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RESUMO 

 
Pacientes diabéticos estão em maior risco para o desenvolvimento de nefropatia 

induzida pelo contraste (NIC) e, neste sentido, constituem uma população alvo para 

estudos de prevenção desta importante complicação com substancial morbi-

mortalidade. Até o momento, várias medidas, incluindo o uso de N-acetilcisteina 

(NAC), foram testadas sem, entretanto, apresentar resultados definitivos. Neste 

trabalho determinamos a eficácia da combinação de NAC e deferoxamina (DFX) em 

um modelo animal de diabete e NIC. Diabete foi induzido em ratos Wistar machos 

pela administração de única dose intraperitoneal de aloxano (150mg/kg). Grupos 

com e sem diabetes foram expostos a meio de contraste (MC) (6mL/kg) e divididos 

nos seguintes grupos: salina, salina + contraste, salina + MC + NAC, salina + MC + 

DFX, salina + MC + NAC + DFX, aloxano, aloxano + MC, aloxano + MC + NAC, 

aloxano + MC + DFX e aloxano + MC + NAC + DFX. As doses nos grupos que 

receberam antioxidante foram: NAC (20 mg/kg, subcutânea, a cada 6 h por 6 dias) 

e/ou DFX (20 mg/kg, subcutânea, a cada 24h por 6 dias). Amostras de sangue foram 

retiradas da veia caudal 6 dias após a administração do MC para determinar a 

função renal. Além disso, tecido renal foi isolado para determinação de marcadores 

de estresse oxidativo, conteúdo de nitrito/nitrato e atividade de mieloperoxidase 

(MPO). Em animais não diabéticos a NIC foi atenuada com o uso de DFX e NAC + 

DFX, mas não com o uso isolado de NAC. Diferentemente, o aumento de creatinina 

em ratos diabéticos foi revertido por todos os esquemas antioxidantes utilizados. 

Tanto em ratos diabéticos quanto em não diabéticos, a NIC levou a aumento de 

estresse oxidativo que foi avaliado pela taxa de Substâncias Reativas ao Ácido Tio-

Barbitúrico (TBARS) e de Conteúdo de Proteína Carbonil (CPP)  e parâmetros 

inflamatórios renais através da Concentração de nitrito/nitrato e da atividade da 



 

 

MPO. Todas estas alterações foram atenuadas pelo uso de antioxidantes. Em 

conclusão, a presença de estresse oxidativo e inflamação tem papel relevante na 

patogênese da NIC tanto em animais diabéticos quanto em não diabéticos, mas a 

adição de DFX parece ser relevante apenas para população de ratos não diabéticos 

submetidos a NIC.   
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ABSTRACT 
 
Individuals with diabetes mellitus are at increased risk for contrast-induced 

nephropathy (CIN) and thereby constitute an appropriate target population for efforts 

at prevention of this important complication with substantial associated mortality risk. 

To date, treatment measures, that include N-acetylcysteine, provide incomplete 

protection from this alteration. We here, determined the usefulness of the 

combination of N-acetylcysteine (NAC) and deferoxamine (DFX) in animal model of 

diabetes and contrast-induced nephropathy. Diabetes was induced male Wistar rats 

by using a single intraperitonial injection of alloxan (150 mg/kg). Both the diabetic 

and nondiabetic rats were exposed to contrast medium (6mL/kg) being divided in the 

following groups: saline, saline + contrast, saline + contrast + NAC, saline + contrast 

+ DFX, saline + contrast + NAC + DFX, alloxan, alloxan + contrast, alloxan + contrast 

+ NAC, alloxan + contrast + DFX and alloxan + contrast + NAC + DFX. Antioxidant 

groups received NAC (20 mg/kg, sc, each 6 h for 6 days) and/or DFX (20 mg/kg, sc, 

each 24h for 6 days). Blood samples were obtained from caudal vein 6 days after 

contrast administration to the determination of renal function. In addition, it was 

determined in the kidney markers of oxidative damage, nitrite/nitrate content and 

myeloperoxidase activity. In non-diabetic rats, CIN was attenuated using DFX and 

NAC+DFX, but not when NAC was used alone. In contrast, the increased in 

creatinine levels in CIN plus diabetes animals was reversed in similar extent with all 

antioxidants used. Both in diabetic and non-diabetic CIN induced an increase on 

oxidative and inflammatory parameters, and these alterations were attenuated by all 

antioxidant treatments used. In conclusion, induction of oxidative stress and 

inflammation plays a relevant role in the pathogenesis of CIN in diabetic and non-



 

 

diabetic animals, but the addition of DFX seemed to be relevant only in the non-

diabetic population subjected to CIN.  

KEY - WORDS 

Contrast-induced nephropathy; diabetes; antioxidant; inflammation. 



 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO---------------------------------------------------------------------------------------08 

1.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS BÁSICAS DA NEFROPATIA INDUZIDA PELO 

CONTRASTE-------------------------------------------------------------------------------------------09 

1.2 FISIOPATOLOGIA DA NEFROPATIA INDUZIDA PELO CONTRASTE-----------11 

1.3 PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NA FISIOPATOLOGIA DA NEFROPATIA 

INDUZIDA PELO CONTRASTE-------------------------------------------------------------------13 

2 OBJETIVO--------------------------------------------------------------------------------------------17 

Artigo Científico - Differential effects of N-acetylcysteine and deferoxamine in diabetic 

and non-diabetic rats submitted to contrast-induced nephropathy --------------------18 

3 DISCUSSÃO-----------------------------------------------------------------------------------------42 

REFERÊNCIAS----------------------------------------------------------------------------------------46 

 

 

 



8 

 

1 INTRODUÇÃO 

Atualmente, na medicina, deparamo-nos com situações que necessitamos de 

métodos propedêuticos para diagnosticarmos e, muitas vezes, detalharmos a lesão 

que não é tão evidente ao exame previamente efetuado. Dentre estes métodos um 

dos mais usados é o exame radiológico, principalmente com MC. Procedimentos 

radiológicos que requerem administração endovenosa de contraste iodado tornaram-

se grande fonte de uma doença iatrogênica conhecida como NIC (Burdmann et al., 

2003).  

O uso de agentes de contraste pode gerar efeitos colaterais como reações 

alérgicas sistêmicas, reações adversas cardíacas (hipertensão, taquicardia, arritmia), 

efeitos vasculares (agregação plaquetária, vasoconstrição, trombose) e efeitos 

adversos renais. A severidade dos efeitos colaterais depende basicamente de três 

fatores: a quantidade de agente utilizada, a natureza do composto e a pré-existência 

de fatores de riscos. Os efeitos colaterais do meio de contraste dependem das suas 

propriedades físico-químicas. Compostos monoméricos com carga iônica são 

automaticamente agentes de contraste de alta osmolaridade e são diluídos mais 

rapidamente do que os compostos de baixa osmolaridade ou isotônicos. A carga 

iônica é responsável por um aumento da interação do MC com biomacromoléculas, 

e é medido pela avidez do meio de contraste em se ligar às proteínas, tornando-o 

mais lesivo (Katayama et al., 1990). A osmolaridade está relacionada com o número 

de partículas osmoticamente ativas de soluto contidas em um litro de solução 

(volume). A osmolalidade é o número de partículas osmoticamente ativas de soluto 

contidas em um kg do solvente (massa). A alta osmolaridade determina alguns 

efeitos imediatos como dor, vasodilatação e bradicardia. Em humanos, meios de 
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contraste de alta osmolaridade provocam redução significante do fluxo sanguíneo 

renal em comparação aos de baixa osmolaridade (Russo et al., 1990)  

 

1.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS BÁSICAS DA NEFROPATIA INDUZIDA PELO 

CONTRASTE 

O quadro clínico da NIC varia desde alterações leves na função renal até injúria 

renal aguda (IRA) dependente de diálise (geralmente com duração de 2 a 4 

semanas). A lesão pode ser irreversível em cerca de 4% dos pacientes que já tem 

déficit da função renal moderada a grave, determinando a inclusão do paciente em 

terapia renal substitutiva definitiva. A evidência laboratorial caracteriza-se pela 

elevação da creatinina sérica 48 a 72 horas após a injeção do contraste, com retorno 

aos valores basais entre o 7º e 10º dia pós-exposição. 

NIC é a terceira causa mais frequente de IRA em paciente internado e está 

associada com prolongada hospitalização, potencial necessidade de terapia renal 

substitutiva e aumento da mortalidade (McCullough et al., 2006; Tepel et al., 2006). 

A incidência de pacientes de alto risco para NIC está aumentando mundialmente 

(Toprak & Cirit, 2006; Toprak et al., 2008). Cerca de 90% dos pacientes com doença 

renal crônica, diabetes mellitus, síndrome metabólica, hipertensão e com idade 

acima de 70 anos, desenvolvem NIC segundo Toprak & Cirit (2006) quando 

expostos ao meio de contraste. Pertencem também ao grupo de risco os pacientes 

que apresentam insuficiência cardíaca, desidratação, proteinúria, hepatopatia, 

hiperuricemia, mieloma múltiplo e aqueles que já receberam repetidamente o MC ou 

que estejam recebendo fármacos nefrotóxicos como anti-inflamatórios não- 

esteroidais, metformina, aminoglicosídios, diuréticos, etc. 
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  Estudo de Moussa (2008) mostra que pacientes diabéticos apresentam, 

devido à hiperglicemia, aumento da taxa de Malondialdeído (MDA) e da atividade da 

superóxido dismutase (SDO) e uma redução da glutationa (GSH) quando 

comparados a pacientes controles não diabéticos.  

  Em pacientes diabéticos, a hiperglicemia causa aumento na produção de 

radicais livres especialmente espécies reativas de oxigênio (ROS). Os radicais livres 

são gerados como produtos do metabolismo celular normal; entretanto várias 

condições são conhecidas para desregular o balanço entre a produção de ROS e os 

mecanismos celulares de defesa. 

O aumento das taxas de ROS em diabéticos pode ser devido a sua produção 

aumentada e/ou eliminação reduzida por antioxidantes como catalase, glutationa 

peroxidase (GSH-Px) e superóxido dismutase (SOD). O nível dessas enzimas 

antioxidantes influencia a suscetibilidade de vários tecidos ao estresse oxidativo, 

particularmente às células beta pancreáticas que têm poucas defesas antioxidantes 

intrínsecas, e está associado com o desenvolvimento das complicações do diabetes. 

Diabéticos tem uma aumentada suscetibilidade à peroxidação lipídica e 

elevada incidência de aterosclerose. 

Radicais livres podem ter um importante papel na causa e complicações do 

diabetes mellitus. Alterações nos mecanismos de defesa de varredores dos radicais 

podem levar a uma inefetiva proteção às ROS, resultando em dano oxidativo e 

injúria tecidual. Implicações do estresse oxidativo na patogênese do diabetes é 

sugerido, não somente pela geração de radicais livres, mas também devido à 

glicosilação protéica não enzimática, auto-oxidação de glicose, queda no 

metabolismo da GSH, alterações das enzimas antioxidantes e peroxidação lipídica. 

Alem do GSH, há outros mecanismos de defesa contra radicais livres, como SOD, 
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GSH-Px e catalase que contribuem para eliminar superóxido, peróxido de hidrogênio 

e radical hidroxil. 

 

1.2 FISIOPATOLOGIA DA NEFROPATIA INDUZIDA PELO CONTRASTE 

Os mecanismos fisiopatológicos propostos da NIC são a hipoxia da medula 

externa por diminuição do fluxo sanguíneo renal secundário à vasoconstrição da 

artéria renal, obstrução tubular e toxicidade tubular direta (Detrenis et al., 2005). 

Também a diminuição da produção do óxido nítrico (NO) e aumento do estresse 

oxidativo desempenham importantes papéis na patogênese da NIC (Agmon et al., 

1994; Myers et al., 2006). 

A administração do MC induz resposta bifásica na vasculatura renal. Ocorre 

vasodilatação precoce e fugaz, seguida por vasoconstrição sustentada, queda do 

fluxo plasmático renal e da filtração glomerular. O MC pode induzir alterações 

reológicas em hemáceas, promovendo a sua agregação e potencializando a 

diminuição do fluxo sanguíneo ao nível de microcirculação. A lesão tubular direta se 

dá através da evidência de enzimúria e às perturbações na respiração celular, como 

também à precipitação de proteínas de Tamm-Horsfall (Burdmann, 2003).  

A hipótese mais aceita é a de que existe uma redução da resistência vascular 

periférica no córtex renal que não é acompanhada de uma paralela redução da 

resistência vascular na medula renal, causando evasão de sangue da medula. Essa 

hipótese é embasada por experimentos com vasodilatadores (dopamina, manitol, 

peptídeo natriurético atrial) administrados imediatamente antes da injeção do 

radiocontraste. O aumento do fluxo sanguíneo renal após a injeção dos 

vasodilatadores foi incrementado após a injeção do contraste (Kurnik et al.,1990; 

Weisberg et al., 1993). O resultado, porém, foi de aumento da incidência de NIC 
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naqueles pacientes que tiveram uma resposta hiperêmica, e um aumento da fração 

de filtração naqueles que apresentavam fluxo renal sanguíneo menor, afirmando a 

hipótese de uma distribuição anômala do fluxo sanguíneo causada por constrição da 

artéria eferente (Weisberg et al., 1994).   

Neste contexto, células mesangiais de ratos Wistar cultivadas na presença de 

radiocontraste liberam mais epinefrina e angiotensina II e menos vasopressina, num 

mecanismo que parece ser mediado por canais de cálcio. Em humanos, 

bloqueadores de canais de cálcio já mostraram ter efeito protetor renal dos danos 

causados pelo agente de contraste (Russo et al., 1990). O desequilíbrio de 

substâncias vasodilatadoras também tem sido apontado como uma das causas para 

a disfunção renal induzida pelo meio de contraste. A inibição da produção de 

prostaglandinas vasodilatadoras e a inibição da síntese de óxido nítrico pelo inibidor 

da óxido nítrico sintase (L-NAME) aumentam a nefrotoxicidade do contraste, 

segundo estudos de Agmon et al.(1994). A liberação de substâncias vasodilatadoras 

diminui com o dano endotelial, assim como em pacientes portadores de disfunção 

endotelial decorrente de diabetes, hipertensão ou doença arterioesclerótica vascular, 

que apresentam maior risco de desenvolver a nefropatia induzida por contraste.  

Segundo estudos feitos por Humes et al. (1987) existem fortes evidências de 

que o radiocontraste apresenta uma citotoxicidade celular direta nos túbulos renais. 

Foi demonstrado in vitro que células de túbulo proximal cultivadas na presença de 

contraste apresentavam distúrbios de metabolismo, com a liberação de enzimas 

intracelulares e mudanças histológicas compatíveis com toxicidade. A enzima 

lisossomal N-acetil-b-D-glucosaminidase (NAG) e a aminopeptidase alanina (AAP), 

que são enzimas intracelulares do túbulo proximal (Severini & Aliberti ,1987; Deray et 

al., 1990) e proteínas de baixo peso molecular como α-1-microglobulina e β-2-
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microglobulina (Carraro et al., 1996) que são normalmente filtradas e reabsorvidas 

no túbulo proximal, foram detectadas na urina de pacientes após a exposição ao 

radiocontraste. Os agentes de contraste também promovem um aumento da 

excreção de urato conforme estudos de Mudge (1971) e Postlewhaite & Kelley, 

(1971), que em pacientes desidratados pode aumentar a precipitação dessa 

substância e causar obstrução tubular. Esse seria também um mecanismo 

fisiopatológico da NIC.  

 

1.3 PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NA FISIOPATOLOGIA DA NEFROPATIA 

INDUZIDA PELO CONTRASTE 

Experimentos de Katholi et al. (1998) indicam que as espécies reativas de 

oxigênio estão intimamente relacionadas com nefropatia induzida por agentes de 

contraste e são conhecidas por causarem dano glomerular em vários modelos de 

isquemia renal e inflamação (Diamond et al., 1986; Shah, 1989). Agentes 

nefrotóxicos aumentam a geração de peróxido de hidrogênio, ânion superóxido e 

radical hidroxil nas mitocôndrias do córtex renal (Shah, 1989; Yang et al., 1995). 

Pela sua propriedade oxidante o ânion superóxido é capaz de liberar íons trivalentes 

de ferro do estoque da proteína ferritina, que normalmente equilibra a quantidade de 

ferro celular, convertendo-o em sua forma inerte (íons divalentes). Se o agente 

nefrotóxico aumenta a produção de ânion superóxido, consequentemente há o 

aumento do ferro liberado do estoque celular, que irá aumentar as reações de 

oxidação catalisada por metais (responsáveis pela geração de mais espécies 

reativas de oxigênio) e iniciar a peroxidação lipídica.  

Segundo Meister (1983) e Meister et al. (1986) a glutationa é um tripeptídio 

presente em altas concentrações em todas as células mamíferas e, dentre as suas 
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diversas funções, protege as células do estresse oxidativo. Agentes nefrotóxicos 

podem causar depleção da GSH, situação que dura até 16 horas após 

administração do agente (Abul-Ezz et al., 1991). A depleção experimental de 

glutationa por L-butationa-(S,R)-sulfoximina (BSO) aumenta o dano tecidual causado 

por estresse oxidativo (Andreoli et al., 1986; Olson, 1988) assim como a 

administração de GSH juntamente com o agente nefrotóxico, atenua os efeitos 

renais deletérios do último. 

Não há ainda um método aceito universalmente para prevenção de NIC, exceto 

expansão do volume extracelular. Existem outros estudos que usam modelos com 

bicarbonato de sódio (Merten et al., 2004; Ozcan et al., 2007)); bloqueadores do 

canal de cálcio (Russo et al., 1990); ácido ascórbico (Spargias et al., 2004); teofilina 

(Dussol et al.,2006); dopamina (Abizaid et al., 1999; Diez et al., 1999); furosemida 

(Stevens et al.,1999; Dussol et al., 2006; Solomon et al., 2006); N-acetilcisteína 

(Tepel et al., 2000; Sinha et al., 2004; Webb et al., 2004; Marenzi et al. 2006; 

Sandhu et al., 2006; Komisarof et al., 2007; Ozcan et al., 2007; Kelly et al., 2008; 

Kimmel et al., 2008); manitol (Salomon et al., 2006); sinvastatina (Jo et al., 2005); 

antagonistas do receptor da endotelina; inibidor da enzima de conversão da 

angiotensina; nebivolol (Toprak, 2008); fenodolpan (Birguori et al., 2005); peptídio 

natriurético atrial e prostaglandina E1, mas que não trazem benefícios evidentes e 

significantes de maneira unânime. Recomenda-se também que o meio de contraste 

usado não seja hiperosmolar e que a dose seja a menor possível (menor que 125ml) 

(Fishman & Reddan, 2008). 

A NAC exerce ação antioxidante direta, sendo dotada de um grupo tiol livre (-

SH) nucleofílico em condições de interagir diretamente com os grupos eletrofílicos 

dos radicais oxidantes. De particular interesse é a recente demonstração de que a 
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NAC protege a alfa-1-antitripsina, enzima inibidora da elastase, de ser inativada pelo 

ácido hipocloroso (HClO), potente agente oxidante que é produzido pela enzima 

mieloperoxidase dos fagócitos ativados. Alem disso, a estrutura da sua molécula faz 

com que atravesse facilmente as membranas celulares. No interior da célula, a NAC 

é desacetilada, ficando assim disponível a L-cisteína, aminoácido indispensável para 

a síntese da GSH. A GSH é um tripeptídio extremamente reativo que se encontra 

difundido igualmente nos diversos tecidos dos organismos animais e é essencial 

para a manutenção da capacidade funcional e da integridade da morfologia celular, 

pois é o mecanismo mais importante de defesa intracelular contra os radicais 

oxidantes (tanto exógenos como endógenos) e contra numerosas substâncias 

citotóxicas (Meister, 1983; Meister et al., 1986; Gonzales et al., 2007). Agentes 

nefrotóxicos podem causar depleção da GSH, situação que dura até 16 horas após 

administração do agente (Andreoli et al.,1986; Abul-Ezz et al., 1991).  

Portanto, a NAC tem a característica de: “scavenger” de ROS como peróxido 

de hidrogênio, ácido hipocloroso e radical hidroxil; reduzir o ferro à sua forma 

catalítica ativa favorecendo a reação de Fenton e possuir a capacidade de inibir 

mediadores inflamatórios. 

A deferoxamina (DFX) por sua vez se caracteriza por ser um quelante de ferro 

e inibir a produção do radical hidroxil. DFX forma complexos predominantemente 

com os íons trivalentes de ferro e alumínio. Devido as suas propriedades quelantes, 

a DFX é capaz de deslocar o ferro na forma livre, encontrado tanto no plasma como 

nas células, dando origem ao complexo ferrioxamina (FO). A quelação ocorre em 

base molar de 1:1, de modo que 1 g de DFX pode, teoricamente, ligar-se a 85 mg de 

Fe³+ ou 41 mg de Al³+. Em decorrência de suas propriedades quelantes, a DFX é 

capaz de deslocar ferro, tanto em forma livre quanto ligado à ferritina e à 
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hemossiderina, formando portanto, o complexo FO. A DFX, entretanto, não remove 

o ferro da transferrina, da hemoglobina ou de outras substâncias hemínicas. Estudos 

de Ritter et al. (2004, 2006) comprovam que a associação do uso de NAC e DFX 

diminuem o estresse oxidativo em quadros de sepse, em lesão hepática aguda 

induzida por tetracloreto de carbono e em injúria pulmonar aguda por 

lipopolissacáride. 

         O aloxano (AL, 2,4,5,6-tetraoxypyrimidine; 5,6-dioxyuracil) é uma das drogas 

mais usadas para induzir modelo experimental de diabetes tipo 1. Ela destrói 

seletivamente as células beta no pâncreas e provoca diabetes por geração 

intracelular de ROS formado em uma reação cíclica envolvendo aloxano, que é 

reduzido a um produto chamado ácido dialúrico com subsequente inibição da 

síntese e da secreção de insulina.  

Baseados nas características da DFX e da NAC, nós hipotetizamos que o uso 

associado das mesmas pode proteger os rins contra a NIC através de seus efeitos 

antioxidantes e ação vasodilatadora mediada pelo NO. Nós desenhamos este 

estudo experimental para investigar se a DFX e a NAC têm um efeito protetor contra 

o desenvolvimento da NIC em ratos diabéticos e não diabéticos. 

 

 

 

 

 



17 

 

2 OBJETIVO 

Avaliar o efeito do tratamento com N-acetilcisteína e deferoxamina em modelo 

animal de nefropatia induzida pelo contraste em animais diabéticos e não diabéticos. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar a proteção exercida pelos antioxidantes na função renal de animais 

diabéticos e não-diabéticos expostos a meio de contraste. 

2. Avaliar a proteção exercida pelos antioxidantes em parâmetros de 

estresse oxidativo renal em animais diabéticos e não-diabéticos expostos a meio de 

contraste. 

3. Avaliar a proteção exercida pelos antioxidantes em parâmetros 

inflamatórios renais em animais diabéticos e não-diabéticos expostos a meio de 

contraste. 
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Background: Individuals with diabetes mellitus are at increased risk for contrast-induced 

nephropathy (CIN) and thereby constitute an appropriate target population for efforts at 

prevention of this important complication with substantial associated mortality risk. To date, 

treatment measures, that include N-acetylcysteine, provide incomplete protection from this 

alteration. We here, determined the usefulness of the combination of N-acetylcysteine (NAC) 

and deferoxamine (DFX) in animal model of diabetes and contrast-induced nephropathy.  

Study Design: Diabetes was induced male Wistar rats by using a single intraperitonial 

injection of alloxan (150 mg/kg). Both the diabetic and nondiabetic rats were exposed to 

contrast medium (6ml/kg) being divided in the folloing groups: saline, saline + contrast, 

saline + contrast + NAC, saline + contrast + DFX, saline + contrast + NAC + DFX, alloxan, 

alloxan + contrast, alloxan + contrast + NAC, alloxan + contrast + DFX and alloxan + 

contrast + NAC + DFX. Antioxidant groups received NAC (20 mg/kg, sc, each 6 h for 6 days) 

and/or DFX (20 mg/kg, sc, each 24h for 6 days). Blood samples were obtained from caudal 

vein 6 days after contrast administration to the determination of renal function. In addition, it 

was determined in the kidney markers of oxidative damage, nitrite/nitrate content and 

myeloperoxidase activity. 

Results: In non-diabetic rats, CIN was attenuated using DFX and NAC+DFX, but not when 

NAC was used alone. In contrast, the increased in creatinine levels in CIN plus diabetes 

animals was reversed in similar extent with all antioxidants used. Both in diabetic and non-

diabetic CIN induced an increase on oxidative and inflammatory parameters, and these 

alterations were attenuated by all antioxidant treatments used.  

Conclusions: Induction of oxidative stress and inflammation plays a relevant role in the 

pathogenesis of CIN in diabetic and non-diabetic animals, but the addition of DFX seemed to 

be relevant only in the non-diabetic population subjected to CIN.  
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  Contrast-induced nephropathy (CIN) is the most common cause of hospital acquired 

acute kidney injury being defined as an acute impairment of renal function occurring 24 to 

48h and up to five days after the administration of iodinated contrast media.1 Generally, CIN 

follows a benign course, and persistent renal impairment and dialysis dependency are rare. 

However, several studies have demonstrated that CIN has been associated with increase in-

hospital morbidity and mortality.1 Contrast medium exerts multiple effects on renal 

physiology that can contribute to impaired renal function, including decreases in renal 

perfusion and oxidative renal damage.2,3 Although the precise mechanisms are unknown, 

several lines of evidence suggest that oxidative stress contributes to the progression of renal 

injury.4,5  

Patients at the greatest risk for CIN can be defined as those that have preexisting 

impaired renal function and diabetes mellitus.6,7,8 Such as in CIN many studies suggested the 

relationship between oxidative stress and diabetes9,10. Uncontrolled reactive oxygen species 

(ROS) production often leads to damage in DNA, lipids and proteins and other small 

antioxidants molecules contributing to the progress of diabetic complications.9 Behr and 

collaborators showed that diabetes can be induced by chemicals as alloxan (5,6-dioxyuracil) 

that, in susceptible rats, selectively destroy the insulin-producing �-cells in the pancreas 

inducing diabetes by the intracellular generation of ROS inhibiting insulin synthesis and 

secretion. 10  

 The use of therapies to prevent CIN, mainly in increased risk situations such as DM is 

important, but to date, strategies provide incomplete protection.8 N-acetylcysteine (NAC), 

which exerts both antioxidant and vasodilatory effects, was shown in various animal studies 

of ischemic renal failure to maintain glomerular filtration rate, and speed-up the recovery 

from renal failure.11-14 Acetylcysteine forms a sulfhydryl compound to enhance and complete 

oxidation through normal pathways. The oxidation in turn replenishes glutathione and 
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sulfhydryl stores and results in a reduction in the formation of oxygen-free radicals, leading to 

repair of cellular functions.15 In this context, NAC is widely used as a prophylactic agent in 

CIN, mainly in high risk population16, but we had previously demonstrated that the use of 

NAC in combination to an iron chelator such as deferoxamine (DFX) is superior to its isolate 

use in several different animal models of disease.17-19 

Thus, since the generation of oxidative damage in diabetics rats and renal injury by 

contrast administration, the purpose of this study is to extend our understanding of the 

potential of NAC and DFX in treatment to Wistar rats submitted to alloxan-induced diabetes 

and CIN.  

 

METHODS 

 

Animals 

In vivo studies were performed in accordance with National Institute of Health 

guidelines and with approval of Universidade do Extremo Sul Catarinense Ethics Committee. 

Male Wistar rats (age, 2–3 months; weight, 250–320 g) were used in this study. 

 

Drugs 

N-Acetylcysteine (Zambon, Brazil), deferoxamine (DFX) (Novartis, Brazil), 

diatrizoate meglumine/diatrizoate sodium (DZT, Hypaque-75;Squibb, New Brunswick, NJ) 

and alloxan (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) were dissolved in saline (NaCl 0.9%). 

The solutions were prepared immediately before use. Thiobarbituric acid (TBA), 2,4-

dinitrophenylhydrazine (DNPH) and all others chemicals for biochemical assays were 

purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). 
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Study groups 

Diabetes was induced in fifty male Wistar rats by using a single intraperitonial 

injection of alloxan dissolved in saline solution (150 mg/kg), whereas the control group 

received only saline injection.10 Both groups were injected after an 24-h fasting period. Rats 

were maintained on a regular diet and water as libitum for fifteen days after injection of 

alloxan. A total of 50 male diabetic (alloxan induced) and 50 male normal Wistar rats were 

included in the study. Both the diabetic and nondiabetic rats not received water for 24-h and 

after this period were divided into ten groups (n=10 animals per group) as follows: (1) saline, 

(2) saline + contrast, (3) saline + contrast + NAC, (4) saline + contrast + DFX, (5) saline + 

contrast + NAC + DFX, (6) alloxan, (7) alloxan + contrast, (8) alloxan + contrast + NAC, (9) 

alloxan + contrast + DFX, (10) alloxan + contrast + NAC + DFX.  

Contrast media (6ml/Kg) was injected via the tail vein 20 of the rats in groups 2-5 and 

7-10 and the antioxidant groups 3-5 and 8-10 received treatment with NAC (20 mg/kg, sc, 

each 6 h for 6 days, starting 6h before contrast administration) and/or DFX (20 mg/kg, sc, 

each 24h for 6 days, starting 6h before contrast administration). Blood samples were obtained 

from caudal vein at the 6 day to the determination of renal function. After this period, animals 

were killed and the kidneys were isolated and rapidly frozen and stored at −80�C until 

oxidative stress, nitrite-nitrate formation and myeloperoxidase (MPO) activity assessment.  

 

Markers of kidney injury 

Creatinine in serum was measured using commercially available kits (Labtest, Brazil). 

 

Myeloperoxidase (MPO) activity  

Tissues were homogenized (50 mg/mL) in 0.5% hexadecyltrimethylammonium 

bromide and centrifuged at 15,000 ×g for 40 mins. The suspension was then sonicated three 
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times for 30 secs. An aliquot of supernatant was mixed with a solution of 1.6 mM 

tetramethylbenzidine and 1 mM H2O2. Activity was measured spectrophotometrically as the 

change in absorbance at 650 nm at 37°C and were expressed as MPO activity (mU/mg 

protein).21 

 

Nitrite/nitrate concentration 

 The total nitrite concentration in the samples was then measured using the Griess 

reaction, by adding 100 L of Griess reagent [0.1% (w/v) naphthylethylendiamide 

dihydrochloride in H2O and 1% (w/v) sulphanilamide in 5% (v/v) concentrated H3PO4, vol. 

[1:1] to the 100 L sample. The optical density at 550 nm (OD550) was measured using 

ELISA microplate reader. Results were expressed as nitrite/nitrate concentration (nmol/mg 

protein).22 

 

Lipid peroxidation 

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) widely adopted as an index of lipid 

peroxidation23 were measured. The formation of TBARS occurs during an acid-heating 

reaction as previously described24. Briefly, the samples were mixed with 1 mL of 10% 

trichloroacetic acid and 1 mL of 0.67% TBA, and subsequently heated in a boiling water bath 

for 15 min. The TBARS were determined by absorbance at 535 nm and were expressed as 

malondialdehyde equivalents (nmol/mg protein). 

 

Protein carbonyls 

Protein oxidation is a marker of oxidative stress, and carbonyl content is a relevant 

marker of protein oxidation.25 The oxidative damage to proteins was assessed by determining 

carbonyl groups based on the reaction of carbonyls with DNPH as previously described.26 
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Briefly, protein liver samples were precipitated by adding 20% trichloroacetic acid and were 

reacted with DNPH, then the samples were redissolved in 6 M guanidine hydrochloride. 

Carbonyl contents were determined by absorbance at 370 nm using a molar absorption 

coefficient. Results were expressed as protein carbonyls/mg protein. 

 

Protein quantification 

Protein content was measured as previously described.27 Lipid peroxidation, protein 

carbonyls, MPO activity and nitrite/nitrate concentration results were standardized by protein 

content. 

 

Data analysis 

Results were expressed as mean ± SD. Statistical differences were evaluated using a 

one-way ANOVA test followed by Tukey’s post hoc test. All analyses were performed using 

the Statistical Package for the Social Sciences software (version 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA). Differences were considered statistically significant at P < 0.05. 

 

 

RESULTS 

Renal function 

In nondiabetic rats, contrast medium induces alterations in renal function compared 

with saline group (visualized in Figure 1A as an increase in creatinine levels). These 

alterations were attenuated using DFX and NAC+DFX, but not when NAC was used alone 

(Figure 1A). Despite not significant, there was a trend to NAC+DFX be more effective than 

DFX in the decrease of creatinine levels after CIN (Figure 1). In contrast, the increased in 
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creatinine levels in CIN plus diabetes animals was reversed in similar extent with all 

antioxidants used (Figure 1B).  

 

Inflammatory parameters 

An increase in MPO activity in the kidney of animals exposed to contrast was 

observed (Figure 2A), and only NAC or DFX in isolated administration were able to decrease 

neutrophil infiltration in kidney tissue. In diabetic groups submitted to CIN this inflammatory 

parameter was decreased by all antioxidant regimens used (Figure 2B). Nitrite/nitrate 

accumulation in contrast alone (Figure 3A) and diabetic rats plus CNI (Figure 3B) was 

decreased with all antioxidant treatments.  

 

Oxidative damage parameters  

The pattern observed to inflammatory parameters was similar to that observed in the 

oxidative damage parameters. Increased TBARS levels were observed in contrast comparing 

with saline group (Figure 4A) and alloxan with contrast versus saline and alloxan alone 

(Figure 4B) and antioxidants treatments reverted the lipid oxidation. Additionally, in protein 

carbonyl content, we examine whether NAC, DFX and NAC + DFX can inhibit protein 

oxidation by contrast medium alone (Figure 5A) and contrast-induced damage in diabetic 

Wistar rats (Figure 5B).   

 

 

DISCUSSION 

 

Numerous risk factors for CIN have been described, the most prominent among them 

is pre-existing kidney disease such as diabetic. The pathogenesis of CIN appears to be caused, 
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at least in part, by renal vasoconstriction and renal ischemia leading to the generation of 

reactive oxygen species (ROS)2. Diabetes is associated with increased sensitivity to renal 

vasoconstrictors including contrast media agents and is also associated with dysfunctional 

renal handling of ROS, making diabetics particularly susceptible to CIN.2 At present, there 

are limited strategies for the prevention of CIN among them the administration of the 

antioxidant N-acetylcysteine (NAC) and intravenous hydration16 and studies showed that 

transition metal chelator could have a therapeutic role in the chronic neuropathic and 

micro/macrovascular changes in diabetic patients.28 In the present study, we demonstrated, in 

general, that CIN, both in the diabetic and non-diabetic rat is associated with increased 

oxidative stress and inflammation, and that antioxidant treatment was effective in abolish 

these alterations improving creatinine levels. For the first time, we demonstrated that iron 

chelators are important in CIN prevention in non-diabetic animals, suggesting an important 

role of iron on the development of CIN. 

Some few differences exists comparing diabetic and non-diabetic animals, mainly the 

lack of efficacy of NAC alone in the prevention of CIN in non-diabetic animals, suggesting a 

major role for iron in this condition29. It was hypothesize that the accumulation of hydrogen 

peroxide in the presence of iron during the inflammatory process may lead to the formation of 

the hydroxyl radical. Furthermore, the use of NAC alone may have limitations and present 

prooxidant effects, due to the facility with which it interacts with iron.30 The exact mechanism 

associated with this effect is not covered by our study, since all oxidative and inflammatory 

parameters determined were similarly improved by all antioxidants. We had previously 

demonstrated some similar effects using a model of gentamicin-induced kidney injury, the 

addition of DFX is important in the prevention of this kind of injury, whereas its use is not 

necessary when antioxidants were administered after gentamicin-induced kidney injury.31 
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In contrast, in alloxan-induced diabetes submitted to CIN, all treatments were effective 

in improve renal function. The alloxan mechanism of action is in part characterized by the 

involvement of ROS and consequently oxidative stress.32 One of the ROS targets is the DNA 

of the pancreatic islets, and its fragmentation takes place in � -cells exposed to alloxan.33 The 

toxic effects of alloxan in this system are confined to �-cells; other endocrine cells and the 

exocrine parenchymal cells are not damaged, even in the presence of high concentrations of 

the test substance.34 In association to this effect, the vasoconstrictive effects of contrast 

medium result in renal ischemia which augments the generation of ROS. Moreover, increased 

generation of ROS already occurs in diabetes41 and chronic kidney disease,35,36 hence ROS 

generation in CIN and diabetes is exacerbated. Superoxide anion generation has been shown 

to inactivate NO-dependent vasodilation likely by scavenging NO and generating the very 

potent ROS peroxynitrite37 and cause renal hypoxia and increasing adenosine generation by 

ATP hydrolysis.38 Consequently, a diminished renal vasodilatory capacity, such as persists in 

the diabetic renal vasculature, increase the risk of CIN. NAC exerts vasodilatory effects 

beyond antioxidant  and, was shown in various animal studies of ischemic renal failure to 

maintain glomerular filtration rate, and speed-up the recovery from renal failure 39-41 thus, we 

suggested that in the diabetic rat the use of an iron chelator is irrelevant to the effect of NAC 

on preventing CIN.  

 In summary, induction of oxidative stress and inflammation plays a relevant role in the 

pathogenesis of CIN in diabetic and non-diabetic animals, and the improvement of these 

parameters is related to improve renal function. The development of more effective CIN 

prevention therapy is warranted, thus we here demonstrated that the addition of DFX could be 

of value in low risk individuals in whom NAC is still not widely accepted as protective agent 

in clinical practice.   
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Figures legends 

 

Figure 1 Creatinine levels in contrast-induced nephropathy with or without antioxidant 

treatment in (A) non-diabetic and (B) diabetic animals. Data are expressed as means ± SD.  * 

different from saline ** different from saline + contrast, ***different from alloxan + saline 

and #different from alloxan + contrast, p<0.05. NAC = N-acetylcysteine; DFX = 

deferoxamine. 

 

Figure 2 Myeloperoxidase activity in contrast-induced nephropathy with or without 

antioxidant treatment in (A) non-diabetic and (B) diabetic animals. Data are expressed as 

means ± SD.  * different from saline ** different from saline + contrast, ***different from 

alloxan + saline and # different from alloxan + contrast, p<0.05. NAC = N-acetylcysteine; 

DFX = deferoxamine. 

 

Figure 3 Nitrite/Nitrate levels in contrast-induced nephropathy with or without antioxidant 

treatment in (A) non-diabetic and (B) diabetic animals. Data are expressed as means ± SD.  * 

different from saline ** different from saline + contrast, ***different from alloxan + saline 

and #different from alloxan + contrast, p<0.05. NAC = N-acetylcysteine; DFX = 

deferoxamine. 

 

Figure 4 TBARS levels in contrast-induced nephropathy with or without antioxidant 

treatment in (A) non-diabetic and (B) diabetic animals. Data are expressed as means ± SD.  * 

different from saline ** different from saline + contrast, ***different from alloxan + saline 

and #different from alloxan + contrast, p<0.05. NAC = N-acetylcysteine; DFX = 

deferoxamine. 
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Figure 5 Protein carbonyl levels in contrast-induced nephropathy with or without antioxidant 

treatment in (A) non-diabetic and (B) diabetic animals. Data are expressed as means ± SD.  * 

different from saline ** different from saline + contrast, ***different from alloxan + saline 

and #different from alloxan + contrast, p<0.05. NAC = N-acetylcysteine; DFX = 

deferoxamine. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 

 

 

 

 



41 

 

Figure 5 
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3 DISCUSSÃO 

Neste trabalho, determinamos que o uso da combinação de NAC e DFX é 

mais eficiente ao uso isolado de NAC para prevenir nefropatia induzida pelo 

contraste em animais não-diabéticos. Apesar de não atingir significância estatística, 

apresenta tendência de ser mais efetivo do que o uso de DFX isolado nesta mesma 

situação. Apesar disto, em animais diabéticos, o uso de NAC, DFX ou ambos é 

igualmente eficaz na prevenção da NIC. Tentamos explorar diferentes mecanismos 

responsáveis por esta efetividade, e determinamos que estes antioxidantes atuam 

em pelo menos dois diferentes aspectos da fisiopatologia das doenças estudadas: 

dano oxidativo e atenuação da resposta inflamatória.  

Apesar de o uso isolado de NAC ser inferior na proteção renal quando 

comparado ao uso de DFX ou NAC + DFX em animais não diabéticos, seu potencial 

efeito protetor contra a formação de TBARS e CPP é similar aos outros regimes. 

Desta forma, apesar de o estresse oxidativo ser importante no desenvolvimento da 

NIC, este efeito não parece ser o diferencial entre os regimes estudados. 

Certamente determinamos produtos finais do estresse oxidativo (dano em lipídeos e 

proteínas) e não seus iniciadores, portanto podemos não estar  observando 

fenômenos anteriores, como por exemplo a geração de radical hidroxil via reação de 

Fenton, importantes na gênese da doença, por limitações das técnicas utilizadas no 

presente estudo. Este último argumento é reforçado pelo fato de que dentre todas as 

formas de geração de estresse oxidativo, a produção de peróxido de hidrogênio 

parece ter um papel central na produção e manutenção desta condição. Apesar do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) ser considerado um oxidante relativamente estável, 

assume seus efeitos deletérios através da sua interação com íons ferro e 

conseqüente geração de hidroxil (•OH ) - reação de Fenton (Fe 2+  +  H2O2   →→→→  Fe 3+  +  
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••••OH  +  OH -). Além do ferro, íons cobre também são capazes, in vitro, de gerar •OH, 

mas, provavelmente, devido a maior disponibilidade intracelular, in vivo, o ferro 

parece ser o metal envolvido na síntese de •OH a partir de H2O2 (Meneghini, 1997). 

Por isto a presença de DFX pode atenuar eventos iniciais importantes na geração de 

estresse oxidativo não detectados por técnicas que determinam eventos finais deste 

ciclo. Além disto pode haver estresse oxidativo em regiões específicas do néfron que 

pode ser melhor prevenida com uso de NAC e DFX, mas como trabalhamos com 

homogenato de rim não podemos testar esta hipótese. Em animais diabéticos, da 

mesma forma que observados em não diabéticos, todos antioxidantes apresentaram 

mesmo potencial em diminuir os níveis de TBARS e CPP e apresentaram o mesmo 

potencial protetor da função renal. Este resultado é contrário ao esperado por nós. 

Esperávamos que a presença de diabetes, que normalmente gera estresse oxidativo 

em diferentes órgãos (Friederich et al., 2009), incluindo o rim (Pflueger et al., 2009), 

associado a NIC levaria a grande estresse oxidativo, fazendo com que o uso de 

NAC e DFX associados pudesse ser mais efetivo que seu uso isolado, enquanto que 

esperávamos que os antioxidantes fossem igualmente eficazes em animais não-

diabéticos.  

O segundo mecanismo estudado no presente estudo é a resposta 

inflamatória. Determinamos esta indiretamente medindo a atividade da MPO (como 

indício da infiltração de neutrófilos) e a quantidade de NO (produzido em grandes 

quantidades por células imunes ativadas). Em animais não diabéticos observamos 

que o uso associado de NAC e DFX não atenuou a atividade de MPO em relação ao 

uso isolado de NAC e DFX, apesar de ter a tendência de ser mais efetivo na 

prevenção da perda de função renal. Apesar de a resposta inflamatória poder 

potencializar o dano renal em diversas situações (Zoja et al., 2009), principalmente 



44 

 

por aumentar o estresse oxidativo (Koyner et al., 2008), existem evidências de que a 

infiltração de neutrófilos é importante na regeneração do tecido renal lesado 

(Reinders et al., 2006). Em uma situação onde o estresse oxidativo é efetivamente 

controlado, há a possibilidade de que a manutenção de um certo grau de resposta 

inflamatória possa ser benéfica nas fases tardias da recuperação do parênquima 

renal após o insulto. Da mesma forma que observamos com marcadores de estresse 

oxidativo, o resultado com marcadores inflamatórios nos surpreendeu. Esperávamos 

que o uso conjunto de NAC e DFX fosse mais efetivo em animais diabéticos, por 

esta doença cursar com ativação inflamatória (Brown, 2008), mas todos os 

esquemas antioxidantes igualmente modularam os marcadores inflamatórios 

avaliados.  

Estresse oxidativo e resposta inflamatória são eventos normalmente 

associados. O processo de indução de genes inflamatórios é mediado pela ativação 

de fatores de transcrição como o ativador de proteína 1 (AP-1) e o fator nuclear κB 

(NF-κB) (Roebuck et al., 1999). Destes o NF-κB parece participar na fisiopatologia 

da NIC (Xu et al., 2008) e ele pode ser regulado por radicais livres (Liu et al., 2006). 

Da mesma forma, parece haver envolvimento importante desta via na doença renal 

associada ao diabetes (Menini et al., 2007). A regulação redox do NF-κB parece 

ocorrer através da oxidação/redução de resíduos de cisteínas altamente 

conservados no sítio de ligação ao DNA do NF-κB (Gloire et al., 2006). Não 

sabemos se o esquema antioxidante utilizado em nossos estudos interfere com NF-

κB, mas já existe demonstração que NAC exerce este papel em células do sistema 

imune (Victor et al., 2003).  

Meta-análise recém publicada confirma dados destes estudos clínicos 

individuais, reforçando o uso de NAC em pacientes submetidos a exames com 
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necessidade de uso de contraste iodado, principalmente os pacientes de alto risco 

(Kelly et al., 2008). Em pacientes de baixo risco os resultados dos estudos clínicos 

ainda são controversos (Kelly et al., 2008), apesar de haver uma tendência a favor 

de sua efetividade (Kelly et al., 2008). Neste sentido, apesar de não esperado, 

nossos resultados somam ao já existente na literatura, uma vez que demonstram a 

efetividade maior de esquemas com DFX quando comparados ao uso isolado de 

NAC, apesar de o exato mecanismo associado a esta maior efetividade não ser 

completamente esclarecido em nosso estudo.  

Em resumo, nossos achados reforçam o papel do estresse oxidativo e 

resposta inflamatória na patogênese da NIC e a importância do uso de antioxidantes 

na sua prevenção. Por nossos achados a presença de íons ferro deve ter papel 

maior na gênese da NIC em animais não diabéticos o que sugere a importância da 

adição de DFX em esquemas antioxidantes em estudos da prevenção de NIC em 

grupos de baixo risco. 
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