UTICAJ ENALAPRILA NA KONCENTRACIJU UREJE I KREATININA
U SERUMU I PATOHISTOLOSKE PROMENE PRIKAZANE PAS METODOM
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U naSem radu je analizirano delovanje Enalaprila na glomerularne promene i deskvama-
ciju tubulamog epitela pacova u gentamicinskoj nefrotoksi¢nosti. U zivotinja tretiranih Genta-
micinom (100 mg/kg tt/24 h) zabelezena je nekroza i deskvamacija epitela proksimalnih tubula i
degenerativne promene na glomerulu. Morfoloske promene nefrona, prikazane PAS tehnikom,
bile su intenzivnije i ekstenzivnije simultanim delovanjem Enalaprila (1 mg/kg tt/24 h) i Genta-
micina. U zivotinja tretiranih Gentamicinom je doSlo do povec'anja serumske koncentracije
ureje (p<0,001) i kreatinina (p<0,001) u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja dok je kombinacija
Enalaprila i Gentamicina ispoljila izrazeniju nefrodestruktivnost od samog Gentamicina tako da
je nivo serumske ureje (p<0,001) i kreatinina (p<0,05) bio veéi u tre¢oj eksperimentalnoj grupi.
U skladu sa biohemijskim promenama bile su i morfoloske karakteristike nefrona. PAS bo-
jenjem prikazane su degenerativne promene glomerula i posebno proksimalnih tubula. Dobijeni
podaci idu u prilog Cinjenici da Enalapril dovodi do egzacerbacije gentamicinske nefro-

toksi¢nosti. Acta Medica Medianae 2003; 42 (2): 13-16.
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Uvod

Gentamicin je jedan od znacajnih nefrotoksi¢nih
agenasa, izaziva akutnu bubreZnu slabost u 8 - 26%
slucajeva (1).

Selektivnim nakupljanjem Gentamicina u kor-
teksu bubrega nefrotoksi¢nost se u najve¢oj meri ispo-
ljava na nivou tubulointersticijuma. Autoradiografskim
studijama i studijama sa mikrodisekcijom nefrona po-
kazano je da se Gentamicin najviSe nakuplja u proksi-
malnim tubulima (2).

Renalna oSteéenja nastaju direktnim cito-
toksi¢nim dejstvom Gentamicina a neki autori isti¢u da
je renalna dezintegracija u zavisnosti od oksidativnog
stresa Celije (3) i kalcijumskog dizbalansa.

Nefrotoksi¢ni efekti Gentamicina su po drugim
autorima u korelaciji sa promenama na glomerulima.
Gentamicin deprimira glomerularnu ftltraciju umanju-
juéi gustinu i dijametar fenestri na endotelijalnim éeli-
jama kapilara glomerula (4).

Isti¢e se i znaCaj Angiotenzina II u genezi bu-
breznih lezija Gentamicinom usled izmene hemodi-
namike. Navodi se da je blokiranje prooksidativnog,

www.medfak.ni.ac.yu/amm

vazokonstriktornog dejstva i hipoperfuzije Angioten-
zina II uklopljeno u protektivno delovanje inhibitora
angiotenzin-konvertiraju¢eg enzima (ACE) u gentami-
cinskoj nefrotoksi¢nosti (5). Medutim, postoje i mislje-
nja da inhibitori ACE mogu potencirati nefrodestru-
ktivnost Gentamicina (6).

U naSoj studiji Zeleli smo da na eksperimenta-
Inom modelu bubrezne slabosti, kroz promene seru-
mskih koncentracija ureje i kreatinina i PAS tehnikom
verifikovanih patohistoloskih transformacija bubrega
sagledamo, da li Enalapril modifikuje nefrotoksi¢ne
efekte Gentamicina kao i vrstu promena u pojedinim
delovima nefrona.

Materijal i metode

Eksperimentalna sudija je izvedena na pacovima
Wistar soja, oba pola, telesne teiine oko 300 g, zivotnog
doba oko 6 meseci, podeljenim u tri grupe po 8 zivotinja.

Prva grupa je bila kontrolna, dobijala je samo
fizioloski rastvor.

Druga grupaje tretirana Gentamicinom u dozi od
100 mg/kg telesne tezine.

Treéa grupaje uz Gentamicin dobijala i Enalapril
1 mg/kg telesne tezine.

Supstance su bile aplikovane intraperitonealno,
osam dana, jednom dnevno.

Devetog dana nakon otpoclinjanja eksperimenta
zivotinje su bile Zrtvovane. U Kkrvi uzete iz aorte
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odreden je nivo ureje i kreatinina. Bubrezi su bili
ekstirpovani i obradeni standardnom PAS (pe-
riodic-acid shift) histoloSkom metodom za svetlosnu
mikroskopiju.

Statisti¢ka znacCajnost razlika dobijenih rezultata
utvrdena je Student T testom.

Rezultati

Biohemijski parametri

Vrednosti ureje u serumu bile su veée u drugoj
(p<0,001) i tre¢oj grupi (p<0,001) u odnosu na
kontrolnu grupu zivotinja. Zabelezili smo i izraZeniju
elevaciju ureje u tre¢oj grupi u odnosu na drugu grupu
zivotinja (p<0,001) (tabela 1, grafikon 1).

Tabela 1. Koncentracija ureje, kreatinina (mmol/1) u serumu
ispitivanih Zivotinja

kontrola Gentamicin Gentam.icin
Enalapril
ureja, X+SD | 6,65%0,72 41,421+9,64 | 50,2+11,07
raspon 58-8.1 29,8-58,4 23,8-58.,9
kreatinin,
X+SD 67,6+£10,89 | 390,8+14128 | 65&\2+197,11
raspon 54-91 227-669 228-870
* %k %
60 802
koncentracija 50- [ 4] 42 7~]
ureje
(mmolfl) 40
30
* %k %
20
6.65
10
0 T

+ Gentamicin
D Gentamicin i Enalapril
+ kontrola

*** statistiCki znaCajna razlika u odnosu na grupu "G cntamicin
za nivo rizika p<0.001

Grafikon 1. Vrednosti ureje u ispitivanih Zivotinja

Nio. o kreatinina takode je bio statisticki znacajno
ve¢i u drugoj (p<0,001) i tre¢oj grupi (p<0,001) u
poredenju sa kontrolnom grupom. Kreatinemija je bila
izrazenija pod delovanjem Enalaprila i Gentamicina
nego dejstvom samo Gentamicina ali je razlika bila sta-
tisticki manje znacajna (p<0,05) (tabela 1, grafikon 2).

Morfoloski nalazi

Nasi rezultati pokazuju da su u drugoj grupi
Zivotinja centralne promene bile zastupljene u korteksu
bubrega. Mezangijum je bio normalno prisutan a kap-
sularni prostori u 2/3 slucajeva redukovani. Do-
minantne promene su postojale na proksimalnim
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Grafikon 2. Vrednosti kreatinina u ispitivanih Zivotinja

tubulima, pretezno u subkapsularnim podrucjima koja
izgledaju "Supljikavo" na mestima gde je lumen jako
prosiren a ¢elije tubula izostaju. Parcijalni ili kompletni
prekid bazalnih membrana proksimalnih tubula, PAS
pozitivne partikule glikogena intracelularno kao i api-
kalno otkidanje delova Celija mozZe se takode zapaziti

na preparatima bojenim PAS metodom (slika 1).

Slika 1. Bubreg Zivotinja tretiranih Gentamicinom. Deo
korteksa sa parcijalnom nekrozom glomerula ali relativno
ocuvanim tuhularnim sistemom u Cijim se Ccelijama mogu
videti partikule glikogena; primarne promene su na
proksimalnim tubulima gde se posmatra apikalno otkidanje
delova celija. PAS x 120

U Zzivotinja koje su dobijale Gentamicin i Ena-
lapril registrovane su teske degenerativne promene u
glomerulu i markantna deskvamacija epitela proksi-
malnih tubula.

Glomeruli su bili zastojni, kapsularni prostori
Cesto redukovani a u kapilarnim petljama mogla se
uoditi segmentna nekroza uz redukciju ¢elija. PAS pri-
jemcivost bazalnih membrana glomerula bila je "nera-
zgovetna" a bazalne membrane tubularnog sistema
istanjene, razvlaknjene ili kompletno prekinute sa
bledo ruziCastim PAS pozitivnim materijalom u vidu
izmaglice u prostorima razorenih tubula (slika 2).

Diskusija

Poslednjih godina sve se ¢eSée belezi akutna
insuficijencija i akutizacija insuficijencije bubrega
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Slika 2. Bubreg Zivotinja tretiranih Gentamicinom i
Enalaprilom. Parcijalna nekroza glomerula, redukcija
njihovih subkapsularnih prostora i delimic¢na nekroza tubula
pri ¢emu se, u relativno ocuvanim tubulima, nalazi homogen
ruZicasti materijal. PAS x 120

nakon primene Gentamicna Kkoji u grupi Ami-
noglikozida ima najveci nefrotoksi¢ni potencijal posle
Neomicina (7).

Akutna bubrezna insuficijencija pracena je redu-
kcijom renalne frakcije, smanjenjem glomerulame fi-
Itracije,  aktivacijom sistema renin-angiotenzin-
aldosteron (RAA), smanjenjem reapsorpcije elektro-
lita, porastom azotnih ekvivalenata u krvi. Poremecaj
glomerulame filtracije i poveéana aktivnost sistema
RAA u skladu sa hemodinamskim izmenama u bubre-
gu, su po nekim autorima kljuéni efekti Gentamicina.
Doslo se do ideje da se suprimiranjem sistema RAA,
korekcijom hipoperfuzije bubrega i iskljuenjem pro-
oksidativnog delovanja Angiotenzina Il moZzda moze
modifikovati nefrodestruktivnost Gentamicina. Tako
su Nabokov i saradnici (8) zakljuéili da ACE inhibitor
Ramipril ima renoprotektivno dejstvo. Benigni i sar. (9)
nalaze daje istovremenom blokadom i Angiotenzina 11
i Endotelina-1 u pacova sa membranoznom nefropa-
tijomTrandolapril efikasniji kao renoprotektivni agens.
Medutim, po saopStenjima koja su slicna nasSim
nalazima, Kaptopril uz dejstvo Gentamicina pojacava
proteinuriju i azotemiju i dovodi do znacajnijih
histopatologkih transformacija bubrega (6). Nalazi se i

da Perindopril intenzivira renalne lezije Gentamicna
(10) kao i Kaptopril u uslovima hipokalijemije (11).

Neki istrazivaci su dosli do podataka da Ena-
lapril redukuje glomerularnu hipertenziju (12) a studije
in vitro otkrivaju da je proliferacija humanih fetalnih
mezangijalnih ¢elija i glatkih miSiénih éelija krvnih
sudova zavisna od Angiotenzina Il tako da ACE inhi-
bitor! redukovanjem ekspanzije mezangijalnih Celija i
hipertrofije glatko-misi¢nog sloja krvnih sudova mogu
usporiti razvoj glomeruloskleroze (13). U drugoj studiji
je demonstrirana znacajna redukcija krvnog pritiska,
proteinurije i glomerulame i tubulointersticijalne fibro-
ze pod uticajem ACE inhibitora Trandolaprila ali je
veéi stepen renalne zastite postignut simultanim tre-
tmanom sa Verapamilom (14).

Uz osvrt na ranije nalaze ispitali smo efekte Ena-
laprila u uslovima kada je renalna funkcija ve¢ naruse-
na Gentamicinom. Zabelezili smo postojanje
biohemijskih i patohistoloskih izmena bubrega koje
ukazuju na potenciranje gentamicinske nefro-
toksi¢nosti Enalaprilom. Sposobnost Enalaprila da ko-
riguje renalnu perfuziju u naSem eksperimentu ne
uslovljava poboljSanje bubrezne funkcije. Povecéanje
serumske koncentracije ureje i kreatinina pod dejstvom
Enalaprila u poredenju sa efektima samog Gentamicina
ukazuje na vedi stepen disfunkcije nefrona. Lediran tu-
bulami sistem, posebno proksimalni tubuli ali i degen-
erativno izmenjeni glomeruli, umanjili su sposobnost
bubrega da odgovori zahtevima u ekskreciji ureje i
kreatinina. Nekroza i deskvamacija epitelnih Celija
proksimalnih tubula bila je izraZenija nakon primene
Gentamicina i Enalaprila istovremeno.

U nekim tipovima bubrezne slabosti, u cijoj
osnovi postoji ishemija bubrega, primenom lekova Kkoji
izazivaju vazodilataciju u podrucju bubrega dobija se
renoprotektivni efekat. Imajuéi u vidu da Enalapril
izaziva vazodilataciju aferentne i eferentne arteriole
bubrega i da ne daje protektivni efekat u genta-
micinskoj nefrotoksi¢nosti, moguce je da je toksi¢nost
Gentamicina nezavisna od izmene hemodinamike na
nivou nefrona ili da ¢ak Enalapril svojim vazodilata-
tornim efektom povecéava dospevanje Gentamicina u
glomerul i proksimalni tubul (15).
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THE EFFECTS OF ENALAPRIL ON UREA AND
CREATININE SERUM CONCENTRATION AND PAS
COLORING MORPHOLOGICAL CHANGES IN
EXPERIMENTAL GENTAMICIN NEPHROTOXICITY

Milan Cirié, Slavimir Veljkovié, Mirjana Radenkovié, Snezana Cekic,
Dragana Velickovi¢, Milkica Nesi¢, Suzana Brankovi¢ and Nenad Stojiljkovi¢

The effects of Enalapril on glomerular changes and desquamation of tubular epithel in
rats were analyzed in Gentamicin nephrotoxicity. It was detected necrosis and epithel
desquamation of proximal tubules and degenerative changes in glomerular at animals treated by
Gentamicin (100 mg/kg body mass/24 h). Nephron morphological changes were more intensive
and extensive by simultaneous treatment of Gentamicin and Enalapril. In animals, treated by
Gentamicin it appeared the increasing of urea (p<0,001) and creatinine (p<0,001) comparing to
the control group. The combination of Enalapril and Gentamicin resulted bigger kidney damage
then Gentamicin itself, so the level of urea concentration in serum (p<0,001) and creatinine con-
centration (p<0,05) was higher in the third experimental group. Our biochemical results are ac-
cording to the PAS coloring morphological changes found in kidney. Consequently, our
findings support hypothesis that Enalapril causes exacerbating of Gentamicin nephrotoxicity.
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