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RESUMO: Hipétese: Este trabalho visa avaliar os efeitos da hipomagnesemia e da suplementagdo de magnésio na
insuficiéncia renal aguda pés- isquémica. Materiais e Métodos: Foram utilizados ratos machos Wistar, divididos em
cinco grupos: controle, hipomagnesémico, isquémico, hipoMg+ isquémico, suplementado + isq. Foi feito o estudo de
clearance de inulina e a determinacao de medidas funcionais. Resultados: A hipomagnesemia no contexto de uma
isquemia renal levou a uma queda mais acentuada do RFG (Cin) e FSR e aumento da RVR. Nos animais
suplementados, houve um aumento dos valores de Cin e FeH,0. ConclusGes: A hipomagnesemia na insuficiéncia
renal aguda (IRA) potencializa os efeitos desta sobre a fungdo renal. A suplementacéo de Magnésio protege parcialmente
dos efeitos da IRA pés-isquémica.

DESCRITORES: Ratos Wistar; Insuficiéncia renal aguda/fisiopatologia; Deficiéncia de magnésio/complicacdes;

Suplementos dietéticos/efeitos adversos; Isquemia/complicagdes.

INTRODUCAO

O magnésio é o quarto cation mais abundante
no organismo e o segundo no meio intracelular,
desempenhando um papel — chave em varias fungdes
organicas. Na célula ele se encontra predominantemente
ligado ao ATP, nucleotideos e complexos
enzimaticos, atuando em inimeras funcdes celulares.
Sistemicamente, participa da regulacdo da secrecao
de PTH (paratormdnio), diminui a pressao sangiinea
e altera a resisténcia vascular periférica’. Este ultimo
efeito, inclusive, faz com que o magnésio tenha um
efeito protetor no pés-operatério de cirurgias
cardiacas, pois minimiza a vasoconstricao induzida
por agonistas, diminuindo o risco de desenvolvimento

de arritmias cardiacas e queda do débito cardiaco
nestes pacientes?.

De toda a reserva organica de magnésio,
aproximadamente 60% encontra-se nos 0ssos e 40%
nos tecidos moles, sendo que 99% desta carga é
intracelular”. A concentracdo normal de magnésio
no sangue é mantida dentro de estreitos limites e
varia de 1,7 a 2,1 mg/dL"".

O principal regulador do magnésio no
organismo é o rim, onde 3 a 5% da carga filtrada é
excretada pela urina. Tal reabsorc¢édo tubular pode ser
reduzida por diversos fatores como a expanséo do
volume extracelular, ingestdo de alcool, dentre
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outros?*?. Diferentemente de outros ions, ndo héa controle
hormonal sobre a concentracdo plasméatica de
magnésio, a qual é a principal reguladora da reabsorcéo
deste ion no néfron.

Considera- se que ha hipomagnesemia quando
a concentracéo plasmética de magnésio é inferior a
1,5 mg/dL. E um distirbio comumente encontrado na
pratica clinica, atingindo cerca de 12% dos pacientes
hospitalizados, podendo chegar a 65% naqueles sob
cuidados intensivos®2 Apés um infarto agudo do
miocardio, por exemplo, € comum o paciente
apresentar hipomagnesemia, 0 que 0 deixa mais
vulneravel ao desenvolvimento de arritmias cardiacas,
um novo evento isquémico ou até mesmo morte
subita®>?4. A diurese apds obstrucdo pds-renal ou
transplante renal também pode levar a grandes perdas
de magnésio, deixando o paciente em estado de
caréncias®,

Dentre as causas da hipomagnesemia é
possivel agrupa-las em cinco classes?®: causas
nutricionais (por exemplo, alcoolismo®?); causas
intestinais (como a diarréia crénica e a ma-absorcao);
causas enddcrinas/metabélicas (como o
hipertireoidismo); causas renais (uso do cisplatina®) e
condi¢des associadas ao periodo neo-natal e infancia.
Seus sinais e sintomas freqientemente estéo
associados ou mascarados pelas manifestagbes da
doenca de base ou distUrbios associados*?. Entretanto
alguns sdo bem sugestivos da caréncia de magnésio
como a hipopotassemia, hipocalcemia, sinais de
Chvostek e Trousseau positivos e fraqueza
generalizadal'’.

Em pacientes com doenca coronariana, sabe-
se gue 0 magnésio exerce um ppel importante na
melhora da funcdo endotelial**, na supressédo do
espasmo coronario naqueles que apresentam angina®
e parece minimizar a trombose dependente de
plaquetas’.

Estudos baseados em isquemia, apontam para
um possivel efeito protetor do magnésio na perda
auditiva'®, na preservacao da funcéo hepética®® e na
perda neuronal'é. Entretanto, pouco se sabe sobre o
papel deste ion no contexto da isquemia renal, bem
como de suas repercussoes.

OBJETIVOS

Avaliar o efeito isolado da hipomagnesemia
induzida por dieta sem magnésio sobre o rim de uma
animal ndo submetido a isquemia.

Avaliar os efeitos da deplecdo de magnésio
sobre o rim de ratos submetidos a isquemia bilateral
de 30 minutos por meio da analise de um grupo controle
e de outro com dieta deficiente em magnésio.

Avaliar o efeito da suplementagéo de magnésio
sobre a isquemia renal. A suplementacéo foi feita na
agua, utilizando- se MgCl,. 6H,0 a 1%.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando
entre 200 a 260 gramas, fornecidos pelo Biotério Central
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo.

Os animais foram mantidos em dieta normal ou
sem magnésio por 21 dias, de acordo com o grupo a
gue pertenceram.

Estudo de clearance

Neste experimento de clearance, 0s animais
sdo anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg de
peso), por via intra-peritoneal. A traqueostomia é feita
utilizando-se catéter de polietileno (PE 240), e os ratos
sdo mantidos em respiragdo espontanea. Utiliza-se
mandmetro de mercirio para o registro da presséo
arterial média, através da cateterizacdo da artéria
femoral esquerda, com catéter de polietileno (PE50),
a partir de uma inciséo inguinal. O ritmo de filtragéo
glomerular (RFG) é medido pelo clearance de inulina
(Cin). A inulina é injetada em uma dose inicial de
100 ml/kg de peso, seguido de dose continua de
0.27 mg/min por todo o experimento de clearance. As
veias jugulares sdo dissecadas e nelas introduzidos
catéteres de polietileno (PE60), para a administracéo
de inulina e solugéo salina. Através de uma pequena
incisdo abdominal, a bexiga urinaria é dissecada e
nela é introduzido catéter (PE240), para a coleta das
amostras de urina. Apds a preparacao cirirgica do
animal, e da injecéo de inulina, aguarda-se um periodo
de 30 minutos para se iniciarem as coletas de urina
(trés coletas, em periodos de 30 minutos) e sangue
(duas coletas, no inicio e no final do experimento) O
fluxo sangtineo renal (FSR) é medido no final do
experimento, com um sensor de fluxo ultra-sénico
perivascular (T-106, Transonic System Inc. Ithaca, NY,
USA), com seu probe colocado na artéria renal esquerda.

Modelo de isquemia renal

Apbs 21 dias em dieta normal, ou em dieta sem
magnésio, 0os animais foram anestesiados com
pentobarbital, e foi feita laparotomia seguida de ligadura
de artéria renal, bilateralmente. Apés 30 minutos as
ligaduras das artérias renais foram desfeitas, seguindo-
se o fechamento da cavidade peritoneal. Os animais
se recuperaram em gaiola metabdlica. Os estudos de
clearance foram feitos 48 horas ap6s a isquemia.

Grupos de estudo

Grupo controle: animais mantidos em dieta
normal, apos 23 dias sdo submetidos ao estudo de
clearance para posteriormente serem feitas as
medidas funcionais.




Grupo de hipomagnesemia: animais mantidos
em dieta sem magnésio por 23 dias. Apos este periodo
foram submetidos ao estudo de clearance e medidas
funcionais.

Grupo isquémico: animais mantidos em dieta
normal, apés 21 dias sdo submetidos a isquemia para
2 dias ap0s serem feitas as medidas funcionais.

Grupo de hipomagnesemia e isquémico: animais
mantidos em dieta sem magnésio por 21 dias. Apds
este periodo foram submetidos a isquemia e estudados
dois dias apés a reperfusao.

Grupo suplementado e isquémico: animais
mantidos em dieta sem Magnésio e com
suplementac&o feita na agua (MgCl, 6H,0 a 1%) por
21 dias. Apo6s este periodo, foram submetidos a
isquemia renal e dois dias ap6s submetidos as
medidas funcionais.

Determinagdes bioquimicas:

- ainulina foi determinada pelo método Antrona;

- 08 ions (s6dio e potassio) plasmaticos e
urinarios foram medidos pelo espectrofotbmetro de
chama (modelo 143 da Instrumentation Laboratory
Inc.);

- os valores dos trés periodos de clearance foram
a média de cada rato;

- 0 Magnésio e o Célcio foram dosados no
plasma de todos os grupos pelo Sistema Magnésio
ou Calcio Labtest, respectivamente.

Parametros calculados

1) Clearance de inulina (Cin) pela equagéo:
Cin = Uin.V/ Pin; onde
Uin é a concentracao urinaria de inulina em miligramas
%; Pin é a concentracdo plasmatica de inulina em
miligramas %; V é o volume urinario em mililitros/minuto
2) Clearance de inulina corrigido pelo peso:
Cin/100g = Cin/ peso x 100
O peso considerado é o que foi medido no dia do
clearance;
3) Fracdo de excrecéo de agua:
FE H,0 =V x 100 (%) onde:
Cin
V é o volume urinario em mililitros/minuto
Cin é o clearance de inulina em mL/min
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4) Fracao de excrecao de sodio e potassio:
FE = U.V.100(%) onde:
Cin.P
U.V é a excregao absoluta do eletrdlito
Cin é o clearance de inulina
P é a concentracado plasmatica do eletrolito.
5) Calcio e Magnésio plasmaticos:
Foram medidos pelo método Labtest.
6) Resisténcia vascular renal:
RVR = PA/FSR, onde:
PA: é a presséao arterial do rato medida no dia do
clearance;

FSR: é o fluxo sangtiineo renal.
Analise estatistica

Para a andlise dos cinco grupos estudados foi
utilizado ANOVA com teste de Student - Newman-
Keuls para a comparagao das colunas entre si. Valores
de p < 0,05 foram considerados significantes.

RESULTADOS

A deplecdo de magnésio por 23 dias com queda
dos niveis séricos deste cation ndo alterou a fungao
renal. De acordo com a Tabela 1, as medidas funcionais
como clearance de inulina, clearance de inulina corrigido
pelo peso, volume urindrio, dentre outras, foram
estatisticamente semelhantes nos grupos controle e
hipomagnesémico. De modo andlogo, os valores de
hematdécrito, PA, FSR e RVR nao diferiram
significativamente nos dois grupos (Tabela 4).

Como esperado, o grupo hipomagnesémico
apresentou niveis séricos mais baixos de magnésio e
do célcio (Tabela 3).

De acordo com os resultados ilustrados nas
Tabelas 1 e 4, observa-se que a hipomagnesemia no
contexto de uma isquemia renal levou a uma queda
mais acentuada do clearance de inulina, do fluxo
sangiineo renal, bem como aumento da resisténcia
vascular renal. Desta forma, a hipomagnesemia
potencializou os efeitos da insuficiéncia renal aguda
(IRA) poés-isquémica.

Tabela 1- Filtragcdo glomerular (Cin), volume urinario (Vu) e ganho de peso dos animais estudados.

Cin (mL/min) Cin/100g (mL/min/100g)| Vu (mL/min) Ganho de peso (9)
Controle (n = 6) 1,92+0,172 0,77 +£ 0,042 0,0160 + 0,0040 98,33 + 11,30
Hipo Mg (n =7) 1,96 £ 0,116 0,83 £0,031 0,0104 + 0,0024 70,14 + 7,64
Isquémico (n = 8) 0,95 + 0,091a 0,38 + 0,035a 0,0191 + 0,0041 75,75 + 2,42
HipoMg +isq. (n =7) 0,48 + 0,064a 0,22 £ 0,032a 0,0077 + 0,0008 56,43 + 3,62d
Suplementado (n = 6) 1,45+0,170 0,54 + 0,078c 0,0105 + 0,0012 84,33+ 10,29

a, p <0,01 vs. todos os outros grupos; b, p < 0,01 isquémico vs. suplementado; c, p < 0,05 isquémico vs. suplementado; d, p < 0,01

HipoMg+isg. vs. controle. ANOVA.
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Tabela 2- Fragfes de excre¢ao de dgua (FeH:0), sédio
(FeNa) e potassio (FeK) dos animais estudados.

Fe HO Fe Na Fe K
Controle (n=6) 0,74+0,12 |1 0,79+£0,16{ 13,0+ 3,0
Hipo Mg (n=7) 0,58+0,12 (0,68+0,18/6,9 +£1,13d

Isquémico (n=8) 1,90 +0,32a| 1,60 + 0,14 23,37 + 2,81
Hipo Mg + isq. (n=7)| 2,26 £ 0,54 | 1,9+ 0,72 |36,80+7,74c
Suplementado (n=6)| 0,77 £ 0,11b| 0,91+ 0,13 [ 14,53 + 2,52

Tabela 3 - Concentragcdes plasmaticas de magnésio
(Mg) e célcio (Ca) dos animais estudados.

Mg (mg/dL) Ca (mg/dL)
Controle (n=6) 1,79 £ 0,07 9,15+ 0,34
Hipo Mg (n=7) 0,81+ 0,04 7,27 +0,40
Isquémico (n = 8) 1,51+0,12 6,2 +0,3d
Hipo Mg +isqg. (n =7) 0,37 £ 0,06a 3,7+0,6¢
Suplementado (n=6) 2,03 £0,15b 8,48 £ 0,42

a, p < 0,05 vs. controle, hipoMg, suplementado; b, p < 0,05 vs.
isquémico, hipoMg+isq.; ¢, p < 0,05 vs. todos 0s outros grupos;
d, p <0,05 vs. controle. ANOVA.

a, p < 0,05 vs. controle, isquémico, suplementado; b, p < 0,05
vs. hipoMg; ¢, p < 0,001 vs. todos os outros grupos; d, p<0,01
vs. controle e suplementado. ANOVA.

Tabela 4 - Hematdcrito (Ht), presséo arterial média (PA), fluxo sangiineo renal (FSR) e resisténcia vascular renal

(RVR) dos animais estudados.

Ht (%) PA (mmHg) FSR (mL/min) RVR (mmHg/ mL/min)
Controle (n=6) 455+ 0,76 1192+ 45 7,38+0,16 16,17 £ 0,87
Hipo Mg (n=7) 453 + 3,07 1143 + 3,2 7,30+0,13 15,86 + 0,51
Isquémico (n = 8) 47,0+ 1,68 1144 +29 59 +0,21b 19,5+0,73
Hipo Mg + isq. (n=7) 44,0 +2,22 116,4 + 2,6 2,7 £0,39 49,71 + 7,80a
Suplementado (n = 6) 48,2 +£ 2,20 110,3+1,3 5,8 + 0,56b 19,97 + 1,98

a, p < 0,001 vs. todos os outros grupos; b, p < 0,01 vs. controle e hipoMg. ANOVA.

Com relagédo aos animais submetidos a uma
dieta rica em magnésio, estes apresentaram um
maior clearance de inulina quando comparados aos
ratos submetidos a isquemia e em dieta normal,
além de uma menor fracdo de excrecdo de &gua
(Tabelas 1 e 2). Estes dados indicam que a
suplementacao de magnésio protegeu parcialmente
os animais da insuficiéncia renal aguda pés-
isquémica. Nao se observaram diferencas quanto a
hemodindmica renal entre estes dois grupos de
animais (Tabela 4).

O Gréfico 1 mostra os valores de ritmo de
filtracdo glomerular obtidos em todos os grupos.

Em relagéo as fragBes de excrecdo de dgua
e potassio estas diferiram significativamente entre
0s grupos. A fracdo de excrecdo de sddio, porém,
néo se alterou estatisticamente conforme mostra a
Tabela 2.

As concentracdes plasmaticas de Magnésio
e Calcio foram significativamente menores nos
grupos isquémicos se comparados aos grupos que
nao foram submetidos a isquemia. Quando se
observa também o grupo suplementado, nota-se um
aumento nos niveis destes ions.

Clearance de inulina/100g de peso

p < 0,0001
1.00~
I Controle

Bosd = ] I HpoMg
g : ¢ EEisquémico
= Il HipoMg+ isq
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=% a
% 0.251
O

0.00

a: p < 0,01 vs. todos os grupos
c: p < 0,05 isquémico vs. suplementado

Grafico 1 - Valores de ritmo de filtracdo glomerular
obtidos em todos 0s grupos.

Os Gréficos 2 e 3 mostram as concentracdes
plasmaticas destes ions vistas em todos os grupos.

A Tabela 4 mostra os valores de hematdcrito,
pressao arterial, fluxo sangiiineo renal e resisténcia
vascular renal encontrados nos diferentes grupos.




Magnésio sérico
p<0,0001

[IControle

b [—HipoMg
HlIsquémico
EEHipoMg+ isq
E==ISuplementado

Mg sérico (mg/dL)

0-

Grafico 2 - Concentragéo plasmatica de magnésio; a,
p < 0,05 vs controle, isquémico e suplementado; b,
p <0,05vs hipoMg.
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Grafico 3 - Concentragcdo plasmética de Célcio c;
p < 0,001 vs. todos os outros grupos d; p < 0,01 vs.
controle e suplementado.

DISCUSSAO

A guantidade de magnésio na dieta é critica
na determinac@o dos niveis séricos de magnésio.
Neste trabalho mostramos que a auséncia de sais
de magnésio na dieta por 21 dias foi suficiente para
gue os animais desenvolvessem um grau severo de
hipomagnesemia. A desnutricdo é muito frequente
em pacientes internados em Unidade de Terapia
Intensiva e varios trabalhos observaram deficiéncia
de magnésio muscular e sérico nestes pacientes
principalmente nos portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquiridal®®?5, indicando que este
nosso modelo tem aplicagéo clinica 6bvia.

O clearance de inulina medido 48 horas ap6s
isquemia renal nos animais mantidos em dieta normal
foi de 0,38 + 0,04 ml/min/100 g; cerca da metade dos
valores dos animais controles, demonstrando um
comprometimento importante da filtragdo glomerular
apos este tempo de isquemia e reperfusao renal.

Nos animais com hipomagnesemia foi
observado um valor médio de 0,20 ml/min/100g,
evidenciando que o distarbio metabdlico agravou a
insuficiéncia renal.
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Dentre 0os mecanismos possiveis, a
vasoconstricdo renal mais severa neste grupo de
animais que levou a maior queda do fluxo sanguineo
renal nos mesmos ratos parece o mais provavel. Em
outros territérios como o miocérdio e o cérebro como
vimos a hipomagnesemia produz vasoconstri¢ao.

Ja foi demonstrado que a hipomagnesemia
inibe a liberagdo de Oxido nitrico do endotélio das
artérias coronéarias®. O éxido nitrico como sabemos
€ um potente vasodilatador endégeno, desta forma, a
hipomagnesemia poderia promover vasoconstricao
renal via menor producao de 6xido nitrico.

O magnésio é um bloqueador dos canais de
calcio?. Na deficiéncia de magnésio ocorre um
aumento do célcio intracelular, o que também pode
explicar a maior vasoconstricdo e maior leséo celular
no grupo de ratos com hipomagnesemia.

Outros mecanismos como aumento da
producédo de vasoconstritores como a endotelina e
de citocinas pré-inflamatérias também ja foram
descritas neste disturbio? e provavelmente seréo por
nés explorados neste modelo com técnicas de imuno-
histoquimica.

O magnésio esta envolvido no balanco ibnico
intracelular, tendo fungéo importante sobre a atividade
da Na-K-ATPase’. Na deficiéncia de magnésio ocorre
uma reducdo dos niveis de ATP intracelular, menor
funcdo da Na-K-ATPase com aumento da
concentracao de sodio intracelular que pode levar a
morte da célula. Este é um fator que poderia agravar
0 grau de necrose na lesdo renal apés isquemia e
reperfusdo do rim, como podemos constatar nos
Nnossos experimentos através de maiores fragcfes de
excrecdo de agua, sédio e potassio observadas no
grupo de animais com hipomagnesemia.

Outro achado interessante neste trabalho foi o
menor nivel de célcio plasmatico total nos animais
com hipomagnesemia. A hipocalcemia é comumente
encontrada em associacdo com a hipomagnesemia.
Embora a hipomagnesemia leve estimule a secrecao
de paratormdnio, a hipomagnesemia severa suprime
sua secrec¢ao assim como a hipermagnesemia, além
do que o mecanismo de acgao celular do paratormdnio
necessita de concentragfes celulares normais de
magnésio pois este cation é necessario para a
atividade da adenil-ciclase que € um transmissor do
efeito intracelular do PTH?.

A hipocalcemia é muito frequente em
pacientes graves, principalmente naqueles com
sindrome séptica. Existe uma correlacdo deste
distirbio com a severidade da doenca, podendo
colaborar com a alta letalidade da insuficiéncia renal
aguda em pacientes desnutridos com
hipomagnesemia®.

Estes resultados mostram claramente que a
hipomagnesemia é um fator agravante da insuficiéncia
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renal aguda pds-isquémica e nos motivam a estudar
um novo grupo de animais submetidos ao mesmo
protocolo de isquemia e reperfusdo porém
suplementados com cloreto de magnésio a 1% na
agua de beber que ja utilizamos no Laboratério®.

Considerando que a ingestdo média de agua
neste grupo foi de 30 ml por dia, a quantidade ingerida
de magnésio pelo rato (35 mg por dia) foi bem maior
do gue a existente em uma dieta normal em magnésio
que contem 0,22 g de magnésio por quilo de dieta.
Cada rato ingere em média 20 gramas de dieta por
dia, portanto cerca de 4 mg/dia.

Nossos resultados mostram claramente que
0s animais suplementados com magnésio
apresentaram uma filtracdo glomerular
significativamente maior que o grupo submetido &
isquemia renal mantido em dieta normal.

A suplementacdo de magnésio tem sido
mostrada como benéfica em modelos de insuficiéncia
renal aguda nefrotdxica associados a vasoconstricdo
como a ciclosporina®, e mais recentemente com o
indinavir em nosso laborat6rio®.

O fluxo sangiiineo renal ndo foi diferente
guando comparados 0s animais suplementados ou
ndao com magnésio e submetidos a isquemia. Este
fato nos leva a crer que a suplementacéo de magnésio

esteja agindo via aumento do coeficiente de
permeabilidade glomerular (Kf). O magnésio pelo seu
efeito bloqueador do canal de calcio diminui a
concentracao de calcio intracelular com conseqiiente
relaxamento das células musculares lisas. O
magnésio inibe a contragdo produzida pela
ciclosporina e angiotensina Il nas células mesangiais
em cultura®.

Este efeito protetor da suplementacdo de
magnésio sobre a insuficiéncia renal aguda isquémica
sera melhor estudado pelo nosso grupo com analise
histologica de todos os grupos descritos e estudos
de imunohistoquimica com a expressao de moléculas
de adesdo, PCNA e envolvimento de células como
macroéfagos e linfécitos.

CONCLUSAO

A hipomagnesemia potencializa a insuficiéncia
renal pds-isquémica por levar a uma queda mais
acentuada do clearance de inulina, fluxo sanguineo
renal, bem como aumento da resisténcia vascular
renal. J& a suplementacdo de magnésio protege
parcialmente os animais da insuficiéncia renal aguda
pos isquémica.
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Med (Séo Paulo) 2002 jan./dez.;81(1/4):1-7.

ABSTRACT: Hypothesis:The aim of this study is to verify the effect of hypomagnesemia and magnesium
supplementation on postischemic renal failure. Methods: Five groups of male Wistar rats were studied: control; post-
hypomagnesemic; post-ischemic; postischemic + hypomagnesemia and post-ischemic + magnesium
supplementation. Clearance and hemodynamic measurements were performed.Results: In postischemic rats,
hypomagnesemia induces a marked decrease in GFR, RBF and increases the RVR. In rats with Magnesium
supplementation increased GFR and decreased FeH,O were observed when compared with rats on a normal
diet.Conclusion: Hypomagnesemia potentiates postischemic renal failure and magnesium supplementation protects
against renal ischemia.

KEYWORDS: Wistar, Rats; Kidney failure, acute/physiopathology; Magnesium deficiency/complication; Dietary
supplemments/adverse effects; Ischemy/complications
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Efeito da hipomagnesemia e da suplementacéao
de magnésio sobre a insuficiéncia renal
aguda pos-isquémica*

Effect of hypomagnesemia and magnesium
supplementation on postischemic renal failure*

Josenalva Cassiano da Silva**, Antonio Carlos Seguro***

Silva, JC, Seguro AC. Efeito da hipomagnesemia e da suplementacdo de magnésio sobre a insuficiéncia renal aguda
poés-isquémica. Rev Med (Sao Paulo) 2002 jan./dez.;81(1/4):1-7.

RESUMO: Hipétese: Este trabalho visa avaliar os efeitos da hipomagnesemia e da suplementagdo de magnésio na
insuficiéncia renal aguda pés- isquémica. Materiais e Métodos: Foram utilizados ratos machos Wistar, divididos em
cinco grupos: controle, hipomagnesémico, isquémico, hipoMg+ isquémico, suplementado + isq. Foi feito o estudo de
clearance de inulina e a determinacao de medidas funcionais. Resultados: A hipomagnesemia no contexto de uma
isquemia renal levou a uma queda mais acentuada do RFG (Cin) e FSR e aumento da RVR. Nos animais
suplementados, houve um aumento dos valores de Cin e FeH,0. ConclusGes: A hipomagnesemia na insuficiéncia
renal aguda (IRA) potencializa os efeitos desta sobre a fungdo renal. A suplementacéo de Magnésio protege parcialmente
dos efeitos da IRA pés-isquémica.

DESCRITORES: Ratos Wistar; Insuficiéncia renal aguda/fisiopatologia; Deficiéncia de magnésio/complicacdes;

Suplementos dietéticos/efeitos adversos; Isquemia/complicagdes.

INTRODUCAO

O magnésio é o quarto cation mais abundante
no organismo e o segundo no meio intracelular,
desempenhando um papel — chave em varias fungdes
organicas. Na célula ele se encontra predominantemente
ligado ao ATP, nucleotideos e complexos
enzimaticos, atuando em inimeras funcdes celulares.
Sistemicamente, participa da regulacdo da secrecao
de PTH (paratormdnio), diminui a pressao sangiinea
e altera a resisténcia vascular periférica’. Este ultimo
efeito, inclusive, faz com que o magnésio tenha um
efeito protetor no pés-operatério de cirurgias
cardiacas, pois minimiza a vasoconstricao induzida
por agonistas, diminuindo o risco de desenvolvimento

de arritmias cardiacas e queda do débito cardiaco
nestes pacientes?.

De toda a reserva organica de magnésio,
aproximadamente 60% encontra-se nos 0ssos e 40%
nos tecidos moles, sendo que 99% desta carga é
intracelular”. A concentracdo normal de magnésio
no sangue é mantida dentro de estreitos limites e
varia de 1,7 a 2,1 mg/dL"".

O principal regulador do magnésio no
organismo é o rim, onde 3 a 5% da carga filtrada é
excretada pela urina. Tal reabsorc¢édo tubular pode ser
reduzida por diversos fatores como a expanséo do
volume extracelular, ingestdo de alcool, dentre
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outros?*?. Diferentemente de outros ions, ndo héa controle
hormonal sobre a concentracdo plasméatica de
magnésio, a qual é a principal reguladora da reabsorcéo
deste ion no néfron.

Considera- se que ha hipomagnesemia quando
a concentracéo plasmética de magnésio é inferior a
1,5 mg/dL. E um distirbio comumente encontrado na
pratica clinica, atingindo cerca de 12% dos pacientes
hospitalizados, podendo chegar a 65% naqueles sob
cuidados intensivos®2 Apés um infarto agudo do
miocardio, por exemplo, € comum o paciente
apresentar hipomagnesemia, 0 que 0 deixa mais
vulneravel ao desenvolvimento de arritmias cardiacas,
um novo evento isquémico ou até mesmo morte
subita®>?4. A diurese apds obstrucdo pds-renal ou
transplante renal também pode levar a grandes perdas
de magnésio, deixando o paciente em estado de
caréncias®,

Dentre as causas da hipomagnesemia é
possivel agrupa-las em cinco classes?®: causas
nutricionais (por exemplo, alcoolismo®?); causas
intestinais (como a diarréia crénica e a ma-absorcao);
causas enddcrinas/metabélicas (como o
hipertireoidismo); causas renais (uso do cisplatina®) e
condi¢des associadas ao periodo neo-natal e infancia.
Seus sinais e sintomas freqientemente estéo
associados ou mascarados pelas manifestagbes da
doenca de base ou distUrbios associados*?. Entretanto
alguns sdo bem sugestivos da caréncia de magnésio
como a hipopotassemia, hipocalcemia, sinais de
Chvostek e Trousseau positivos e fraqueza
generalizadal'’.

Em pacientes com doenca coronariana, sabe-
se gue 0 magnésio exerce um ppel importante na
melhora da funcdo endotelial**, na supressédo do
espasmo coronario naqueles que apresentam angina®
e parece minimizar a trombose dependente de
plaquetas’.

Estudos baseados em isquemia, apontam para
um possivel efeito protetor do magnésio na perda
auditiva'®, na preservacao da funcéo hepética®® e na
perda neuronal'é. Entretanto, pouco se sabe sobre o
papel deste ion no contexto da isquemia renal, bem
como de suas repercussoes.

OBJETIVOS

Avaliar o efeito isolado da hipomagnesemia
induzida por dieta sem magnésio sobre o rim de uma
animal ndo submetido a isquemia.

Avaliar os efeitos da deplecdo de magnésio
sobre o rim de ratos submetidos a isquemia bilateral
de 30 minutos por meio da analise de um grupo controle
e de outro com dieta deficiente em magnésio.

Avaliar o efeito da suplementagéo de magnésio
sobre a isquemia renal. A suplementacéo foi feita na
agua, utilizando- se MgCl,. 6H,0 a 1%.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando
entre 200 a 260 gramas, fornecidos pelo Biotério Central
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo.

Os animais foram mantidos em dieta normal ou
sem magnésio por 21 dias, de acordo com o grupo a
gue pertenceram.

Estudo de clearance

Neste experimento de clearance, 0s animais
sdo anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg de
peso), por via intra-peritoneal. A traqueostomia é feita
utilizando-se catéter de polietileno (PE 240), e os ratos
sdo mantidos em respiragdo espontanea. Utiliza-se
mandmetro de mercirio para o registro da presséo
arterial média, através da cateterizacdo da artéria
femoral esquerda, com catéter de polietileno (PE50),
a partir de uma inciséo inguinal. O ritmo de filtragéo
glomerular (RFG) é medido pelo clearance de inulina
(Cin). A inulina é injetada em uma dose inicial de
100 ml/kg de peso, seguido de dose continua de
0.27 mg/min por todo o experimento de clearance. As
veias jugulares sdo dissecadas e nelas introduzidos
catéteres de polietileno (PE60), para a administracéo
de inulina e solugéo salina. Através de uma pequena
incisdo abdominal, a bexiga urinaria é dissecada e
nela é introduzido catéter (PE240), para a coleta das
amostras de urina. Apds a preparacao cirirgica do
animal, e da injecéo de inulina, aguarda-se um periodo
de 30 minutos para se iniciarem as coletas de urina
(trés coletas, em periodos de 30 minutos) e sangue
(duas coletas, no inicio e no final do experimento) O
fluxo sangtineo renal (FSR) é medido no final do
experimento, com um sensor de fluxo ultra-sénico
perivascular (T-106, Transonic System Inc. Ithaca, NY,
USA), com seu probe colocado na artéria renal esquerda.

Modelo de isquemia renal

Apbs 21 dias em dieta normal, ou em dieta sem
magnésio, 0os animais foram anestesiados com
pentobarbital, e foi feita laparotomia seguida de ligadura
de artéria renal, bilateralmente. Apés 30 minutos as
ligaduras das artérias renais foram desfeitas, seguindo-
se o fechamento da cavidade peritoneal. Os animais
se recuperaram em gaiola metabdlica. Os estudos de
clearance foram feitos 48 horas ap6s a isquemia.

Grupos de estudo

Grupo controle: animais mantidos em dieta
normal, apos 23 dias sdo submetidos ao estudo de
clearance para posteriormente serem feitas as
medidas funcionais.




Grupo de hipomagnesemia: animais mantidos
em dieta sem magnésio por 23 dias. Apos este periodo
foram submetidos ao estudo de clearance e medidas
funcionais.

Grupo isquémico: animais mantidos em dieta
normal, apés 21 dias sdo submetidos a isquemia para
2 dias ap0s serem feitas as medidas funcionais.

Grupo de hipomagnesemia e isquémico: animais
mantidos em dieta sem magnésio por 21 dias. Apds
este periodo foram submetidos a isquemia e estudados
dois dias apés a reperfusao.

Grupo suplementado e isquémico: animais
mantidos em dieta sem Magnésio e com
suplementac&o feita na agua (MgCl, 6H,0 a 1%) por
21 dias. Apo6s este periodo, foram submetidos a
isquemia renal e dois dias ap6s submetidos as
medidas funcionais.

Determinagdes bioquimicas:

- ainulina foi determinada pelo método Antrona;

- 08 ions (s6dio e potassio) plasmaticos e
urinarios foram medidos pelo espectrofotbmetro de
chama (modelo 143 da Instrumentation Laboratory
Inc.);

- os valores dos trés periodos de clearance foram
a média de cada rato;

- 0 Magnésio e o Célcio foram dosados no
plasma de todos os grupos pelo Sistema Magnésio
ou Calcio Labtest, respectivamente.

Parametros calculados

1) Clearance de inulina (Cin) pela equagéo:
Cin = Uin.V/ Pin; onde
Uin é a concentracao urinaria de inulina em miligramas
%; Pin é a concentracdo plasmatica de inulina em
miligramas %; V é o volume urinario em mililitros/minuto
2) Clearance de inulina corrigido pelo peso:
Cin/100g = Cin/ peso x 100
O peso considerado é o que foi medido no dia do
clearance;
3) Fracdo de excrecéo de agua:
FE H,0 =V x 100 (%) onde:
Cin
V é o volume urinario em mililitros/minuto
Cin é o clearance de inulina em mL/min
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4) Fracao de excrecao de sodio e potassio:
FE = U.V.100(%) onde:
Cin.P
U.V é a excregao absoluta do eletrdlito
Cin é o clearance de inulina
P é a concentracado plasmatica do eletrolito.
5) Calcio e Magnésio plasmaticos:
Foram medidos pelo método Labtest.
6) Resisténcia vascular renal:
RVR = PA/FSR, onde:
PA: é a presséao arterial do rato medida no dia do
clearance;

FSR: é o fluxo sangtiineo renal.
Analise estatistica

Para a andlise dos cinco grupos estudados foi
utilizado ANOVA com teste de Student - Newman-
Keuls para a comparagao das colunas entre si. Valores
de p < 0,05 foram considerados significantes.

RESULTADOS

A deplecdo de magnésio por 23 dias com queda
dos niveis séricos deste cation ndo alterou a fungao
renal. De acordo com a Tabela 1, as medidas funcionais
como clearance de inulina, clearance de inulina corrigido
pelo peso, volume urindrio, dentre outras, foram
estatisticamente semelhantes nos grupos controle e
hipomagnesémico. De modo andlogo, os valores de
hematdécrito, PA, FSR e RVR nao diferiram
significativamente nos dois grupos (Tabela 4).

Como esperado, o grupo hipomagnesémico
apresentou niveis séricos mais baixos de magnésio e
do célcio (Tabela 3).

De acordo com os resultados ilustrados nas
Tabelas 1 e 4, observa-se que a hipomagnesemia no
contexto de uma isquemia renal levou a uma queda
mais acentuada do clearance de inulina, do fluxo
sangiineo renal, bem como aumento da resisténcia
vascular renal. Desta forma, a hipomagnesemia
potencializou os efeitos da insuficiéncia renal aguda
(IRA) poés-isquémica.

Tabela 1- Filtragcdo glomerular (Cin), volume urinario (Vu) e ganho de peso dos animais estudados.

Cin (mL/min) Cin/100g (mL/min/100g)| Vu (mL/min) Ganho de peso (9)
Controle (n = 6) 1,92+0,172 0,77 +£ 0,042 0,0160 + 0,0040 98,33 + 11,30
Hipo Mg (n =7) 1,96 £ 0,116 0,83 £0,031 0,0104 + 0,0024 70,14 + 7,64
Isquémico (n = 8) 0,95 + 0,091a 0,38 + 0,035a 0,0191 + 0,0041 75,75 + 2,42
HipoMg +isq. (n =7) 0,48 + 0,064a 0,22 £ 0,032a 0,0077 + 0,0008 56,43 + 3,62d
Suplementado (n = 6) 1,45+0,170 0,54 + 0,078c 0,0105 + 0,0012 84,33+ 10,29

a, p <0,01 vs. todos os outros grupos; b, p < 0,01 isquémico vs. suplementado; c, p < 0,05 isquémico vs. suplementado; d, p < 0,01

HipoMg+isg. vs. controle. ANOVA.
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Tabela 2- Fragfes de excre¢ao de dgua (FeH:0), sédio
(FeNa) e potassio (FeK) dos animais estudados.

Fe HO Fe Na Fe K
Controle (n=6) 0,74+0,12 |1 0,79+£0,16{ 13,0+ 3,0
Hipo Mg (n=7) 0,58+0,12 (0,68+0,18/6,9 +£1,13d

Isquémico (n=8) 1,90 +0,32a| 1,60 + 0,14 23,37 + 2,81
Hipo Mg + isq. (n=7)| 2,26 £ 0,54 | 1,9+ 0,72 |36,80+7,74c
Suplementado (n=6)| 0,77 £ 0,11b| 0,91+ 0,13 [ 14,53 + 2,52

Tabela 3 - Concentragcdes plasmaticas de magnésio
(Mg) e célcio (Ca) dos animais estudados.

Mg (mg/dL) Ca (mg/dL)
Controle (n=6) 1,79 £ 0,07 9,15+ 0,34
Hipo Mg (n=7) 0,81+ 0,04 7,27 +0,40
Isquémico (n = 8) 1,51+0,12 6,2 +0,3d
Hipo Mg +isqg. (n =7) 0,37 £ 0,06a 3,7+0,6¢
Suplementado (n=6) 2,03 £0,15b 8,48 £ 0,42

a, p < 0,05 vs. controle, hipoMg, suplementado; b, p < 0,05 vs.
isquémico, hipoMg+isq.; ¢, p < 0,05 vs. todos 0s outros grupos;
d, p <0,05 vs. controle. ANOVA.

a, p < 0,05 vs. controle, isquémico, suplementado; b, p < 0,05
vs. hipoMg; ¢, p < 0,001 vs. todos os outros grupos; d, p<0,01
vs. controle e suplementado. ANOVA.

Tabela 4 - Hematdcrito (Ht), presséo arterial média (PA), fluxo sangiineo renal (FSR) e resisténcia vascular renal

(RVR) dos animais estudados.

Ht (%) PA (mmHg) FSR (mL/min) RVR (mmHg/ mL/min)
Controle (n=6) 455+ 0,76 1192+ 45 7,38+0,16 16,17 £ 0,87
Hipo Mg (n=7) 453 + 3,07 1143 + 3,2 7,30+0,13 15,86 + 0,51
Isquémico (n = 8) 47,0+ 1,68 1144 +29 59 +0,21b 19,5+0,73
Hipo Mg + isq. (n=7) 44,0 +2,22 116,4 + 2,6 2,7 £0,39 49,71 + 7,80a
Suplementado (n = 6) 48,2 +£ 2,20 110,3+1,3 5,8 + 0,56b 19,97 + 1,98

a, p < 0,001 vs. todos os outros grupos; b, p < 0,01 vs. controle e hipoMg. ANOVA.

Com relagédo aos animais submetidos a uma
dieta rica em magnésio, estes apresentaram um
maior clearance de inulina quando comparados aos
ratos submetidos a isquemia e em dieta normal,
além de uma menor fracdo de excrecdo de &gua
(Tabelas 1 e 2). Estes dados indicam que a
suplementacao de magnésio protegeu parcialmente
os animais da insuficiéncia renal aguda pés-
isquémica. Nao se observaram diferencas quanto a
hemodindmica renal entre estes dois grupos de
animais (Tabela 4).

O Gréfico 1 mostra os valores de ritmo de
filtracdo glomerular obtidos em todos os grupos.

Em relagéo as fragBes de excrecdo de dgua
e potassio estas diferiram significativamente entre
0s grupos. A fracdo de excrecdo de sddio, porém,
néo se alterou estatisticamente conforme mostra a
Tabela 2.

As concentracdes plasmaticas de Magnésio
e Calcio foram significativamente menores nos
grupos isquémicos se comparados aos grupos que
nao foram submetidos a isquemia. Quando se
observa também o grupo suplementado, nota-se um
aumento nos niveis destes ions.

Clearance de inulina/100g de peso

p < 0,0001
1.00~
I Controle

Bosd = ] I HpoMg
g : ¢ EEisquémico
= Il HipoMg+ isq
é 0-50 a E= Suplementado
=% a
% 0.251
O

0.00

a: p < 0,01 vs. todos os grupos
c: p < 0,05 isquémico vs. suplementado

Grafico 1 - Valores de ritmo de filtracdo glomerular
obtidos em todos 0s grupos.

Os Gréficos 2 e 3 mostram as concentracdes
plasmaticas destes ions vistas em todos os grupos.

A Tabela 4 mostra os valores de hematdcrito,
pressao arterial, fluxo sangiiineo renal e resisténcia
vascular renal encontrados nos diferentes grupos.
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p<0,0001

[IControle
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Mg sérico (mg/dL)
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Grafico 2 - Concentragéo plasmatica de magnésio; a,
p < 0,05 vs controle, isquémico e suplementado; b,
p <0,05vs hipoMg.

Célcio sérico
p< 0,0001
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Grafico 3 - Concentragcdo plasmética de Célcio c;
p < 0,001 vs. todos os outros grupos d; p < 0,01 vs.
controle e suplementado.

DISCUSSAO

A guantidade de magnésio na dieta é critica
na determinac@o dos niveis séricos de magnésio.
Neste trabalho mostramos que a auséncia de sais
de magnésio na dieta por 21 dias foi suficiente para
gue os animais desenvolvessem um grau severo de
hipomagnesemia. A desnutricdo é muito frequente
em pacientes internados em Unidade de Terapia
Intensiva e varios trabalhos observaram deficiéncia
de magnésio muscular e sérico nestes pacientes
principalmente nos portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquiridal®®?5, indicando que este
nosso modelo tem aplicagéo clinica 6bvia.

O clearance de inulina medido 48 horas ap6s
isquemia renal nos animais mantidos em dieta normal
foi de 0,38 + 0,04 ml/min/100 g; cerca da metade dos
valores dos animais controles, demonstrando um
comprometimento importante da filtragdo glomerular
apos este tempo de isquemia e reperfusao renal.

Nos animais com hipomagnesemia foi
observado um valor médio de 0,20 ml/min/100g,
evidenciando que o distarbio metabdlico agravou a
insuficiéncia renal.
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Dentre 0os mecanismos possiveis, a
vasoconstricdo renal mais severa neste grupo de
animais que levou a maior queda do fluxo sanguineo
renal nos mesmos ratos parece o mais provavel. Em
outros territérios como o miocérdio e o cérebro como
vimos a hipomagnesemia produz vasoconstri¢ao.

Ja foi demonstrado que a hipomagnesemia
inibe a liberagdo de Oxido nitrico do endotélio das
artérias coronéarias®. O éxido nitrico como sabemos
€ um potente vasodilatador endégeno, desta forma, a
hipomagnesemia poderia promover vasoconstricao
renal via menor producao de 6xido nitrico.

O magnésio é um bloqueador dos canais de
calcio?. Na deficiéncia de magnésio ocorre um
aumento do célcio intracelular, o que também pode
explicar a maior vasoconstricdo e maior leséo celular
no grupo de ratos com hipomagnesemia.

Outros mecanismos como aumento da
producédo de vasoconstritores como a endotelina e
de citocinas pré-inflamatérias também ja foram
descritas neste disturbio? e provavelmente seréo por
nés explorados neste modelo com técnicas de imuno-
histoquimica.

O magnésio esta envolvido no balanco ibnico
intracelular, tendo fungéo importante sobre a atividade
da Na-K-ATPase’. Na deficiéncia de magnésio ocorre
uma reducdo dos niveis de ATP intracelular, menor
funcdo da Na-K-ATPase com aumento da
concentracao de sodio intracelular que pode levar a
morte da célula. Este é um fator que poderia agravar
0 grau de necrose na lesdo renal apés isquemia e
reperfusdo do rim, como podemos constatar nos
Nnossos experimentos através de maiores fragcfes de
excrecdo de agua, sédio e potassio observadas no
grupo de animais com hipomagnesemia.

Outro achado interessante neste trabalho foi o
menor nivel de célcio plasmatico total nos animais
com hipomagnesemia. A hipocalcemia é comumente
encontrada em associacdo com a hipomagnesemia.
Embora a hipomagnesemia leve estimule a secrecao
de paratormdnio, a hipomagnesemia severa suprime
sua secrec¢ao assim como a hipermagnesemia, além
do que o mecanismo de acgao celular do paratormdnio
necessita de concentragfes celulares normais de
magnésio pois este cation é necessario para a
atividade da adenil-ciclase que € um transmissor do
efeito intracelular do PTH?.

A hipocalcemia é muito frequente em
pacientes graves, principalmente naqueles com
sindrome séptica. Existe uma correlacdo deste
distirbio com a severidade da doenca, podendo
colaborar com a alta letalidade da insuficiéncia renal
aguda em pacientes desnutridos com
hipomagnesemia®.

Estes resultados mostram claramente que a
hipomagnesemia é um fator agravante da insuficiéncia
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renal aguda pds-isquémica e nos motivam a estudar
um novo grupo de animais submetidos ao mesmo
protocolo de isquemia e reperfusdo porém
suplementados com cloreto de magnésio a 1% na
agua de beber que ja utilizamos no Laboratério®.

Considerando que a ingestdo média de agua
neste grupo foi de 30 ml por dia, a quantidade ingerida
de magnésio pelo rato (35 mg por dia) foi bem maior
do gue a existente em uma dieta normal em magnésio
que contem 0,22 g de magnésio por quilo de dieta.
Cada rato ingere em média 20 gramas de dieta por
dia, portanto cerca de 4 mg/dia.

Nossos resultados mostram claramente que
0s animais suplementados com magnésio
apresentaram uma filtracdo glomerular
significativamente maior que o grupo submetido &
isquemia renal mantido em dieta normal.

A suplementacdo de magnésio tem sido
mostrada como benéfica em modelos de insuficiéncia
renal aguda nefrotdxica associados a vasoconstricdo
como a ciclosporina®, e mais recentemente com o
indinavir em nosso laborat6rio®.

O fluxo sangiiineo renal ndo foi diferente
guando comparados 0s animais suplementados ou
ndao com magnésio e submetidos a isquemia. Este
fato nos leva a crer que a suplementacéo de magnésio

esteja agindo via aumento do coeficiente de
permeabilidade glomerular (Kf). O magnésio pelo seu
efeito bloqueador do canal de calcio diminui a
concentracao de calcio intracelular com conseqiiente
relaxamento das células musculares lisas. O
magnésio inibe a contragdo produzida pela
ciclosporina e angiotensina Il nas células mesangiais
em cultura®.

Este efeito protetor da suplementacdo de
magnésio sobre a insuficiéncia renal aguda isquémica
sera melhor estudado pelo nosso grupo com analise
histologica de todos os grupos descritos e estudos
de imunohistoquimica com a expressao de moléculas
de adesdo, PCNA e envolvimento de células como
macroéfagos e linfécitos.

CONCLUSAO

A hipomagnesemia potencializa a insuficiéncia
renal pds-isquémica por levar a uma queda mais
acentuada do clearance de inulina, fluxo sanguineo
renal, bem como aumento da resisténcia vascular
renal. J& a suplementacdo de magnésio protege
parcialmente os animais da insuficiéncia renal aguda
pos isquémica.
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ABSTRACT: Hypothesis:The aim of this study is to verify the effect of hypomagnesemia and magnesium
supplementation on postischemic renal failure. Methods: Five groups of male Wistar rats were studied: control; post-
hypomagnesemic; post-ischemic; postischemic + hypomagnesemia and post-ischemic + magnesium
supplementation. Clearance and hemodynamic measurements were performed.Results: In postischemic rats,
hypomagnesemia induces a marked decrease in GFR, RBF and increases the RVR. In rats with Magnesium
supplementation increased GFR and decreased FeH,O were observed when compared with rats on a normal
diet.Conclusion: Hypomagnesemia potentiates postischemic renal failure and magnesium supplementation protects
against renal ischemia.

KEYWORDS: Wistar, Rats; Kidney failure, acute/physiopathology; Magnesium deficiency/complication; Dietary
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