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Analizirano je delovanje verapamila na segmente nefrona bubrega pacova u gentamicin-
skoj nefrotoksi¢nosti. U Zivotinja tretiranih gentamicinom (100 mg/kg tt/24 h) zabelezene su
znacajne promene u korteksu, posebno na proksimalnim tubulima i manje na glomerulima.
Smanjenje koncentracije natrijuma u serumu bilo je statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolnu
grupu za razliku od smanjenja koncentracije kalijuma u plazmi Zivotinja tretiranih
gentamicinom. Na protektivnu ulogu verapamila u gentamicinskoj nefrotoksic¢nosti ukazuju i u
manjem stepenu izrazene promene serumskih koncentracija natrijuma i kalijuma, nakon
istovremenog delovanja verapamila i gentamicina u odnosu na grupu tretiranu gentamicinom
kao i, morfoloske karakteristike nefrona. HE tehnika otkriva manje izrazene morfoloSke
promene subkapsularnog prostora glomerula, kapilarnih zidova i tubularnog sistema usled
kombinovanog delovanja verapamila (3 mg/kg tt/24 h) i gentamicina. Ovim nalazima se
podupire ¢injenica da verapamil protektivno deluje u gentamicinskoj nefrotoksicnosti. Acta Me-

dica Medianae 2004, 43(2): 9-12.

Kljucne reci: verapamil, protektivna uloga, HE metoda, gentamicinska nefrotoksicnost

Institut za fiziologiju Medicinskog fakulteta u Nisu*
Institut za patolosku fiziologiju Medicinskog fakulteta u Nisu **

Kontakt: Milan Ciri¢

Institut za fiziologiju Medicinskog fakulteta

Bulevar Dr Zorana Dindica 81, 18000 Nis, Srbija i Crna Gora
Tcl.: 018/326-644 lok. 132

Uvod

Gentamicin se ubraja u znacajne nefrotoksicne
agense. Nefrotoksicnost se u najvecoj meri ispoljava u
tubulointersticijumu korteksa bubrega zbog selektiv-
nog nakupljanja, posebno u proksimalnim tubulima (1).
Dejstvo gentamicina je direktno citotoksicno ali se
renalna dezintegracija povezuje i sa oksidativnim stre-
som ¢elije (2) i sa kalcijumskim dizbalansom (3).

Verapamil, organski kalcijumski antagonist iz
grupe nifedipina i diltiazema, blokira ulazak jona kalci-
juma u ¢eliju kroz spore voltazno zavisne kalcijumske
kanale. Spre¢avanjem transmembranskog influksa kal-
cijuma se mogu, supresijom kalcijum zavisne sinteze
vazokonstriktora Endotelina-1, po nekim autorima,
umanjiti bubrezne lezije (4). Smanjenje influksa kalci-
juma u ¢elije oStecene ishemijom se, takode, isti¢e kao i
znacaj vazodilatatomih hormona u zastiti bubrega od
delovanja gentamicina (5).

Postoje i nalazi medu literaturnim podacima koji
govore o drugacijoj ulozi kalcijum antagonista u genta-
micinskoj nefrotoksi¢nosti. Jednom opservacijom se
saznaje da verapamil ne umanjuje funkcionalne i his-
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tololke lezije (6) dok Brashier i sar. (7) dokazuju da
kalcijum i.v. administriran redukuje nefrotoksi¢nost
gentamicina.

Cilj rada

U nasem radu smo na eksperimentalnom modelu
bubrezne slabosti, pracenjem promena serumskih kon-
centracija natrijuma i kalijuma i HE pretragom patohis-
toloskih promena bubrega zeleli da sagledamo, da li
verapamil utie na nefrotoksi¢ne efekte gentamicina
kao i segmentne promene nefrona.

Materijal i metode

Istrazivanje je izvedeno na pacovima VVistar
soja, oba pola, telesne tezine oko 300 g, Zivotnog doba
oko 6 meseci. Podeljene u tri grupe po 8, zivotinje su
bile tretirane osam dana, jednom dnevno, intraperito-
nealnom aplikacijom:

-prva grupa, kontrolna, samo fizioloSkim rast-
vorom,

- druga grupa gentamicinom u dozi od 100 mg/kg
telesne tezine,

- trec¢a grupa gentamicinom i verapamilom, 3
mg/kg telesne tezine.

Devetog dana zivotinje su bile Zrtvovane a u krvi
uzete iz aorte, odreden je nivo natrijuma i kalijuma.
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Bubrezi su bili ekstirpovani i obradeni standardnom HE
(hematoxilin-eosin) histoloSkom metodom za svetlo-
snu mikroskopiju. StatistiCka znacajnost razlika do-
bijenih rezultata utvrdena je Student T-testom.

Rezultati

Biohcmijski parametri

U odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja nadena je
statisticki znacajno manja koncentracija serumskog na-
trijuma grupe Zivotinja koja je tretirana gentamicinom
(p<0,01). Simultanim delovanjem gentamicina i vera-
pamila izazvan pad koncentracije natrijuma u serumu
nije bio statisticki znacajan u odnosu na kontrolnu
grupu ali je postojala veéa koncentracija natrijuma u
odnosu na grupu tretiranu samo gentamicinom (tabela
1, grafikon 1).

Koncentracija kalijuma u serumu grupe Zivotinja
koja je bila pod gentamicinom i grupe koja je bila pod
gentamicinom i verapamilom bila je manja od konce-
ntracije u serumu kontrolne grupe Zivotinja. Razlika, u
odnosu na kontrolnu grupu, nije bila statisticki
znacajna. Pod dejstvom verapamila nivo kalijuma u se-
rumu je manje opao nego pod dejstvom gentamicina
(p>0,05) (grafikon 2).

Morfoloski nalazi

U pacova tretiranih gentamicinom najizrazenije
promene su u korteksu, u proksimalnim tubulima, dok
su lezije glomerula manje. U glomerulima se zapaza
upadljiv zastoj krvi i segmentna nekroza sa redukcijom
subkapsularnog prostora. Kortikalni tubularni sistem je
lediran za razliku od jukstamedulamog i medularnog
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Grafikon 2. Vrednosti kalijuma u ispitivanih Zivotinja
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Tabela J. Koncentracija natrijuma i kalijuma (mmol/l) u serumu ispitivanih Zivotinja

Kontrola Gentamicin gz?atg;?rl:ﬂn
Na+, X£SD 148,8712,712 143,2+ 3,067 146,2813,368
raspon 146-153 139-149,4 141-151
K+, X&SD 49111,115 4,29+0,388 4,42 +0,824
raspon 3,7-6,5 3,5-4,6 3,5-5,8

sistema u ¢ijim lumenima postoji sadrzaj iz oStecenih
proksimalnih partija. Gentamicin izaziva deskvamaciju
epitela proksimalnih tubula. Tubuli su proSireni, ispu-
njeni hijalinim cilindrima i delovima zgrudvane
citoplazme, najc¢eS¢e bez jedara. Na venskim krvnim
sudovima bubrega ali i u arteriolama korteksa uocava
se upadljiv zastoj krvi pretromboti¢nog tipa. Postoje i
mala polja perivaskulame hemoragije a na nekim
uzorcima bubrega pojedinih eksperimentalnih Zivotinja
i perivaskularni limfo-plazmocitni infiltrati, narocito u
zoni arkuatnih sudova (slika 1).

Na HE preparatima bubrega zZivotinja koje su
istovremeno bile tretirane gentamicinom i verapami-
lom uocava se da je prostor ispod Boumanove caure
glomerula umereno redukovan, bez sadrzaja a glome-
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ruli zastojni, mestimicno nekroti¢nih kapilarnih zidova
ili redukovanih celija. Tubuli korteksa su nejednakih
promena, od potpune nekroze tubula sa karioreksom
do, relativno oCuvanih podrucja sa zamuéenom, zgru-
Sanom i hidropi¢no-vakuolarnom citoplazmom koja
Cesto puni lumene tubula. Retko se vide tubuli
aplatiranog epitela, ispunjeni homogenom ruzicastom
masom. Na nekim preparatima je zastoj naglaSen na
kortiko-medularnoj granici u malim miSiénim arteri-
jama 1 arteriolama, gde Cesto dobija pretromboticni
karakter (slika 2). Tubuli kortiko-medularnog pojasa su
ocuvani uz redukciju lumena. Homogeni ruzicasti ma-
terijal je prisutan u tubulima medule i kortiko-
medularne granice, narocito u Henle-ovim petljama, ali
uz oCuvanje epitela (slika 3).
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glomerularndhl i intersticijalnom prostoru, upadljiva
redukcija suhkapsularnog prostora i suhtotalna nekroza
glomerula xa periglomerularnom nekrozom tuhula i
mestimicno tuhuloreksom. HE x 100
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Slika 2. Bubreg Zivotinja tretiranih gentamicinom i
verapamilom. Tubulonekroza vecine tubula sa relativnom
ocuvanoscu glomerula i zastoj krvi. HE x 150

Diskusija

Primena gentamicina ¢esto dovodi do funkciona-
Ine slabosti bubrega koju prati smanjenje renalne frak-
cije, veliCine glomerularne filtracije, reapsorpcije
elektrolita i retencija finalnih produkata metabolizma.
Smatra se da su efekti zavisni od vazokonstrikcije tako
da su neki istrazivaci, supresijom kalcijum zavisne sin-
teze vazokonstriktora Endotelina-1, postigli umanjenje
bubreznih lezija $to su potvrdili smanjenjem renalnih
enzima u urinu (4).

Drugi autori su zapazili da tkivna akumulacija
kalcijuma korelira sa smanjenjem klirensa kreatinina i
prostranstvom letalnog celularnog ostecenja u tubulima
¢ime, takode, isticu znacaj vazodilatatornih hormona i
akumulacije kalcijuma u bubregu oSte¢enog gentamici-
nom (5).

Protektivna uloga verapamila u gentamicinskoj
nefrotoksicnosti istice se i dokazivanjem postojanja
kompetitivnog odnosa verapamila i gentamicina prema

Efekti verapaimila nu serumsku koncentraciju natrijuma i kalijuma.

Slika3. Bubreg Zivotinja tretiranih
gentamicinom i verapamilom. Ocuvanost tuhularnog
sistema i homogena ruzicasta masa u lumenima
medularnih tubula. HE x 120

zajedniCkom transportnom sistemu ¢elijske membrane,
pracenjem njihovih efekata na transportni sistem "bras
border" membranskih vezikula (8).

Efekti verapamila u nasem istrazivanju su u skla-
du sa rezltatima navedenih radova ali postoje i nalazi po
kojima verapamil moze potencirati gentamicinsku ne-
frotoksicnost. Tako istrazivanje na belim zecevima koji
su bili tretirani gentamicinom, kalcijum-hloridom i
verapamilom, otkriva da je nakupljanje gentamicina u
bubregu intenzivnije sudelovanjem kalcijum antagoni-
sta (9). Sli¢no objavljuju i Brashier i sar. (7). Mi nala-
zimo postojanje biohemijskih i patohistoloskih izmena
bubrega koje ukazuju na smanjenje gentamicinske ne-
frotoksic¢nosti verapamilom.

Koncentracija natrijuma u serumu bila je manja u
drugoj i tre¢oj grupi u odnosu na kontrolnu grupu zivo-
tinja, dok je natrijemija u trecoj grupi Zivotinja, koja je
bila pod delovanjem gentamicina i verapamila, bila
veca u odnosu na drugu grupu tretiranu samo genta-
micinom. Koncentracija kalijuma je takode bila manja
u drugoj i tre¢oj grupi u poredenju sa kontrolnom gru-
pom ali je pad koncentracije kalijuma bio statisticki
nesignifikantno izrazeniji, uz uticaj gentamicina. Gu-
bitak elektrolita urinom objasnjavamo disfunkcijom
nefrona pod uticajem gentamicina, posebno lediranjem
proksimalnih tubula Cija je reapsorptivna sposobnost
umanjena degeneracijom i znacajnom deskvamacijom
epitela. Promene na proksimalnim tubulima, kao i de-
generativne promene na glomerulima, bile su u ma-
njem stepenu izrazene simultanim delovanjem i genta-
micina i verapamila. Protektivnu ulogu verapamila u
gentamicinskoj nefrotoksi¢nosti podupiremo manje
izrazenom redukcijom subkapsularnog prostora, samo
mestimicnom nekrozom kapilarnih zidova, manje
izrazenim zastojem na kapilarima, redom pojavom hi-
jalinih cilindara, kao i relativnom ocuvanosc¢u tubular-
nog sistema. Moguce je da su protektivni efekti
verapamila vezani za vazodilataciju u podrucju bu-
brega Sto isticu i Goldfarb i sar. (10), posebno ako u
bubreznoj slabosti postoji ishemija.
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THE EFFECTS OF VERAPAMIL ON SODIUM AND
POTASSIUM SERUM CONCENTRATION AND HE
COLORING MORPHOLOGICAL CHANGES IN
EXPERIMENTAL GENTAMICIN NEPHROTOXICITY

Milan Ciric, Slavimir Veljkovic, Mirjana Radenkovic, Snezana Cekic, Dragana
Velickovic, Milkica Nesic, Suzana Brankovic and Boris Djindjic

The effects of verapamil on glomerular changes and tubular system in rats were analyzed in gentamicin
nephrotoxicity. Epithel desquamation of proximal tubules and dcgenerative changes in glomerular
was dctected in animals treated by gentamicin (100 mg/kg body mass/24h). In animals, treated by
gentamicin, the decreasing of sodium and potassium appcared in comparison to the control group. The
combination of verapamil and gentamicin resulted in lower kidney damage than gentamicin itself, so
the level of sodium concentration in serum and potassium concentration vvas higher in the third
experimental group. Nephron morphological changes were lovver by simultaneous treatment of
gentamicin and verapamil. Consequently, the obtaind results support hypothesis that verapamil is a
protective factor in gentamicin nephrotoxicity. Acta Medica Medianae 2004; 43(2): 9-12

Key words: verapamil. protective factor, HE coloring, gentamicin nephrotoxicity



