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RESUMO

Quando um rim esta ausente congenitamente ou foi removido cirurgicamente
durante a infancia, o rim remanescente usualmente cresce e se torna maior que o
normal. Este mecanismo de hipertrofia renal compensatdria cursa com alteracées
na histologia e funcdo renal. Partindo desse principio, realizou-se este estudo com
0 objetivo de analisar grupos de ratos recém-nascidos submetidos a nefrectomia
esquerda, correlacionando as repercussdes morfolégicas e funcionais
glomerulares nestes animais apés 450 dias de vida, ocasionadas pela hipertrofia
e pelo hiperfluxo capilar glomerular que podem ser causas de glomeruloesclerose,
com consequente insuficiéncia renal. Os animais utilizados, ratos albinos Wistar,
foram divididos em dois grupos, um controle (B), com vinte e cinco animais e,
outro experimental (A), com vinte e quatro animais. Todos foram submetidos a
nefrectomia unilateral esquerda (NUE), com 15 dias de vida e ao final do periodo
de 435 dias foi realizada a nefrectomia direita, isto € a remocéo das unidades
renais remanescentes. Foram coletadas amostra de sangue imediatamente antes
da nefrectomia direita, por meio de uma puncéo no ventriculo direito para analise
da uréia e creatinina sérica para correlaciona-las a funcdo renal. O rim
remanescente foi submetido a analise do peso e estatura, e analise microscopica
para avaliagdo da hipertrofia glomerular e presengca ou ndo de esclerose
glomerular. Os dois grupos foram submetidos a observacdo temporal e anélise
estatistica por meio do estudo de amostras independentes, t de Student e o teste
exato de Fisher para a comparacao entre os grupos. A avaliacdo da funcéo renal
residual, por meio da dosagem da uréia sérica (mg/dl) evidenciou alteracdo, o
mesmo nao ocorreu com a avaliacdo quanto a creatinina sérica (mg/dl). A analise
morfolégica do rim remanescente revelou alteracdo histoldgica sugestiva de dano
renal nos grupos de estudo, principalmente aquelas relacionadas ao diametro
(um), area (um?) e volume (um3). Pode-se concluir que apos nefrectomia unilateral
precoce com observacdo das unidades renais remanescentes por um periodo
prolongado, 435 dias, a funcédo renal e principalmente a morfologia sofrem
alteraces, conforme demonstram os achados bioquimicos e histologicos neste
estudo.

Palavras-chave: Nefrectomia ; infancia ; Glomeruesclerose; Ratos Wistar ;



ABSTRACT

When one kidney is congenitally absent, or surgically removed during childhood,
the remnant organ generally grows up, becoming larger then the normal one. This
compensatory hypertrophy mainly promotes glomerular structural and functional
alterations, in the course of time. Many theories try to explain the causes that
initiate these glomerular alterations: from the classical, systemic and glomerular
tuft hypertensive regimen, to the recently salt, hormonal and special growing
factors dependence hypothesis. To better understand this phenomenon, the left
kidney of 25, two weeks old, Wistar rats was removed, the function and histology
of the remaining one were observed, and measured, at the end of 435 days of
follow-up. The result obtained from this test A group was compared to 25 sham
operated animals (group B), at the end of a similar observation period of time. At
that time, functional parameters were tested as serum urea and creatinine;
morphological variants were kidney and body weight, kidney length; qualitative
histological changes, as glomerular segmental or diffuse hyalinosis and sclerosis,
tubular and interstitial alterations, were also evaluated; and finally, quantitative
parameters as glomerular external and internal diameter, areas and volume, were
electronically computed. There was no difference in serum creatinine between
groups A and B; significant difference was observed for serum urea nitrogen,
higher in experimental group. Significant changes, similar to nephrosclerosis, had
been seen in less than 8% of the glomeruli of each rat, but in all of them,
pertaining to the same sample in the experimental group (A). Diameter, area and
volume of glomeruli were significantly greater in group A than in B. Contrariwise,
as there was a significantly greater growth in these glomerular absolute
dimensions, in group A, there was a lesser growth in proportional parameters,
such as percentile, for instance. In a general comparative surveying one can
suggest that the renal hypertrophy, of tissue and function, is not great enough to
substitute the role of both kidneys of sham operated control group.

Key words: Nephrectomy; Glomerulosclerosis; Wistar rats.






1. INTRODUCAO

Estima-se que uma a duas criancas entre cada 100 internadas nos servicos
de cirurgia infantil tenha afeccdo renal complexa, tal como: hidronefrose,
neoplasma, pielonefrite, displasia cistica unilateral, doengas obstrutivas,
traumatismo e trombose da veia renal (ADAMSON et al., 1992; MORLEY, 1992).
Nessas circunstancias, a nefrectomia unilateral é freqientemente a Unica forma de
tratamento adequado, impondo-se ja no primeiro ano de vida (VALENTIN et al.,
1993).

O rim remanescente sofre hipertrofia e modificacdo no regime de filtracao
glomerular (RFG) suficientes para suprir a falta do érgdo gémeo. Apregoa-se que
€sses mecanismos causam, amiude, esclerose glomerular focal tardia,
principalmente quando a extirpacdo do rim se d& na fase precoce da vida,
(WIKSTAD et al., 1986; MORLEY, 1992; DONCKERWOLCKE e COPPES, 2001).
Essas observacfes sugerem que 0s neonatos submetidos a nefrectomia, ou
aqueles com agenesia renal unilateral, desenvolvam glomerulosclerose, tornando-
se reféns de inexoravel insuficiéncia renal, limitante para o periodo de vida adulta
(KIPROV et al., 1982; BATHENA et al., 1985; WIKSTAD et al., 1986). A associacao
de proteindria ao aumento da funcéo glomerular, em alguns pacientes, corrobora a
sugestdo de que o excesso funcional crénico do glomérulo promove o dano renal
estrutural que, por sua vez, deteriora progressivamente a prépria funcéo, e é a
causa primeira da disfuncdo (HOSTETTER et al., 1981; BRENNER et al., 1982;
FOGO e ISHIKAWA, 1989; DONCKERWOLCKE e COPPES, 2001).

Por outro lado, estudos prospectivos bem conduzidos sugerem que nao
ocorre deterioracdo funcional no 6rgdo remanescente da nefrectomia, quer por
doenca renal unilateral quer por doacéo para transplante (ANDERSON et al., 1985;
WATNICK et al., 1988, NOVICK et al., 1991). Para explicar os danos estruturais
observados por WIKSTAD et al. (1986) e por DONCKERWOLCKE e COPPES
(2001), postulam alguns autores (ELEMA, 1976; BATHENA et al., 1985) que sejam
as atitudes complementares ao tratamento cirargico do nefroblastoma -
essencialmente quimioterapia, radioterapia, ou ambas — responsaveis por esses

inconvenientes, ainda que as contradicfes sejam flagrantes (FOTINO, 1989).



De qualquer forma, aceitando-se ou ndo o aumento funcional compensatério
como responsavel pelas alteragbes anatdbmicas subsequentes, indutoras da
deterioracéo fisiologica final do circulo vicioso, evidencia-se que pelo menos a
intensidade desse processo € nitidamente maior nos neonatos do que nos adultos
que sofrem nefrectomia unilateral (DICKER e SHIRLEY, 1973; SHIRLEY, 1976;
HAYSLETT, 1979).

Nos casos em que as duvidas da pratica médica sao intransponiveis, 0s
modelos experimentais com animais de laboratério podem contribuir para o bem-
estar da humanidade, as vezes de maneira decisiva. Assim, nesses modelos, a
ablacao renal costuma produzir esclerose glomerular grave, capaz de resultar na
faléncia do rim réliquo, provavelmente por hipertensdo e excesso de filtragdo
glomerular crénica (HOSTETTER et al., 1981; OLSON et al., 1982; BRENNER,
1985; GROND et al., 1986a; NOVICK et al., 1991). Ratos que sofrem nefrectomia
no periodo neonatal apresentam maiores indices de proteindria e esclerose
glomerular do que, no momento da mesma operacao, esta € praticada no murideo
adulto (CELSI et al.,, 1987). Como esses achados sédo similares aqueles
encontrados em humanos, torna-se aconselhavel o aprofundamento, no estudo
experimental, no intuito de se obterem parametros que possam propiciar melhor
grau de compreensao das alteracdes anatdbmicas e funcionais apos a nefrectomia

em tenra idade.

1.1. OBJETIVOS

O presente estudo experimental tem por objetivos:

1. Analisar a funcdo do rim remanescente da ablacdo renal unilateral em ratos
neonatos, através da mensuracdo da concentracdo da creatinina e da uréia
seéricas.

2. Determinar as alteracdes morfolégicas do rim que permanece ao final do

periodo de observacéo.



2. REVISAO DA LITERATURA

Por mais de um século, investigadores tém estudado as conseqiéncias da
reducdo da massa renal sobre a funcdo do 6rgdo, na esperanca de melhor se
entenderem e se desenvolverem estratégias que previnam ou diminuam a
progressao para a faléncia renal. Ao longo dos anos, varios estudos experimentais
tém procurado esclarecer o significado clinico dessas alteracées em animais e em
humanos, e os mesmos ainda permanecem incertos, mostrando a necessidade de
maiores esclarecimentos.

ARATAKI, em 1926, jA4 constatava aumento do volume glomerular na
hipertrofia renal compensatéria, estabelecida quando realizou o estudo
experimental em ratos albinos, nefrectomizando-os com 20 e 50 dias de vida e
analisando os efeitos no rim remanescente apés 30, 50 e 80 dias. Relatou ter
havido aumento maior quanto maior era o intervalo entre a operacao e o sacrificio.
Esse aumento foi devido a hipertrofia das unidades glomerulares, do comprimento
dos tubulos coletores e da hiperplasia do tecido de sustentacao.

Em 1932, CHANUTIN e FERRIS descreveram que a ablacéo renal de dois
tercos de um rim, associado a nefrectomia contralateral, em ratos, provocaria
doenca renal progressiva, cursando com proteindria e hipertensdo, em seu
trabalho intitulado Insuficiéncia Renal Experimental Apés Nefrectomia Parcial.

KOLETSKY e GOODSIT (1960) mostraram, em seu estudo sobre a histéria
natural e patogenia da hipertensdo apos ablacéo renal, lesbes glomerulares focais,
incluindo trombose capilar e acimulo de material amorfo nos glomérulos.

Relatos a respeito das alteragGes glomerulares, seguidas de reducéo da
massa renal sao controversos. DEEN et al. (1974) n&o encontraram diferenca
significativa no diametro glomerular no rato submetido a nefrectomia unilateral
apos 28 dias. Seus achados sugerem que ha um aumento adaptativo no indice de
filtracdo glomerular (GFR), resultante primariamente no aumento do fluxo
plasmatico glomerular, correspondendo aproximadamente a um aumento de trés
quartos no indice de filtragcdo glomerular dos néfrons da camada cortical.

Em 1976, PURKERSON et al. tentaram caracterizar a extensao e patogenia
das lesdes glomerulares que ocorreram apos infarto renal parcial, demonstrando

que ratos com lesdo renal de dois tercos de um rim tornaram-se hipertensos,



porém, menos de 4% de lesGes glomerulares foram observadas em ambos os rins.
E aqueles submetidos a ablacdo renal em dois tercos associado a nefrectomia
contralateral desenvolveram proteindria e hipertensdo com 37% de lesdes
glomerulares, apdés 28 dias de observacdo em ambos 0s grupos. NO mesmo
estudo, o Autor relata aumento do nimero de células mesangiais e/ou celularidade
vistos nos rins remanescentes e interpretados como sinais morfolégicos iniciais de
dano glomerular agudo.

GROND et al. (1982), analisando histologicamente o rim remanescente de
ratos submetidos a nefrectomia unilateral, observaram que a esclerose glomerular
focal estava presente em 10% dos animais ap0s um periodo de 4 meses de
observacdo. Em 1986, esses mesmos autores publicaram também um estudo
descrevendo a ocorréncia variavel de lesbes tipo glomeruloesclerose, em ratos
Wistar, ap0s nefrectomia unilateral, onde analisam as diferengas individuais na
suscetibilidade para desenvolver glomeruloesclerose focal e segmentar. Esses
ratos foram submetidos a nefrectomia aos 3 meses e a avaliagdo ocorreu apos 30
dias. Os autores concluiram que uma relativa diminuicdo no numero de néfrons, no
rim, ndo aumenta a suscetibilidade de desenvolver glomeruloesclerose focal e
segmentar. Neste mesmo ano, em outro estudo, 0os autores comparam ratos Wistar
susceptiveis a glomeruloesclerose com ratos PVG/c resistentes a desenvolver
glomeruloesclerose ap6s nefrectomia unilateral, e encontraram um aumento de
23% no volume dos glomérulos dos ratos Wistar susceptiveis, sendo que nos ratos
PVG/c ndo houve alteracdo no volume glomerular, ap6s o periodo de 1 ano de
observacdo. Relataram, ainda, que o volume glomerular pode ser usado como um
marcador de risco para o controle da funcdo renal em longo prazo pds-ablacao
renal.

FRIES et al., em 1989, em seu estudo, analisam o tamanho glomerular ap6s
ablacao renal induzida pelo uso de Adriamicina, observando que os efeitos da
droga aumentam desproporcionalmente o risco de desenvolver ou acelerar lesoes,
como glomeruloesclerose. Neste modelo, houve hipertrofia glomerular as custas
do aumento do volume do tufo glomerular, sugerindo que o processo de
glomeruloesclerose pode ser progressivo e tanto maior quanto maior e mais
agressiva for a lesdo que desencadeie o processo inicial. Nesse estudo, esses

autores descrevem os métodos de analise morfométrica quantitativa do diametro,



da &rea e do volume glomerular. Métodos estes que, em conjunto, permitem uma
andlise acurada da hipertrofia glomerular decorrente de uma agressao renal.

FOGO e ICHIKAWA (1989) relatam a presenca de esclerose glomerular em
ratos submetidos a ablacdo renal em mais de 50% da massa renal.
Concomitantemente, parece haver proliferacdo celular que contribuiria para a
progressao da esclerose glomerular.

A hipertrofia glomerular compensatoria, apos nefrectomia unilateral,que se
desenvolve as custas do aumento do volume celular e da matriz mesangial, sem
um componente hiperplasico, foi descrita por SCHWARTZ e BIDANI, em 1991, no
estudo da estrutura e fungdo mesangial no rim remanescente.

A hipertrofia renal compensatoria € descrita por NAGATA et al. (1992), como
evento inicial do dano glomerular e apresenta relacdo direta com esclerose
glomerular; e a injaria sera tanto mais frequiente quanto maior for o didametro do
glomérulo. A reducdo de massa renal associada ao aumento do didmetro dos
glomérulos remanescentes sugere hipertrofia compensatoria. Esses autores
descrevem as alteracGes glomerulares observadas nos animais nefrectomizados,
aos dez dias de vida, e observados por um periodo de 4, 12 e 24 semanas.
Concluem que, ap6s 12 semanas, ja existem alteracbes glomerulares, que sdo
lesbes precedentes aquelas encontradas no final do experimento: as lesbes de
glomeruloesclerose focal. As alteracbes encontradas foram: a adesdo do tufo
glomerular a capsula de Bowman, com ou sem lesdo de esclerose segmentar;
alteracdo da forma e diametro dos capilares glomerulares; alteracdes na estrutura
dos poddcitos, sugerindo que a dilatacao dos capilares representa o evento inicial
do desenvolvimento das outras lesdes mais severas como a adesdo do tufo e a
glomeruloesclerose focal.

Os estudos de LAX et al. (1992) analisaram o crescimento renal e as
alteracbes do volume glomerular em ratos submetidos a nefrectomia direita, e
infarto de dois ter¢os do rim esquerdo, quando na vigéncia de dieta pobre em sal,
e demonstraram que, apds 8 semanas, animais com dieta normal de sal
apresentaram 25% de lesfes glomerulares, e os que tiveram uma dieta com
restricdo de sal se apresentaram com menos lesdes glomerulares, indicando que a
hipertrofia renal e glomerular se correlacionou com o desenvolvimento da injdria
glomerular apos reducdo da massa renal, e que a restricdo de sal causa menos

danos renais, em parte pela inibicdo do crescimento renal compensatorio.



Observag0Oes relatadas por REMUZZI et al. (1995) indicam que a extensao
da esclerose glomerular em ratos e humanos é qualitativa e quantitativamente
comparavel, se igual propor¢cao de parénquima renal for removida. Esses achados
demonstraram que o rato € um modelo valido para o estudo da lesdo renal
secundaria a ablagéo.

KLIEM et al., conforme relato publicado em 1996, observam a significancia
da proliferacdo mesangial e glomerular como eventos precedentes a
glomeruloesclerose e também as alteracdes tubulointersticiais concomitantes, apos
uma semana da ablacdo renal significativa, concluindo que as alteragcdes dos
tubulos sdo semelhantes aquelas que ocorrem nos glomérulos.

Em 1998, ZEIER et al. relataram o crescimento renal e glomerular como
fatores importantes e factiveis na avaliagcdo da progressao da faléncia renal. Nesse
estudo é demonstrado que ratos do sexo feminino, (Sprague-Dawley), tém maior
susceptibilidade de desenvolver glomeruloesclerose apés uninefrectomia, e que
estimulos ao crescimento glomerular podem favorecer ao desenvolvimento da
glomeruloesclerose apés ablacédo renal.

Ao avaliar os efeitos isquémicos sobre o rim remanescente de ratos
submetidos a nefrectomia unilateral, PAGTALUNAN et al. (1999) relataram que,
apos o clampeamento da artéria renal durante 30 minutos, foi observado um
aumento significativo na creatinina sérica, tendo este aumento persistido apés 20
semanas, 0 que indica incompleta recuperacdo da funcdo renal apés o evento
agudo. Nesse estudo foram encontradas alteragfes morfologicas compativeis com
doenca tubulo-intersticial e glomerular.

ESPOSITO et al., também em 1999, demonstraram que redu¢do no niumero
de néfrons funcionantes leva a hipertrofia, a hipertensdo e a hiperfiltracdo
glomerular, com adicional perda de néfrons. Essa perda de néfrons seré tanto mais
severa quanto mais precoce se instalar a leséo inicial, (glomeruloesclerose), e que
a predisposicdo genética agravaria a reducdo da massa renal funcionante, com
diminuicdo do numero de néfrons e aumento do volume glomerular. Nao ha
observacdo do aumento do numero de células glomerulares, fazendo referéncia
ainda a impossibilidade de diferenciar os tipos celulares do glomérulo. Os autores
estudaram ratos mutantes com uma reducdo congénita de 50% do numero de
néfrons, realizando uninefrectomia, aos 10 dias de vida, com um periodo de

observacéo entre 12 a 18 semanas.



O estudo de GRIFFIN et al., em 2000, mostrou que o efeito da sobrecarga
resultante de alteracdes hemodindmicas sobre os glomérulos remanescentes leva,
inicialmente, a um fendmeno comum de adaptacéo, que se traduz por hipertensao
e aumento do volume do glomérulo. Nao ha evidéncia, porém, de que tal aumento
seja fator de risco independente a influenciar a progressao da doenca.

As evidéncias de susceptibilidade genética, na progressdo do dano renal
apos nefrectomia unilateral, foram descritas, em 2000, por SHIOZAWA et al., ao
estudarem ratos geneticamente hipertensos, com hipertensdo glomerular e
glomeruloesclerose focal com progressédo para faléncia renal. Os animais foram
submetidos a nefrectomia unilateral com cinco semanas, e a analise foi realizada
apos oito semanas. O estudo demonstrou cinco loci envolvidos na doenca renal
progressiva, sugerindo a necessidade de se correlacionarem esses dados aos
humanos, no entendimento da faléncia renal.

Com o proposito de determinar 0s mecanismos que levam ao
desenvolvimento precoce do crescimento renal compensatorio, apos nefrectomia
unilateral em ratas adultas, MULRONEY e PESCE (2000), estudaram a associacao
dos fatores de crescimento: GH e fator de crescimento insulino-dependente.
Dosando essas substancias vinte e quatro horas ap6s a nefrectomia nos animais
adultos do sexo feminino, observaram que a fase inicial do crescimento renal
compensatorio ndo é dependente de GH, mas associado com aumento significativo
do fator de crescimento insulino-dependente no rim remanescente das ratas, com o
que se indica, também, uma diferenca sexual no desenvolvimento precoce da
hiperplasia renal, pois, no rato, esse crescimento inicial parece ser mediado pelo
GH.

HAYLOR et al.,, em 2000, em seu estudo sobre a acdo do fator de
crescimento insulino-dependente |, pds uninefrectomia constataram que essa
substancia é um mediador da hiperperfusdo e hiperfiltragdo no rim remanescente
de ratos masculinos.

WOODS et al. (2001) estudaram se a hipertensdo no rato adulto, causada
pela reducdo do numero de néfrons ao nascimento, é precedente a leséo
glomerular. Os animais foram uninefrectomizados com um dia de vida e
observados por 20 semanas. Concluiram que uma remocao cirurgica de 50% dos

néfrons, ainda em desenvolvimento, causa reducdo na funcdo renal e hipertensao



dependente de sal, na vida adulta, sendo a hipertensdo antecedente as lesdes
glomerulares.

Nos estudos de KANG et al. (2001), observou-se resposta angiogénica
precoce no rim remanescente, com aumento da proliferacdo peritubular apos uma
semana, e glomerular, com aumento das células endoteliais, apdés duas semanas
de observacdo pds nefrectomia unilateral e ablacdo renal de cinco sextos do rim
contralateral. Subsequientemente, todavia, houve reducdo do numero de células
endoteliais aos valores normais, associado ao decréscimo também dos fatores de
crescimento vascular e de expresséo tubular, que pode ser correlacionado com a
perda capilar, fibrose intersticial e glomeruloesclerose.

A observacao de que a nefrectomia em cinco sextos promove hipertensao
glomerular, glomeruloesclerose, fibrose intersticial foi relatada por BOBADILLA et
al. (2001). Revelaram, também, alteracbes morfométricas com um aumento do
volume glomerular em 46%, e da area mesangial em 94%, além de uma

diminuicao da area do capilar glomerular em 24%.



3. MATERIAL E METODO

Este estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Instituto de Pesquisa em
Cirurgia “Dr Egas Penteado Isique”, da Disciplina de Técnica Cirargica e Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (UFPR), no Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR) e no Laboratério de Andlises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).
Utilizou-se a Némina Anatémica Veterinaria de 1987, e sua execucao foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UFPR (CEPA-CCBS) — anexo

1.

A manipulacdo dos animais seguiu as diretrizes de WAYNFORTH e
FLECKNELL (1992) e, também, de WOLFENSOHN e LLOYD (1995) , obedecendo
as disposicoes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,1999)

guanto a criacdo e ao uso de animais para atividade de ensino e pesquisa.

3.1 MODELO ANIMAL

Alocaram-se 50 ratos albinos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
norvegicus), com 15 dias de vida, peso médio de 16 gramas e estatura de trés
centimetros, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana.

Apdés a pesagem, todos os animais foram operados e, em seguida,
confinados em caixas proprias para manterem o convivio materno até o 21.° dia de
vida. Apos esse periodo inicial, os animais da amostra foram rearranjados em
cinco ratos por gaiola, separando-os das respectivas matrizes. Todos foram

mantidos em condi¢des padronizadas de laboratodrio: temperatura entre 20 e 24<C,
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umidade relativa entre 50 e 60%, ciclo dia/noite de 12 horas (8:00 e 20:00 h),
recebendo racdo padrdo para a espécie (Nuvilab-CR1, Nuvital-® — Colombo,
Parand, Brasil) e 4gua ad libitum, por um periodo de 435 dias (1ano, 2 meses e 10
dias). Permitiu-se o0 acesso a agua potavel somente, nas 12 horas que precederam
cada procedimento cirurgico.

Os animais recém-nascidos que morreram, durante o procedimento, foram
substituidos; aqueles que faleceram no periodo de observacdo do experimento

foram simplesmente excluidos.

3.1.1 Grupos

Distribuiram-se os 50 ratos, com 15 dias de vida, por sorteio, em dois
grupos: A e B. O Grupo A, chamado “experimento” ou “teste”, foi constituido
inicialmente por 25 animais, todos submetidos a nefrectomia esquerda. O grupo B,
chamado “controle”, contou com 25 animais submetidos a lombotomia, isolamento
do pediculo renal esquerdo, mas sem a retirada do 6rgao.

Apbs o periodo de observacgéo de 435 dias, todos sofreram eutanasia e seus
rins direitos foram retirados para estudo macro e microscépico. Um animal do

Grupo A morreu, durante o seguimento, e nao foi substituido (tabela 1).

TABELA 1 - DISTRIBUICAO ALEATORIA DOS ANIMAIS EM GR UPOS.

GRUPOS NUMERO DE ANIMAIS
A — experimento 24
B — controle 25

3.2 EQUIPAMENTO E INSTRUMENTAL

Realizaram-se o0s procedimentos cirargicos em ambiente de laboratorio
destinado a manipulacdo de animais de experimentacao, utilizando-se do seguinte
material:

a- instrumentos para pequena cirurgia;
b- fios de algodéao 3-0 Ethicon®;



11

C- degermante pvpi(polivinil pirrolidona);

d- seringa de 10 e de 20 ml Injex®;

e- agulhas 1,6 x 4,0 cm BD®;

f - agulhas 0,7 x 2,5 cm BD®

g- solucéo de formol a 10%, tamponada;

h-  balanca Ohaus®;

i - régua graduada;

j - tubos de coleta de sangue;

I - vasilhame com formol a 10% para coleta de 6rgaos;
m-  fio de nylon 5-0 Ethicon®;

3.3 DETERMINACAO DO PESO DOS ANIMAIS

Todos os ratos foram pesados com balanca eletrénica de alta precisédo
(Ohaus® Precision Standard-modelo TS-2KS,Bradford,UK) antes do decesso.

3.4 DESENHO DO EXPERIMENTO

Todos os procedimentos, nos animais da amostra, foram realizados sob

anestesia geral.

3.4.1 Ato anestésico

Colocaram-se 0s animais em recipiente de vidro, cujo ambiente estava
saturado por éter etilico, evaporado de chumaco de algod&o. Desse modo, atingiu-
se 0 plano anestésico em poucos minutos. Manteve-se 0 nivel da anestesia com
éter, administrado através de campéanula-mascara e respiracdo espontanea,
conforme a idealizacdo de GOLDEMBERG et al. (1997), demonstrado na figura 3.
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3.4.2 Descrigéo do primeiro procedimento operatorio

Em todos os animais, anestesiados da maneira acima descrita, realizou-se a
tricotomia do flanco ao hipocdndrio esquerdo, imobilizando-os, em seguida, em
decubito lateral direito, cuja anti-sepsia da regido de interesse foi com solucéo
tépica de polivinil-pirrolidona (PVPI), finalmente delimitada por campos cirlrgicos
estéreis.

A incisdo foi subcostal esquerda, da pele ao peritbnio, em todos os ratos,
seguida da exposicao do pediculo renal, identificacdo da artéria e da veia renais,
assim como do ureter correspondente (figura 2). No grupo A, completou-se a
nefrectomia unilateral esquerda (NUE), enquanto, no grupo B, a operacdo foi
simulada, preservando-se o rim ao final. A parede abdominal dos ratos de ambos
os grupos foi fechada em plano Gnico com fio Mononylon® 5-0.

Os rins extirpados foram mergulhados e mantidos em solucdo tamponada

de formaldeido a 10%.

Figura 1 - Exposi¢éo do pediculo renal esquerdo, identificagdo da artéria, veia e ureter.
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Figura 2 - Rim esquerdo extirpado.

3.4.3 Cuidados e observacéo pds-operatérios

Apos esses procedimentos — nefrectomia esquerda (grupo A) ou simulacdo
(grupo B) — todos os animais voltaram ao convivio materno até completarem 21
dias de vida, como acima mencionado, observadas as condi¢des proprias para o
bem-estar dos animais. Verificaram-se, diariamente, os parametros clinicos de
nutricdo e de salde, medidos e comparados, semanalmente, com curvas
ponderais-padrdo e indices de saude préprios da espécie, quando sadia.

Houve uma Unica morte ao longo do periodo de observacao de 435 dias: o
animal pertencia ao grupo teste (A) e, por conseguinte, ndo foi substituido.

3.4.4 Descrigdo do segundo procedimento operatorio e ortotanasia

A anestesia foi semelhante a do procedimento anterior, mas o preparo
regional com tricotomia e anti-sepsia interessou toda a face anterior do abdome e
do torax. Para tanto, cada animal foi imobilizado em decubito dorsal, facilitando a
delimitacdo do campo com lencgdis esterilizados.
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Figura 3 — Técnica da anestesia por inalacdo e imobilizacdo do rato no segundo

procedimento operatdrio.

A ampla laparotomia foi realizada através de incisdo longitudinal
xifopubiana. Identificaram-se o rim direito e 0 seu pediculo, reparando-se 0s vasos
e o ureter com fio de algodéao 3-0.

Puncdo da cava inferior para a colheita do sangue necessario as
determinacdes das concentracdes de creatinina e uréia. A agulha foi posicionada
de tal modo que a sua extremidade se situava aproximadamente na auricula
direita. Uma vez colhido o sangue, a seringa foi desconectada da agulha que,
mantida na posi¢éo, facilitou a saida do conteudo fluido a fim de tornar o murideo
exangue.

Esse intuito foi completado através de rapida remocao da parte anterior do
gradil toracico, introducdo de agulha no ventriculo esquerdo e perfusdo de
formalina a 4%, tamponada. O seu volume total € aproximadamente trés vezes o
volume sangiiineo presumido, assumido como correspondente a 21% do peso
corporeo do rato, expresso em volume de agua; a velocidade de infusdo nédo
ultrapassou 1/3 do volume calculado, a cada minuto. O volume total da solucao
infundida foi, geralmente, suficiente para tornar todos os érgéos palidos ou lividos,
concomitante ao aparecimento de tremores e fasciculagdes nos membros e cauda.
Para facilitar a perfusdo, e evitar um regime de hipertensdo, acrescentou-se a
auriculotomia direita sistematica ao procedimento.

Finalmente, o pediculo direito era ligado e o rim retirado, pesado e

mergulhado em formalina a 10%, tamponada, por 24 horas. Depois desse intervalo
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e fixacdo, a posicdo das pecas era orientada e, cada uma delas, colocada em
blocos de parafina para posterior procedimento.

3.5 ANALISE FUNCIONAL

Apés a colheita do sangue, separou-se O SOr0 COmMO preparo para as
determinacdes das concentracdes séricas da uréia e da creatinina.

Na dosagem da creatinina, empregou-se 0 método colorimétrico e cinético
de JAFFE, com o auxilio do auto-analisador ADVIA (BAYER® - Alemanha). Os
seus valores de referéncia para a espécie foram definidos entre as concentracdes
de 0,10 a 1,30mg/dl (LOEB, 1997). Para a dosagem da uréia sérica, utilizou-se o
método enzimatico da uréase UV, através do mesmo auto-analisador, cujos
valores de referéncia do nitrogénio da uréia sdo: 20+11,8 mg/dl, para os fémeos
com mais de 18 meses, e 29+12,6 mg/dl, para os machos (WOLFORD et al.,1986).

3.6 ANALISE MORFOLOGICA

A andlise foi comparativa entre o rim direito remanescente, no grupo A, e 0
rim do mesmo lado, no grupo B, todos removidos no segundo procedimento
cirargico.

Nesse sentido, observaram-se eventuais alteracbes da aparéncia
macroscopica, mediram-se 0 peso e a estatura de cada rim destinado as
comparacdes propostas. Optou-se pela microscopia Optica para a avaliacdo
qualitativa dos glomérulos e para a morfometria eletrbnica correspondente. Os

tubulos renais foram estudados apenas qualitativamente.

3.6.1 Avaliagdo macroscopica

Utilizaram-se os critérios descritos por INDOLFI et. al. (2001),

essencialmente, o peso absoluto, o peso relativo a 100 g do peso corporeo e a

estatura do rim direito (figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Avaliagéo do peso do rim direito.

Figura 5 — Avaliacdo do comprimento do rim direito.

3.6.2 Avaliacado microscopica

A preparagdo do material para a histologia seguiu as técnicas habituais
(PROPHET et al.,1994). Depois do periodo de fixacdo de 24 horas, os tecidos das
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amostras foram processados: por desidratacdes sucessivas, com alcool etilico com
concentracdes crescentes de 70 a 100%; tornados diafanos em xilol; impregnados
por parafina, a 58<C, para a constituicdo do bloco. Na sequéncia, esse bloco foi
cortado com intervalos de 3um de espessura, cujo produto foi colocado em laminas
de vidro, corado por hematoxilina-eosina (H&E) e pela técnica do PAS (&cido
periddico de Schiff), com digestdo enzimatica.

A analise histoldégica foi realizada por um uUnico observador, diferente da

autora, sem conhecimento prévio dos grupos.

3.6.2.1 Exame microscopico

Os parametros histologicos e morfométricos foram obtidos por microscopia
6ptica, com auxilio do microscépio Olympus® Bx50 (Olympus, Téquio, Japao).

Todos os glomérulos, de cada corte, foram analisados qualitativamente,
perfazendo mais de 100 por lamina. Observaram-se os dez glomérulos de cada
lamina para cada rato. As medidas foram restringidas aos glomérulos que
demonstraram, num Unico corte, ambos os pélos, o0 vascular e o urinario. Essa
disposicéo indica a secc¢do coincidente com a regido equatorial do glomérulo.
Esses glomérulos, assim selecionados ao acaso, foram utilizados para as
mensuracgoes.

Efetuou-se a morfometria por meio de camera de Video Sony® (Sony Inc.,
Japao), acoplada ao microscépio Olympus® Bx50. A leitura eletrdnica foi realizada
através de aplicativo, chamado Morfometria de Linhas, calibrado em micrémetros,
associado ao do programa Optimas® 6.2 para Windows"®.

Através desse equipamento, estabeleceram-se 0s seguintes parametros da
histologia para o estudo: diametro, area e volume glomerular; presenca ou ndo de
esclerose glomerular.

Para obter o diametro do tufo capilar glomerular, mediu-se a porcao
equatorial do glomérulo, fazendo, com o cursor do mouse, um tracado entre 0s
limites do tufo, na regido equatorial (DANILEWICZ et al., 1998), chamando-se

doravante de diametro interno (figura 6).
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Figura 6 — Diametro interno, entre os limites do tufo glomerular (H&E). A imagem da tela

do computador demonstra as ferramentas do programa Optimas® utilizado na morfometria.

Utilizou-se 0 mesmo procedimento para a mensuracdo do diametro da

capsula de Bowman, intitulado de diametro externo (figura 7).
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Figura 7 — Diametro externo (capsula de Bowman) H&E. A imagem demonstra as

ferramentas do programa Optimas® utilizado para a morfometria.

Calculou-se a area do tufo glomerular por meio da captura da imagem de

cada glomérulo, posicionamento do cursor na area central, estabelecendo-se, a
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partir dai, uma linha circular externa, coincidente com os limites do tufo glomerular
(AKAOKA et al.,, 1994), conforme demonstra a figura 8. Conferiu-se o dado

eletrénico pela equacao T r?, em que r = didametro do glomérulo/2 ou raio.
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Figura 8 — Medida da area interna ou do tufo glomerular (H&E). Demonstracao das

ferramentas do programa Optimas® destinado a morfometria.

A mensuracao da area externa, nominalmente do glomérulo, foi realizada da

maneira anterior, como demonstra a figura 9.
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Figura 9 — Area glomerular externa (H&E). Demonstracdo das ferramentas do programa

Optimas® utilizados na morfometria.
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Calculou-se o volume glomerular de acordo com os critérios preconizados
por Van DAMME e KOUDSTAAL (1976). Para essa estimativa, langou-se méo da
equacdo 4/31 r*, destinada ao célculo do volume da esfera, na qual “r’ representa
o raio (PAGTALUNAN et al., 2000).

Para estimar a quantidade de glomérulos com alterac&o parcial ou completa,
foi necessario definir a esclerose glomerular como: existéncia de alteracao
segmentar ou total de um glomérulo, causada por deposicdo mesangial de material
hialino, aumento da matriz dessa estrutura, colapso de capilares glomerulares e
adesdo do tufo a capsula de Bowman (GROND et al., 1986b; LAFERTY,
BRENNER, 1990), conforme se visualiza nas figuras 10 e 11.

Figura 10 — Exemplo de esclerose glomerular (PAS-400x).
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Figura 11 — Glomérulo com esclerose parcial (PAS-200X).

Observou-se, ainda: alteracdes tubulares adjacentes aos glomérulos
comprometidos, infiltragdo inflamatdria intersticial de monomorfonucleares, sem a

computacgdo quantitativa (figura 12).

Figura 12 — Demonstragao de infiltrado inflamat6rio de monomorfonucleares no tecido
intersticial peritubular, proximo a glomérulo com alteracao segmentar e, outro, com

comprometimento total (H&E — 200x).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise descritiva dos dados, recorreu-se a tabelas e graficos. Para a
comprovacédo dos objetivos, propostos neste trabalho, testou-se a hipotese nula, de
médias iguais, versus a hipotese alternativa, de médias diferentes. Para tanto,
considerou-se o teste t de Student para as amostras independentes, levando em
conta a homogeneidade ou ndo das variancias. Para a comparacdo dos grupos,
em relagéo a presenca de esclerose glomerular, foi usado o teste exato de Fisher
(SIEGEL, 1975). Valores de p<0,05 (5%) indicaram significancia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 VARIAVEIS RELACIONADAS AO RATO

No grupo estudo A, composto por 25 ratos, perdeu-se um, sendo 0s
restantes representados por 12 machos (50%) e 12 fémeos (50%). No grupo
controle B, com um contingente de 25 ratos, formado por 13 machos (52%) e 12
fémeos (48%), conforme demonstra a tabela 2.

TABELA 2 — DISTRIBUICAO DOS RATOS POR SEXO.

SEXO GRUPO A GRUPO B
n=24 n=25

MACHOS 12 (50%) 13 (52%)

FEMEOS 12 (50%) 12 (48%)

No final do periodo de seguimento, o peso médio dos ratos do grupo teste
(A) foi 308,25 *+ 60,48 g, variando de 218 a 400 g. No grupo controle (B), o peso
médio foi de 306,4 + 57,33 g, e 0s extremos foram de 205 a 388 g (tabela 3).

TABELA 3 — REPRESENTACAO DO PESO E DA ESTATURA NOS GRUPOS
UNIRRENAIS E CONTROLES.
VARIAVEL | GRUPO n | MEDIA (D.P) | MINIMO | MAXIMO | VALOR p

Estudo (A) 24 308,25+60,48 218,00 400,00
Peso 0,9148
Controle (B) 25 306,44+57,33 205,00 388,00

Estatura Estudo (A) 24  22,65+1,85 19,00 26,50
do 0,9779
corpo Controle (B) 25  22,66+1,71 19,50 26,00

D.P. = desvio padrao.
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A estatura média dos ratos do grupo de estudo, isto é, da cabeca ao fim do
corpo, também esta representada na tabela 3. Nenhum dos dados da tabela acima
é suficiente para afastar a hipétese da igualdade entre grupos.

4.2 ANALISE FUNCIONAL

As concentracdes séricas da creatinina, nos grupos de estudo (A) e controle
(B), apresentaram meédias, respectivamente, de 0,73 e 0,61mg/dl, representados
no apéndice 1 e no gréfico 1. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos,
mantendo-se, por consequéncia, a hipétese da nulidade (p=0,1923).

GRAFICO 1 — COMPARACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DA CREATININA
ENTRE OS GRUPOS A e B.
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Os valores médios encontrados nas mensurac¢des da uréia sérica foram:
83,79 mg/dl, no grupo experimental A, cujos extremos variaram de 44 a 194 mg/dl;
no grupo controle B, a média foi de 50,40 mg/dl e os extremos 36 e 77 mg/dl.

Esses dados estéo representados no gréfico 2.
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GRAFICO 2 - COMPARACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DA UREIA ENTRE OS
GRUPOS A e B.
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No estudo comparativo entre os niveis da uréia sérica, nos dois grupos, houve
significancia estatistica nas diferencas (p<0,001), sendo 0s niveis mais elevados

encontrados no grupo estudo A.

4.3 VARIAVEIS DO RIM DIREITO, REMANESCENTE E CONTROLE

No grupo A, o peso renal variou de 2,0 g até 4,16 g, sendo a média e a
disperséo 3,21+0,28g. Para o grupo controle (B), o valor médio do peso renal foi de
2,16+0,35g, cujos limites inferior e superior foram 1,37 e 2,86g (apéndice 2 e
gréafico 3). Nesta comparacéao, a diferenca foi significativa, maior em favor do grupo

experimental (p<0,001).



26

GRAFICO 3 — COMPARACAO DO PESO DO RIM DIREITO ENTRE GRUPOS.
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A comparacdo das medidas da estatura renal (comprimento longitudinal)
mostrou comportamento semelhante ao do seu peso, predominando
significativamente a maior dimensdo no grupo experimental A (p<0,001). Esse

comportamento esta demonstrado no grafico 4.

GRAFICO 4 — COMPARACAO DA ESTATURA RENAL ENTRE OS GRUPOS.
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4.3.1 Analise histologica

As variacdes da anatomia microscopica traduziram-se, essencialmente, por
dimensdes variadas e correspondentes (histomorfometria).

As médias e a dispersao correspondente nos didmetros externos dos
glomérulos foram: 141,40+£13,69 pm (extremos: de 121,53 a 183,38 um), no grupo
A; no grupo B, o valor médio foi de 113,86+8,85 um (extremos: de 95,67 a 130,60
um). A diferenca foi significativa entre os dois grupos (p<0,001), implicando a
rejeicdo da hipétese de igualdade (apéndice 3 e grafico 5).

O grupo experimental A teve 120,25+9,36um, como média e dispersdo do
didametro interno dos glomérulos, ao passo que o grupo controle B apresentou
94,1849,53um. A diferenca entre os dois grupos foi significativa (p<0,001),

rejeitando-se, desse modo, a hip6tese da igualdade (apéndice 4 e grafico 5).

GRAFICO 5 - REPRESENTAGCAO DOS DIAMETROS EXTERNOS E INTERNOS DOS
GLOMERULOS, NOS GRUPOS A e B.
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A area externa dos glomérulos foi de 18798,77+4219,30 pm? no grupo
estudo A, e de 11118,05+1617,68 ym?, no grupo controle B. A flutuacdo foi de
13339,32 e 8836,75 pmz, entre as menores areas, até 31519,98 e 14485,59 umz,

entre as maiores, respectivamente nos grupos A e B. A diferenca entre os grupos é
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nitidamente significativa (p<0,001), como estdo representados no grafico 6 e nos
apéndices 3 e 4.

GRAFICO 6 — REPRESENTACAO DAS AREAS EXTERNA E INTERNA DOS
GLOMERULOS DOS GRUPOS A e B.
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E significativa, também, a diferenca entre as areas internas dos dois grupos
(p<0,001). As respectivas médias foram 13667,66+2039,81 e 8421,35+2197,19
um? para os grupos A e B, sendo que os dados estdo igualmente representados
nos apéndices 3 e 4, assim como na figura 6.

O volume glomerular externo, correspondente ao volume da capsula de
Bowman e, conseqiientemente, do proprio glomérulo, foi de 2112628+427737 um3,
no grupo teste A, e de 1365414+208810 ums3, no grupo controle B. Os extremos
foram respectivamente 1,1526x10° e 2,1464x10° pm3, no grupo A, e 0,9585x10° e
1,7861x10° ums3, no grupo B. A diferenca entre os grupos foi notavel (p<0,001),
afastando, destarte, a hipotese Ho.

O estudo comparativo entre os grupos, no parametro volume glomerular
interno, demonstrou valor médio maior para o grupo A do que para o grupo B,
respectivamente 1523001+241959 pm3 e 938016+172319 pms3. Os valores
minimos e maximos correspondentes foram: 1152579 e 2146359 um3, no grupo A,
e, no grupo controle, o menor 409978 e maior 1188806 ums3. A diferenca foli,
também, estatisticamente significativa, com p<0,001. Esses dados estao

representados nos apéndices 3 e 4, e no grafico 7.
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GRAFICO 7 - REPRESENTACAO DOS VOLUMES EXTERNO E INTERNO DOS
GLOMERULOS DOS GRUPOS A e B.
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Realizou-se a avaliagdo da variavel obtida com a diferenca entre o diametro
externo e o diametro interno do glomérulo, resultando numa média de 21,15+4,33
um e extremos de 11,86 e 40,21 um, no grupo A. No grupo controle B, a variacao
foi de 11,56 um até 34,29 um, e média de 19,68+1,68 um. Nao houve diferenca

significativa na comparacao entre os grupos (apéndice 5 e grafico 8).

GRAFICO 8 — REPRESENTACAO DA DIFERENCA ENTRE OS DIAMETROS EXTERNO
E INTERNO DOS GLOMERULOS DOS GRUPOS A e B.
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A diferenca entre a area externa e a area interna variou de 2152,97 a
10313,28 pm?, no grupo teste A, cujo valor médio e disperséo correspondente
foram: 4422,20+1641,87 um®. No grupo controle B, a média foi 3205,49+720,10
um?, sendo a variacdo entre 1907,48 e 5046,26 um®. Na comparacdo entre 0s
grupos, o predominio do grupo estudo A sobre o grupo controle B foi nitido,
entretanto, houve significancia estatistica, apesar da grande dispersdo nas
medidas calculadas. Esses dados estdo representados no apéndice 5 e no grafico
9.

GRAFICO 9 — DIFERENCA ENTRE AS AREAS EXTERNA E INTERNA DOS
GLOMERULOS, NOS GRUPOS A e B.
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Para a diferenca entre o volume externo e o interno, no grupo A, as medias
foram 0,590+0,219 x 10° pm3, sendo os limites inferior e superior 287063 pm3 e
1375104 ums3, respectivamente. No grupo B, a variacao foi de 254330 pum3 a
672835 pm3, sendo a média de 0,427+0,096 x 10° um3. Novamente, a diferenca
entre os volumes, externo e interno, foi maior no grupo de estudo A, sendo

significativa (apéndice 5 e gréfico 10).
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GRAFICO 10 — DIFERENCA ENTRE O VOLUME EXTERNO E O INTERNO DOS
GLOMERULOS, NOS GRUPOS A e B.
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A variavel esclerose glomerular foi pesquisada nos dois grupos, atraves da
coloracdo por PAS, observando-se o predominio dessas lesbes no grupo
experimental A. Nesse grupo, observou-se de 1 a 31 glomérulos alterados, em
cada rato, ao passo que, no grupo controle B, surpreendeu-se um uUnico glomérulo
alterado, entre toda a amostra (apéndice 6). A simples ocorréncia de alteragdes, no

sentido afirmativo ou negativo, esta representada na tabela 4.

TABELA 4 — DISTRIBUICAO DE RATOS COM E SEM ESCLEROSE GLOMERULAR.

Esclerose glomerular Estudo Controle
Sim 24(100%) 1(4%)
Nao 0(0%) 24(96%)
Total 24 25

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo por sexo consta da tabela 2; o peso (em gramas) e a estatura
(em centimetros) corporais estao na tabela 3.

Do apéndice 1, constam: concentracbes da uréia (mg/dl) e da creatinina
(mg/dl) no soro, expressas por média e desvio padrdo; extremos, minimo e

méaximo, e decisdo estatistica baseada no nivel de significancia.
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O apéndice 2 representa as variaveis do rim direito (remanescente): peso (g)
e estatura ou comprimento longitudinal (cm), com as mesmas formas de
representacgéo anterior.

No apéndice 3, encontram-se os dados obtidos da morfometria da capsula
de Bowman: diametro (um), area (um2) e volume (um3) externos, observando-se os
mesmos itens anteriores de representacgao.

O apéndice 4 detalha todos os elementos do apéndice anterior, em relacao
aos limites do tufo glomerular, ou parametros internos: diametro, area e volume
internos.

O apéndice 5 demonstra os resultados das variaveis internas subtraidas das
externas.

Finalmente, no apéndice 6, encontra-se a discriminacdo do nuamero de

glomérulos afetados, por rato estudado, pertencente a cada grupo.
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5. DISCUSSAO

Os ratos do presente estudo sofreram a ablacdo do rim esquerdo, tendo sido
conservado o maior. Sabe-se que, entre os 6rgaos duplos, sempre ha pequenas
diferencas. O rato tem o rim direito ligeiramente maior do que o esquerdo,
enquanto o homem e o coelho, por exemplo, apresentam a situacao inversa
(ROBINSON, 1988). A variacdo dessas dimensdes contralaterais, porém, é tao
insignificante que pode ser desprezada, considerando-se os 6rgdos gémeos como
macroscopicamente idénticos (ARATAKI, 1926). Pode-se, assim, considerar
indiferente o lado escolhido para a ablacéo.

Apbs 450 dias de vida e 435 dias da nefrectomia unilateral, todos os ratos
apresentaram o rim remanescente significativamente maior do que o ipsilateral do
grupo controle. Esse comportamento coincide com 0 encontrado por outros
autores, em murideos submetidos as mesmas condi¢cdes (ARATAKI, 1926; DEEN
et al., 1974; GROND et al., 1986a; GROND et al., 1986b; FRIES et al., 1989), ou
em jovens que sofreram nefrectomia unilateral antes de um ano de idade (APERIA
et al.,, 1977; APERIA et al.,, 1978; BRENNER, 1985; WIKSTAD et al., 1986;
LAFERTY e BRENNER, 1990; ENGLUND et al., 1997; INDOLFI et al., 2001).

Da mesma forma, as alteracbes glomerulares focais e segmentares
encontradas no grupo experimental sdo compativeis com o que GROND et al.
(1986a) chamam de hialinose e esclerose glomerular focal e segmentar (HEGFS).
O comportamento glomerular no grupo controle € o esperado, de acordo com o
gue reza o conceito de normalidade do animal escolhido.

Esse conjunto de observacfes corrobora os parametros necessarios para a
aceitacdo das cepas Wistar ou Rattus norvegicus norvegicus como adequadas ao
modelo para o desenvolvimento dessa alteracdo glomerular focal e segmentar
(GROND et al., 1986a). Variantes dessas linhagens, como o0s subgrupos Munich
Wistar, Munich Wistar Fromter (MWF), Wistar-Kyoto (WKY), LEW/Ztm
(HACKBARTH et al., 1983; SCHWARTZ e BIDANI, 1991), também se prestam ao
mesmo modelo, pois desenvolvem respostas qualitativa e quantitativamente
parecidas, embora variem em alguns detalhes que devem ser considerados nas
comparacdes. Outras variantes, contudo, podem até ser refratarias a quaisquer

respostas, como ocorre com a cepa PVG/c (GROND et al., 1986a).



O presente estudo se torna singular por dois aspectos: pela ablagéo renal
unilateral aos 15 dias de vida e pelo longo periodo de observacéo.

De um modo geral, a nefrectomia unilateral experimental € praticada em
ratos com aproximadamente dois a trés meses de vida (DEEN et al., 1974,
PURKERSON et al., 1976; GROND et al., 1982; GROND et al., 1986a; GROND et
al., 1986b; FRIES et al., 1989; SCHWARTZ e BIDANI, 1991; LAX et al., 1992;
GRIFFIN et al., 2000; MULRONEY e PESCE, 2000; WOODS et al., 2001). Como o
rim remanente sofre repercussfes mais acentuadas e deterioracdo mais severa,
guando a nefrectomia unilateral se realiza antes de um ano de vida, simulam-se as
circunstancias no modelo experimental, procedendo-se a nefrectomia entre a
segunda — como no presente estudo — e a terceira semanas de vida (ARATAKI,
1926; HACKBARTH et al., 1983; NAGATA et al., 1992). Consegue-se dessa forma
aprimorar o modelo, simulando as circunstancias encontradas na pratica médica.

O periodo de observacdo do nosso modelo ultrapassa sobremaneira
agueles relatados na literatura. Pesquisadores que procedem a nefrectomia
unilateral experimental em ratos, de poucas horas até 20 dias de existéncia,
observam-nos por tempo variavel de 30 a 168 dias (ARATAKI, 1926; NAGATA et
al.,, 1992; WOODS et al., 2001). Entre os autores que realizam a nefrectomia em
ratos com mais de dois meses de vida, o periodo de observacao varia de horas a
360 dias, cujas informacdes obtidas sdo variaveis de acordo com 0s objetivos de
cada um (DEEN et al., 1974; PURKERSON et al.,, 1976; GROND et al., 1982,
GROND et al., 1986a; GROND et al., 1986b; FRIES et al., 1989; LAX et al., 1992;
KLIEM et al., 1996; ZEIER et al., 1998; PAGTALUNAN et al., 1999; GRIFFIN et al.,
2000).

5.1 ANALISE FUNCIONAL

N&o se observou diferenca nos niveis plasmaticos de creatinina entre os
grupos controle e experimental, ainda que as médias dos respectivos niveis
tenham sido 0,61+0,36 mg/dl e 0,73+0,22 mg/dl. Neste Laboratério, ao contrério,
SANTOS (2004) encontrou diferenca entre grupos controle e experimental, cujas
meédias ndo ultrapassaram 0,5 mg/dl. Com ou sem diferencas estatisticas entre

controles e grupos experimentais, a analise desses dados é dificil porque se
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encontram na faixa de normalidade, considerada de 0,1 a 1,30 mg/dl por SANTOS
(2004), de 0.37 a 0,92 por SCHWARTZ e BIDANI (1991), de 0,4 a 1,5 mg/dl por
KLIEM et al. (1996). Para se compreender a amplitude da faixa dita normal,
contudo, € necessario considerar que essas concentracdes variam com a idade do
animal. Com menos de seis meses é de 0,6+0,12 mg/dl, subindo para 0,7+0,11
mg/dl entre os seis e 18 meses, atingindo 1,0+0,67 mg/dl nas idades maiores
(WOLFORD et al., 1986). Esses dados da literatura sugerem que a diferenca na
concentracdo da creatinina sérica, entre o presente estudo e o de SANTOS (2004),
nada mais é do que a representacdo do seu comportamento nas diferentes idades,
pois o primeiro teve a leitura aos 450 dias e o0 segundo dos 148 aos 176 dias de
idade.

As médias plasmaticas sO ultrapassam os limites superiores da faixa de
normalidade quando a perda da massa renal total ultrapassa 65 a 90%. A
superposicdo dessas concentragbes, a faixa de normalidade, contudo, é
significativa, pois seus niveis médios variam de 0,86+0,21 a 1,7+0,4 mg/dl
(MITRUKA et al., 1976; SCHWARTZ e BIDANI, 1991; LAX et al., 1992; KLIEM et
al., 1996; LOEB, 1997).

Alguns autores encontram, apos ablacdes e isquemia de 92% da massa
renal, niveis crescentes de creatinina ao longo do tempo pds-operatorio
(SCHWARTZ e BIDANI, 1991; KLIEM et al., 1996). Apds seis semanas, Seus
extremos superiores dobram a média normal, chegando a quadruplicar ou
sextuplicar no final de dez semanas. Suas meédias, porém, sdo mais baixas,
respectivamente 1,18+0,43 e 3,1+1,3 mg/dl. Nota-se, outrossim, que essas medias
correspondem a um subgrupo de ratos que desenvolveu hipertensdo. Os animais
normotensos apresentam média (0,86+0,21 mg/dl) que pode ser confundida com a
dos normais da literatura, ainda que seja 80% maior do que a dos controles do
mesmo experimento (SCHWARTZ e BIDANI, 1991). Em analise do conjunto de
ratos com nefrectomia e isquemia de 5/6 do rim remanescente, PAGTALUNAN et
al. (1999) encontram média ligeiramente superior (1,03+0,2 mg/dl) no final do
mesmo periodo. Esses autores demonstram, por outro lado, um subito aumento
septuplice da creatinina, no primeiro dia do pds-operatério, que decai, rapidamente,
atingindo 1mg/dl no final de duas semanas de evolugcédo. Essa curva da creatinina
coincide com o comportamento dos indices de proliferacdo celular do rim

remanente, essencialmente nos tubulos corticais e intersticio correspondente



36

(KLIEM et al., 1996). N&o obstante, a semelhanca do nosso modelo, esses autores
praticam somente a nefrectomia unilateral, a creatinina e a proliferacdo celular
pouco se alteram (KLIEM et al., 1996; PAGTALUNAN et al., 1999). Pode-se inferir
dai que, nas destruic6es de cerca de 90% da massa renal total, a creatinina sérica
reflete somente a extensao da perda de tecido por nefrectomia e isquemia, nos
primeiros trés dias, ou, dito de outra maneira, traduz a capacidade de depuracao
do tecido renal restante da operacdo (LAX et al.,, 1992; KLIEM et al.,, 1996;
PAGTALUNAN et al., 1999). Da mesma forma, a participacdo da secrecdo dos
tubulos em proliferacdo pode desempenhar um papel indissociavel do primeiro
(ROBINSON, 1988; KLIEM et al., 1996). Existe, pois, paridade possivel entre o
nivel de creatinina e a quantidade de tecido renal que permanece em
funcionamento somente nos primeiros dias, depois da ablacdo de um dos rins e
isquemia de cerca de 40% do que resta.

Considerando-se, ainda, o mesmo modelo de destruicdo ampla do tecido
renal, depois de trés semanas, 0s niveis de creatinina que retornaram quase ao
normal tém tendéncia a se elevar novamente, chegando a triplicar a concentracao
sérica dos controles (KLIEM et al., 1996; PAGTALUNAN et al.,, 1999). Esses
autores demonstram, ainda, a ocorréncia de alteragdes nos glomérulos e intensas
e progressivas distor¢cdes tubulares, causadas ou associadas a deposicdes
intersticiais de colageno do tipo | e, posteriormente, do tipo IV. Por outro lado, para
alguns, a creatinina sérica reflete a reducdo no volume de filtracdo glomerular, mas
isso sO6 ocorre quando os tubulos correspondentes possuem segmentos
obstruidos, distorcidos, atroficos, estreitados por cicatriz ou destruidos (KLIEM et
al., 1996; PAGTALUNAN et al., 1999). Isso sugere que o comportamento dos
tubulos e do intersticio peritubular pode ser até mais importante do que o dos
glomérulos na regulagem das concentragdes séricas da creatinina no rato.

A Historia ensina que o chamado “clearance da creatinina endégena’ era
considerado semelhante ao da inulina como indicador da depuragcdo em humanos
e caes (REHBERG, 1926). Com o aprimoramento dos procedimentos
colorimétricos, contudo, verificou-se que a depuragdo da creatinina € 30% maior do
que a da inulina. Para que esses dois procedimentos se igualem € necessaria a
administracdo de grandes quantidades de creatinina exdégena. Verificou-se
posteriormente que os tubulos proximais do cdo secretam creatinina e ha diferenca

significativa entre machos e fémeos. Nos ratos, também, a depuracdo da creatinina
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excede a da inulina, nos machos, mas néo nos fémeos (ROBINSON, 1988). Para a
melhor compreenséo da importancia da secrecédo tubular da creatinina, estudaram-
se peixes aglomerulares e alguns passaros, comprovando indices de depuracéo da
creatinina até seis vezes superiores aos de outros animais (ROBINSON, 1988).

Do exposto, conclui-se que, no rato, ndo se pode correlacionar as
concentragfes séricas de creatinina com a anatomia e a fungdo glomerular, sem

ter especial cuidado com as alteracfes de transito dos fluidos pelos tubulos.

Os niveis de uréia deste estudo corresponderam aos respectivos grupos,
baixos no controle e elevados no experimental. As médias dessas concentracdes
tém comportamento semelhante ao encontrado por FRIES et al. (1989). Sabe-se
gue, em ratos, aproximadamente metade da uréia filtrada e dois tercos da agua
filtrada sdo sempre absorvidos no tdbulo proximal. Uma pequena parte da uréia
absorvida, em torno de 10%, € novamente adicionada ao filtrado através da
secrecdo na alca de Henle. Desse modo, por volta de 55% da uréia filtrada chega
aos tubos coletores. Aproximadamente 57% dessa uréia que ai chega é
reabsorvida nos dutos coletores papilares, fazendo com que somente 15 a 25% da
uréia filtrada efetivamente seja eliminada na urina (ROBINSON, 1988). Essas
funcdes sdo variaveis e se ajustam automaticamente de acordo com a producéo de
uréia pelo animal ou pelas variacdes no grau de filtracdo glomerular. Neste modelo
murideo isso provavelmente aconteceu, mas a reducdo na filtragdo glomerular no
grupo experimental fez com que o total de uréia no filtrado glomerular fosse menor
e, apesar dos mecanismos de auto-regulagem, acumulasse no sangue. Ainda

assim, a sua concentracdo média foi apenas 1,7 vezes superior a dos controles.

5.2 ANALISE MORFOLOGICA

O peso corpéreo e a estatura dos ratos foram idénticos nos dois grupos,
apos os 435 dias de observacdo. Surpreende esse comportamento ponderal, pois
a literatura sugere aumento menor no peso dos ratos submetidos a nefrectomia em
comparacao aos indenes (GROND et al., 1986a; FRIES et al., 1989; SCHWARTZ e
BIDANI, 1991). A partir do nascimento, o crescimento ponderal do rato Wistar &

nitidamente n&o-linear: aumenta rapidamente o0 seu peso, que se atenua aos trés
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meses e se estabiliza ap0s os sete meses de vida. O padrdo se mantém no grupo
experimental, porém, em proporcdes geralmente menores (GROND et al., 1986a).
Embora sem diferenca entre grupos, o peso final dos ratos do presente estudo
traduz a projecao teodrica dessa curva, cuja média final é compativel com a idade
adulta.

O peso renal, contudo, foi significativamente maior no grupo submetido a
nefrectomia (149%) do que no grupo controle, semelhante aos relatos de outros
pesquisadores (ARATAKI, 1926; DEEN et al., 1974; GROND et al., 1986a; GROND
et al., 1986b). A comparagéo entre os dois grupos, todavia, realizou-se no final de
um longo periodo de observacdo. O cotejo desses parametros com os dados da
literatura merece especial atencdo, porque as idades em que se fazem as leituras
nos diversos laboratorios sdo varidveis, assim como sdo as idades em que se
preparam os modelos. Alguns autores notaram, por exemplo, que a nefrectomia
unilateral em ratos com trés meses de idade favorece um aumento de cerca de
80% no rim remanescente, no fim de 13 meses (GROND et al., 1986b). Como nos
variados periodos de observacdo, os animais estdo em diferentes estagios na
curva de crescimento corporal, deve-se imaginar que o desenvolvimento dos rins
acompanhe o do corpo. No intervalo relatado, o aumento no peso do rim poderia
representar simplesmente o reflexo do crescimento corpOreo préprio da idade.
Transformando-se esse crescimento renal em unidades proporcionais a variagao
do peso corpéreo, surpreende-se um comportamento concorde do rim e do corpo,
mantendo-se, por conseguinte, a mesma propor¢cdo durante todo o tempo de
acompanhamento. Torna-se inconteste a necessidade do uso de dados
proporcionais para se evitarem interpretacoes falaciosas.

Assim, o0 peso do rim do rato Wistar, por exemplo, sofre um aumento
progressivo natural, mais rapido nos primeiros 60 dias (12 vezes) e mais lento nos
dois meses que se seguem (1,27 vezes). O aumento do peso corporal € de
aproximadamente 14 vezes, nos primeiros dois meses, e 1,59 vezes nos dois
meses seguintes (HACKBARTH et al., 1983; NAGATA et al., 1992). Como ambos —
rim e corpo — crescem aparentemente o mesmo tanto, pode-se inferir falsamente
que o paralelismo é absoluto. Quando, contudo, transforma-se o peso do rim em
percentual do peso do corpo, tem-se uma nocao diferente. Verifica-se, no mesmo
relato, que o peso do rim representa 1,30% do peso corporal, aos dez dias de vida,
flutua entre 1,27% e 1,21%, do 20° ao 45° dia, atingindo 0,87% nos trés a cinco
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meses que se seguem. A representacdo do peso do rim do nosso grupo controle,
considerado 0,71% do peso corporal, aos 450 dias de vida, € compativel com a
projecdo dos dados anteriores para o periodo em apreco. Com a mesma maneira
de representar, apos 435 dias da nefrectomia unilateral, o0 aumento renal médio foi
de 47%, sendo que o rim passa a representar 1,04% do peso corporal.

Este aumento proporcional do rim, no grupo experimental, parece confirmar,
de modo genérico, a doutrina do aumento compensador do volume do rim
remanescente, amplamente aceita por cirurgides, clinicos e fisiologistas (APERIA
et al.,, 1977; APERIA et al., 1978; BRENNER, 1985; GROND et al., 1986b;
WIKSTAD et al., 1986; ROBINSON, 1988; LAFERTY e BRENNER, 1990;
ENGLUND et al.,, 1997; INDOLFI et al., 2001). Curiosamente, porém, ainda que
essa constatacdo seja da literatura, o percentual do peso do rim/corpo dos
respectivos grupos experimentais é geralmente menor do que aquele observado no
grupo controle do presente estudo. Os dados experimentais bibliograficos variam,
pois, entre 0,45 e 0,69%, sem relacdo muito forte com o tempo de observacao
(ARATAKI, 1926; DEEN et al., 1974; GROND et al., 1986a; GROND et al., 1986b).
A excecéo pertence a FRIES et al. (1989), que relatam, no seu grupo experimental,
percentual que excede ligeiramente (0,77%) o do nosso grupo controle, mas muito
aguém do grupo experimental correspondente. Esses dados proporcionais da
literatura, portanto, ndo sédo suficientemente uniformes e fortes na comparacao
com o0s controles, para se aceitar a hipertrofia compensatoria como fato
incontestavel.

O interesse nesse comportamento do rim solitario se prende, em parte, a
demonstracdo de que a funcao de filtracdo glomerular total € proporcional ao
aumento do volume do rim (DEEN et al., 1974). Em modelo semelhante ao deste
Laboratorio, ao compararem rim a rim com o controle, NAGATA et al. (1992)
observam aumento funcional de 40 a 60% no rim remanente, proporcional ao
aumento do peso do rim ao longo de 168 dias de pds-operatoério. Entretanto, ao ser
comparado na mesma publicacdo, o indice de filtragdo glomerular (IFR) de rato
com rim Unico com o de rato controle, verifica-se que o aumento do tamanho e da
funcd@o do rim solitario ndo é suficiente para igualar a fungcdo do animal controle
com orgaos duplos. Quando se transforma essa funcéo em filtracdo glomerular por
grama de rim, os ratos com ablacdo unilateral do rim e os indenes se igualam
(DEEN et al., 1974; LAX et al., 1992; NAGATA et al., 1992). Esse comportamento



40

funcional equipolente, na representacéo relativa a unidade de massa renal, sugere
a expansdo numérica das unidades funcionais no rim remanescente ou a
hipertrofia de cada uma delas.

Nesse sentido, o numero de glomérulos por rim sadio é variavel na literatura,
indo de 17100 a 36080, cujas médias estao em torno de 28850, aos dois meses, e
25997, aos trés meses de idade (ARATAKI, 1926; GROND et al., 1986b; WOODS
et al.,, 2001). Nessa idade, a densidade média € de aproximadamente 32,4
glomérulos por mm? (HACKBARTH et al., 1983). Com essa densidade em mente,
esperar-se-ia que, numa mesma época da vida, rins de maior massa tivessem
maior nimero de glomérulos. Em analise por regressao linear do rim sadio, porém,
essa relacdo presumida ndo se confirma (GROND et al., 1986b). Essa falta de
relacdo entre populacdo de glomérulos e peso do rim, todavia, restringe-se a uma
Unica idade de trés meses. Quando se compara a densidade de glomérulos num
rato de 10 dias com um de 150 dias, nota-se que enquanto o peso do rim aumenta
12 vezes, a densidade glomerular decresce 10 vezes (HACKBARTH et al., 1983).
Por outro lado, o IFG também aumenta com a idade. Depois de seis meses da
realizacdo de operacdo ficticia, em rato de 10 dias, o IFG é aproximadamente 4,6
vezes maior do que no primeiro més. Aumenta para 4,9 vezes no rim que fica da
ablacao unilateral realizada na mesma idade. Comparando-se a evolucédo do IFG
por unidade de peso do 6rgdo nos dois grupos, da operacdo simulada e da
nefrectomia unilateral, verifica-se que, depois de seis meses, a funcdo dobra
igualmente em ambos (ARATAKI, 1926; NAGATA et al., 1992). Essas observagdes
sugerem que o crescimento funcional do rim normal ndo depende, grosso modo,
do numero de glomérulos. O comportamento anatomofuncional do rim solitario,
destarte, ndo esta ainda totalmente esclarecido.

Pode-se, entdo, conjeturar que, se o aumento funcional renal da idade
provavelmente ndo depende do nimero de glomérulos, deve depender de outros
fatores. Perquirindo novamente o comportamento anatémico do rim normal, em
relacdo a idade do rato, nota-se que dos 10 aos 150 dias de idade os glomérulos
aumentam o seu didametro médio em aproximadamente 2,56 vezes ou 256%. O
didmetro do tufo capilar glomerular o acompanha proporcionalmente
(HACKBARTH et al., 1983). O crescimento glomerular é absolutamente linear até
os trés meses (a = 46,4 e b = 1,61), atenuando-se depois (a = 110,8 e b = 0,33). O

crescimento glomerular dos rins remanescentes também se relaciona com a idade
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do animal, mas é mais acentuado e ndo sofre a atenuagdo da idade adulta
encontrada nos controles. A semelhanca do que ocorre nos controles, 0 nimero
total de glomérulos permanece estavel ao longo do tempo (ARATAKI, 1926;
NAGATA et al., 1992).

No estudo atual, o diametro glomerular externo médio foi significativamente
maior (24,2%) no rim remanescente do grupo experimental do que no rim ipsilateral
do grupo controle. Estes achados coincidem com o de outros autores (ARATAKI,
1926; FRIES et al.,, 1989; SCHWARTZ e BIDANI, 1991; NAGATA et al., 1992;
GRIFFIN et al., 2000; WOODS et al., ,2001; SANTOS, 2004).

O didmetro do tufo glomerular do grupo experimental também foi
significativamente maior (27,7%) do que o do grupo controle. Observacoes
semelhantes sdo também partilhadas por outros pesquisadores (FRIES et al.,
1989; SCHWARTZ e BIDANI, 1991; LAX et al., 1992; NAGATA et al., 1992; ZEIER
et al., 1998), embora alguns ndo tenham observado diferengas marcantes (DEEN
et al., 1974; PAGTALUNAN et al., 1999; SANTOS, 2004). A analise das
observacdes dos dois diametros, externo e interno, permite destacar que a razao
entre eles, no grupo experimental, é proporcionalmente menor do que a
correspondente do grupo controle. Isso sugere que o tufo glomerular, no grupo
teste A, cresceu relativamente mais, em relacdo a capsula correspondente, do que
no controle.

Para testar a importancia dessa diferenca de proporgéo, realizou-se,
inicialmente, a subtracdo do didmetro médio interno do externo de cada glomérulo,
do total de dez observados em cada rim. A meédia das diferencas foi mais
acentuada, apesar disso, no grupo experimental, e menos expressiva no grupo
controle, em flagrante contradigdo com o afirmado anteriormente, insinuando a
reducdo do espaco glomerular. Essa incoeréncia, sem embargo, pode ser
considerada sobremaneira aparente.

Para melhor compreender os seus motivos, torna-se necessario retornar as
representacfes lineares. A média dos diametros, externo e interno, do grupo
experimental A € 24,2 e 27,7% maior, respectivamente, em relacdo ao grupo
controle; a razdo entre o diametro externo e interno, de um mesmo grupo, ou A ou
B, € 1,1759 e 1,2090 ou 17,59% e 20,90%, respectivamente. Percebe-se,
imediatamente, que as representacdes proporcionais projetam a possibilidade de

espacos glomerulares proporcionalmente menores, no grupo experimental, e
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relativamente maiores no grupo controle. Essas diferencas de proporgcbes se
tornam mais marcantes ao serem representas por progressfées matematicas, a
partir das medidas lineares acima consideradas. Dessa maneira, a diferenca do
diametro glomerular de apenas 24,2% passa a ser de 54,72%, na comparacao dos
grupos através das duas dimensdes calculadas, plana e volumétrica. Isso se
repete em relacdo ao tufo glomerular, que de 27,7% passa para 62,36%,
respectivamente, em ambas as consideracdes dimensionais progressivas. Da
mesma forma, a diferenca proporcional entre diametro externo e interno de 17,59 e
20,90%, respectivamente nos grupos experimental e controle, torna-se 38,72 e
45,56% nas representacoes progressivas. As variagdes, nas proporcdes, contudo,
nao afetam a significancia estatistica das dimensdes lineares pregressas, ou
destas.

A diferenca volumétrica entre a medida externa e interna do glomérulo
permite que se avalie o volume médio do filtrado existente entre a capsula e o tufo:
aproximadamente 589627 um? nos glomérulos do grupo experimental e 427398
um?® nos do grupo controle. Apesar do maior volume do filtrado na representacéo
numeérica do grupo teste, torna-se menor (38,72%) do que o do controle (45,56%),
na representacdo proporcional correspondente. E provavel que a reducéo relativa
do espaco glomerular do rim solitario seja devida, em parte, a extensdo da
aderéncia entre tufo e capsula glomerulares, comum nesse tipo de experimento,
em parte ao volume de depdsito de material hialino, principalmente na matriz
mesangial (PURKERSON et al., 1976; GROND et al., 1982; GROND et al., 1986a;
FRIES et al., 1989; SCHWARTZ e BIDANI, 1991). A reducao esperada seria ainda
maior por causa da retracdo e enrugamento dos tufos, membranas basais
pregueadas e capilares colapsados, muitas vezes com preenchimento do espaco
de Bowman por fibrina (SCHWARTZ e BIDANI, 1991). Essa expectativa teve
influéncia modesta na média volumétrica dos espacos de Bowman, do presente
estudo, porque a densidade dos glomérulos, parcial ou totalmente alterados, foi de
8,95+7,68 em mais de 100 glomérulos observados em cada corte longitudinal de
rim remanescente. Apesar dessa prevaléncia relativamente baixa, muitos
relacionam fortemente o aparecimento da glomerulosclerose ao aumento do
volume glomerular (FRIES et al., 1989). Essa correlacdo € negada por outros
(DEEN et al., 1974; PURKERSON et al., 1976; GROND et al., 1986b), parecendo

estar a glomerulopatia mais relacionada com o grau de hipertenséo arterial do que
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com as dimensdes dos glomérulos (FRIES et al.,, 1989; SCHWARTZ e BIDANI,
1991; WOODS et al.,, 2001). Nem sempre, entretanto, encontra-se hipertensao
arterial em ratos que desenvolvem alteracdes glomerulares nos rins solitarios
(PURKERSON et al., 1976; GROND et al., 1986a; SCHWARTZ e BIDANI, 1991;
LAX et al., 1992). Essas discrepancias s6 reforcam a méaxima de que o
relacionamento de um parametro com outro fator — isolado ou mudltiplo — ndo
estabelece, como consequéncia necessaria, correferéncia da causa com o efeito.

De fato, nos rins remanentes, a maioria (mais de 90%) dos glomérulos
considerados inalterados a microscopia Optica também aumenta notavelmente de
volume. Esse maior volume glomerular pode ser atribuido a um alongamento
persistente dos capilares do tufo glomerular, além da idade de atenuacédo de 12
semanas, como bem demonstram NAGATA et al. (1992). Esses autores ressaltam,
ainda, a presenca de dilatagbes segmentares nos capilares glomerulares, da 12.2
até o final da observacado na 24.2 semana, tanto em rins indenes (x20%) quanto em
rins  solitarios  (#50%). Consideram essas distorcbes prenuncio de
glomerulosclerose. No presente estudo, essas dilatagcdes foram infrequientes, ao
final das 64 semanas de observacéo, correspondendo — com reservas — ao quadro
de baixa densidade de glomérulos afetados, no grupo experimental, € a um Unico
glomérulo doente no grupo controle, o que pde em quarentena a hipotese da
distor¢cao prodrémica.

Por outro lado, todas as alteracées que se instalam, progressivamente, em
periodos de tempo variaveis — de horas a meses —, e se repetem, podem ser
consideradas prodrbmicas. O que mais surpreende, nesse sentido, € a
demonstracdo de que, vinte e quatro horas depois da nefrectomia unilateral,
executada em ratos jovens ou adultos, o peso do rim remanescente aumenta
aproximadamente 20%, subindo para quase 30% no final de 48 horas,
estabilizando-se nas 72 horas que se seguem (MULRONEY e PESCE, 2000). O
aumento do peso renal ndo pode ser considerado um simples intumescimento por
pletora sangulinea, porque hd um acréscimo de 30% de proteinas incorporadas em
relacdo ao controle, de 5 a 10% no DNA total e 40 a 50% na quantidade de
mitoses, nos tubulos corticais, respectivamente, nos adultos e nos jovens (KLIEM
et al., 1996; MULRONEY e PESCE, 2000). E provavel que os glomérulos, em si,
sofram 0 mesmo processo, com dilatacdo brusca dos capilares, propiciando a

perda do entrelacamento e do contato dos poddécitos com a membrana basal



capilar. Com isso, h4 uma reducdo no poder restritivo imposto pela membrana
basal, facilitando expansdes segmentares dos capilares glomerulares, aumentando
a sua permeabilidade (FRIES et al., 1989). Essa pode ser a primeira alteracédo
importante para o desencadeamento das demais.

Nessas circunstancias, o subito aumento das necessidades funcionais, por
certo, aumenta o diametro, o volume e a pressédo dos capilares glomerulares
(SCHWARTZ e BIDANI, 1991; GRIFFIN et al., 2000). A subida nos niveis da
pressdo e o aumento do didametro capilar sdo suficientes para determinar um
significativo aumento da tensdo nas suas paredes, pois a lei de La Place ensina
que a tensdo da parede é diretamente proporcional a pressao e ao raio (HENEINE,
1987). Isso significa que um aumento inicial de 5% na presséo e no diametro do
capilar propicia um acréscimo de cerca de 10% na tensdo da sua parede. Sem a
perfeita contensdo do epitélio visceral e a sua baixa capacidade de multiplicacéo,
aumenta a permeabilidade capilar. Com isso, moléculas maiores, como proteinas e
macromoléculas, ultrapassam os capilares, provocam reacdo nas ceélulas do
mesangio, aumentando a matriz mesangial na forma de depésito de material
hialino que geralmente cora com PAS. A facilidade de migracdo dessas moléculas
maiores permite o eventual deslocamento do endotélio, provocando oclusdo do
lume capilar (FRIES et al., 1989). A partir dai, pode haver deterioracdo progressiva
dos glomérulos ou pode haver regressdo até a cura, com restitutio ad integrum
(PURKERSON et al., 1976).

Em condi¢bes normais, populacdes de néfrons diferentes contribuem de
forma diversa para a manutencéao da filtracdo glomerular total adequada. Supde-se
gue varios capilares de tufos glomerulares estejam temporariamente desativados,
sendo considerados por isso glomérulos “de reserva funcional” (BRENNER, 1983).
Depois da nefrectomia, a semelhanca dos demais capilares, a solicitacao funcional
plena pode criar diferentes padrdes de perfusdo, capazes de afetar glomérulos
inteiros ou parte deles com intensidades diferentes (GROND et al., 1982; GROND
et al., 1986a; GROND et al., 1986b). Explica-se, pelo menos em parte, a tendéncia
de se encontrarem menos de 8% dos glomérulos do rim réliquo alterados neste
Laboratorio e em outros (DEEN et al., 1974; PURKERSON et al., 1976; FRIES et
al., 1989; LAX et al., 1992).

Ainda mais, no estudo atual, observaram-se alteracdes tubulares que vao da

reducdo da altura do epitélio a obliteracdo do lume tubular. Ao mesmo tempo, foi
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frequente a infiltracdo peritubular de monomorfonucleares inflamatérios,
essencialmente nas proximidades de glomérulos parcial ou totalmente alterados.
N&o foi rara a percepcdo de aumento na quantidade de colageno intersticial.
Embora nao fosse o foco da presente investigacao, essas alteracdes tubulares sao
parecidas com aquelas encontradas por KLIEM et al. (1996). Num estudo mais
cuidadoso, PAGTALUNAN et al. (1999): comparam os efeitos da nefrectomia
unilateral com um grupo em que também associam a isquemia parcial ao rim
remanescente; verificam que, no rim que fica da nefrectomia, ha aproximadamente
85% de glomérulos associados com tabulos normais, enquanto essa conexao entre
glomérulos e tubos inalterados € de apenas 37% no segundo grupo; confirmam
qgue, no rim solitario — sem isquemia —, o volume dos glomérulos conectados a
tibulos normais é significativamente maior (3.3+0.1 x 10° ym® do que aqueles
tibulos anormais (2,1+1,0 x 10° um?); estabelecem, com isso, uma correlacdo
positiva e forte entre o0 nimero de glomérulos conectados com tabulos normais e o
IFG total; inferem, conclusivamente, que a lesédo do tubulo é a causa primordial da
reducao na filtracdo glomerular apés a nefrectomia.

O que parece abrir um leque de possibilidades € o estabelecimento dos
mecanismos de producdo das alteracbes glomerulares e tubulares. Intriga, no
momento, porém, a observagcdo, no presente estudo, e na literatura, da relativa
discrepancia entre 0 numero aparentemente reduzido de glomérulos
comprometidos (PURKERSON et al., 1976; GROND et al., 1986b; FRIES et al.,
1989; SCHWARTZ e BIDANI, 1991), conseguindo, muitos dos quais, sofrer
reversao parcial ou total do processo (PURKERSON et al.,, 1976; GROND et al.,
1986a; LAX et al.,, 1992; NAGATA et al., 1992; PAGTALUNAN et al., 1999;
WOODS et al., 2001). Os dados do presente estudo abrem espaco para reflexdes
futuras, mas, ao mesmo tempo, demonstram as alteragcdes intensas esperadas em
longos periodos de observacdo. Especulativamente, podem ser considerados
frutos de reacdo inflamatéria, tanto na membrana basal e tecido perivascular do
tufo glomerular, quanto na capsula de Bowman, no tecido intersticial adjacente e
nos tubulos renais. O depdsito de material PAS positivo, nos glomérulos, a
infiltracdo inflamatéria monomorfonuclear e as alteracées estruturais conspicuas,

nos tubulos, sugerem esta concepcéao.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo — que analisa a funcao, a anatomia e a
morfometria do rim remanescente da ablacao unilateral contralateral — permitem as

seguintes conclusdes:

1. A concentragdo da creatinina sérica ndo demonstrou ser indicativa do déficit
funcional do rim remanescente, ao passo que a concentracdo da uréia
sérica indicou claramente o grupo com disfuncdo consequente a ablacao

renal.

2. A analise morfologica do rim remanescente revelou: baixa densidade nas
alteracOes glomerulares, compativeis com nefrosclerose, presente em todos
0s animais do grupo; glomérulos com dimensdes lineares, bidimensionais e
de volume aumentadas; maior espaco entre a capsula e o tufo glomerular,

em relacdo ao grupo controle.
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TABELA 1 — RESULTADO DO ESTUDO ESTATISTICO DAS VARIAVEIS DO RATO.
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Variavel Grupo | n | Média |Mediana| Minimo | Maximo DeS\Qo Valor
padrdo | dep
Controle | 25| 306,44 | 285,00 205,00 388,00 57,33
P b ) 1 ) 1 14
eso Estudo (24| 308,25 | 306,00 218,00 400,00 60,48 09148
Controle | 25| 22,66 22,00 19,50 26,00 1,71
Estatura
do corpo 0.9779
Estudo [24| 22,65 23,00 19,00 26,50 1,85
Uréia no Controle | 25| 50,40 50,00 36,00 67,00 7,01 0.0001
sangue Estudo | 24| 83,79 72,00 44,00 194,00 35,57 '
Creatinina | Controle [25| 0,61 0,50 0,50 2,32 0,36 01923
no sangue | Estudo 24| 0,73 0,70 0,50 1,40 0,22 '

TABELA 2 - RESULTADO DO ESTUDO ESTATISTICO, ENTRE OS GRUPOS,
REFERENTE OS PARAMETROS MACROSCOPICOS DO RIM REMANESCENTE.

Variavel | Grupo | n | Média |Mediana| Minimo | Maximo Desv~|o o
padréo de p
Peso Controle | 25 2,16 2,19 1,37 2,86 0,35 <0.0001
renal Estudo (24| 3,21 3,12 2,00 4,16 0,58 '
Estatura | Controle | 25 1,85 2,00 1,02 2,50 0,31 <0.0001
renal Estudo |24 2,29 2,25 2,00 3,00 0,27 '
TABELA 3 - RESULTADO, DO ESTUDO ESTATISTICO DOS PARAMETROS
MORFOMETRICOS MICROSCOPICOS DAS MEDIDAS EXTERNAS DO GLOMERULO.
Variavel Grupo n Média | Mediana | Minimo | Maximo DeS\QO Valor de
padrao p
Area Controle| 25 | 11118,05 | 10697,04 | 8836,75 |14485,59| 1617,68 <0.0001
externa Estudo | 24 | 18798,77 | 17810,26 |13339,32|31519,98 | 4219,30 '
Diametro |Controle| 25 113,86 115,32 95,67 130,60 8,85 <0.0001
externo Estudo | 24 141,40 139,41 121,53 183,38 13,69 ’
Volume Controle| 25 | 13654,14 | 13926,61 | 9585,34 |17861,38 | 2088,10 <0.0001
(diam ext) | Estudo | 24 | 21126,28 | 20351,80 | 15467,65|35214,63 | 4277,37 ’
Area Controle | 25 | 10240,61 | 10444,96 | 7189,00 |13396,03| 1566,07 <0.0001
(diam ext) | Estudo | 24 | 15844,71 | 15263,85 | 11600,73|26410,97 | 3208,03 ’




TABELA 4 — RESULTADO DO ESTUDO ESTATISTICO DOS PARAMETROS
MORFOMETRICOS MICROSCOPICOS DAS MEDIDAS INTERNAS GLOMERULO

Variavel Grupo n Média | Mediana | Minimo | Maximo DES\QO Valor
padrdo | dep
Area Controle| 25 | 8421,35 | 804694 | 5925,38 | 16035,21 | 297,19 | __
interna Estudo | 24 | 13667,66 | 13739,64 | 10610,24 | 18450,76 | 2039,81 |~
Diametro | Controle| 25 | 9418 | 9626 | 6257 | 10655 | 953 |_
interno Estudo | 24 | 120,25 | 118,67 | 10491 | 14317 | 9,36 !
Volume |Controle | 25 | 9380,16 | 970251 | 4099,78 | 11888,06 | 1723,19 | _
(diam int) | Estudo | 24 | 15230,01 | 14747,36 | 11525,79 | 21463,59 | 241959 |~
Area Controle | 25 | 703512 | 7276,88 | 3074,84 | 8916,05 | 129239 |
(diam int) | Estudo | 24 | 1142251 | 11060,52 | 8644,34 | 16097,60 | 1814,70 |~
TABELA 5 — DEMONSTRAGAO ESTATISTICA DO ESTUDO DAS DIFERENGAS DOS
PARAMETROS MORFOMETRICOS MICROSCOPICOS DO GLOMERULO.
Variavel Grupo n | Média | Mediana| Minimo | Maximo Desv~|o Valor
padrdo | dep
Volume Controle | 25 | 4273,98 | 4084,04 | 2543,30 | 6728,35 | 960,14
i 0,0022
(ec)'('ﬁ:]‘te)”‘?a Estudo |24 | 5896,27 | 5721,42 | 2870,63 | 13751,04 | 2189,16
Area Controle | 25 | 3205,49 | 3063,70 | 1907,48 | 5046,26 | 720,10
S('I_ei;%”ga Estudo |24 | 442220 | 4291,06 | 2152,97 | 10313,28 | 1641,87 | *0%%2
Diferenca Estudo | 25| 19,68 | 19,35 | 11,56 | 34,29 4,51
diametro 0,3292
(ext — int) Controle | 24| 2115 | 2102 | 11,86 | 4021 5,92
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TABELA 6 — NUMERO DE GLOMERULOS ESCLEROSADOS NAS LAMINAS DO
RIM REMANESCENTE, NOS GRUPOS, CORADAS COM PAS.

Grupo Controle

Grupo Estudo

N. glomérulos escleraticos

Rato-09 01
Rato-01 19
Rato-02 08
Rato-03 09
Rato-04 01
Rato-05 18
Rato-06 05
Rato-07 31
Rato-08 08
Rato-09 06
Rato-10 06
Rato-11 09
Rato-12 01
Rato-13 04
Rato-14 02
Rato-15 08
Rato-16 01
Rato-17 06
Rato-18 20
Rato-19 09
Rato20 13
Rato-21 11
Rato-22 02
Rato-23 09
Rato-24 16
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