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RESUMO

Ratos da linhagem Sprague-Dawley de ambos os sexos receberam, por intubagdo gastrica,
10 mg de dcido nalidixico para cada 20 g de peso corpdreo, diariamente. Os animais foram
sacrificados apos 30, 60 e 75 dias de administracdo do farmaco, respectivamente, e deles
retirados os seguintes orgdos: pulmdes, baco, cérebro, coragdo, figado e rins.

O exame histopatolégico destes orgdos evidenciou necrose e alteragées hemodindmicas que
ocorreram com maior frequéncia e intensidade nos pulmées, figado, cora¢do e rins.

A maioria destas alteragoes decorreu por causa dos efeitos toxicos provocados pelo dcido
nalidixico, devendo-se, portanto, ter cautela na sua prescri¢do para seres humanos, levando-
se em consideragdo, principalmente, a dose a ser utilizada.

Palavras chave: dcido nalidixico, estudos histologicos e estudos patologicos.

ABSTRACT

Sprague-Dawley rats of both sexes received daily by way of gastric intubation (nalidixic acid
for each 10 g of body weight). After 30, 60 and 75 days of nalidixic acid administration, the
animals were sacrified and their lungs, spleen, brain, heart, liver and kidneys, were removed.

The histopathologic exam of these organs indicates necrosis and hemodinamic alterations that
occured with more frequency and intensity in the lungs, liver, heart and kidneys.

Most of these changes were a consequence of the toxic effects of nalidixic acid it follows that
caution is necessary when this drug is prescribed for people taking into consideration
principally the dosage.

Key words: nalidixic acid, histological studies and pathological studies.
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INTRODUGAO

O acido 1-etil-1,4-diidro-7-metil-4-0x0-1,8-
naftidirina-3-carboxilico (C ,H N O,) ou acido
nalidixico (AN) é uma quinolona antimicrobiana,
administrada oralmente para o tratamento de infec¢des
ndo complicadas do trato urinario inferior, causadas por
bactérias Gram-negativas. O farmaco ¢ ativo contra E.
coli, Klebsiella, Enterobacter e Proteus. A dose
terapéutica para adultos é de 1 g, quatro vezes ao dia,
enquanto para criangas ¢ de 55 mg, em quatro doses
fracionadas. O seu uso ndo ¢ recomendado para a
quimioprofilaxia de infec¢des do trato urinério por
longos periodos, a razdo é o desenvolvimento de
resisténciabacteriana. O acido nalidixico foisintetizado
pela primeira vez, em 1962, por LEHER e
colaboradores, e introduzidona clinica médicaem 1964
(SILVA, 1980; FINCH & SNYDER, 1986; MANDELL
& SANDE, 1987; LARA & VALLE, 1991; ZANINI &
OGA, 1994; AMBLER & PINNEY,1995).

O 4acido nalidixico, bem como os farmacos
analogos (por exemplo, acido oxolinico), inibem seletiva
e reversivelmente a sintese do DNA bacteriano durante
asuareplicagdo (FINCH & SNYDER, 1986; MANDELL
& SANDE, 1987, KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 1988; LARA & VALLE, 1991;
KOROLKOVAS, 1994). O mecanismo especifico de
acgdo ndo estd completamente esclarecido, mas parece
que ele interfere com a sintese de DNA em algum ponto
apos a produgdo de desoxinucleosideos trifosfato
(FINCH & SNYDER, 1986). Segundo KOROLKOVAS
(1994), a inibigdo seletiva sobre a sintese do DNA
bacteriano talvez se deva a semelhanca estrutural do
acido nalidixico com os nucleosideos purinicos, tais
como, a guanosina.

Quase todo o fAirmaco administrado é absorvido
(cerca de 96%) no trato gastrointestinal. Duas horas
apds a ingestdo de 1 g do farmaco, alcanga-se a
concentragdo sanguinea maxima de 30 mg/ml; em
condi¢des normais, as concentragdes do dcido nalidixico
na urina podem variar de 25 a 250 mg/ml. A taxa de
ligagdo do farmaco com as proteinas plasmaticas varia
de 93% a 97%. Cerca de 80% do farmaco, parcialmente
inalterado e também sob a forma de metabolitos com
atividade microbiana, € eliminado pela urina, num
periodo de aproximadamente 8 horas apos sua ingestio
(SILVA, 1980; LARA & VALLE, 1991; ZANINI &
OGA, 1994).

A metabolizacido do acido nalidixico ocorre no
figado por um processo de conjuga¢éo, originando
monoglucuronatos sem a¢#do bactericida. A agio
terapéutica do farmaco, nas infec¢des urinarias, €

realizada pelo metabolito ativo, o acido hidroxina-
lidixico (SILVA, 1980; LARA & VALLE, 1991;
ZANINI & OGA, 1994; GOLDSTEIN & CITRON,
1996).

Os efeitos colaterais mais frequentes do acido
nalidixico sdo: ndusea, vémito, diarréia, dor abdominal,
trombocitopenia, leucopenia e anemia hemolitica.
Podendo, ocasionalmente, aparecer reagdes alérgicas e
fotossensibiliza¢do, e, mais raramente, disturbios visuais
e do sistema nervoso central (SILVA, 1980; LARA &
VALLE, 1991; KOROLKOVAS, 1994). Segundo LARA
& VALLE (1991), uma parte do acido nalidixico ¢
eliminadano leite materno; podendo desencadear anemia
hemolitica em recém-nascidos com deficiéncia da
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6PD).

Segundo a literatura, as quinolonas
antibacterianas (4cido nalidixico, acido pipemidico,
entre outras.) sdo extensivamente utilizadas na
quimioterapia antimicrobiana. No entanto, o tratamento
com esta classe de farmacos pode gerar, principalmente
em criancas e adolecentes, artropatias com degeneracdo
da matriz e erosdo das cartilagens articulares. Embora
estas artropatias, raramente, sejam observadas em
adultos que fizeram uso de quinolonas antibacterianas,
a toxicidade observada em filhotes de rato, de varias
linhagens, resultou na desaprovagdo do seu uso em
mulheres gravidas, criangas e adolecentes (LINSEMAN
et al., 1995; STAHLMANN et al., 1998).

Segundo KOROLKOVAS & BURCKHALTER
(1988), o 4cido nalidixico, e farmacos analogos, nio
interferem na sintese do DNA de mamiferos. No entanto,
através de um ensaio em cultura de células aminidticas
humanas, foi demonstrado que o farmaco teria efeito
mutagénico, modificando a estrutura do DNA
(STENCHEVER, 1970). E mais recentemente, por meio
de estudos de biologia molecular, ficou constatado que
o acido nalidixico é um forte inibidor da replicagdo do
DNA, e isso em concentragdes semelhantes a aquelas
utilizadas para inibir o crescimento bacteriano, o que
ocorre entre 2 a 10 mg/ml para E. coli e B. subtilis
(COOK et al., 1996). Assim na literatura existe uma
controvéria sobre a acdo do Acido nalidixico sobre o
DNA de mamiferos.

Através de um estudo sobre os efeitos do
plurifloxacino, uma fluorquinolona antibacteriana, sobre
fémeas de ratos da linhagem Sprague-Dawley, e
seus filhotes, foram constatadas alterag¢des
morfolégicas nos rins ¢ tibulos renais das fémeas que
fizeram uso do farmaco (3.000 mg/Kg/dia; via oral)
durante parte da gravidez, além de, retardamento do
processo de ossificagdo e baixo peso nos filhotes das
referidas fémeas. Foi constatado também, que o farmaco
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ndo tinha efeito sobre os indices de mortalidade e
nascimento dos filhotes, ou no desenvolvimento
biologico do feto, e nem no desenvolvimento, adaptacdo
ou capacidade reprodutiva dos filhotes (MORINAGA
etal, 1997).

Embora nenhum caso de teratogénese humana
tenha sido atribuido ao fArmaco, deve-se evitar o uso do
mesmo em mulheres no primeiro trimestre da gravidez,
arazdo, é que o acido nalidixico atua sobre a sintese do
DNA - podendo verificar-se experimentalmente a
formacgdo de DNA com estrutura modificada - o que nos
impede de afastar a possibilidade do farmaco ser capaz
de alterar o DNA de células humanas, com decorrentes
anomalias cromossomicas. Sendo, portanto, prudente
evitaraindica¢fio do acido nalidixico durante a gravidez
(SCHAEFER et al, 1998). Ha, por outro lado, evidéncias
de que o figado fetal ou do recém nascido ndo dispde
dos sistemas enzimdaticos necessarios para a
metabolizagido deste farmaco. Este fato constitui outro
motivo pelo qual ele ndo deve ser utilizado por mulheres
gravidas e nem por recém-nascidos (ATLAS et al.,
1967; CHAMFENIL & CURCIER, 1969; STAMEY et
al.,1969; HARRISON & COX, 1970; ROCHWEDDER
et al., 1970; ZINSSER, 1970a; ZINSSER, 1970b;
MOURA, 1977; COOK et al., 1996, SCHAEFERet al.,
1998).

O objetivo primordial desta pesquisa foi verificar
e estudar as possiveis altera¢des histoldgicas no bago,
cérebro, pulmdes, coragio, figado e rins, de ratos da
linhagem Sprague-Dawley, que foram submetidos ao
uso prolongado de acido nalidixico.

MATERIAL E METODOS

O material biolégico constou de 60 ratos albinos
da linhagem Sprague-Dawley, de ambos os sexos,
provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP); os quais foram
desmamados aos 21 dias. Estes animais foram mantidos
no Biotério da PUC-Campinas, onde permaneceram trés
animais por gaiola, e alimentados com ragdo comercial
¢ dgua a vontade.

Ao completarem 90 dias de idade, foram
divididos em dois grupos assim distribuidos:

- Grupo A: composto por 30 animais que receberam
diariamente acido nalidixico, por intubagdo géstrica,
numa dose de 10 mg diluida em agua destilda para
cada 20 g de peso corporal.

« Grupe B: composto por 30 animais, que serviram de
grupo controle, os quais receberam diariamente, por
intubagfdo gastrica, uma solugdo placebo de cloreto
de sodio (NaCl) 0,9%. Cada animal recebia
diariamente 0,1 ml de soro fisiolégico.

Os animais do grupo A foram pesados a cada
dois dias com a finalidade de se verificar eventual
interferéncia do farmaco sobre a curva ponderal, de
forma a se ajustar a dosagem do farmaco em relacdo ao
peso corporal atualizado do animal.

Uma quota de 10 (dez) animais de cada grupo foi
sacrificada apds 30, 60 e 75 dias, respectivamente, de
administra¢do diaria de acido nalidixico, e deles foram
retirados, para analise histopatoldgica, os seguintes
orgéos: cérebro, coragdo, pulmdes, figado, bago e rins.
As pegas histolégicas, fixadas em formol, foram
preparadas segundo a rotina classica de preparacdo de
cortes histolégicos.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos exames histolégicos,
realizados nos cortes seriados dos érgéos selecionados,
dos animais que receberam acido nalidixico, quando
comparados com os do grupo controle, mostram as
seguintes alterag¢Ges histopatologicas:

« Pulmao:

Os animais sacrificados apds 30 dias de
administragio de acido nalidixico exibiam processo de
congestdo generalizada comprometendo capilares e
vasos intersticiais de calibre maior, espessamento de
septos interalveolares, hemorragia ¢ edema moderado
perivascular. Além de bronquiolite aguda com exsudato
purulento, ocluindo totalmente a luz dos bronquiolos,
hiperplasia linforreticular peribronquiolar, destruigdo
deseptos interalveolares e irregula-ridades morfologicas
dos alvéolos.

Os animais sacrificados apds 60 dias de
administracdo do farmaco apresentavam a ocorréncia
de enfisema intenso com congestdo capilar em quase
todos os séptos, areas de hemorragia intralveolar e de
atelectasia; cerca de 20% do parénquima pulmonar
apresentava aparente normalidade morfoldgica. Além
disso, foi observado hiperplasia linforeticular peribron-
quiolar, irregularidades no contorno externo da
musculatura lisa dos bronquiolos, mostrando, em
determinadas areas, adelgagamento parietal sugerindo
processo de ruptura.

Os animais que foram sacrificados com 75 dias
de administracdo do acido nalidixico apresentavam
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enfisema pulmonar subpleural, areas atelectasicas,
hemorragia intrabronquiolar, epitélio de revestimento
displasico com hipercromatismo nuclear e congestio
moderada de capilares e séptos interalveolares (Figura
! A). Péde-se ainda obser-var parénquima pulmonar
com congestdo dos capilares septais, hemorragia
intralveolar, macréfagos misturados com células
epiteliais descamadas, hemacias no interior de alvéolos
enfisematosos, e, em algumas areas, a falta de
revestimento alveolar (Figura 1 B).

- Bago:

Os animais sacrificados apds 30 dias de
adminstragéo de dcido nalidixicondo exibiam alteragées
histopatoldgicas importantes, chamando porém a
aten¢do, apenas para a aparente hipoplasia da polpa
branca, irregularidades no contorno externo da
adventicia folicular e auséncia de parte do endotélio.

O quadro histopatoldogico dos animais
sacrificados aos 60 dias era semelhante aquele dos

Figura 1A. Pulmio: mostrando congestdo moderada de capilares septais. Coloragio

pela H-E (aumento de 128 x 0.

Figura 1B. Pulmfo: mostrando enfisema intenso com hemorragia acentuada
intralveolar. Aglomerado de hemacias, macréfagos e células epiteliais
descamadas & luzdealvéolo enfisematoso. Coloragdo pela H-E (aumento
de 320 x).
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animais sacrificados com 30 dias, apenas acrescido da
existéncia de arteriolas foliculares mostrando hialinose
parietal moderada.

Os animais ap6s 75 dias de administragdo do
farmaco exibiam aparente hipoplasia da polpa brancae
irregularidades em seus limites (Figura 2).

. Cérebro:

Os animais sacrificados apds 30 dias de
administracdo de acido nalidixico apresentavam, na

substancia branca, altera¢des nucleares regressivas dos
diversos elementos celulares que integram o tecido
glial, e aparente hipoplasia da microglia. Na substancia
cinzenta, observou-se espago dilatado circundando o
pericario neuronal que se apresentava retraido e
hipercorado, mascarando o ntcleo da maioria dos
neurdnios. Alguns nucleos apresentavam hipercroma-
tismo e irregularidades no contorno da carioteca
(Figura 3).

Os animais que foram sacrificados com 60 e 75
dias de ingestdo do farmaco, exibiam altera¢des

Figura 2. Bago:mostrando polpabrancahipoplasica, € polpa vermelha aparentemente
sem alteragOes morfoldgicas. Coloragdo H-E (aumento de 128 x).

: N

Figura 3. Cérebro:mostrando substincia cinzenta com varios pericérios hipercorados
com nucleos mascarados. A neuroglia mostra-se aparentemente hipoplasica.
Espagos claros sugerem edema. Coloragdo H-E (aumento 320 x).
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histopatologicas semelhantes as referidas para os animais
sacrificados apds 30 dias de administragdo do farmaco,
apenas acrescidas de areas de necrose em vdrios
territorios do cérebro.

. Coragdo:

Os animais sacrificados apos 30 dias de
adminstrag@o de acido nalidixico apresentavam as fibras
miocédrdicas necrosadas, sem estriagdo, fragmentadas,
e algumas delas hipertroficas; além do aumento de
tecido conjuntivo interfibrilar.

Nos animais sacrificados apds 60 e 75 dias de
administragdo de acido nalidixico, registraram-se as
mesmas alteragdes histopatologicas verificadas nos
animais sacrificados aos 30 dias, sendo porém, mais
intensas e extensas as areas de necrose (Figura 4).

. Figado:

Os animais sacrificados apo6s 30 dias de
administracio de acido nalidixico apresentavam
hepatdcitos hipertrofiados ¢ com inchagdo turva. Em
algumas areas ocorreu hipoplasia do sistema
mononuclear fagocitario (células de Kupffer), ectasiae
congestdo de capilares sinusoides, além de hipertrofia
dos corddes hepaticos.

Tanto os animais sacrificados apos receberem o
acido nalidixico por 60 e 75 dias apresentavam inchagdo
turva, ectasia de capilares sinusdides, necrose
hepatocitaria focal, hiperplasia do sistemamononuclear
fagocitario (células de Kupffer) e hipertrofia dos corddes
hepaticos (Figura 7).

« Rins:

O cortex renal dos animais sacrificados apds 30
dias de administragdo do acido nalidixico exibia
glomérulos fragmentados, hipotréficos, alarga-mento
dos espagos de Bowmann, necrose de tibulos proximais,
congestdo de vasos intersticiais, incha¢do turva e
alteragOes vasculares (Figura 5).

Naregido medular, dos animais sacrificados aos
30 e 60 dias de administracdo de acido nalidixico,
verificou-se a presenca de areas intensas e extensas de
congestdo e hemorragia; cilindro hialino e células de
revestimento epitelial de tabulos coletores com
citoplasma mascarado por numerosos vacuolos
coalescentes (alteragdo vacuolar), remanescendo apenas
os respectivos nucleos (Figura 6).

O cortex renal dos animais que tiveram a ingestao
do farmaco por 75 dias exibiam processo de necrose

tubular nos tabulos contornados proximais e distais;
hipertrofia e hipotrofia de glomérulos, sendo que os
hipertréficos mostravam-se hiperemiados, ao contrario
dos glomérulos hipotréficos que se apresentavam
isquémicos.

DISCUSSAO

As alteracdes histopatoldgicas estavam presentes
emtodos os orgdos estudados, nos animais sacrificados
ap6s 30 , 60 e 75 dias de administragdo do acido
nalidixico sendo que estas alterages, foram mais
frequentes e intensas no pulméo, merecendo, por isso,
uma discussdo mais ampla. Estas alteragdes foram
eminentemente hemodinimicas e se manifestaram por
congestdo dos capilares, principalmente dos septos inter-
alveolares, tornando-os mais espessos ¢ alterando a
permeabilidade do complexo alvéolo-capilar,
acarretando hipoxemia com consequente perfusfo
tissular defeituosa. Isto levaria ao bloqueio do sistema
respiratorio intracelular, com o comprometimento de
enzimas respiratérias, além de outros distirbios
bioquimicos, ¢ conduzindo a altera¢des regressivas
como necrose, hipotrofia, degenerag¢io parenquimatosa
e alteragdo vacuolar. Quanto a causa destas alteragdes,
existe a possibilidade de que as mesmas sejam resultado
dos efeitos toxicos provocados pelo acido nalidixico,
que compromete, de maneira impor-tante, o metabolismo
das células parenquimatosas. O enfisema pulmonar teria
sua etiologia representada pela destruicdo de séptos
intralveolares, causada, provavelmente, também pela
agdo toxica do acido nalidixico.

A hemorragia vista em 4reas enfisematosas do
parénquima pulmonar, associada ao rompimento de
séptos inter-alveolares, resultaria de disturbios
envolvendo a contratilidade das fibras miocardicas que
se mostram hipotroficas e cuja causa seria atribuida a
isquemia ou a agdo toxica do farmaco estudado.

A fibrose verificada em quase todos os orgéos
estudados, exceto no bago, poderia ser interpretada
como uma fibroplastia reparadora das lesdes tissulares.

A necrose, alteragdo regressiva mais constante e
grave, seria atribuida, principalmente, aos efeitos toxicos
do 4cido nalidixico.

No que se refere ao figado, as alteragdes
histopatologicas afetam tanto o parénquima quanto o
estroma. Uma possibilidade, é que estas alteracdes
hepatocitarias sejam consequéncia da agdo téxica do
farmaco sobre as células do figado. O que alias, é o mais
provavel.
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Figura 4. Corac¢io:mostrando dreadenecrose intensa e extensa, fibras miocardicas hipertréficas, fragmentadas,
estriagdo ausente, cariopicnose, cariorrexe, hipercromatismo e polimorfismo nuclear. Coloragio
pela H-E (aumento de 128 x).

Figura 5. Rim: mostrando regido cortical com necrose do epitélio de revestimento do titulo proximal (seta
superior) e atrofia glomerular com alteragdo do epitélio da capsula de Bowman (seta inferior).
Coloragio pela H-E (aumento de 320 x).
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Figura 6. Rim: mostrando regido medular com intensa hemorragia intraductal (seta).

Figura 7. Figado: Mostrando inchagdo turva (seta inferior), ectasia sinusoidal (seta mediana) e necrose
hepatocitaria (seta superior). Coloragdo HE (aumento de 320 x).
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A hiperplasia das células do sistema fagocitario
mononuclear (SFM) hepatico, isto é, das células de
Kupffer, teria a finalidade de fagocitar detritos celulares
resultantes da necrose do estroma e do parénquima
hepatico. A hipdxia cerebral contribuiu para as alteragdes
regressivas dos neurdnios e de células neurogliais,
culminando com a aparente hipoplasia, principalmente,

da microglia.

As lesdes renais, tanto no cortex quanto na
medula, se exteriorizaram através de necrose tubular,
incluindo os glomérulos. Estas consti-tuiram o achado
mais freqiliente e grave, atingindo, predominantemente,
os tubulos contornados proximais. A patologia destas
nefropatias, ao que tudo indica, terialigagdo com a agio
téxica do acido nalidixico, ao lado das perturbagdes
circulatérias ndo sé de capilares glomerulares, como
também de vasos intersticiais.

CONCLUSAO

As alteragdes histopatolégicas ocorreram na
quase totalidade dos orgdos estudados, e, ao que tudo
indica, decorreriam da administracio em doses
inadequadas de acido nalidixico. Devendo, por isso,
ter-se muito cuidado na sua prescri¢do para seres
humanos. Processos de necrose constituiram-se na
alteragdo regressiva mais comum, afetando
principalmente o figado, coracdo e rins, excegdo feita
ao baco. Ja, as altera¢des hemodindmicas, ocorreram
com mais freqliéncia nos pulmdes e rins; e foram
representadas, principalmente, por processos de
congestdo ¢ hemorragia.

De modo geral, o exame histopatolégico
demostrou uma repeticdo do quadro das alteragdes
desta natureza em todos os orgdos estudados, variando
apenas de intensidade de orgéo para drgéo.
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