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Histotopochemical Studies on the Influence of Antiasthmatic Drugs on the
Cytophysiology of a Kidney

Astmopent, izoprenalina, i salbutamol nalezg obecnie do najcze§ciej stosowa-
nych lekéw przeciwastmatycznych. Dzialanie swoje wywierajg one przez stymulacje
receptoré6w adrenergicznych betaz. Receptory adrenergiczne rozmieszczone sg w ca-
lym organizmie i dlatego tez dluzsze stosowanie wymienionych lek6w prowadzié mo-
ze do zmian w czynnoS$ci takze i innych narzadéw, a nawet do powstania szkodli-
wych objawéw. Dlatego tez zagadnienie to stanowi przedmiot szerokiego zaintereso-
wania lekarzy, producentéw lekdéw oraz licznych pracowni naukowych.

Celem naszej pracy jest przedstawienie wynikéw badan nad wplywem astmo-
pentu, izoprenaliny i salbutamolu na nerki zwierzat w warunkach do$wiadczalnych.

BADANY MATERIAL I METODYKA

Doswiadczenia wykonano na krolikach szczepu Wistar, obu plei, o ciezarze
ciatla ca 1,5—2,5 kg i dorostych samcach szczur6w bialych, tez w liczbie, 70 sztuk.
Astmopent, izoprenaline i salbutamol — firmy ,Polfa”, podawano przez 43 dni
(tab. 1 i 2). Kroéliki i szezury zywiono dieta standardowa. Po calkowitym skrwa-
wieniu zwierzat pobierano wycinki z nerek. Material utrwalano w 10% obojetnej
formalinie, a do odczynéw na tluszcze — w plynie Bakera. Preparaty parafinowe
barwiono hematoksyling Mayera i wodnym roztworem 1% eozyny, a skrawki uzyska-
ne na mikrotomie mrozeniowym traktowano sudanem czarnym wg Romeisa (1943).

BADANIA WLASNE
Doswiadczenia przeprowadzone na krélikach

Podobnie jak w grupach kontrolnych réwniez i po astmopencie (0,5-—
—1,0 mg/kg c.c.) podawanym dootrzewnowo i dozylnie kuliste jadra ko-
moérek nablonka kanalikéw glownych wybarwialy sie hematoksyling na
kolor fioletowoniebieski (ryc. 1). Cytoplazma i jagderka barwity sie eozyng
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jednolicie i przypominaly material poréwnawczy. Po zastosowaniu wzra-
stajacych dawek tego leku (1,5—3,0 mg/kg c.c.) obserwowano w cewkach
kretych I rzedu obok komoérek z normalnymi odczynami na tluszecze cewki
o zmniejszonej sudanofilno$ci. W kanalikach tych reakcje na lipidy loka-
lizowaly sie nadal tylko w cytoplazmie (ryc. 2). W petlach Henlego
i wstawkach tluszcze intraplazmatyczne — chylomikrony dawaly odczyny
jak w materiale kontrolnym. Szerokoé¢ $wiatla kanaliko6w moczowych
oraz wysoko$¢ komorek nablonka byly fizjologicznej wielkosci.

Po podaniu izoprenaliny w dawkach 0,5 i 1,0 mg/kg c.c. odczyny
barwne uzyskane przy uzyciu hematoksyliny i eozyny, obraz morfologicz-
ny nefronéw i zrebu nerki podobne byly do uwidocznionych w grupach
pordwnawczych, Przy obliczaniu metafaz nie znaleziono istotnych réznic
w zestawieniu z grupg kontrolng. Po zwiekszeniu dawek leku do 2,5—
5,0 mg/kg c.c. nie stwierdzono zmian w odczynach cytochemicznych jader
i w wygladzie cytoplazmy komoérek nabtonka kanalikéw. Naczynia wio-
sowate i $rodblonki wiekszych naczyn nie wykazywaly tez dodatkowych
odczynow. Bez wzgledu na dawke izoprenaliny dos¢ obfite tluszcze we-
wngtrzkomérkowe mialy ksztalt kuleczek réznej wielkosScei, rozrzuconych
na calym obszarze cytoplazmy. Lipidy wystepowaly réwniez i pod posta-
cig rozproszong (ryc. 3).

Na preparatach barwionych hematoksyling i eozyna, a pochodzacych
ze zwierzgt, ktorym podano salbutamol w dawkach 0,2 i 0,5 mg/kg c.c,
rozmieszczenie kiebkoéw, kanalikéw nefronéw i cewek zbiorczych podobne
bylo do materialu kontrolnego. Blona jadrowa wyraZznie odgraniczata sie
od cytoplazmy, a wybarwiona chromatyna widoczna byta w postaci drob-
nych ziarenek lub wiekszych grudek — chromocentréw. Po zwiekszeniu
dawek leku do 1,5 i 3,0 mg/kg c.c. komorki nablonka czynnych czesci
kanalikow moczowych nie przedstawialy réwniez wyraznych odchylen od
normy kontrolnej. Nie znaleziono tez pobudzenia podzialéw mitotycznych.
Przestrzen miedzyblaszkowa torebek Bowmana i $wiatlo kanalikow ner-
kowych byly nie zmienione.

Podobnie jak w grupie kontrolnej tak i w materiale zwierzat ekspery-
mentalnych oprécz typowych kropelek sudanofilnych réznej srednicy wy-
stepowaly lipidy i pod postacig rozproszong. Jak stwierdziliSmy, sposéb
podawania oraz wielkos¢ dawki leku nie mialy wplywu na rozmieszcze-
nie i natgzenie odczynéw specyficznych na tluszcze (ryc. 4).

Doswiadczenia przeprowadzone na szczurach

Astmopent zastosowany w dawkach 1,0 i 4,0 mg/kg c.c. nie zmienial
obrazu histologicznego nerek (ryc. 5). Barwliwos¢ komoérek byla dobra.
Zasadochlonne jadra w cewkach kretych I rzedu ukladaly si¢ blizej pod-
stawy komorek, a w petlach Henlego byly lekko wysklepione ku §wiattu.
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Cytoplazma komoérek miala prawidlowa liczbe kwasochtonnych ziar-
nistosci.

Po dootrzewnowej iniekeji 15,0 mg/kg c.c. tego leku lipidy intraplaz-
matyczne uformowane w réznej wielkosci kuleczki, utozone byly podob-
nie jak w grupie poréwnawczej. Podniesienie dawki astmopentu do
200,0 mg/kg c.c. wywolalo w pojedynczych kanalikach kretych zwigksze-
nie sudanofilnosci. Cze$¢ kropelek sudanofilnych zlewala sie w duze
zespoly, o $rednicy nie przekraczajgcej jadra komoérkowego (ryc. 6). W na-
blonku nefronow nie bylo dodatkowych podzialéw mitotycznych. Naczynia
krwionosne, wypelnione prawidlowsg iloscig elementéw morfotycznych
krwi, zachowaly normalng érednice $wiatla.

W poréwnaniu z grupg kontrolng izoprenalina aplikowana we wzra-
stajacych dawkach nie miala uchwytnego wplywu na cytomorfologiczny
obraz nerki. Hematoksylina uwidocznita prawidlowe jadra komdrkowe
o wyraznym zrebie chromatynowym. Eozyna dokladnie i réwnomiernie
zabarwita cytoplazme komoérek wszystkich odcinkéw nefrondéw i kuliste
jaderka lezace centralnie lub na obwodzie jadra. Ilos¢é podzialéw mito-
tycznych nie ulegla zmianie. Barwigc tluszcze sudanem czarnym wyczer-
niono najdrobniejsze kropelki lipomikronéw rozmieszczonych w cytoplaz-
mie komoérek kanalik6w moczowych (ryc. 7). Ziaren sudanofilnych nie
stwierdzono w karioplazmie. W zestawieniu z materialem poréwnawczym
naczynia krwionos$ne i otaczajgca ich tkanka lgczna nie wykazywaty
roznic.

Po wprowadzeniu salbutamolu do organizmu w dawkach 0,2 i 2,0 mg/
kg c.c. komoérka nablonka nefronéw zachowala swojg morfologiczng
indywidualnos¢. Jadra zajmowaly nadal w komorkach czynnych czesci
kanalikéw swoje typowe polozenie. Nie zmieniona struktura cytoplazmy
i jaderek dawala normalne odczyny po dzialaniu eozyng. Nie obserwo-
wano wybroczyn i zwigkszenia iloSci figur mitotycznych po zadnej ze
stosowanych dawek leku. Lipidy uksztaltowane w kuleczki barwily sig
wybiérezo sudanem. Polozenie tych specyficznych elementéw bylo podob-
ne do stwierdzanych w materiale poréwnawczym. Po 200,0 mg/kg c.c.
salbutamolu cze$¢ lipidow byla rozproszona w cytoplazmie (ryc. 8).
W obrebie jadra reakcje na tluszcze byly ujemne. Delikatne odczyny, po-
dobnie jak na preparatach kontrolnych, zanotowano w klebkach nerko-

wych.
OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Kazdy lek wprowadzony do organizmu zywego ulega przeksztalceniom
chemicznym, a produkty rozpadu mogg niekiedy obok dzialania terapeu-
tycznego wykazywaé niepozgdane efekty farmakologiczne. Podstawowym
warunkiem prawidlowego stosowania lekéw jest wiec dokladna i wszech-
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stronna znajomo$¢ mechanizmu ich kinetyki i wywolywanych przemian
(Roguski 1968, Kubikowski 1973). Wiekszo$¢ lekéw, podobnie
jak zastosowane przez nas, jest wydalana przez uklad moczowy, przy
czym nefrotoksyczno$¢ moze wystapi¢ miedzy innymi w 2 mechanizmach,
tj. nadwrazliwo$ci i bezposrednim uszkodzeniu miagzszu nerkowego.

Astmopent, siarczan orciprenaliny (siarczan 1/3,5 dwu hydroksy-fe-
nylo/-2-izopropyloaminoetanolu) jest syntetyczng pochodng pirokatechiny
i posiada dwie grupy wodorotlenowe w pozycji meta. Po zastosowaniu go
w dawkach 3,0 i 200,0 mg/kg c.c. cbserwowano zmiany nasilenia odczy-
néw sudanofilnych zaréwno u krolikéw, jak i u szczuréw. W poré6wna-
niu z materiatem kontrolnym lokalizacja reakcji na lipidy nie byia zmie-
niona. Biorgc to pod uwage mozna sadzi¢, ze zastosowane dawki tego
sympatykomimetycznego leku moga mie¢ pewne dzialanie metaboliczne,
ale nie zmieniaja w nerkach caloksztaltu przemian glikogenolizy i lipolizy
(Semczuk i wsp. 1974). By¢ moze rowniez, ze zmiany te mialy miej-
sce tylko w nefronach bedacych w roznym stanie fizjologicznej czynnosci.
Nie wyklucza sie takze reakcji osobniczych, poniewaz zmiany te nie wy-
stepowaly w calym materiale.

Izoprenalina, a przede wszystkim jej metabolit 3-metyloksyizoprena-
lina wykazuja wlasciwosci blokujace betareceptory. Lek ten wywiera
swoje dzialanie przez wplyw na cykliczny 3'5’-AMP, z tym ze metabo-
lizm jego jest nieco inny niz pozostalych katecholamin (Ksigzek 1972),
poniewaz jest inaktywowany przez enzym katecholamino-tleno-metylo-
transferaze (COMT).

Stosujgc barwniki zasadochlonne i kwasochlonne oraz wybidrcze me-
tody barwienia lipidéw, nie stwierdzono zmian cytochemicznych wskazu-
jacych na dezorganizacje w przemianie i dynamice jgdroplazmy i cyto-
plazmy pod wplywem roznych dawek izoprenaliny. Zgodnie wiec Z teoria
Erlicha (1970) sadzi sie, Ze nerki kroélika i szczura nie zmieniajg
swojej przemiany materii pod wplywem podanych dawek tego leku. Po-
nadto biorgc pod uwage sugestie Wassera (1960) mozna uwazaé, ze
w nerkach nie wystepujg farmoreceptory ukladu adrenergicznego beta
wrazliwe na izoprenaline.

Salbutamol pod wzgledem chemicznym jest 2-butyloamino 1-4 hy-
droksy-3-hydroksymetylo/-fenyloetanolem. Budowa swoja przypomina
izoprenaline (Gtowacka i wsp. 1975), nie ulega jednak rozkladowi pod
wplywem COMT, dzieki czemu w duzym odsetku wydala sie z moczem
w formie nie zmienionej (Rozniewski i wsp. 1976). )

W analizie obrazow cytochemicznych zwrécono szczegdlng uwage na
petle Henlego 1 wstawki, gdyz tutaj wydzielana jest wiekszo$¢ zwigzkow
chemicznych wprowadzanych do organizmu z zewnatrz. Salbutamol oka-
zal sie lekiem nie wywolujagcym wplywu toksycznego i farmakodynamicz-
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nego i na te cze$ci kanalikdéw moczowych. Do badan zastosowano leki
o dzialaniu na receptory beta,, Wedlug doniesien Blooma i Gold-
mana (1966) zwigzki te lgczac sie z aktywnym centrum adenolocyklazy
hydrolizujg ATP i powodujg powstanie cyklicznego 3’5’-AMP, stymulujg-
cego przemiany weglowodanowg i tluszczowsg. Uzyte przez nas dawki
wszystkich trzech lekéw nie wywolaly jednak wystapienia istotnych
zmian w obrazach mikroskopowych nerek, choé¢ byly one wielokrotnie
wyzsze od aplikowanych dotychczas w leczeniu. Mozna wiec przypuszczac,
ze rowniez u czlowieka dawki te nie spowodujg wystapienia objawoéw
nefrotoksycznych.
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OBJASNIENIA RYCIN

Rye. 1. Grupa do§wiadezalna VI, Krélik. W poréwnaniu z grupg kontrolng nie
zmieniona cze§é korowa nerki. Barwienie hematoksyling i eozyng. Pow. ca 400X

Ryc. 2. Grupa do$wiadczalna VII, Krélik. Nieré6wnomierne odczyny na tluszeze
w kanalikach moczowych. Barwienie wg Romeisa. Pow. ca 400X

Ryc. 3. Grupa do§wiadeczalna II. Kroélik. Roznej wielko§ci krople lipid6w wy-
barwione sudanem czarnym. Pow. ca 400X,

Ryc. 4. Grupa do$wiadczalna IV. Krélik. Prawidlowy obraz rozmieszczenia re-
akeji na lipidy. Barwienie wg Romeisa. Pow. ca 400X.

Ryc. 5. Grupa do$wiadczalna VI. Szczur. Fizjologiczny obraz klebka naczynio-
wego i kanalikéw nerkowych. Barwienie hematoksyling i eozyna. Pow. ca 400X,

Ryc. 6. Grupa do$wiadczalna VII. Szczur. Wzmozone reakcje na tluszcze w ka-
nalikach moczowych. Barwienie wg Romeisa. Pow. ca 400 X.

Ryc. 7. Grupa do$wiadczalna III. Szczur. Intensywno$é odczynéw na tluszcze
jak w materiale por6wnawczym. Barwienie wg Romeisa. Pow. ca 400.X.

Ryc. 8. Grupa do$wiadczalna V. Szczur. Slabo dodatnie odczyny na ttuszeze
w klebkach nerkowych. Barwienie wg Romeisa. Pow. ca 400X,
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PE3IOME

B reuenue 43 pgHel KDOJMKAM UM KpbICaM BBOAMJIMUCHL aCTMOIIEHT, M30NPEHaIUi
¥ canbyTaMOJl BO BCe YyBeJMUMBAEMBIX A03aX, 20-MKpaTHO 0OJBLIMX, YEM NpPpMUMeHd-
eMble B KJuHuke. JInA mccirenoBaHMil 6pasyu IIOMKKU, MUKPOTOMOBBIE CpPE€3bl KOTOPBIX
OKpAalllMBaJIM TeéMaTOKCUMIMHOM M 303MHOM 1no Maepy, a JMIOMABI — YE€PHBIM CYJaHOM
no merony Powmeiica (Romeis).

ITpuMernseMble 103bl JIEKAPCTBEHHBIX CPEACTB HE BbI3bIBAJM IIOABJIEHMA Cylle-
CTBEHHBIX IMUTOJIOTMYECKUX M MMUKDOCKONMMYECKMX W3MEHEHMII B Modkax. B cBA3u
C 9TVMM MOKHO IPEAIOJIOKMUTL, ITO IPUMEHAeMble JO03bl He BbIZOBYT HedpPOTOKCH-
YEeCKUX ABJIEHMI TaKKe U y JIIoHei.

SUMMARY

Rats and rabbits were given asthmopent, izoprenalin and salbutamol for 43
days, in progressive doses (from 0,2 up to 200,0 mg’kg of body weight) which rea-
ched a 20 — fold higher dose than that applied at the clinic. Kidneys were taken
for investigations and then stained with hematoxylin and eosin according to Mayer,
the lipids were stained with black Sudan using Romeis’s method on mirotome
sections. The used doses of the drugs didn’t produce the appearance of essential
cytochemical and microscopic changes in kidneys. In connection with this, it is
supposed that the above doses will not cause the appearance of nephrotoxical
symptoms in man.

EXPLANATIONS OF FIGURES

Fig. 1. Sixth experimental group. Rabbit. Unaltered cortex part of kidney in
comparison with the control group. Hematoxylin and eosin staining. Magn. approx.
400 X.

Fig. 2. Seventh experimental group. Rabbit. Irregular reactions to lipids in
urinary tubules. Staining acc. to Romeis. Magn. approx. 400X,

Fig. 3. Second experimental group. Rabbit. Various size droplets of lipids stained
by black sudan. Magn. approx. 400X,

Fig. 4. Fourth experimental group. Rabbit. Normal picture of the distribution
of reactions to lipids. Staining acc. to Romeis. Magn. approx. 400X,

Fig. 5. Sixth experimental group. Physiological picture of vascula glomeru-
lus and renal tubules. Hematoxylin and eosin staining. Magn. approx. 400X.

Fig. 6. Seventh experimental group. Rat. An increased reaction to lipids in
urinary tubules. Staining acc. to Romeis. Magn. approx. 400X,

Fig. 7. Third experimental group. Rat. The intensity of reactions to lipids just
as in comparative material. Staining acc. to Romeis. Magn. approx. 400X,

Fig. 8. Fifth experimental group. Rat. A weak positive reaction to lipids in
renal glomeruli. Staining acc. to Romeis. Magn. approx. 400X,






