presente trabalho, nota-se que embora na maioria
dos animais as alteracdes detectadas na urindlise foram realmente mais precoces,
como o surgimento de glicosuria e cilindrdria logo nos primeiros momentos, a
azotemia instalou-se agudamente no M3 em um dos animais (tabela XV, anexo), e
a partir do M6, em outro animal, houve a instalacdo de IRA com apenas duas a
trés aplicagbes do farmaco. Estes resultados demonstraram que para o
acompanhamento da funcéo renal de cdes recebendo anfotericina b na dose de
0,5 mg/kg, tanto a urindlise quanto as dosagens séricas de creatinina e uréia

devem ser realizadas sempre que a droga for administrada aos animais, devido ao



potente mecanismo nefrotoxico deste farmaco, que pode, agudamente, alterar

tanto a hemodinamica quanto a fungao tubular renal.

ATIVIDADE DA ENZIMA URINARIA GAMA-GLUTAMILTRANSFERASE (GGT)

Observando-se as tabelas 24 e 26, nota-se que, embora tenha ocorrido um
pequeno aumento das médias da atividade da enzima gama-glutamiltransferase
(GGT) urinéria, estes valores mantiveram-se dentro do intervalo de normalidade,
considerado entre 13 a 92 U/L (DeSCHEPPER et al, 1989), durante a evolugéo
dos momentos. Embora tenha ocorrido alteracdo estatisticamente significativa das
médias ao longo dos momentos (tabelas 25 e 27), registrou-se a presenca de
valores altos de desvios padréo (figuras 11 e 12), que demonstraram que a GGT
urinaria apresenta variagdo muito ampla de seus valores. Analisando-se os dados
da tabela XVII (anexo) o caso do animal nove, pode-se observar que embora a
GGT tenha alcancado valor muito acima do normal no M1 a tarde, logo no
momento seguinte seu valor voltou a normalidade, porém n&do houve o
interrompimento da leséo renal, uma vez que em momentos posteriores ocorreu a
deteccéo de glicosuria (tabela 6) e cilindraria (tabela 11), e novamente aumento da
atividade da GGT urinaria no M4 a tarde. Analisando-se o cdo de niamero um
(tabela XVII, anexo), nota-se que no M3 a tarde foi detectado o aumento da
atividade da GGT urinaria, porém, este foi o Unico momento onde este parametro
se apresentou alterado, mesmo verificando-se a persisténcia de lesdo renal por
meio da deteccdo de glicosuria, cilindriria e azotemia em momentos seguintes.
Estes achados discordam de Rivers et al (1996) que afirmam que a GGT urinaria é

um marcador confiavel de persisténcia de lesdo renal tubular.



Analisando-se as tabelas XVII e XVIII (anexo), verifica-se uma grande
discrepéancia entre as deteccdes das alteracdes da GGT urinaria. Observando-se
os valores do cdo nove, verifica-se que no M4 a GGT urinaria apresenta-se
alterada durante a colheita da tarde, porém, na amostra colhida pela manha, a
mesma encontra-se dentro do intervalo de normalidade. Esta divergéncia também
ocorreu no M8 deste mesmo céo, onde na urina da manha registra-se uma GGT
alterada, entretanto encontra-se dentro da normalidade quando na urina da tarde.
Verificou-se semelhante achado nos cdes de numero 07 (sete) que apresentou
atividade da GGT urinaria aumentada no M2 a tarde, porém, sem alteracao
durante a colheita da manhd, e de nimero 10, o qual teve valor normal no M4 de
manha e alterado a tarde. Estes achados descartam a utilizacdo da GGT urinaria
como método de diagndstico de lesdo renal induzida por anfotericina b
(Fungisono), discordando de Grauer (1996) que afirma ser a GGT urinaria um
sensivel marcador de leséo renal tubular.

Dentre os exames realizados no presente trabalho a urinalise foi o primeiro
a alterar-se durante o tratamento com a anfotericina b, e embora tenha sido
observado, na tabela XVII (anexo), o aumento da atividade da GGT urinaria em
momentos iniciais do experimento (animais 1, 7 e 9), é importante chamar a
atencdo para o cdo de numero 10 (tabela XV e XVI, anexo), que apresentou, no
M3 a tarde, aumentos concomitantes da atividade da GGT urinaria e das
concentragbes séricas de uréia e creatinina, descartando-se entdo a utilizagao
desta enzima como meétodo precoce de diagndstico de lesdo renal. Embora isto

inicialmente poderia ser atribuido mais pelo tipo de mecanismo de acdo da



anfotericina b, que altera primeiro a funcdo do tdbulo distal, torna-se importante
salientar que a anfotericina b utilizada esta associada ao desoxicolato que
sabidamente causa leséo tubular proximal, como demonstrado experimentalmente
por Zager, Bredl e Schimpf (1992) e por Dorea et al (1997). Além disso, Zager,
Bredl e Schimpf (1992) demonstraram, utilizando in vitro, segmentos de tabulos
proximais de ratos, que a anfotericina b isolada causou aumento da liberacdo da
enzima LDH, enzima esta indicativa de danos em tubulos renais proximais, 30 e

60 minutos apos a exposi¢ado ao farmaco.

ATIVIDADE DA ENZIMA SERICA GAMA-GLUTAMILTRANSFERASE (GGT)

Como demonstrado na tabela 29, ndo ocorreu alteracdo estatisticamente
significativa da atividade da enzima sérica gama-glutamiltransferase (GGT) e,
comparando-se as tabelas 28 com as tabelas 24 e 26, nota-se a diferenca entre
seus valores. Isto porque a enzima sérica GGT ndo € a mesma que aparece na
urina, corroborando com Lane, Grauer e Fettman (1994) e Henemann et al (1997),
gue relatam que a GGT tem seu tamanho molecular muito grande, o qual impede

que seja filtrada nos glomérulos renais.

LOCAIS DE ACAO DA ANFOTERICINA B

O defeito da acidificacdo urinaria, a perda de potassio e o defeito na
capacidade de concentracdo urinaria encontrados neste trabalho, vém corroborar
0 conceito de que a anfotericina b atua causando danos diretos nos tubulos distais
renais (MONTEIRO, 1994), sendo a perda na capacidade de concentracado da

urina a primeira alteracdo a ser detectada. Os achados de glicosuria e do



aumento, mesmo que em somente alguns momentos, da excre¢cdo da GGT na
urina, vem comprovar que a anfotericina b também atua provocando lesGes nos
tubulos proximais, discordando de Rubin (1994) que em experimento realizado em

cées, nao verificou alteracbes em tubulo proximal.



6.CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢cdes em que foi realizado o experimento,
permitem as seguintes conclusodes:
A anfotericina b provoca lesfes tanto em tubulo proximal quanto em tubulo renal
distal;
A densidade da urina demonstrou ser a variavel mais precoce para demonstrar
alteracao da funcéo renal;
A enzima urindria gama-glutamiltransferase (GGT) ndo demonstrou eficiéncia
como método de diagnostico de leséo renal induzida por anfotericina b;
Avaliacdo seérica de potassio deve ser realizada durante o tratamento com
anfotericina b;
A anfotericina b provoca acidose tubular renal do tipo I;

A anfotericina b provoca diabetes insipidus nefrogénica em céaes.
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6. ANEXO

TABELA I: VALORES INDIVIDUAIS DA DENSIDADE DA URINA DA TARDE, AO LONGO DOS
MOMENTOS (M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAOS5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

MO 1,040 1,030 1,040 1,036 1,038 1,032 1,032 1,032 1,030 1,040
M1 1,014 1,006 1,010 1,008 1,016 1,014 1,014 1,012 1,016 1,016
M2 1,012 1,008 1,008 1,008 1,006 1,004 1,008 1,016 1,006 1,010
M3 1,018 1,014 1,018 1,010 1,014 1,004 1,008 1,016 1,018 1,010
M4 1,018 1,024 1,014 1,010 1,018 1,012 1,014 1,014 1,010 1,010
M5 1,010 1,012 1,014 1,016 1,010 1,010 1,010 1,010 1,010 1,012
M6 1,012 1,016 1,014 1,012 1,016 1,022 1,016 1,012 1,014 1,012
M7 1014 1,012 1,014 1,012 1,014 1,010 1,008 1,008 1,012 1,008
M8 1,010 1,016 1,012 1,010 1,014 1,014 1,014 1,006 1,012 1,012
M9 1,014 1,010 1,014 1,012 1,010 1,014 1,008 1,012 1,012 1,020
Mi10 1,014 1,010 1,012 1,010 1,010 1,014 1,008 1,018 1,012 1,014

TABELA II: VALORES INDIVIDUAIS DA DENSIDADE DA URINA DA MANHA, AO LONGO DOS
MOMENTOS (M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

MO 1,040 1,030 1,040 1,036 1,038 1,032 1,032 1,032 1,030 1,040
M1 1,030 1,040 1,040 1,040 1,040 1,040 1,040 1,028 1,040 1,040
M2 1,010 1,014 1,014 1,010 1,016 1,016 1,010 1,016 1,006 1,010
M3 1,012 1,012 1,022 1,014 1,014 1,012 1,010 1,016 1,012 1,012
M4 1,024 1,006 1,008 1,010 1,018 1,012 1,014 1,014 1,012 1,012
M5 1,010 1,022 1,016 1,016 1,018 1,014 1,014 1,018 1,012 1,014
M6 1,010 1,016 1,010 1,014 1,016 1,022 1,016 1,012 1,012 1,014
M7 1,014 1,006 1,008 1,016 1,014 1,010 1,016 1,016 1,014 1,014
M8 1,012 1,016 1,010 1,010 1,014 1,014 1,014 1,012 1,012 1,012
M9 1,020 1,016 1,014 1,014 1,016 1,014 1,012 1,018 1,012 1,014
M10 1,016 1,006 1,010 1,010 1,016 1,014 1,014 1,018 1,012 1,014




TABELA llI: Valores individuais da presenca de proteinas (cruzes e mg/dl) na urina da tarde, ao
longo dos momentos.

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M 10

CAO1 +(30) tracos tracos tragos tragos tragos tragos tracos tragos tragos —tracos
CAO 2 tragos tragcos tracos tragos tragos tragos tragos tragos tragos tragos —tragos
CAO 3 tragos tracos tragos tragos tragos tracos tracos tragos tragos tragos —tragos
CAO 4 tracos tracos tracos tracos tracos tracos +(30) +(30) tracos +(30) tracos
CAO5 +(30) +(30) tracos tracos tracos tracos +(30) tracos +(30) tracos tracos
CAO 6 tracos tracos tracos tracos +(30) +(30) +(30) +(30) +(30) +(30) +(30)
CAO7 tragos tragos +(30) +(30) +(30) tracos +(30) tragcos +(30) tracos +(30)
CAO 8 tracos tracos tracos tragos tragos tracos tragos +(30) tragos +(30) +(30)
CAO9 tracos tracos tracos +(30) +(30) +(30) +(30) tracos +(30) +(30) +(30)
CAO 10 tracos tracos tracos +(30) +(30) ++(100) +(30) tracos +(30) ++500) +(30)

TABELA 1V: Valores individuais da presenca de proteinas (cruzes e mg/dl) na urina da manha, ao
longo dos momentos.

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10

CAO1 +(30)tracos tracos tracos +(30) tracos tracos tragos tracos tracos tracos
CAO 2 tragos tragos tragos tracos tragos tragos tragos tragos tragos tracos tragos
CAO 3 tragos tragos tragos tracos tragos  tragos tragcos tragos tragos tracos tragos
CAO 4 tragos neg tragos tragos tracos tracos + (30) tragos tracos tracos tragos
CAO5 +(30) +(30) tracos tracos tracos tracos +(30) tracos +(30) tracos tracos
CAO 6 tracos tracos tracos tracos tracos +(30) +(30) tracos +(30) +(30) +(30)
CAO 7 tracos tracos tracos tracos +(30) tracos +(30) tracos +(30) +(30) +(30)
CAO 8 tragos tragos tragos tracos tracos tragos tracos  +(30) tragos tragos +(30)
CAO9 tracos +(30) tragcos +(30) +(30) +(30) +(30) +(30) +(30) tragos +(30)
CAO 10 tragos tragos tragos tracos +(30) +(30) +(30) +(30) +(30) +(30) +(30)




TABELA V: Valores individuais da presenga de glicose (cruzes e mg/dl) na urina da tarde ao longo
dos momentos (M).

MO M1T M2T M3T M4T M5T M6T M7T M8T MOT M10T
CAO 1 normal normal normal normal ++(100) +(50) normal normal normal normal normal
CAO 2 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 3 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 4 normal tracos normal normal normal normal ++(100) ++(100) normal normal normal
CAO 5 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 6 normal normal normal normal normal normal normal normal tragos normal normal
CAO 7 normal normal normal normal ++(100) tracos normal normal normal normal normal
CAO 8 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 9 normal normal normal normal ++(100) +(50) ++(100) normal normal normal normal
CAO

10 normal normal normal normal +(50) ++(100) ++(100) normal normal normal normal

TABELA VI: valores individuais da presenca de glicose (cruzes e mg/dl) na urina da manha ao
longo dos momentos (M).

MO M1iIM  M2M  M3M M4M M5M M6M M7M M8M  MOM  M10M
CAO 1 normal normal normal normal ++(100) +(50) normal normal normal normal normal
CAO 2 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 3 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 4 normal normal normal normal normal normal ++ (100) ++ (100) normal normal normal
CAO 5 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 6 normal normal normal normal normal normal normal normal tracos normal normal
CAO 7 normal normal normal normal ++(100) +(50) normal normal normal normal normal
CAO 8 normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal
CAO 9 normal normal normal normal ++(100) ++(100) ++(100) normal normal normal normal
CAO normal normal normal normal ++(100) ++(100) ++(100) normal normal normal normal
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TABELA VII: Valores individuais do pH da urina da tarde ao longo dos momentos (m).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO 10

MO 55 6,0 6,5 6,5 6,0 5,5 6,5 6,5 7,0 7,0
M1 7,0 5,5 7,0 8,0 6,0 5,5 7,5 8,0 8,0 8,5
M2 6,0 6,5 7,0 7,5 6,5 7,0 7,0 6,5 7,0 7,5
M3 75 6,5 8,0 8,5 8,5 6,0 8,5 7,0 7,5 7,5
M4 7,0 55 7,5 8,5 7,5 55 6,5 7,5 7,5 7,0
M5 7,0 7,0 8,0 8,0 7,0 8,5 7,5 6,5 6,0 7,0
M6 55 7,5 7,5 7,5 6,5 8,5 7,5 6,5 8,0 7,5
M7 75 8,5 8,0 8,5 8,5 7,0 8,0 7,0 7,5 7,0
M8 7,0 7,5 7,0 8,0 8,5 7,5 7,5 75 7,0 7,0
M9 7,0 7,0 8,0 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 6,5
M10 6,5 8,5 8,0 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,0 7,0

TABELA VIII: Valores individuais do pH da urina da manha ao longo dos momentos (m).

CAO 1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO 10

MO 55 6,0 6,5 6,5 6,0 5,5 6,5 6,5 7,0 7,0
M1 7,0 7,0 6,5 7,5 6,0 7,0 6,5 6,5 7,5 7,0
M2 75 6,5 7,0 8,0 6,5 6,5 7,0 6,5 7,0 7,5
M3 75 8,0 6,0 7,5 7,0 6,5 7,5 7,0 6,5 7,5
M4 7,0 7,5 7,5 8,0 7,5 6,0 6,5 7,5 7,0 6,5
M5 55 8,5 7,5 8,0 8,0 6,0 8,5 8,0 7,0 6,0
M6 55 7,5 8,0 7,5 6,5 8,5 7,5 6,5 7,5 6,0
M7 65 7,5 7,5 8,0 8,0 7,0 7,0 7,5 7,0 7,0
M8 6,0 7,5 6,0 8,0 8,5 7,5 7,5 7,0 7,0 6,0
M9 6,0 8,5 55 7,5 8,0 7,0 7,5 7,0 6,5 6,5
M10 7,0 7,5 7,5 7,5 8,0 7,5 7,0 7,5 7,0 6,5




TABELA IX: Presenca de cilindros granulosos na urina da tarde de cada cdo, ao longo dos momentos (M).

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
CAO 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente raros +
CAO 2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
CAO 3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente raros raros
CAO 4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente + raros raros raros raros
CAO5 ausente ausente ausente ausente ausente raros ausente  raros raros ausente raros
CAO 6 ausente ausente ausente ausente ausente raros raros ausente + + +
CAO 7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente raros +
CAO 8 ausente ausente raros + + + + raros raros raros +
CAO 9 ausente ausente ausente raros + ausente raros raros ausente + raros
CAO 10 ausente ausente ausente ausente raros ausente ausente raros raros + raros
Tabela X: Presenca de cilindros granulosos na urina da manh& de cada céo, ao longo dos momentos (M).
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
CAO1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente raros
CAO 2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
CAO 3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente raros
CAO 4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente + ausente  raros ausente raros
CAO5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente + raros ausente raros
CAO 6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente raros ausente + + +
CAO 7 ausente ausente ausente raros ausente ausente ausente ausente ausente raros raros
CAO 8 ausente ausente ausente raros + + + raros raros ausente raros
CAO 9 ausente ausente ausente raros raros ausente raros ausente  raros + raros
CAO 10 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente raros raros raros  ausente




TABELA XI: valores individuais da excre¢éo fracionada do sddio (EFy,%) ao longo dos momentos

(m).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

mo o008 o041 061 069 0,14 0,71 0,08 0,63 0,22 0,32
M1 009 087 032 263 035 033 050 036 0,55 0,90
M2 008 024 032 068 027 0,12 043 042 0,28 0,55
M3 005 027 119 092 106 0,2 091 150 0,12 0,46
M4 0,13 021 0,79 0,76 043 0,16 048 046 0,26 0,45
M5 0,79 034 094 126 127 065 087 023 0,53 0,25
M6 033 079 121 103 0,19 067 045 041 0,38 0,22
M7 094 120 084 112 031 0,21 136 049 0,25 0,42
M8 057 160 1,71 266 047 020 034 061 0,24 0,44
M9 09 130 1,74 105 167 0,19 047 056 0,33 0,54
M10 041 120 193 151 089 018 056 043 0,29 0,47

TABELA XII: Valores individuais da excrec¢éo fracionada do potassio (EFc%) ao longo dos
momentos (m).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

MO 7,38 15,07 19,98 20,03 7,51 3,99 19,35 19,17 14,46 15,07
M1 2,16 23,26 31,89 28,33 12,97 8,51 20,04 1496 20,32 27,06
M2 425 1501 31,69 1410 7,29 5,16 7,88 20,08 7,21 23,43
M3 14,63 24,24 23,08 21,29 18,16 3,32 55,76 38,19 2555 24,47
M4 29,94 29,99 27,81 18,57 17,04 8,74 3507 16,34 12,89 24,71
M5 27,27 39,05 29,15 26,44 43,11 16,78 27,93 21,65 20,66 38,42
M6 22,45 25,72 28,66 17,51 6,94 8,93 26,50 33,70 20,78 24,48
M7 23,83 2592 39,48 35,36 9,11 3,89 4486 26,11 19,89 31,62
M8 22,37 44,23 35,24 53,40 19,86 19,34 22,93 4595 19,36 31,48
M9 33,81 43,25 46,23 25,34 58,47 10,73 23,16 38,70 28,02 34,85
M10 21,34 34,56 35,37 3569 22,11 9,31 25,61 26,14 23,40 31,46




TABELA XIIl: VALORES INDIVIDUAIS DA CONCENTRACAO SERICA DO SODIO (Na“:mEg/dL) AO
LONGO DOS MOMENTOS (M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

MO 1435 1456 150,7 156,2 148,00 151,7 151,2 1486 152,1 1495
M1 156,8 150,6 154,2 148,2 151,0 1529 151,0 153,2 150,2 146,7
M2 1496 149,1 1585 159,1 153,5 154,0 152,5 152,8 150,4 1484
M3 149,2 146,1 1535 15555 153,1 159,0 1490 1550 1510 151,0
M4 1514 1518 1556 1576 152,6 152,2 1534 152,8 152,4 150,0
M5 156,3 148,5 152,2 1543 1545 150,6 151,3 154,1 150,2 1484
M6 151,3 156,8 152,1 153,1 153,8 1584 158,2 150,0 152,1 1491
M7 153,7 1528 152,3 1536 153,3 152,3 1516 150,6 153,0 1499
M8 1456 1545 1544 148, 3 153,7 163,8 152,1 149,6 151,8 143,3
M9 1544 152,8 1552 1446 1555 153,1 1524 1514 151,7 1430
M10 1533 151,2 1516 150,7 150,2 161,7 151,7 154,7 151,3 1447

TABELA XIV: VALORES INDIVIDUAIS DA CONCENTRAGAO SERICA DO POTASSIO (K" :mEg/dL)
AO LONGO DOS MOMENTOS (M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

MO 4,08 3,73 4,15 4,26 426 4,72 4,15 4,23 4,27 4,70
M1 7,92 4,49 4,67 396 4,11 4,00 3,98 3,97 4,15 3,94
M2 3,36 4,51 3,84 4,11 4,13 450 4,07 4,15 3,58 4,19
M3 4,65 4,57 4,05 4,10 4,23 4,62 3,81 4,32 4,10 4,00
M4 3,80 4,54 4,34 3,23 4,41 4,67 3,55 4,36 4,05 4,10
M5 4,21 4,51 4,14 3,79 4,23 460 4,27 4,44 4,11 3,94
M6 3,60 4,19 4,10 4,17 3,80 4,22 4,36 4,08 4,15 4,11
M7 4,15 4,18 4,10 3,79 3,81 421 4,22 4,38 4,19 4,06
M8 3,94 3,97 4,22 398 3,79 435 436 4,01 4,10 4,12
M9 4,06 4,18 4,08 4,10 4,14 4,07 4,24 3,53 4,21 3,68
M10 3,88 4,14 4,20 4,08 430 4,26 3,61 4,01 4,19 4,05




TABELA XV: Valores individuais da concentracdo sérica de creatinina (mg/dl) ao longo dos
momentos (M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAOS5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

MO 1 0,8 0.8 1.0 0,7 1,2 1,1 1,2 0,9 1,2
M1 08 1 0,9 11 0,8 11 1,2 1 0,8 1.3
M2 08 11 0,8 1,2 0,9 1 1,3 1 11 1.3
M3 12 1,2 1,1 12 0,8 11 1,2 1,3 1,6 2.7
M4 15 1,2 1,1 12 0,9 1 1,3 1 14 3.7
M5 15 1,2 1.0 13 0,9 11 1,3 1 13 4.4
M6 1,7 1,2 1.0 1,3 0,9 11 1,3 1,1 1,3 4.2
M7 1,7 1,3 1.3 15 0,9 11 1,7 1,3 1,3 4.9
M8 18 1.3 1.3 1,7 1,3 14 14 1,5 14 5.3
M9 23 1.3 1.3 1.8 14 15 14 1,5 15 5.7
M10 24 1.3 1.6 2.0 15 1,6 1,5 1,6 15 6.2

TABELA XVI: valores individuais da concentracdo sérica de uréia (mg/dl) ao longo dos momentos

(M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAOS5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO 10

MO 52 41 55.9 42 29,35 44 35 26 47,5 50,5
M1 41 58,9 518 55 35 30 38 33 334 577
M2 44,59 60 559 71 52,61 32,79 39 37 376 477
M3 4451 60,9 50 59 62 30 35 54 66,7 61.1
M4 67,38 60,8 724 58 646 32 34 27 60 60.0
M5 61 63,9 60 63 65 40 42 35 61,7 63.3
M6 70,5 62,18 60 65 51 44 a7 47 73,4 855
M7 80 60 62 68,13 57 38 67 54 62 88.8
M8 67,36 54 58.96 71,18 54 53 58 63 61,7 91
M9 81 52,36 58 70,13 67,38 56 60 65 645 97
M10 85,26 62,18 62 90,5 68 63 62 69 61 111.1




TABELA XVII Valores individuais da atividade enzima urinaria gama-glutamiltransferase (GGT) (u/l)
ao longo dos momentos (M): amostra da tarde.

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO010

MO 10,7 163 164 90 310 390 90 150 300 9,0

M1 405 56,1 639 94 370 125 26,7 72,9 1093 7,8

M2 85 780 410 125 916 375 1090 320 750 22,6
M3 1555 320 152 175 267 187 634 708 77,0 1060
M4 125 151 178 925 212 229 450 27,0 1625 1120
M5 375 18,7 178 625 175 300 300 225 525 1520
M6 215 303 10,7 334 546 329 29,7 321 889 81,0
M7 741 373 196 355 214 475 625 281 645 72,6
M8 500 324 104 275 350 321 339 416 750 85,0
Mo 777 310 321 208 300 1053 343 1354 520 1300
M10 30,8 425 31,7 150 32,1 580 1343 425 70,0 1600

TABELA XVIII Valores individuais da atividade enzima urinaria gama-glutamiltransferase (GGT)
(u/l) ao longo dos momentos (M): amostra da manha.

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO010

MO 10,7 163 164 90 310 390 90 150 300 9,0
M1 231 99 12,3 70 387 2/0 118 81 625 16,8
M2 156 271 678 100 265 640 450 27,0 90,0 35,0
M3 200 315 235 161 321 208 775 18,7 850 22,9
M4 145 604 257 730 194 208 540 125 750 77,0
M5 51,7 164 146 500 208 375 357 125 77,0 95,0
M6 491 226 125 732 350 310 340 290 900 52,0
M7 135 28,7 218 172 270 500 343 171 70,0 88,9
M8 316 312 150 21,8 321 470 570 458 1890 833
M9 250 215 142 250 421 750 540 195 937 73,2
M10 31,2 950 200 230 370 770 446 334 645 90,0




TABELA XIX: Valores individuais da atividade enzima sérica gama-glutamiltransferase (GGT) (u/l)
ao longo dos momentos (M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAQO9 CAO10

MO 80 100 51 7,0 2,0 7,0 3,0 2,0 2,0 4,0
M1 69 130 96 9,0 2,0 6,0 2,0 3,0 4.3 3,0
M2 75 110 41 100 1,0 3,0 2,0 6,0 4.1 4,0
M3 60 100 60 130 10 3,0 1,0 9,0 4.1 3,0
M4 100 69 6.2 8,0 2,0 4,0 2,0 3,0 4.3 6,0
M5 113 62 100 100 20 3,0 2,0 2,0 2,0 1,0
M6 100 6.2 10,0 90 2,0 4,0 3,0 3,0 4,0 3,0
M7 72 6.2 90 110 10 3,0 3,0 3,0 2,0 2,0
M8 113 110 7.0 6,0 1,0 3,0 2,0 4,0 1,0 2,0
M9 83 82 120 70 2,0 4,0 2,0 4,0 2,0 6,0
M10 8.0 7.2 9.0 9,0 2,0 3,0 2,0 3,0 2,0 4,0

TABELA XX: Valores individuais do pH sérico ao longo dos momentos (M).

CAO1 CAO2 CAO3 CAO4 CAO5 CAO6 CAO7 CAO8 CAO9 CAO10

MO 741 745 740 736 737 738 738 738 741 7,41
M1 741 742 739 735 737 738 743 7,39 743 7,48
M2 739 742 742 731 732 739 741 7,37 7,43 7,39
M3 741 744 742 733 737 739 748 7,43 7,42 7,41
M4 741 746 743 738 740 738 743 7,43 7,41 7,39
M5 743 741 741 735 737 736 7,44 745 7,43 7,39
mMe 738 742 739 736 739 737 741 7,36 7,42 7,37
M7 739 745 7,42 743 738 735 745 737 7,43 7,36
M8 739 74 740 746 737 1742 743 7,39 7,52 7,37
M9 736 744 741 734 738 738 741 738 7,43 7,38
Mio 739 738 740 737 739 737 743 7,36 7,43 7,35




TABELA XXI: Valores de Normalidade*

Valores de Normalidade Espécie : Canina
Creatinina: 0.5-1.5 mg/dl
Uréia: 21.4 —59.9mg/dl
Saodio plasmético 141.1 - 152.3 mEq/dl
Potassio plasmatico 4.37 — 5.65 mEq/dl

Gama-glutamiltransferase sérica 1.2 —6.4 (U/l)
Gama-glutamiltransferase urinaria 13 — 92 (U/l)

pH sangulineo: 7.31-7.42

* Valores utilizados pelo Laboratério clinico da FMVZ — UNESP- Botucatu
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