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1. INTRODUCAO

O dimetilsufoxido (DMSO) € um composto conhecido desde a segunda metade
do século XIX como um solvente organico potente. Por ser um subproduto da industria
de extracdo de celulose e, portanto, facilmente disponivel, passou a ser largamente
utilizado a partir da década de quarenta do século XX, para fins industriais. Duas
décadas mais tarde, o DMSO foi introduzido na medicina, porém, seu uso como
farmaco durou pouco tempo, pois sua utilizacdo foi bastante contestada pela industria
farmacéutica, que viu no DMSO uma ameaca econdmica, pelo fato de que nenhuma
companhia poderia adquirir sua patente. Também, houve contestacdo por parte de
alguns pesquisadores e, principalmente, pela agéncia americana “Food and Drugs
Administration” (FDA), que exigia testes clinicos dispendiosos para a liberacdo do
DMSO como farmaco.

Com a descoberta, na década de 1980, de suas propriedades antiinflamatéria e
citoprotetora, os estudos foram retomados e o DMSO constitui-se, até os dias de hoje,
num dos agentes farmacéuticos mais estudados, porém um dos menos entendidos.

A lista ampla de propriedades farmacolbgicas e de indicacdes para diversas
condicdes clinicas gera controvérsias a respeito da utilizacdo do DMSO. Conclusbdes

contraditérias como as existentes entre os pesquisadores que advertem sobre o
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potencial cancerigeno do DMSO e os que o indicam como adjuvante da terapia
anticancerigena, ilustram o problema.

Apesar das dificuldades para se estabelecer, de forma mais segura, 0s principios
gue determinam as acdes do farmaco, cresce o seu uso em medicina veterinaria. Dada
a escassez de estudos acerca dos efeitos do DMSO aplicado por via parenteral em
cdes, muitos experimentos e ensaios clinicos prospectivos ainda sdo necessarios.

Em estudos previamente realizados em ratos e cobaias, o farmaco demonstrou
possuir acao diurética potente e, ainda, proporcionar protecdo renal em casos de
processos isquémicos agudos. Estas observacbes sédo sugestivas de que o DMSO
pode atuar de forma especifica nos rins. Assim sendo, planejou-se um experimento a
fim de se testar a hipétese de que o DMSO pode modular a taxa de filtracdo glomerular
e a atividade tubulo-intersticial em rins de céaes.

Por conseguinte, esse estudo objetivou avaliar (1) a taxa de filtragdo glomerular,
(2) a funcéo tubulo-intersticial e (3) os possiveis impactos sobre a homeostase no que
tange aos perfis hidrossalino e hepatico e ao hemograma de caes sadios submetidos a
tratamento com DMSO, administrado por via intravenosa, em dose considerada

terapéutica.



2. REVISAO DE LITERATURA

O DMSO €& uma substancia organica de formula quimica C;HgSO
(ROSENBAUM; HERSCHLER; JACOB, 1965), peso molecular 78 (CARPENTER,;
ANGEL; MORGAN, 1994) e temperatura de congelamento 18,5°C (BRAYTON, 1986).
Em fungéo de possuir afinidade grande pelo hidrogénio, formando pontes mais fortes
gue as existentes entre moléculas de agua, o DMSO passa muito rapidamente para
concentracdes entre 66% e 67% caso fique exposto ao ambiente, motivo pelo qual deve
ser acondicionado em frasco hermeticamente fechado (ALSUP e DEBOWES, 1984).
Quando administrado topicamente reage com a agua do ar e dos tecidos por meio de
reacdo exotérmica (BRAYTON, 1986), que pode estar relacionada as suas acdes como
farmaco e a sua capacidade solvente (ROSENBAUM; HERSCHLER; JACOB, 1965).

Muitas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas, ja verificadas, resultam da
sua capacidade de interagir ou combinar com acidos nucléicos, carboidratos, lipideos,
proteinas e varios farmacos sem alterar, de forma irreversivel, a configuracdo molecular
(RUBIN, 1983). No entanto, desde que foi introduzido como farmaco, o DMSO tem
gerado muita polémica no meio cientifico. Em decorréncia das variaveis complexas
envolvidas em seu mecanismo de acdo, ha dificuldade para sua avaliagdo exata.

Entretanto, tais restrices tém sido suplantadas por suas caracteristicas de versatilidade
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e importancia terapéutica como revelado pelo crescimento continuo de seu emprego na
medicina (JACOB e HERSCHLER, 1983).

Por meio da avaliacdo dos efeitos resultantes da aplicacdo topica de DMSO
sobre a pele de ratos, Denko et al. (1967) evidenciaram sua penetragdo atraves das
membranas biologicas. Duas horas ap0s a aplicagdo topica, 0s pesquisadores
encontraram o farmaco, em ordem decrescente de concentragdo, em amostras de
baco, estbmago, pulmdes, humor vitreo, timo, cérebro, rim, esclera, célon, coracgéo,
musculo esquelético, pele, figado, artéria aorta, adrenal, lente e cartilagem. Concluiram,
entdo, que a capacidade de penetracao rapida faz do DMSO uma arma poderosa e util
no tratamento de lesdes localizadas em tecidos densos ou de acesso dificil.

O DMSO pode carrear diversas substancias a ele associadas, transportando-as
através das membranas biolégicas (BRAYTON, 1986; BLYTHE et al., 1986; RAND-
LUBY et al., 1996). Estudando a acéo estrogénica que determina aumento de peso de
Gtero e vagina de ratas, Djan e Gunberg (1967) constataram superioridade do 17-
estradiol dissolvido em DMSO e aplicado topicamente, em comparagdo ao estrogénio
puro administrado por via subcutdnea. Segundo Finney et al. (1967), a adicdo de
DMSO a um sistema de perfusdo de peroxido de hidrogénio facilitou a difusdo de
oxigénio para o interior do miocardio isquémico de suinos.

A propriedade carreadora pode associar-se a potencializadora, por isso, o clinico
deve fazer uma avaliagdo adequada antes de administrar o farmaco, pois tal
associacao pode trazer tanto vantagens quanto desvantagens (BLYTHE et al., 1986).
Em pacientes ja medicados com doses maximas de farmacos, tais como anestésicos
gerais, revulsivos causticos (BRAYTON, 1986), ou anticolinesterasicos (STONE, 1993),
0 uso do DMSO pode determinar efeitos indesejaveis.

A partir da década de 1980, a propriedade antiinflamatéria do DMSO,
vastamente conhecida, tem sido considerada miraculosa (BLYTHE et al., 1986;
BRAYTON, 1986). Ela resulta de mecanismos multiplos (ALSUP e DEBOWES, 1984),
entre os quais sdo citados os antagonismos as substancias originadas da cascata do
acido araquidoénico (STONE, 1993) e ao fator de agregacdo plaquetaria (BRAYTON,

1986). E, em adicdo, a inibicAo da infiltragcdo de polimorfonucleares (ALSUP e
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DEBOWES, 1984) e a remocao dos radicais livres produzidos pelos neutréfilos, os
quais estdo envolvidos na evolucdo do disturbio circulatério que precede a necrose
(BLYTHE et al., 1986). Apesar dos varios mecanismos citados, o DMSO é mais eficaz
na inflamag&o aguda (KEDAR et al., 1983). Como mencionado por Weissmann; Sessa,;
Bevans (1967), a concentracdo de cortisona exdgena necessaria para estabilizar
lisossomos em uma variedade de injurias fica reduzida de 10 a 1000 vezes com o
emprego de DMSO.

O DMSO também tem acdo analgésica que é devida, indiretamente, a
propriedade antiinflamatéria e, diretamente, ao bloqueio quimico da fibra C em nervos
aferentes periféricos (STONE, 1993), além da acdo central exercida de maneira
analoga a da morfina (ROSENBAUM; HERSCHLER; JACOB, 1965; WOOD e WOOD,
1975; HAIGLER e SPRING, 1983; BRAYTON, 1986), porém, supostamente, sem o
envolvimento de receptores opidides (BRAYTON, 1986). A velocidade de condugédo em
nervo ciatico imerso em DMSO a 6% ficou reduzida em torno de 40%, sendo que este
efeito foi completamente revertido por lavagem do mesmo nervo durante 1 hora (SAMS,
1967). Com a administracdo de solucdo de DMSO a 10%, por via subcutanea, na dose
Unica de 4g/kg em gatos, Shealy (1966) observou a ocorréncia de perda total de
resposta central a dor. Ainda, administrou 2 mililitros de DMSO a 50% no liquido
cérebro-espinhal de gatos e observou inducdo de anestesia geral dos animais durante
30 minutos, sendo que a recuperacdo dos mesmos se deu sem ocorréncia de efeitos
indesejaveis aparentes. Haigler e Spring (1983) concluiram que o DMSO produz
analgesia tanto por acdo local, quanto sistémica, por meio de mecanismo distinto do
gue ocorre com a morfina. Embora os dois produtos sejam comparaveis em magnitude
analgésica, o DMSO apresenta maior duracdo de acdo que a morfina (6 e 2 horas,
respectivamente).

O mecanismo pelo qual o DMSO reverte alteracdes neurologicas decorrentes de
traumatismos cranianos com desenvolvimento de aumento da pressao intra-craniana,
em pacientes normovolémicos sem alteracdes eletroliticas, pode ser explicado pela
propriedade diurética do farmaco (BLYTHE et al., 1986).
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KLIGMAN (1965) demonstrou que o DMSO possui potente agéo na liberagédo de
histamina, sendo a propriedade vasodilatadora atribuida as acdes histaminogénica
(BRAYTON, 1986; STONE, 1993) e anticolinesterasica (BRAYTON, 1986). A
vasodilatacdo no leito capilar subdermal somada a desagregacédo plaquetéaria, ambas
resultantes da acdo do DMSO, constituem protecdo importante contra lesdes
isquémicas (BRAYTON, 1986; RAND-LUBY et al., 1996).

O DMSO, quando aplicado topicamente na pele de humanos, produz evidéncias
eletromiograficas de relaxamento muscular, uma hora apés a aplicacdo. A propriedade
miorrelaxante tem sido observada em varias espécies, em associacdo com efeitos
tranquilizantes e sedativos (ROSENBAUM; HERSCHLER; JACOB, 1965; BRAYTON,
1986; STONE, 1993), e decorre, principalmente, do conforto resultante das
propriedades antiinflamatoria e analgésica (ALVES, 1997).

No processo inflamatério, os radicais livres ocupam posicdo de destaque na
fisiopatologia da injuria de reperfusdo. O DMSO neutraliza a acéo lesiva dos radicais
hidroxila, por isso é benéfico a todo tecido sob isquemia que apresenta vitalidade,
particularmente no trato gastroentérico onde os radicais livres produzem aumento da
permeabilidade, ulceracbes e necrose epitelial (ARDEN et al., 1989). Em estudo sobre
os efeitos da administracdo de DMSO, por via intravenosa e via intraperitoneal, em
ratos induzidos experimentalmente a isquemia do intestino delgado, Ravid et al. (1983)
concluiram que o DMSO apresentou efeitos protetores contra isquemia prolongada
nesse oOrgdo, independentemente da via de administracdo. No entanto, a via
intravenosa foi mais efetiva. Com base neste e em outros estudos feitos pelos mesmos
pesquisadores, os efeitos protetores do DMSO consistem no fato de que o farmaco
impede a necrose tecidual, prolongando o estado celular que antecede o ponto critico.
O DMSO agiria impedindo o espasmo arteriolar por meio da liberacéo de prostaciclinas,
permitindo reperfusdo rapida dos tecidos envolvidos e controle da acidose metabdlica.
Entretanto, Arden et al. (1989) ndo constataram efeito protetor do DMSO em intestino
de equinos, submetidos a isquemia e reperfusao.

Kedar et al. (1983) provocaram isquemia renal em ratos através do

clampeamento da artéria renal durante 1 hora. Apés o encerramento do periodo
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isquémico, foi administrada, por via intravenosa, uma solucdo a 20% de DMSO, na
dose de 5g/kg de peso corporeo, em 33 ratos. Outros 18 animais do grupo controle
receberam apenas solucdo salina. Todos o0s animais tratados com DMSO
sobreviveram, enquanto que todos os animais do grupo controle apresentaram 0bito
dentro dos sete dias posteriores ao tratamento. Passadas 24 horas apds o experimento,
as concentragfes sericas médias de uréia e de creatinina foram de 254mg/dL e
7,2mg/dL, respectivamente, nos animais do grupo controle. Em contraste, as
concentracdes séricas médias de uréia e de creatinina nos animais tratados com DMSO
foram, respectivamente, de 69mg/dL e 1,6mg/dL. Em outros 17 ratos, os rins foram
perfundidos com DMSO antes do fechamento da artéria renal. Todos estes animais
sobreviveram ao procedimento e demonstraram funcao renal bem proximo ao normal
depois de 24 horas. Executaram o mesmo procedimento em dez cées, sendo que cinco
animais receberam solucdo de DMSO a 20%, por via intravenosa, na dose de 3g/kg de
peso corpdreo, na taxa de infusdo de 10mL.min™, e os outros cinco animais receberam
apenas solucéo salina. Depois de passadas trés semanas da indugédo da isquemia em
um dos rins, foi realizada nefrectomia contralateral. A funcédo renal apresentou-se
normal em todos os cées que foram tratados com DMSO. Um dos caes do grupo
controle veio a 0Obito, apresentando uremia. Os outros quatro animais do grupo controle
apresentaram insuficiéncia renal transitéria. Os autores concluiram que o DMSO
apresenta efeito protetor em isquemia renal, mesmo quando o farmaco é administrado
apos o periodo isquémico.

Além das ja citadas propriedades atribuidas ao DMSO, € bem descrita sua
capacidade de melhorar a atividade antimicrobiana de farmacos indicados para este fim
(SEIBERT; FARRELY; SHEPHERD, 1967; BASCH e GADEBUSCH, 1968; CHAN e
GADEBUSCH, 1968; GHAJAR e HARMON, 1968; ALSUP e DEBOWES, 1984; STONE,
1993).

A diversidade de propriedades, a elevada seguranca e a baixa toxicidade fazem
do DMSO um farmaco a ser indicado em muitas situacdes clinicas. No entanto, para o
emprego adequado do DMSO, alguns fatores devem ser levados em consideracao,

como por exemplo, particularidades fisiologicas de cada espécie animal, variabilidades
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individuais, estado de salde do paciente, estagio da afeccéo, tipo de lesdo, além da
dose e concentracdo a serem empregadas e frequéncia de administracdo do farmaco
(CARPENTER; ANGEL; MORGAN, 1994; RAND-LUBY et al., 1996).

Em pacientes humanos que apresentaram aumento da pressao intracraniana e
distarbio circulatério que levaram a ocorréncia de sinais neurolégicos, o DMSO
administrado por via intravenosa, determinou estabilizacdo do processo com eficiéncia
superior a observada com o uso da furosemida (BLYTHE et al., 1986) ou do manitol
(STONE, 1993).

Em quadros de choque endotoxémico, 0 DMSO ¢€ indicado principalmente pela
sua propriedade de remocao de radicais livres envolvidos na injuria de reperfusdo. No
entanto, sua utilizacdo pode resultar em acdo paradoxal. Em contraste ao efeito
neutralizador de diversas endotoxinas, o quadro endotoxémico pode ser agravado pela
acao facilitadora da absorcéo de outras endotoxinas, (STONE, 1993; PARKS, 1995).

Outras indicacdes para o DMSO incluem tratamento pds-operatorio nos casos de
cirurgias abdominais (BRAYTON, 1986; PARKS, 1995), durante cirurgia para enxertos
de pele (STONE, 1993; CARPENTER; ANGEL; MORGAN, 1994; RAND-LUBY et al.,
1996), em casos de encefalites virais e bacterianas, andxia e outros disturbios cerebrais
em potros (PALMER et al., 1984; BLYTHE et al., 1986).

O DMSO pode ser administrado diretamente no local ou 6rgdo que se pretende
tratar, como por exemplo, sobre a pele, em areas muscoloesqueléticas, nos ouvidos,
nos olhos, em articulagdes, na uretra, na bexiga, além de também ser administrado por
vias sistémicas como a oral, intramuscular, intraperitoneal e intravenosa (SMITH,;
HADIDIAN; MASON, 1967).

Quanto as doses e formas de administragdo, o DMSO é uma substancia segura
e bem tolerada. A concentracdo de 10% em soro fisiolégico € segura para ser
administrada rapidamente por via intravenosa. Concentracbes maiores devem ser
administradas lentamente (CARPENTER; ANGEL; MORGAN, 1994; RAND-LUBY et al.,
1996).
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As doses de 0,1 a 4,0g/kg, que tém sido sugeridas, foram baseadas nas DL50 ja
conhecidas para o cdo e o gato, 2,59/kg e 4,0g/kg, respectivamente (SMITH;
HADIDIAN; MASON, 1967; STONE, 1993).

A farmacocinética do DMSO em equinos, nas doses de 0,1 e 1,0g/kg IV,
demonstrou que a vida média do farmaco no plasma, em horas, é de 9,8 + 2,2 e 8,6 =
0,3, respectivamente. Esses dados indicam que o farmaco deve ser administrado duas
vezes ao dia (BLYTHE et al., 1986).

A toxicidade do DMSO é reconhecidamente baixa, ao contrario do que foi
inicialmente mencionado (BRAYTON, 1986; STONE, 1993). Mesmo diante dos efeitos
colaterais, quando existe impropriedade na indicacdo, na concentracdo, na dosagem ou
na velocidade de administracdo, ndo se observou anemia, nem insuficiéncia renal
(APPELL et al., 1992).

Bennett et al. (1983), avaliaram possiveis efeitos nefrotoxicos decorrentes da
administracdo intravenosa de DMSO em humanos e ratos e ndo observaram nenhuma
evidéncia de nefrotoxicidade decorrente do uso do farmaco, apesar da presenca de
hemoglobindria. Foi concluido que o DMSO, por via intravenosa, € um farmaco seguro
para ser administrado em pacientes que sdo possiveis doadores para transplantes
renais.

A dimetil sulfona e o sulfato de dimetila s&o os principais produtos da degradacéo
do DMSO (HUCKER et al., 1967; TIEWS et al., 1975). A excrec¢do principal é por via
urinaria, embora a via respiratoria participando com menos de 3% pareca, pelo odor,
ser a principal (BRAYTON, 1986).

Em certos casos, efeitos colaterais podem ser notados apds o uso de DMSO. O
forte odor, comparado ao de alho, é resultante da eliminacdo por via respiratoria dos
produtos de degradacdo do DMSO permanecendo, aproximadamente, até 48h apds a
administracdo do farmaco (ROSENBAUM; HERSCHELER; JACOB, 1965; BRAYTON,
1986).

Pode ocorrer hemolise se forem administradas, por via intravenosa,
concentracdes acima de 20% (ALSUP e DEBOWES, 1984; STONE, 1993), ou se a
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solucdo a 20% for administrada rapidamente, também por via intravenosa (BLYTHE et
al., 1986; APPELL et al., 1992; RAND-LUBY et al., 1996).

Concentracdes de DMSO acima de 20%, em doses maiores que 1,0g/kg de peso
corporeo, por via intravenosa, causam hemolise com hemoglobindria transitoria, sem
alterar significativamente o hematocrito. Suspeita-se que tal fato pode determinar
nefrotoxicidade, porém o farmaco apresenta indicagdo para uso na insuficiéncia renal
isquémica (BLYTHE et al., 1986).

Cdlica, diarréia e tremores musculares podem ocorrer principalmente quando a
concentracdo, a dosagem e a velocidade de infusdo por via intravenosa forem
indevidas, a ponto de intensificar a leve propriedade anticolinesterasica do DMSO
(BLYTHE et al.,1986; APPELL et al., 1992).

Alsup e DeBowes (1984) concluiram que o efeito teratogénico em mamiferos é
considerado baixo. No entanto, foi pela atribuicAo a possivel capacidade de
teratogénese que se fundamentou a proibicdo do farmaco em gestantes, por parte do
FDA/USA (BRAYTON, 1986).

Em diversas espécies podem ocorrer alteracdes cutaneas devidas a liberacdo de
histamina por degranulacdo de mastocitos, conseqliente a reacdo exotérmica que
ocorre ao contato do DMSO com a agua existente na pele (BRAYTON, 1986).

Devido a sua acdo histaminogénica, o DMSO ndo deve ser administrado a
pacientes com reacdes anafilactoides importantes (BRAYTON, 1986).

Em cées e coelhos submetidos ao uso crénico de DMSO verificou-se alteracao
na transparéncia de lentes oculares (GORDON e KLEBERGER, 1968; BRAYTON,
1986). Equinos recebendo a dose diaria de 0,6g/kg de peso corpéreo, durante dois
meses, tiveram uma discreta mudanca na refragdo ocular (BLYTHE et al., 1986). No
homem n&o se verificou qualquer alteracdo (GORDON e KLEBERGER, 1968;
BRAYTON, 1986; RAND-LUBY et al., 1996).

As contra-indica¢des para o uso do DMSO séo poucas. O farmaco néo deve ser
administrado a pacientes desidratados, com o risco de se atingir o grau severo de

desidratacdo, nem em pacientes que foram tratados recentemente por antiparasitarios,
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devido a possivel potencializacdo da acdo anticolinesterasica (BLYTHE et al.,1986;
APPELL et al., 1992).

A hipétese de que o DMSO pode aumentar a absorcdo de toxinas através de
mucosas lesadas contra-indica a sua utilizagdo em casos de enterites e colites
infecciosas. No entanto, tal hipotese ndo deve nem ser descartada, nem aceita,
enquanto ndo for testada cientificamente e confrontada com as razbes que
fundamentaram as indicagbes do mesmo farmaco em pacientes com endotoxemia e
diarréia por salmonela (STONE, 1993; PARKS, 1995).

Ainda, apesar das evidéncias de que o DMSO néao é cancerigeno, podendo até
ter valor na terapia do céncer, seu uso em casos de mastocitoma € contra-indicado,
uma vez que o farmaco pode induzir histaminemia fatal por degranulacdo de mastdcitos
(BRAYTON, 1986).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram estudados cinco cées, dois machos e trés fémeas, com peso corporal
médio de 13,40kg, sem raca definida, adultos e sadios. Para inclusdo no grupo
experimental, os animais foram avaliados por meio de historico, exame fisico completo,
hemograma, exames bioquimicos de fungéo renal e funcéo hepatica, eletrocardiograma
e exame ultra-sonografico da regido abdominal. Todos eram vacinados e recebiam
vermifugos regularmente. Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas, em
ambiente climatizado, onde recebiam alimentacdo a base de um unico tipo de racéo
industrializada® para cdes adultos, 4gua ad libitum, cuidados de higiene e atencdo. Os
estudos foram iniciados ap0s um periodo de 15 dias de adaptacdo dos animais ao

ambiente e ao manejo.
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O estudo consistiu em avaliacao clinica e laboratorial de cdes que foram tratados

com aplicacdes intravenosas de DMSO? a 10%, em doses terapéuticas, durante trés

dias consecutivos.

! Pro Plan Purina® — manutencgdo de cdes adultos sadios;
> DIMESOL® - 99,2% - Marcolab laboratérios;
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As avaliacbes foram conduzidas em quatro periodos distintos que
compreenderam um total de 11 sessdes experimentais (Quadro 1). Cada sessao teve
duracdo de 12 horas. A sessao |, para obtencdo dos dados basais ou controle, foi
realizada durante as 12 horas que precederam a primeira aplicacdo do DMSO (Periodo
controle — P1). As sessodes Il, lll, IV, V e VI foram realizadas consecutivamente, durante
o periodo compreendido entre a primeira e a ultima aplicacdo de DMSO e ocorreram
durante os trés dias de administracdo do farmaco (Periodo de tratamento — P2). As
sessbes VI, VIl e IX foram concluidas 24, 48 e 120 horas ap0s a ultima aplicacdo de
DMSO (Periodo imediato apds tratamento — P3) e as sessdes X e Xl| 30 dias apoés
(Periodo tardio apos tratamento — P4).

As avaliacdes dos animais compreenderam observacdes clinicas diarias e
analises periddicas do perfil renal, perfil hidrossalino, perfil hepatico e metabdlico, e
perfil hematoldgico. Para cada um dos perfis estudados foi estabelecido um conjunto de

parametros indicados para avaliacdo funcional, conforme sumariado no Quadro 2.

QUADRO 1 — Sumario da distribuicdo dos periodos experimentais e sessdes correspondentes, para
avaliacdo de caes submetidos a trés dias de tratamento com DMSO a 10% (1g/kg, IV,
cada 12h). Cada sessao teve duracdo de 12 horas. Unesp — Jaboticabal, 2006.

Periodos experimentais Sessdes Momentos de conclusdo das sessdes

Periodo controle (P1) Sesséo | imediatamente antes da 12 dose de DMSO.
Periodo de tratamento (P2) Sesséo Il 12 horas ap06s a 12 dose de DMSO
Sesséo |l 12 horas apés a 22 dose de DMSO
Cada uma das seis doses de DMSO foi | Sesséao IV 12 horas apés a 32 dose de DMSO
aplicada exatamente ao término das|Sess&o V 12 horas apés a 42 dose de DMSO
sessdes | a VI, respectivamente. Sess&o VI 12 horas ap6s a 52 dose de DMSO
Sesséo VIl 24 horas apos a 62 dose de DMSO
Periodo imediato apés tratamento (P3) Sesséo VI 48 horas apds a 62 dose de DMSO
Sesséo IX 120 horas apés a 62 dose de DMSO

Periodo tardio apos tratamento (P4) geSS?O X 30 dias apos a 6 dosg de DMSO
esséo Xl 12 horas apés a sessao X
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QUADRO 2 - Sumario dos parametros avaliados, agrupados de acordo com o perfil funcional
relacionado, para avaliagdo de cdes submetidos a trés dias de tratamento com DMSO
a 10% (1g/kg, IV, cada 12h). Unesp — Jaboticabal, 2006.

Funcéo relacionada Par&metros

Concentracdo sérica de creatinina (mg/dL);

Concentracéo sérica de uréia (mg/dL);

Clearance de creatinina endégena (mL/min/kg);

Razéo proteina/creatinina urinaria.

Excrecao fracionada de sddio (%);

Excrecao fracionada de potassio (%);

Concentracéo sérica de potassio (mEq/L);

Concentracao sérica de sédio (mEq/L);

Osmolalidade sérica (mOsm/kg);

Osmolalidade efetiva sérica (mOsm/kg);

Concentracao sérica de glicose (mg/dL);

Concentracédo sérica de proteina (g/dL);

Perfil hepatico e metabdlico Concentracao sérica de albumina (g/dL);

Concentracédo sérica de fosfatase alcalina (U/L);

Concentracéo sérica de alanina aminotransferase (U/mL).

Hemacias (x10°/uL);

Hemoglobina (g/dL);

Hematdcrito (%6);

Volume globular médio (fL);

Concentracdo de hemoglobina globular média (g/dL);

NUmero de plaguetas (x103/|.LL)

Leucécitos (x10%/uL);

Basdfilos (%);

Eosindfilos (%);

Perfil hematolégico (linhagem leucocitaria) | Neutréfilos bastonetes (%);

Neutréfilos segmentados (%);

Linfécitos (%);

Mondcitos (%).

Perfil renal

Perfil hidrossalino.

Perfil hematolégico (linhagem eritrocitaria)

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
Tratamento com DMSO a 10%
Utilizou-se a dosagem de 1g/kg de peso corporal, por via intravenosa, a cada 12

horas, durante trés dias consecutivos. Para preparar a solucdo de DMSO a 10%, cada

dose calculada foi diluida em solugéo de cloreto de sodio a 0,9%, 30 minutos antes da
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administracdo. Para as administracdes de DMSO os cdes foram mantidos com cateter

intravenoso® (veia cefalica), durante os trés dias de tratamento.

Obtencéao, preparacédo e conservacdo das amostras

As coletas de sangue foram feitas por venipunturas das jugulares externas,
cefalica e safena, alternadamente. Em cada coleta foram obtidos 8mL de sangue.
Destes, 1mL foi adicionado ao fluoreto de potassio para dosagem de glicose, 1mL
recebeu como anticoagulante o &cido etileno diaminotetracético (EDTA) a 10% para
realizacdo do hemograma e, os 6mL restantes, apos sinérese, foram centrifugados a
800G, durante 5 minutos, para obtencdo do soro destinado as analises fisicas e
bioguimicas. As amostras destinadas aos hemogramas e as dosagens de glicose foram
analisadas imediatamente ap0s a coleta; as demais foram congeladas (-18°C) para
avaliacdo posterior.

As coletas de urina foram realizadas de modo a ser obtido o volume total
excretado durante 12 horas para mensuracdo do clearance de creatinina, das
excrecOes fracionadas e da excrecdo de proteina. Para tanto, os animais foram
mantidos em gaiolas metabdlicas e, apds cada mic¢do espontanea, a urina eliminada
era prontamente armazenada sob refrigeracdo. Concluido cada intervalo de 12 horas,
0s animais eram submetidos a cateterizacao transuretral para esvaziamento da bexiga.
Do volume de urina obtido, 10mL foram separados para realizacdo imediata das
urinélises, e o restante adicionado ao pool de urinas armazenadas durante as 12 horas
de cada sessdo experimental. As urinas de cada animal foram homogeneizadas
suavemente e, ap0s mensuracdo do volume total, separavam-se amostras para

congelamento (-18°C) e analises posteriores.

% cateter intravenoso BD angiocath®;
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Anadlises laboratoriais

Hemogramas — foram feitas as contagens globais de hemacias, leucécitos e plaquetas
em contador eletrénico* de células. A contagem diferencial de leucécitos foi feita por
meio de microscopia 6ptica comum em esfregaco sanguiineo corado com uma mistura

de metanol, May-Grunwald e Giemsa.

Andlises bioquimicas séricas e urinarias — as amostras de soro foram processadas
para a determinacdo de concentracdes de creatinina (método Jaffé modificado), uréia
(método enzimatico), proteina total (método biureto), albumina (método verde de
bromocresol), alanina aminotransferase (método Reitman e Frankel), fosfatase alcalina
(método Roy modificado), e glicose (método enzimatico God-Trinder). Nas amostras de
urina foram determinadas as concentragfes de creatinina (método Jaffé modificado),
uréia (método enzimatico), proteina (método vermelho de pirogalol) e glicose (método
Bondar e Mead modificado). Utilizando o sistema Labtest® para diagndstico as leituras

foram realizadas em espectrofotdmetro® semi-automatico para provas bioquimicas.

Determinacfes das concentracdes séricas e urindrias de sodio e potassio — as
anélises foram feitas utilizando-se o sistema de eletrodo fon-seletivo’. As amostras de
soro foram submetidas diretamente a leitura. Quanto as amostras de urina, o material

foi centrifugado e uma fragdo do sobrenadante foi diluida para viabilizar a leitura.

Avaliacdo da osmolalidade sérica — O método empregado foi 0 da osmometria por
mensuracdo da depressdo do ponto de congelamento, utilizando-se osmometro
automatico®. Os valores de osmolalidade sérica efetiva (OsmEf) foram obtidos por meio

da formula que se segue.

* CONTADOR DE CELULAS COUNTER A°T8 — Coulter Counter, Miami, Flérida

® LABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.

® LABQUEST-LABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.

" ISELAB — Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa — MG.

8 OSMETTE IlI"™ — modelo 5010, Precision Systems Inc., Nattick, MAIN IDEA — USA.
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OsmEf = osmolalidade sérica (mOsm/kq) - [nitrogénio uréico (mg/dL)/2,8]

Avaliacdo da excrecdo urinaria de proteina — calculou-se a razdo proteina:creatinina
urinaria (U-P/C) a partir dos resultados das andlises de creatinina e proteina de cada

amostra de urina.

Clearance de creatinina — com a finalidade de estimar a taxa de filtragdo glomerular
(TFG), foi mensurado o clearance de creatinina (Ccr), sendo considerada a depuracao
da creatinina enddgena durante um intervalo de tempo de 12 horas. A formula
apresentada a seguir descreve o calculo e apresenta os dados pertinentes ao

procedimento.

Ccr =[Ucr (mg/mL) x Uv (mL/min)] + Scr (mg/mL)

onde:

Ccr = clearance de creatinina;

Ucr = concentragao urinaria de creatinina;
Uv = volume de urina;

Scr = concentracdo sérica de creatinina.

Excrecdo fracionada — foram avaliadas as excrec¢des fracionadas de sddio (EFns’) €
de potassio (EFk"). Os calculos foram feitos como demonstrado pela férmula que se

segue.

EFa = Ua (mEg/min) + [TFG (mL/min) x Sa (mEqg/mL)]

onde:

a = caractere genérico para representar a substancia em estudo;

EFa = excrecéo fracionada da substancia a;

Ua = concentragdo urinaria da substancia a;

TFG = taxa de filtracdo glomerular (mesmo valor do clearance de creatinina);
Sa = concentragdo sérica da substancia a.
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Testes bioquimicos pré-experimentais — antes do inicio do experimento foram
realizados testes in vitro e in vivo para avaliar possiveis influéncias do DMSO nas
analises bioquimicas séricas. Para o teste in vitro, foi obtida uma amostra de soro de
cdo adulto sadio. A uma parte da amostra foi adicionado DMSO na quantidade de
1mg/mL de soro. No caso do teste in vivo, obtiveram-se duas amostras de soro de um
cdo adulto sadio; uma coletada imediatamente antes e outra oito horas apos
administracdo intravenosa de DMSO a 10% na dose de 1g/kg de peso corporal. Foram
feitas analises laboratoriais tanto nas amostras puras como nas que continham DMSO.
As analises laboratoriais incluiram as dosagens de creatinina, uréia, proteina, albumina,
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, sodio, potassio e glicose, e, ainda, leitura

da osmolalidade. No Quadro 3 sdo apresentados os resultados obtidos.

QUADRO 3 - Resultados relacionados aos testes hioquimicos pré-experimentais de amostra de soro de
cdo antes e ap0s adicdo (in vitro) de DMSO (1mg/mL de soro), e de amostras obtidas de
cédo (in vivo) antes e oito horas ap6s uma administracdo intravenosa de DMSO (1g/kg de
peso corporal). Unesp — Jaboticabal, 2006.

A in vitro in vivo
Parametros y z
antes apés antes apés
creatinina (mg/dL) 1,16 1,16 1,24 1,02
uréia (mg/dL) 25,06 25,92 26,79 31,97
proteina (g/dL) 8,57 7,43 7,16 6,71
albumina (g/dL) 3,33 2,97 2,98 3,18
alanina aminotransferase (U/mL) 31,43 26,19 29,55 50,65
fosfatase alcalina (U/L) 58,04 58,04 49,75 49,75
sédio (mEq/L) 143,00 143,00 149,00 150,00
potassio (mEq/L) 4,40 4,50 4,50 4,60
glicose (mg/dL) 80,51 78,81 - -

osmolalidade (mOsm/kg) 291,00 311,00 - -
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ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados foram submetidos a analise de variancia do programa estatistico
SAS® (Statistical Analysis System) e para avaliar os efeitos dos periodos experimentais
utilizou-se desdobramento por contraste [P1 (SI) vs P2 (Sl + SlIl + SIV + SV + SVI) vs
P3 (SVII + SVIII + SIX) vs P4 (SX + SXI)]. Para comparacdo de médias entre periodos
foi empregado o Teste de Tukey.
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4. RESULTADOS

OBSERVACOES CLINICAS

As avaliagBes clinicas diarias incluiram observagdo do comportamento, da
ingestao de agua e alimento, dos aspectos das fezes e urina, dos resultados do exame
fisico e das andlises dos exames laboratoriais feitos de imediato (hemograma e
urinalise). Todos os animais mantiveram-se bem ao longo do periodo de estudo. Os
resultados dos exames fisicos, hemogramas e urinalises estiveram sempre dentro dos
valores de referéncia para a espécie e sem alteragbes clinicamente relevantes,
conforme valores de referéncia estabelecidos pelo laboratério de nefrologia e urologia,
conjuntamente ao laboratério de patologia clinica, do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp -
Jaboticabal. Contudo, ao longo dos trés dias de tratamento com o DMSO foram
observadas algumas manifestacdes peculiares.

Todos os cées apresentavam sonoléncia apdés as administracdes de DMSO.
Antes da manifestacdo de sono, dois dos animais (um macho e uma fémea)
apresentavam tremores por cerca de 20 minutos. Houve um uUnico episodio de diarréia

apresentado pela fémea durante a fase de tremor.



21

Outra caracteristica observada foi o odor exalado pelos animais durante o
periodo de tratamento. Segundo o parecer de dois pesquisadores, 0 cheiro consistia em
uma combinacdo de aromas de extrato de tomate e de espigas de milho verde
cozinhando. Principalmente no momento que se seguia a administragdo do DMSO, o
odor tornava-se acre, a ponto de causar irritacdo das mucosas nasal e ocular. Alguns
caes apresentavam espirros.

Como manifestacdo relevante para a fungédo renal, constatou-se aumento
crescente da producgéo de urina durante os trés dias de tratamento (sessdes Il ... VI). A
producdo de urina diminuiu gradativamente no periodo imediato apés o tratamento
(sessobes VI, VIl e IX) e, trinta dias ap0s estava semelhante a observada na sesséo |
(controle). Na Figura 1 estdo apresentados os dados individuais (mL/kg de peso

corporal) da producéo de urina observados em cada uma das 11 sessOes de 12 horas.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sessdes de avaliagdo

Figura 1 - Representacdo grafica do volume de urina
produzida em 12 horas (sessdes), dado em
mililitros/quilograma de peso corporal de cinco
cées tratados com DMSO a 10%, por trés dias.
Os losangos representam dados individuais e a
linha representa a curva de tendéncia. Unesp —
Jaboticabal, 2006.
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RESULTADOS RELATIVOS AO PERFIL RENAL

Na Tabela 1 estdo apresentadas as médias e os erros padrdes, bem como o0s
resultados da andlise de variancia, para concentracbes séricas de creatinina (CrS) e
uréia (UrS), clearance de creatinina (Ccr), da razao proteina:creatinina urinaria (U-P/C)
e excrecdes fracionadas de sodio (EFnat) e potassio (EFk+) obtidos em cada sesséo
experimental.

As analises dos dados demonstraram haver diferencas (P<0,01) entre as médias
dos periodos para CrS, UrS, Ccr, U-P/C, EFna+ € EFk+ como demonstrado na Tabela 2
e ilustrado na Figura 2. Durante o periodo de tratamento (P2) houve reducédo da CrS e
da EFk+, e aumento do Ccr, da U-P/C e da EFy,t. Estas alteragfes, exceto a da EFg+,
persistiram até o quinto dia apdés o término do tratamento (P3). Trinta dias apos (P4),
quando as avaliagbes foram repetidas, os resultados mostraram-se semelhantes aos
observados na avaliagdo controle (P1l), com excecdo do Ccr que permaneceu
aumentado. Quanto a UrS, destacou-se apenas uma reducdo, ndo significativa, durante

o periodo de tratamento (P2).
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TABELA 1 — Parametros relacionados a fun¢do renal de cinco cées sadios tratados com DMSO a 10%,
por trés dias. Média * erro padrao das 11 sessfes de avaliacdo e resultados da analise de
variancia. Unesp — Jaboticabal, 2006.

Par&metros

Sessdes CrS(mg/dL) UrS (mg/dL) Ccr (mL/min/kg) U-P/C EFnat (%) EF+ (%)
SI 1,17+£0,08 24,78+ 3,29 1,04+ 0,10 0,18+0,01 0,32+0,06 10,41+0,77
Sl 1,10£0,03 20,30+ 2,36 1,46 +£0,12 0,29+0,03 0,69+0,07 8,36+2,19
Sl 1,09+£0,07 19,62+ 2,60 1,26 £ 0,07 0,35+0,06 1,16+0,15 5,92+0,79
SIV 1,01+£0,05 17,25+4,29 1,35+0,10 0,37+0,07 0,98+0,10 7,02+2,67
SV 1,04+0,06 19,46+ 3,81 1,36 £ 0,09 0,32+0,04 1,20+0,07 6,85+1,42
SVi 1,04+0,06 18,70+3,34 1,47+0,12 0,38+0,07 1,30+0,10 14,31+4,19
Svil 1,02+0,03 22,23+3,07 1,49+0,17 0,25+0,05 0,95+0,21 18,61+3,34
Svill 1,07+£0,04 24,97 +3,25 1,47 +0,08 0,31+0,07 0,74+0,12 25,03+4,30
SIX 1,09+£0,06 29,77 +3,17 1,61+0,21 0,37+0,12 0,79+0,15 28,35+3,71
SX 1,11+0,02 26,43+1,38 1,73+0,17 0,18+0,04 0,34+0,04 11,04+151
SXI 1,08+0,02 3594 +4,69 1,657+0,14 0,19+0,03 0,26+0,05 8,88+1,32
F 2,09** 2,69* 2,14 2,92* 10,71* 10,02*
CV (%). 6,60 32,25 19,56 35,96 31,55 41,10

* P<0,01. ** P<0,05. CrS — creatinina sérica; UrS — uréia sérica; Ccr — clearance de creatinina; U-P/C —
raz&o proteina/creatinina urinaria; EFy," - excrecdo fracionada de sodio; EF¢" - excrecéo fracionada de
potassio. S| — antes do tratamento; Sl ... SVI — durante o tratamento; SVII, SVIII e SIX — imediatamente
apos o tratamento; SX e SXI — 30 dias apés o tratamento.

TABELA 2 — Parametros relacionados a funcao renal de cinco caes sadios tratados com DMSO a 10%,
por trés dias. Resultados da andlise de variancia (média = erro padrdo) e teste para
comparacdo de médias com desdobramento por contraste para quatro periodos. Unesp —
Jaboticabal, 2006.

Periodos

Parametros P1 P2 P3 P4 F CV(%)
CrS (mg/dL) 1,17 +0,08" 1,05+0,02° 1,06 +0,03° 1,10+ 0,028 4,18 6,67

UrS (mg/dL) 24,78 +3,29"® 19,07+1,39" 2566+1,89"® 31,19+ 2,80° 6,70+ 32,21
Ccr (mL/min/kg) 1,04 +0,10* 1,38+0,04° 1,53 +0,09° 1,65+ 0,11° 6,53* 18,79
U-P/C 0,18 +0,01* 0,34+0,02° 0,31+0,05° 0,19 + 0,02* 7,82* 35,63
EFnat(%) 0,32+0,06" 1,06+0,06°  0,83+0,09° 0,30 + 0,03" 22,41* 35,80
EF+ (%) 10,41+ 0,77% 8,49+1,20" 24,00+ 2,30° 9,96 +1,01"  23,19* 4507

*P<0,01. Médias seguidas de letras iguais, em linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. P1 — antes
do tratamento; P2 — durante o tratamento; P3 — imediatamente apés o tratamento; P4 — 30 dias apés o
tratamento. CrS — creatinina sérica; UrS — uréia sérica; Ccr — clearance de creatinina, e U-P/C — razéo
proteina/creatinina urinaria; EFy, - excrecdo fracionada de sodio; EFK" - excrecdo fracionada de
potéssio.
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Figura 2 — RepresentacBes graficas de parametros relacionados a funcéo
renal de cinco cées tratados com DMSO a 10%, por trés dias.
(Periodos: 1 — antes do tratamento; 2 — durante o tratamento; 3 —
imediatamente apos o tratamento; 4 — 30 dias apdés o tratamento.
Barras acima dos pontos indicadores de média representam o
erro padréo). Unesp — Jaboticabal, 2006
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RESULTADOS RELATIVOS AO PERFIL HIDROSSALINO

As meédias e os erros padrbes para cada uma das sessbes, bem como os
resultados da andlise de variancia, dos parametros relacionados ao perfil hidrossalino
estao apresentados na Tabela 3. Eles incluiram concentragdes séricas de potassio (KS)
e de sbdio (NaS), osmolalidade sérica (OsmS), e osmolalidade efetiva sérica (OsmEfS).

Como pode ser verificado na Tabela 4 e Figura 3, as andlises por
desdobramento de contraste, considerando os periodos experimentais, evidenciou
influéncia do tratamento sobre as concentracfes séricas de sbédio e as osmolalidades.

Tanto a OsmS quanto a OsmEfS aumentaram (P<0,01) durante os periodos 2 e 3. As

médias de NaS aumentaram (P<0,05) com intensidade menor.
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Figura 3 — Representagdes gréficas de parametros relacionados ao perfil
hidrossalino de cinco cées tratados com DMSO a 10%, por trés
dias. (Periodos: 1 — antes do tratamento; 2 — durante o
tratamento; 3 — imediatamente apés o tratamento; 4 — 30 dias
apds o tratamento. Barras acima dos pontos indicadores de
média representam o erro padrdo). Unesp — Jaboticabal, 2006.
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RESULTADOS RELATIVOS AO PERFIL HEPATICO E METABOLICO

Os resultados sob a forma de média e erro padrédo para cada uma das sessoes,
bem como os dados da andlise de variancia, dos parametros relacionados ao perfil
hepatico e metabdlico estdo apresentados na Tabela 5. Foram avaliadas as
concentracdes séricas de glicose (GlicS), proteina (ProtS), albumina (AlbS), fosfatase
alcalina (FA), e alanina aminotransferase (ALT).

Considerando o0s periodos experimentais, foram feitas analises por
desdobramento de contraste e os resultados constam da Tabela 6 e s&o ilustrados na
Figura 4. O tratamento n&o resultou em alteracdo dos parametros estudados, uma vez
gue as médias dos periodos P2 e P3 nédo diferiram das obtidas no P1. A média de
ProtS do P4 foi menor (P<0,01) do que as observadas nos outros periodos, enquanto a
de AlbS do P4 foi menor (P<0,01) do que as dos periodos P2 e P3, mas néao diferiu

significativamente do valor controle.



30

TABELA 5 - Pardmetros relacionados ao perfil hepatico e metabdlico de cinco caes sadios tratados com
DMSO a 10%, por trés dias. Média * erro padrdo das 11 sessdes de avaliacdo e resultados
da andlise de variancia. Unesp — Jaboticabal, 2006.

Parémetros
Sessdes GlicS (mg/dL) ProtS (g/dL) AlbS (g/dL) FA (U/L) ALT (U/mL)
Sl 65,93+ 2,08 8,17+ 0,28 3,45+0,10 43,34 £ 3,92 56,27 £ 18,97
Sl 73,90 + 2,30 7,92 +0,29 3,38+0,18 41,96 + 5,50 54,15 + 15,77
Slil 67,43 + 3,87 8,09 +0,28 3,86 £ 0,19 39,21 £ 6,22 55,64 + 15,53
SIvV 72,88 +1,52 7,92 +0,25 3,60+0,12 40,30 + 3,86 52,07 £ 13,76
SV 67,28 + 3,29 8,16 £ 0,36 3,49+0,16 35,89 £ 4,30 48,72 + 11,44
SVI 75,26 + 3,74 8,15+0,22 3,71+0,12 34,23 +£3,12 50,82 + 10,57
SVl 77,63 +5,26 8,17 £ 0,20 3,75+ 0,09 32,58 + 3,66 51,45 +£8,12
SVl 71,18 + 4,93 8,54 +0,20 3,72+0,17 33,95 +4,32 50,41 +7,18
SIX 61,43+0,71 8,49+0,21 3,62+0,18 40,30 £5,15 48,31 +£5,00
SX 63,01 + 2,03 7,37 +0,43 3,13+0,05 - -
SXI 65,93 + 2,08 6,54 £ 0,41 3,17+0,14 - -
F 3,60* 10,03+ 4,34* 1,28"° 0,22"°
CV (%) 8,90 4,99 7,20 20,23 26,12

* P<0,01. NS nao significativo. SI — antes do tratamento; SlI ... SVI — durante o tratamento; SVII, SVIII e
SIX — imediatamente apds o tratamento; SX e SXI - 30 dias apo6s o tratamento. GlicS - glicose sérica;
ProtS - proteina sérica; AlbS - albumina sérica; FA - fosfatase alcalina; ALT - alanina aminotransferase.

TABELA 6 — Parametros relacionados ao perfil hepatico e metabdlico de cinco cées sadios tratados com
DMSO a 10%, por trés dias. Resultados da analise de variancia (média + erro padrao) e
teste para comparacéo de médias com desdobramento por contraste para quatro periodos.
Unesp — Jaboticabal, 2006.

Periodos
Parametros P1 P2 P3 P4 F CV(%)
GlicS (mg/dL) ~ 6593+2,08" 7135+143" 70,08+286" 6447+146" 254" 10,50
ProtS (g/dL) 8,17 +0,28" 8,05+0,12" 8,40 +0,12" 6,96 +0,31° 24,14* 541
AlbS (g/dL) 3,45+ 0,10"° 3,61+0,07" 3,70 +0,08" 3,15+0,07° 9,59* 7,56
FA (U/L) 4334+3,92"  3832+202" 3561+253" - 1,94" 20,32
ALT (UImL) 56,27 +18,97" 52,28 +557" 50,06 + 3,70 - 047" 24,32

* P<0,01. NS nao significativo. Médias seguidas de letras iguais, em linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey. P1 — antes do tratamento; P2 — durante o tratamento; P3 — imediatamente apés o tratamento;
P4 - 30 dias apés o tratamento. GlicS - glicose sérica; ProtS - proteina sérica; AlbS - albumina sérica; FA
- fosfatase alcalina; ALT - alanina aminotransferase.
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RESULTADOS RELATIVOS AO PERFIL ERITROCITARIO

Na Tabela 7 estao apresentados os dados da analise de variancia e as médias
com os erros padrées para cada uma das sessdes, dos resultados relativos ao nimero
de hemacias, a concentracdo de hemoglobina (Hb), ao hematdcrito (Ht), ao volume
globular médio (VGM), a concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) e as
plaguetas.

Considerando o0s periodos experimentais, foram feitas analises por
desdobramento de contraste e os resultados constam da Tabela 8 e s&o ilustrados na
Figura 5. O tratamento ndo resultou em alteracdo significativa dos parametros
estudados, uma vez que as médias dos periodos P2 e P3 nao diferiram das obtidas no
P1. A média de CHGM do P3 foi significativamente maior (P<0,01) do que as

observadas nos outros periodos (P1 e P2).
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TABELA 8 — Parametros relacionados ao perfil hematolégico da linhagem eritrocitaria de cinco cées
sadios tratados com DMSO a 10%, por trés dias. Resultados da analise de variancia
(média + erro padrao) e teste para comparacdo de médias com desdobramento por
contraste para trés periodos. Unesp — Jaboticabal, 2006.

Periodos
Parametros P1 P2 P3 F CV(%)
Hemacias (x10°/uL) 7,03+0,36" 6,63 + 0,26" 6,80 £ 0,27" 220" 6,17
Hb (g/dL) 15,82 +0,57" 15,09 + 0,49" 15,78 + 0,49" 3,10 6,11
Ht (%) 49,76 + 2,13" 46,17 + 1,65" 46,89 + 1,61° 254" 6,95
VGM (fL) 70,84 +1,18" 69,87 + 0,48"8 69,29 + 0,65° 2,75" 1,87
CHGM (g/dL) 31,88 +0,22" 32,79 +0,19" 33,73+0,23° 11,08 2,52
Plaquetas (x10°/uL) 307,40+ 26,10"  293,80+20,28"  328,40+16,36" 152"° 19,83

* P<0,01. NS nao significativo. Médias seguidas de letras iguais, em linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey. P1 — antes do tratamento; P2 — durante o tratamento; P3 — imediatamente apds o tratamento.
Hb — hemoblobina; Ht — hematécrito; VGM - volume globular médio; CHGM - concentragdo de
hemoglobina globular média.
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RESULTADOS RELATIVOS AO PERFIL LEUCOCITARIO

Na Tabela 9 estdo apresentados os dados da andlise de variancia e as médias
com os erros padrées para cada uma das sessdes, dos resultados relativos ao niumero
de leucécitos e as contagens globais de basdfilos, eosindfilos, neutréfilos bastonetes
(NeutB) e segmentados (NeutS), e linfocitos e monaocitos.

Considerando o0s periodos experimentais, foram feitas analises por
desdobramento de contraste e os resultados constam da Tabela 10 e s&o ilustrados na
Figura 6. O tratamento ndo resultou em alteracdo dos parametros estudados, uma vez
gue as médias dos periodos P2 e P3 nédo diferiram das obtidas no P1. A média de
eosindfilos do P3 apresentou variagdo menor da observada no periodo controle (P1)
pelo teste de Tukey, mas ndo diferiu significativamente da meédia do periodo de

tratamento (P2).
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TABELA 10 — Parametros relacionados ao perfil hematolégico da linhagem leucocitaria de cinco caes
sadios tratados com DMSO a 10%, por trés dias. Resultados da analise de variancia
(média + erro padrdo) e teste para comparacdo de médias com desdobramento por
contraste para trés periodos. Unesp — Jaboticabal, 2006.

Periodos

Parametros P1 P2 P3 F CV(%)
Leucécitos (x10°/uL) 9,32 + 0,45" 9,35+ 0,34" 9,61+0,28" 018" 14,62
Basofilos (%) 0,40 + 0,24" 0,16 + 0,07"® 0,00 + 0,008 3,62 223,02
Eosinéfilos (%) 12,00 + 1,64* 11,20 + 0,98"® 8,27 + 1,06° 462" 31,38
NeutB (%) 1,20 + 0,49* 0,80 +0,16" 1,07 +0,27* 0,66"° 96,32
NeutS (%) 65,60 + 3,28" 64,12 + 1,28" 67,67 +2,09" 1,92 8,48

Linfécitos (%) 19,00 + 2,53* 22,32 +1,04" 2127+1,92" 084" 2481
Monécitos (%) 2,40 +0,60" 1,44 +0,22" 1,80£037" 147" 71,95

** P<0,05. NS néo significativo. Médias seguidas de letras iguais, em linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey. . P1 — antes do tratamento; P2 — durante o tratamento; P3 — imediatamente apos o tratamento.
NeutB - neutréfilos bastonetes; NeutS - neutréfilos segmentados.
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5. DISCUSSAO

Quanto as propriedades bioquimicas do DMSO, as experiéncias ja relatadas
devem ser consideradas no momento da interpretacdo dos resultados das andlises
laboratoriais. Em 1967, quando Wood et al. realizaram um estudo sobre os efeitos do
DMSO em olhos de coelhos, foram constatadas algumas interferéncias indesejaveis,
atribuidas a presenca do DMSO nas amostras de soro, sobre os procedimentos
laboratoriais utilizados a época para quantificacdo de uréia e de glicose. As questdes
relativas as analises laboratoriais ainda eram consideradas como problemas em 1975,
quando Wood e Wood publicaram uma revisdo sobre consideracdes farmacoldgicas e
bioguimicas do dimetilsulfoéxido. Desde entédo, 0 assunto parece ndo ter sido revisitado.
Para dosagem de uréia em amostras de soro, Wood et al. (1967) empregaram o
método modificado por Chaney e Marbach (1962). A uréia da amostra é hidrolisada
durante incubacdo com urease em solucdo tamponada e, para a dosagem
colorimétrica, sao adicionados reagentes contendo fenol mais nitroprussiato de sédio, e
hidroxido de sodio mais hipoclorito de sédio. Em funcdo de terem sido encontradas
diferencas entre os resultados de concentracbes de uréia sérica dos grupos

experimentais, 0s autores realizaram testes in vitro para checagem da validade do
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método laboratorial. Foi verificado que em amostras contendo DMSO e 16mg% de
uréia, o teste laboratorial acusava somente 4mg%.

No presente estudo, as dosagens de uréia foram feitas por método UV que
emprega, além da urease, reagentes distintos dos citados por Chaney e Marbach
(1962). Os testes in vitro e in vivo revelaram que o método mantém suas caracteristicas
de especificidade e reprodutibilidade quando a amostra recebe adicdo de DMSO ou é
proveniente de individuo tratado com o farmaco. Deste modo, admitiu-se a validade dos
resultados experimentais relativos as concentracfes de uréia nas amostras de soro.

As dosagens de glicose feitas por Wood et al. (1967), no estudo com coelhos
tratados com DMSO, foram realizadas pelo método descrito por Somogyi (1952) e pelo
relatado por Raabo e Terkildsen (1960). Considerando a possibilidade de haver
interferéncia do DMSO ou de um metabdlito nas reacdes analiticas, os autores
conduziram diversos testes in vitro. Amostras contendo DMSO e solucdo padréo de
glicose a 40mg% foram analisadas por ambos os métodos. Com a reacdo de glicose
oxidase (RAABO e TERKILDSEN, 1960), a leitura foi de 40,9mg%. Quanto ao método
de reducédo pelo cobre (SOMOGYI, 1952), os pesquisadores obtiveram leitura de
11mg% para a concentracdo de glicose, fato que evidenciou a interferéncia marcante
do DMSO. No presente estudo, optou-se, entdo, pelo método enzimatico que emprega

a glicose oxidase, na verséo atual.

Diversos estudos em animais evidenciaram inumeros efeitos adversos apos
administracdo de doses letais ou sub-letais de DMSO. Os problemas citados incluem
diminuicdo da atividade motora espontanea, tremores, miastenia, dispneia, estupor,
hipotermia e convulsées (SMITH; HADIDIAN; MASON, 1967). Os mesmos autores,
tratando caes com doses que variaram entre 0,8 a 1,6g/kg por via intravenosa, durante
62 dias consecutivos, nao observaram qualquer dos sinais mencionados. Os caes do
presente estudo apresentaram sonoléncia e tremores passageiros.

Ao longo do estudo com os cinco cdes, um episédio de diarréia foi observado. A
ocorréncia de diarréia ocasional ja foi citada em seres humanos, mas segundo Stone

(1993) nado havia relatos em animais.
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Durante o periodo de tratamento, os caes apresentavam um odor caracteristico
lembrando uma combinacdo de extrato de tomate e de espigas de milho verde
cozinhando. Este fato é mencionado amplamente na literatura como odor sulfarico
(SMITH; HADIDIAN; MASON, 1967), odor semelhante ao de alho (STONE, 1993), ou
simplesmente odor caracteristico.

O DMSO administrado por via intravenosa determinou aumento da producéo de
urina. Segundo Brayton (1986), o DMSO causa diurese quando administrado topica,
oral ou parenteralmente. Em funcdo deste efeito o farmaco, administrado

sistemicamente, serve como um diurético (STONE, 1993).

BENNETT et al. (1983) observaram cuidadosamente a funcéo renal de pacientes
humanos que receberam tratamento intravenoso com DMSO por trés dias consecutivos.
Todos os pacientes apresentavam déficit neurologico cronico estavel, em consequéncia
de traumatismo de corda espinhal. Foram mensurados nitrogénio uréico sangiineo,
creatinina sérica e clearance de creatinina de 12 horas, antes e apds cada
administracdo de DMSO. Os autores nao identificaram alteracdes significativas nos
resultados dos testes de fungao renal e concluiram que a administracéo intravenosa de
DMSO nao causou qualquer efeito nefrotoxico.

Os resultados do presente estudo também néo revelaram efeitos nefrotoxicos;
entretanto, houve alteracées de funcao renal nos cées estudados. Foram observadas
diminuicbes das concentracdes séricas de creatinina e uréia durante o tratamento com
DMSO. Simultaneamente, observou-se aumento do clearance de creatinina.
Considerando, além destes eventos, 0 aumento da excrec¢do urinaria de proteina, é
provavel que tenha havido aumento da TFG. Os cédes estudados apresentaram
aumento persistente da TFG sem sinais de lesdo de capilares glomerulares. De fato,
por ocasido da Ultima avaliacdo, observou-se outro aumento do clearance de creatinina.
O aumento da excrecdo urindria de proteina nao atingiu significacdo clinica e
desapareceu. Adicionalmente, ndo foi encontrada qualquer anormalidade ao exame

sedimentoscopico nas amostras de urina.
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E sabido que produtos do metabolismo de pigmentos resultantes de hemdlise
podem causar necrose tubular de grau leve. Uma vez que a aplicacdo intravenosa de
DMSO pode causar hemdlise em seres humanos, lesdo renal é uma conseqiéncia
possivel. Contudo, Bennett et al. (1983) ndo detectaram sinais de nefrotoxicidade apés
administracdo intravenosa de DMSO em pacientes humanos e em ratos, apesar de ter
havido hemoglobindria. Os cées avaliados neste estudo ndo apresentaram sinais de

hemolise e as urinalises ndo revelaram presenga de hemoglobina ou bilirrubina.

A homeostase de agua e sadio foi ligeiramente modificada pelo tratamento com
DMSO nos cées estudados. Contudo, nenhum dos parametros estudados atingiu
valores aquém ou além dos intervalos de normalidade. A osmolalidade sérica total
aumentou em funcdo do tratamento. Tendo em vista que ndo houve aumento de uréia
sérica e que o observado com a osmolalidade total se repetiu com a efetiva, outra
causa deve ser considerada. O sodio sérico também aumentou durante esses periodos
fato que corrobora os dados da osmolalidade. Em adicdo, aumentou a excregdo urinaria
de agua.

A acado diurética do DMSO é bem conhecida e considera-se que este efeito
decorra da sua capacidade higroscopica e do fato de seu clearance ser renal
(BRAYTON, 1986). Os resultados do presente estudo contribuem para reforcar esta
hipotese.

Dentre as poucas contra-indicagbes para o uso do DMSO, inclui-se a
administracdo para pacientes desidratados, devido ao risco de agravamento severo
(BLYTHE et al.,1986; APPELL et al.,, 1992). De acordo com nossos achados, caso
ocorra a desidratacdo do paciente sob tratamento com DMSO, ela devera ser do tipo
hipertonica.

Outra questdo que pode ser tratada aqui é aquela relativa a hemolise, citada na
maioria das publicacbes, como decorrente da administracdo de DMSO em
concentracdes acima de 20% (ALSUP e DEBOWES, 1984; BLYTHE et al., 1986;
APPELL et al., 1992; STONE, 1993; RAND-LUBY et al., 1996). Os cdes examinados

nao apresentaram sinais consistentes indicativos de hemodlise, possivelmente por ter



sido utilizada solucdo de DMSO a 10%, como indicado (CARPENTER; ANGEL;
MORGAN, 1994; RAND-LUBY et al., 1996). Por outro lado, embora ndo tenha havido
diferenca significativa, observaram-se diminuicdes do niumero de hemacias dos caes
avaliados e, assim, ndo deve ser descartada a ocorréncia de hemolise discreta.
Considerando esta hipotese, a causa provavel poderia ser um aumento abrupto e
persistente da tonicidade plasmatica e consequiente encurtamento da vida atil das
hemacias. Tendo este raciocinio como valido, para o tratamento de individuos enfermos
com DMSO, mesmo que em concentracdo e dose adequadas, a manutencdo da
homeostase de 4gua e sodio deve ser objeto de atencgéao.

Diversos estudos realizados, principalmente em ratos e camundongos,
evidenciam a ocorréncia de lesbes hepaticas, detectadas por meio de bioquimica sérica
e histopatologia, associadas ao DMSO (SMITH; HADIDIAN; MASON, 1967; RUBIN,
1983; BRAYTON, 1986; STONE, 1993). Nos cinco caes avaliados neste estudo nédo
foram observados sinais clinicos ou laboratoriais de lesdo hepéatica e nem perturbacao
da glicemia. As diminuicbes das concentracbes séricas de proteina e albumina

observadas 30 dias apés o término do tratamento nao tiveram significado clinico.
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6. CONCLUSOES

O estudo realizado em cédes sadios que receberam DMSO a 10%, por via
intravenosa, na dose de 1g/kg de peso corporal, a cada doze horas, durante trés dias,

permite concluir o que se segue.

1. O DMSO determina aumento discreto e persistente da taxa de filtracédo
glomerular, sem sinais de comprometimento;

2. aumenta o volume de urina sem causar lesédo tubular;

3. modifica a homeostase de agua e sédio, aumentando ligeira e transitoriamente
a tonicidade sérica; e

4. ndo promove alterac6es do perfil hepéatico e hemograma.
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