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RESUMO

Introducéo: O envelhecimento é um processo inevitavel, complexo e que culmina na
reducdo funcional de quase todos os o6rgdos e sistemas. Os rins sdo 0Orgaos
responsaveis pela manutencdo da homeostase do organismo. Embora identifiquemos
0s processos fisioldgicos envolvidos em seu envelhecimento, os mecanismos pelos
guais estes eventos ocorrem permanecem desconhecidos. Objetivo: Avaliar a funcéo
renal e as alteragBes histolégicas renais por meio da estereologia e morfometria em
ratos submetidos ao processo natural de envelhecimento. Métodos: Estudo
experimental utilizando 72 ratos Wistar, divididos em 6 grupos com 12 animais. Cada
grupo foi sacrificado em uma idade diferente: 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses. Apds a
eutanasia, foi realizada nefrectomia direita, analise estereolégica e morfométrica do
tecido renal (volume e peso renal, densidade de volume (Vvigiom)) € densidade
numérica (Nvigiom)) dos glomérulos renais e volume médio (Volgiom)) glomerular) e
também foi avaliada a funcéo renal pela dosagem de creatinina e uréia séricas.
Resultados: Houve decréscimo da funcdo renal significativa nos ratos mais velhos.
O peso renal foi menor nos animais do grupo de 3 meses (média de 1,28 + 0,13g). O
volume renal apresentou aumento progressivo durante o desenvolvimento dos ratos
com o0s maiores valores registrados no grupo de animais com 12 meses (média de
1267,2 + 124,0mm?3) e diminuicdo progressiva significativa nos animais mais velhos.
A Vvgom) apresentou diminuicdo progressiva estatisticamente significativa entre os
grupos e a Nviom também diminuiu de forma significativa (média de 165,77 + 3,13
glomérulos por mm? nos ratos com 3 meses de idade versus média de 26,42 + 5,07
glomérulos por mm2 no grupo de ratos com 24 meses). O volume médio dos
glomérulos renais manteve-se estavel nos grupos de animais mais jovens (média de
7,96 + 0,20 um?3). Em seguida apresentou reducao significativa nos animais de até 12
meses (média de 6,45 + 0,51 um?3), voltando a apresentar aumento no volume médio
dos glomérulos nos animais mais idosos (média de 6,88 + 0,001 pum?). Conclusédo: A
funcao renal, avaliada através da dosagem sérica de creatinina e ureia, mostrou ser
inferior em ratos senis quando comparado a ratos jovens. A analise morfométrica e
estereoldgica evidenciou atrofia renal, reducao progressiva da densidade de volume
e densidade numérica dos glomérulos renais associados ao processo de
envelhecimento. N&o foi encontrada hipertrofia glomerular compensatoria significativa
nos ratos senis.

Palavras-chave: envelhecimento; ratos; estereologia; morfometria; histologia; rim;
funcdo renal; densidade volumétrica glomerular; densidade numeérica glomerular;

volume médio glomerular



ABSTRACT

Introduction: Aging is an inevitable process, complex and culminates in the functional
reduction of almost every organs and systems. The kidneys are organs responsible for
maintaining the body's homeostasis. Although identify the physiological processes
involved in renal aging, the mechanisms by which these events occur remain unknown.
Objective: To evaluate the renal function and the renal histological alterations through
the stereology and morphometrics in rats submitted to the natural process of aging.
Methods: Experimental study using 72 Wistar rats, divided in 6 groups with 12
animals. Each group was sacrificed in a different age: 3, 6, 9, 12, 18 and 24 months.
After the euthanasia, it was performed right nephrectomy, stereological and
morphometric analysis of the renal tissue (renal volume and weight, density of volume
(Vvigiom)) and numerical density (Nvigiom]) of the renal glomeruli and average glomerular
volume (Voligiom])) and also it was evaluated the renal function for the dosage of serum
creatinine and urea. Results: There was significant decrease of the renal function in
the oldest rats. The renal weight was lower in the animals of the group at 3 months of
age (average of 1.28 + 0.13g). The renal volume presented gradual increase during
the development of the rats with the biggest values registered in the group of animals
at 12 months of age (average of 1267.2 + 124.0mm?3) and significant progressive
decrease in older animals. Vvigiom] presented statistically significant gradual reduction
between the groups and the Nvgiom) also decreased significantly (average of 165.77 +
3.13 glomeruli per mm? in 3 months old rats versus average of 26.42 + 5.07 glomeruli
per mm? in the group at 24 months of age). The average volume of the renal glomeruli
remained steady in the groups of younger animals (average of 7.96 + 0.20 pm?). After
that, it presented significant reduction in the animals of up to 12 months of age
(average of 6.45 + 0.51 um3), presenting again an increase in the average volume of
the glomeruli in the oldest animals (average of 6.88 + 0.001 um?). Conclusion: The
renal function, evaluated through the serum dosage of creatinine and urea, proved to
be inferior in senile rats when compared to the young rats. The morphometric and
stereological analysis evidenced renal atrophy, gradual reduction of the volume density
and numerical density of the renal glomeruli associated to the aging process. It was
not found significant compensatory glomerular hypertrophy in the senile rats.

Key-words: aging; rats; stereology; morphometry; histology; kidney; renal function;

glomerular volume density; glomerular numerical density; mean glomerular volume
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1 INTRODUCAO

O processo de envelhecimento da populacdo humana é um fendmeno mundial.
Nos paises desenvolvidos, esse processo ocorreu lentamente numa situacdo de
evolucdo econdmica de crescimento do nivel de bem-estar e reducdo das

desigualdades sociais.*

Atualmente, nos paises em desenvolvimento, o envelhecimento passou a
ganhar maior importancia devido ao aumento acelerado da populacdo acima de
sessenta anos em relacdo a populacdo geral. Nos paises da América Latina sao
esperados aumentos de até 300% da populacéo idosa.? No Brasil, o niimero de idosos
(> 60 anos de idade) passou de trés milhes em 1960 para sete milhdes em 1975 e
14 milhdes em 2002 (um aumento de 500% em quarenta anos) e estima-se que
alcancard 32 milhées em 2020. Este fenbmeno leva a importantes repercussfes

econdmicas, sociais e de cuidados com a saude.3#

O envelhecimento € um processo inevitavel e culmina com a piora funcional de

multiplos sistemas, aumento da morbidade e mortalidade.®

Os rins sdo responsaveis pela realizacdo de varias funcbes essenciais no
organismo, tais como: liberacdo de excretas na urina e manutencdo da homeostase
eletrolitica, regulacdo da presséao arterial, secrecdo de varios horménios, inclusive a
eritropoietina, e a ativacdo da vitamina D. S&o divididos em duas regifes: o cortex e a
medula. No rim humano, a medular divide-se em 8 a 18 piramides renais, cujos apices
se estendem em direcdo a pelve, formando a papila renal. Em ratos e camundongos
0 rim possui uma Unica piramide e, consequentemente, uma Unica papila, sendo

denominado de rim unipapilar (FIGURA 1).
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FIGURA 1: Esquema do rim humano (a esquerda) e microscopia do rim de rato (a
direita). Observar que o parénquima renal do rato apresenta uma Unica piramide e
consequentemente uma unica papila.

Fontes: Imagem a esquerda adaptada de http://www.becomehealthynow.com e
imagem da direita de arquivo do autor (2014).

Os néfrons séo as unidades funcionais do rim. S&o constituidos pelo corpusculo
renal (que contém o glomérulo e a capsula de Bowman), tibulo contorcido proximal,
alca de Henle e tubulo contorcido distal. Estes elementos s&o originados a partir do
blastema metanéfrico. Os ductos coletores principais e seus derivados ndo sao
considerados parte do néfron por possuirem origem embrionéaria a partir do broto
ureteral. Cada rim humano possui entre 400.000 a 1.200.000 de néfrons; no rim dos

ratos, o nUmero varia de 20.000 a 40.000.

Os efeitos do envelhecimento nos rins tém sido associados a presenca de
esclerose em progressao associado a diminuicdo do nimero de néfrons funcionantes
resultando na reducéo do fluxo sanguineo renal e redugdo da filtracdo glomerular.®
Este processo acentua-se na presenca de comorbidades, culminando com o

desenvolvimento de individuos com insuficiéncia renal crénica.’

A prevaléncia de doentes renais cronicos tem aumentado progressivamente,
em proporcGes endémicas, no Brasil e em todo mundo,® motivando uma grande
preocupacao de entidades governamentais decorrente do elevado custo para manter
grande parte destes pacientes em tratamentos renais substitutivos.

A patogénese das mudancas estruturais renais associadas ao envelhecimento
ainda ndo sdo completamente conhecidas. Fatores genéticos e hemodinamicos foram
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associados com a progressao das altera¢cdes morfoldgicas relacionadas com a idade
e estas alteracGes estruturais do envelhecimento renal sdo também bastante
inespecificas, podendo ser vistas em muitas condi¢des, incluindo diabetes,

hipertenséo e arteriosclerose.®

A acuracia para determinacédo de alteracdes estruturais dos 6rgaos € ampliada
com o uso da estereologia, que é um método que utiliza amostras sisteméticas,

uniformes e aleatérias para fornecer um dado quantitativo com minimo viés.©

A estereologia, € uma area do conhecimento, modernamente definida como “a
ciéncia da interpretagdo espacial de secgdes”, que utiliza a aplicacdo da geometria
probabilistica em amostras randémicas e sistematicas obtidas através de planos
bidimensionais de uma determinada imagem ou corpo solido para fornecer, apos
analise, informac0fes capazes de interpretar em trés dimensdes (comprimento, largura

e profundidade) aquela estrutura.t!

Em 1848, surgem os preceitos da estereologia através das descricbes do
geologo francés Achille Ernest Delesse que formulou o principio de que a densidade
de volume dos componentes de uma rocha € igual a densidade de area destes
componentes avaliadas em cortes representativos feitos ao acaso (principio de
Delesse).

A partir da primeira metade do século XX, esta ciéncia passou a ser mais
amplamente utilizada na area médica e, a partir da segunda metade do século XX e
do surgimento da Sociedade Internacional de Estereologia, os principios basicos
foram se consolidando e sendo difundidos, principalmente no aperfeicoamento dos

métodos de amostragem. 1112

As medidas estereoldgicas sO0 sdo validas se as amostras do tecido forem

obtidas randomicamente e de forma representativa (FIGURA 1).
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FIGURA 1: Desenho esquematico da amostragem em estereologia.

Além do principio de Delesse que estima a proporcionalidade de elementos de
uma amostra, o método da estereologia fundamenta-se em algumas outras
premissas. Para a quantificacdo do volume absoluto de um objeto, pode-se utilizar a
técnica proposta por Cavalieri, no século XVII, que afirma que o volume de qualquer
objeto pode ser estimado cortando-se o mesmo em fatias separadas por uma
distancia conhecida e calculando-se a area de secc¢do transversa de cada fatia; desta
forma, o volume do objeto serda dado pela soma das areas de todas as fatias

multiplicado pela espessura.!?

Para a avaliacdo do nimero de estruturas, € necessario a utilizacdo de método
capaz de impedir a superestimacdo do numero de elementos na seccdo (efeito
Holmes). Classicamente, usa-se o0 método Physical Disector publicado por Sterio
(1984), que é um sistema de amostragem tridimensional que avalia objetos
proporcionalmente a seu numero em um determinado volume conhecido, sem levar

em conta seu tamanho ou forma.12.13

Toda anélise estereologica, a fim de evitar vieses de amostragem, deve
objetivar inicialmente obter uma sec¢éo ou corte aleatorio e uniformemente isotropico
(AUI). Apés, o corte deve ser analisado frente a um sistema-teste pré-definido de
pontos, retas e intersecgdes para obtencéo das informacdes da seccdo. O Sistema
Mas2 € um sistema-teste frequentemente utilizado e € sobreposto as laminas para

contagem das estruturas interessadas.4

Varios estudos, na atualidade, tém utilizado a estereologia para a avaliacédo das

alteracdes das estruturas renais.'® Pesquisas relacionadas as modificagdes renais no
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desenvolvimento embrionario,® estudos sobre os efeitos das doencas cronicas sobre
o tecido renal, como diabetes!’ e hipertensdo,'® e também exposicdo a agentes
especificos como dieta'® e ambiente,?® hormdnios?! e algumas drogas???* sdo

exemplos da importancia crescente da estereologia nas pesquisas médicas.

Ha poucos estudos que avaliam as alteragdes estruturais renais secundarias
ao processo de envelhecimento com o auxilio da estereologia. O modelo utilizado no
presente experimento permite analisar os efeitos do envelhecimento minimizando a
interferéncia de outras condi¢cdes, além de permitir a visualizacdo de forma

progressiva das alteracfes e possibilitar a correlagdo com dados funcionais.
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1.1 OBJETIVOS

Avaliar as alterac¢des histologicas renais por meio da estereologia e morfometria
e a funcdo renal, pela dosagem da uréia e creatinina séricas, em ratos submetidos ao

processo natural de envelhecimento.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os principios éticos na experimentacdo animal estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) foram observados e também
as exigéncias estabelecidas no “Guide for the Care and Use of Experimental

Animals”?® foram respeitadas.

O experimento foi avaliado e aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Biol6gicas da Universidade
Federal do Parana na 72 Reunido Ordinéria do CEEA de 2010 (17/08/2010, certificado
463) sob o processo niimero 23075.032620/2010-10.

2.1 GRUPOS

Para o estudo, foram utilizados 72 ratos albinos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus, Rodentia, Mammalia), do sexo masculino procedentes do biotério
Central do Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana. Todos os animais
foram mantidos, durante todo o periodo do estudo, no biotério do Hospital Angelina
Caron em gaiolas de polietieno com medidas de 60X50X22cm devidamente
identificadas com o titulo do estudo e a data de nascimento dos animais, distribuidos
em 3 por gaiola. Foram submetidos a uma temperatura controlada em 22 graus
Celsius, com um ciclo claro/escuro de 12 horas, com umidade do ar controlada e livre
de ruidos externos. Receberam &gua filtrada e racdo especifica para a espécie
Nuvilab (Nuvital® — Colombo, Parana, Brasil) de forma ad libitum durante todo o

periodo do experimento.26

Os animais foram divididos em 6 grupos de 12 animais cada e foram

sacrificados em diferentes tempos de vida (TABELA 1).

TABELA 1: Subdivisdo dos grupos de animais pelo tempo de vida.

GRUPO | TEMPO DE VIDA
3 meses
6 meses
9 meses
12 meses
18 meses
24 meses

OO WIN|IEF
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2.2 EXPERIMENTACAO

Os animais que seriam submetidos ao procedimento eram alocados em uma
sala longe do sitio de experimentagdo, em um local calmo e sem ruidos externos, e

entdo levados um a um em uma gaiola de transporte para o laboratorio.

Na sala de experimentacdo foi realizada pesagem em balanca calibrada

ultrassensivel e medicédo da estatura do animal.

Para a realizacdo do procedimento, os animais foram submetidos a anestesia
com solucéo de Cloridrato de Cetamina (57,67mg/ml) associado a 2% de Cloridrato
de Xilazina (2g), com aplicacado de 1ml/1000 gramas de peso vivo, via intraperitoneal.
Apébs anestesiados, os animais foram fixados em tabua cirdrgica com fita adesiva e
submetidos a antissepsia abdominal e toracica. O procedimento consistiu na
realizacdo de laparotomia e toracotomia mediana e subsequente puncdo intra-
cardiaca para coleta de sangue e inducdo de parada cardio-respiratoria por
exsanguinacao (FIGURA 4).

/ R - % 7] l ‘
FIGURA 4: Puncéo cardiaca e coleta de sangue.
FONTE: O autor (2013).

A seguir, procedeu-se a dissecc¢ao dos rins bilateralmente, ligadura dos vasos
renais e dos ureteres e realizagcdo de nefrectomia bilateral. O rim esquerdo foi
imediatamente congelado num freezer de temperatura de - 80°C (para utilizagdo em
outro estudo) e o rim direito foi submetido a pesagem em balanca eletrbnica de alta
precisdo (Ohaus Precision Standard — modelo TS-2KS, Bradford, Inglaterra) e suas
dimensdes (comprimento, largura e espessura) foram mensurados com o0 uso de

paquimetro digital, sendo registrados os dados para posterior analise (FIGURA 5).
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FIGURA 5: Afericdo das medidas do rim direito com paquimetro digital.
FONTE: O Autor (2013).

Foram também ressecados para realiza¢do de outros estudos sobre o processo
de envelhecimento os seguintes oOrgaos: testiculos, bexiga, corpos cavernosos e

uretra, aorta, coracao, figado e cérebro.

2.3 ANALISE BIOQUIMICA DO SANGUE

Foram enviadas ao laboratorio de analises bioquimicas as amostras de sangue
coletadas dos animais e realizou-se a dosagem sérica de creatinina e uréia pelo
método enzimatico colorimétrico colorimétrico.?” O aparelho utilizado foi Vitros versdo

5.1 FS, marca Johnson e Johnson, sendo a unidade de medida miligramas/dL.

2.4 ANALISE MORFOLOGICA, MORFOMETRICA E ESTEREOLOGICA DOS RINS

O volume renal (V) foi calculado a partir das medidas lineares, utilizando a
formula para o volume de um elipsdide recomendada por Barr (1990): Volume (V) =
Comprimento (C) x Largura (L) x Espessura (E) x 0,523. 28

ApoOs a afericdo das medidas de peso, comprimento, largura e espessura, 0 rim
direito foi bipartido longitudinalmente e foi realizada a fixacdo em ALFAC (85 partes
de alcool etilico 80%, 10 partes de formaldeido 40% e 5 partes de acido acético glacial,

preparado no momento do uso) por 16 horas. O material foi entdo desidratado em



20

uma série decrescente de xilol e alcoois, para posterior inclusdo em blocos de

parafina.

Em seguida, os rins foram submetidos aos cortes sucessivos em micrétomo
com 7um de espessura (American Optical, Spencer AO 820). Pelo fato de o rim ser
um 6rgao anisotrépico (os glomérulos estao localizados predominantemente na regiao
cortical) foi utilizado o método Orientator?® (FIGURA 6) para obtencdo de cortes

aleatorios e uniformemente isotropicos (cortes AUI).

FIGURA 6: Imagem esquematica do método Orientator para a obtencdo de cortes
aleatdrios e uniformemente isotropicos. Fonte: Karbalay-Doust et al (2012).
Adaptado de http://www.kjurology.org/Synapse/Data/PDFData/0020KJU/kju-53-
360.pdf.

Utilizou-se o método Physical Disector®® para a realizacdo do calculo da
densidade numérica dos glomérulos (Nvigiom)). A amostragem do tecido renal foi
realizada com dois cortes consecutivos; selecionados 1 a cada 5 cortes —
representando uma espessura de 35 micrbmetros entre os planos — para a
determinacao dos parametros quantitativos tridimensionais dos glomérulos renais a

partir de cortes bidimensionais.

Posteriormente, as laminas histoldgicas foram montadas com 5 cortes de cada

unidade renal para a execucéo da técnica histoquimica Hematoxilina & Eosina (HE).
COLORACAO DE HEMATOXILINA & EOSINA (HE):

Para coloracdo de HE seguimos o protocolo classico com algumas adaptacdes.
As laminas foram colocadas, por um minuto, em solugdo Hematoxilina Harris. Em
seguida, foram lavadas em agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, as laminas
foram lavadas em agua destilada duas vezes consecutivas. Em seguida, foram

impregnadas com Eosina-Floxina por 45 segundos. Esse material foi imediatamente
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lavado com &agua destilada para em seguida ser desparafinado, desidratado e

montado.31:32

A andlise das laminas submetidas a coloracdo de HE foi feita em microscépio
bioldgico trinocular com objetivas planas, marca Bel Photonics, modelo BIO2 Polaris
(Bel Photonics do Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil) com sistema de captura de imagem
BIOCAM CMOS SERIES 3.0® e software Home Image I® acoplados. Em seguida, as
imagens capturadas foram utilizadas para a andlise dos parametros estereoldgicos
para obtencdo da densidade volumétrica (Vvigom)), densidade numérica (Nvigiom)) €

volume médio (Volgom)) dos glomérulos renais.

Para determinar a tridimensdo do rim utilizou-se o0 método estereoldgico
Sistema-teste M4z (FIGURA 7). Esse foi superposto as imagens histologicas para a
contagem de pontos e de intersecc¢des-teste conforme descrito por Mandarim de

Lacerda33.

SRR 3 v -

FIGURA 7: Sistema-teste Ma42 superposto a cortex renal. Pode-se observar que alguns
glomérulos sao tocados pelos pontos-teste e estes entdo sao incluidos na contagem
de glomérulos. Distancia “d” = 100 micrémetros. Aumento de 40x.

FONTE: O Autor (2015).

Para obtencéo da densidade de volume dos glomérulos renais (VVigiom):

VV[gIom] = P[glom] /Pt (um°)

onde:
Plglom) = nUmeros dos pontos que cruzam os glomérulos renais
Pt = nimeros de pontos-testes

Os valores da densidade volumétrica foram multiplicados por 100 para

expressao dos resultados em percentagem.
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Para obtencédo da densidade numérica dos glomérulos renais (Nvigiom):
Vol[disector] = e . At
NVigiom] = ZQaglom / Vol[disector] (1/mm?)

onde:

e = espessura do micrometro

At = area-teste do plano superior

2 Qajglom) = somatoério do numero de glomérulos renais

Para obtencdo do volume médio dos glomérulos renais (Voligiom)):
VO|[g|om] = VV[gIom] / NV[gIom] (um3)

Onde:
VV[glom} = densidade volumétrica
Nv[glom] = densidade numérica

2.5 METODOLOGIA ESTATISTICA

Os resultados obtidos no experimento foram descritos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para a comparacdo dos grupos
em relacdo as variaveis quantitativas que atenderam a condicdo de normalidade foi
considerado o modelo de andlise da variancia (ANOVA) com um fator. O teste LSD
(least significant difference) foi usado para as comparacfes dos grupos dois a dois.
Para o volume médio glomerular a comparacao dos grupos foi feita usando-se o teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica. Para cada uma das variaveis, testou-se a hipotese nula de que as meédias
sao iguais em todos 0s grupos, versus a hipotese alternativa de que pelo menos um
dos grupos tem média diferente dos demais. No caso de rejei¢cdo da hipdtese nula, os
grupos foram comparados dois a dois. Os dados foram analisados com programa
computacional IBM SPSS Statistics v.20.0.
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF THE RENAL AGING IN RATS: STEREOLOGICAL
STUDY

INTRODUCTION

The aging process is inevitable and culminates in the functional worsening of
multiple systems, increase of the morbidity and mortality 1. The effects of the aging in
the kidneys are related to the presence of sclerosis in progression, associated to the
reduction of the number of functioning nephrons, resulting in the reduction of the renal

blood flow and the glomerular filtration.?

The pathogenesis of the structural renal changes associated to the aging is not
yet completely known. Genetic and hemodynamic factors had been associated with
the progression of the morphologic alterations related to age and these structural
alterations of the renal aging are also very unspecific, found in many conditions,

including diabetes, hypertension and arteriosclerosis.?

The accuracy for determination of structural alterations of the agencies is
extended with the use of the stereology, which is a method that uses systematic,

uniform and random samples to supply quantitative data with minimum bias.*

There are few studies using stereology to evaluate the renal structural
alterations secondary to the aging process, therefore this work aims to evaluate the
renal histological alterations through the stereology and morphometrics; and the renal
function, through the examination of the serum urea and creatinine in rats submitted

to the natural process of aging.
MATERIALS AND METHODS
Animals and Study Design

All the ethical principles in the animal testing established by the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA) had been observed and also the
requirements established in the “Guide for the Care and Use of Experimental Animals”®

had been respected, being the experiment approved by the local committee of ethics.

For the study, 72 male albino Wistar rats (Rattus novergicus albinus, Rodentia,

Mammalia) had been kept in an environment with controlled temperature in 22 degrees
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Celsius, light/dark cycle of 12 hours, controlled humidity of the air and free of external
noises. They had all received purified water and ad libitum feeding with specific food

for the species during the period of the experiment.

The animals were divided in 6 groups of 12 animals each and were sacrificed
at different ages: group 1, at 3 months of age; group 2, at 6 months of age; group 3, at
9 months of age; group 4, at 12 months of age; group 5, at 18 months of age; and
group 6, at 24 months of age.

In the experimentation room, the weighing in an ultra-sensitive calibrated scale

and measurement of the stature of the animal were made.

For the procedure, the animals were submitted to anesthesia with a solution of
Ketamine hydrochloride (57.67mg/mL) associated 2% of Xylazine hydrochloride (29),
with application of 1ml/1000 grams of live weight, via intraperitoneal injection under
aseptic conditions. The procedure consisted in the performance of laparotomy and
median thoracotomy and subsequent intracardiac puncture for blood collection and

induction of cardiorespiratory arrest by exsanguination.

Next, the experiment proceeded with the kidneys dissection performed
bilaterally, tie of the renal vases and ureters and conduct of bilateral nephrectomy. The
left kidney was immediately frozen under the temperature of - 80°C (to be used in
another study) and the right kidney was submitted the weighing in electronic scale of
high precision and its dimensions (length, width and thickness) were measured with a

digital caliper.

Also the following organs were dried up to be used in other studies on the aging
process: testicles, bladder, corpus cavernosum and urethra, aorta, heart, liver and

brain.
Biochemical Analysis

The collected blood samples from the animals were sent to the laboratory of
biochemical analyses and a measurement of serum creatinine and urea though the

enzymatic colorimetric method was performed, being the measurement unit mg/dL.®
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Morphological, Morphometric and Stereological Analysis

The renal volume (V) was calculated from the linear measurement, using the
formula for the volume of an ellipsoid recommended by Barr (1990): Volume (V) =
Length (C) x Width (L) x Thickness (E) x 0.523.7

After the verification of the measures of weight, length, width and thickness, the
right kidney was bipartite longitudinally and set in ALFAC (85 parts of ethyl alcohol
80%, 10 parts of formaldehyde 40% and 5 parts of glacial ascetic acid, made at the
moment of use) for 16 hours. The material then was dehydrated in a decreasing series
of xylol and alcohols, for posterior inclusion in paraffin blocks.

After that, the kidneys were submitted to the successive cuts in microtome with
7um of thickness (American Optical, Spencer AO 820). Since the kidney is an
anisotropic organ (the glomeruli are located predominantly in the cortical region) the

Orientator Method?® was used to obtain random and uniformly isotropic cuts (cuts AUI).

The physical Disector method® was used to calculate the numerical density of
the glomeruli (Nvigiom)). The sampling of the renal tissue was carried through with two
consecutive cuts; chosen 1 every 5 cuts - presenting a thickness of 35 micrometers
between the plans - for the determination of the three-dimensional quantitative

parameters of the renal glomeruli from bi-dimensional cuts.

Later, the histological blades were mounted with 5 cuts of each renal unit for the

execution of the histochemical method Hematoxylin and Eosin stain (HE).

The analysis of the blades submitted to the HE stain was made in biological
trinocular microscope with plain objective Bel Photonics lens, model BIO2 Polaris (Bel
Photonics do Brasil Ltda., S&o Paulo, Brazil) with image capture system BIOCAM
CMOS SERIES 3.0® and software Home Mirage |I® connected. After that, the captured
images were used for the analysis of the stereological parameters for attainment of the
volumetric density (VVigiom]), numerical density (Nvigiom]) and average volume (Voligiom))

of the renal glomeruli.

To determine the three-dimension of the kidney the stereological method Ma2
system-test was used. This was superimposed on the histological images in order to
count the of points and intersections test, as described by Mandarim De Lacerda.°
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For attainment of the density of volume of the renal glomeruli (Vvigiom]) the

following calculation was carried through:
VV[gIom] = P[glom] | Pt (pmo)

P[glom] being the number of points that cross renal glomeruli and Pt the number of
points-test. The values of the volumetric density were multiplied by 100 for expression

of the results in percentage.

The numerical density of the renal glomeruli (Nvigiom)) was calculated through

the formulas:

Vol[disector] = e . At

NV[glom] = ZQ-A[glom] / Vol[disector] (1/mm?3)
Being:

e = thickness of the micrometer

At = area-test of the superior plan

2 Q-A[glom) = sum of the number of renal glomeruli

To obtain the average volume of the renal glomeruli (Volgom)), the division
between the volumetric density (Vvigom)) and the numerical density of the renal

glomeruli (Nvgiom)) was made. The result was expressed in cubic micrometers (ums3).
Statistical Analysis

The results obtained in the experiment were described by averages, medium,
minimum values, maximum values and standards deviations. For the comparison of
the groups in relation to the quantitative variables that had taken care of the normality
condition, the model of analysis of the variance (ANOVA) with a factor was considered.
The LSD test (least significant difference) was used for the comparisons of groups two
by two. In the average glomerular volume, the comparison of the groups was made
using the non-parametric test Kruskal-Wallis one-way analysis of variance. Values of
p<0.05 had indicated statistical significance. For each one of the variables, the null
hypothesis of the averages being equal in all the groups, versus the alternative

hypothesis of at least one of the groups having a different average from the others was
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tested. In case of rejection of the null hypothesis, the groups were compared two by
two. The data were analyzed with computer program IBM SPSS Statistics v.20.0.

RESULTS

No loss occurred during the study, as in the last group all the 12 animals at 24
months of age were alive. The animals with the longer survival showed evident signs
of aging, such as thinning hair and hypoactivity. With regards to the length and weight,
the animals had had a statistically significant gradual increase until the group at 12

months of life, followed by discrete reduction in the rats of the last groups (Figure 1).
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Figure 1: A) Graph of the evolution of the weight (in grams) of the animals in the
groups. B) Evolution of the length of the animals (in centimeters) in the different
groups.

Biochemical Analysis

The statistical analysis of the values of the serum creatinine had shown gradual
increase over time, presenting significant statistical difference (p<0.05) in the
comparison of the animals of the groups of young rats (group at 3 and 6 months of age
- average creatinine 0.53 +0.16 mg/dL and 0.56 + 0.09 mg/dL, respectively) when
compared with the animals of the groups of rats at more advanced age (12, 18 and 24
months of age - average creatinine 0.74 +0.21 mg/dL, 0.77 £ 0.17 mg/dL and 0.90 *
0.33 mg/dL, respectively). In the comparison between the animals of the groups at
more than 12 months of age there was no significant difference in the values of the

serum creatinine (Figure 2A).

The values of the measurement of the serum urea had not shown statistical

difference between the groups (p=0.557) (Figure 2B).
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Figure 2: Result of the serum creatinine (A) and urea (B) of the animals in the different

groups.
Renal Morphometric Analysis

The examination of the renal weight presented statistically lower values in the
group of animals at 3 months of age (average of 1.28 + 0.13g) in comparison to the

other groups (except group at 9 months of age) (Figure 3A).

The renal volume measured presented statistically significant increase between
the group at 3 months of age (average of 433.8 + 74.58mm?) and the group at 6 months
of age (average of 1124.6 + 82.5mm?) (p<0.001). A significant increase of the renal
volume was also evidenced between the animals of the group at 6 months of age and
the group of animals at 12 months of age (average of 1267.2 + 124.0mm?3) (p=0.028).
After a peak with the group at 12 months of age, a gradual reduction of the renal volume
occurred, being that the comparison between the groups at 12 and 18 months of age
(average of 579.1 + 137.9mm?3) was also statistically significant (p<0.001) (Figure 3B).
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Figure 3: A) Graphic of the evolution of the weight of the right kidney (in grams) in the
different groups. B) Graph of the evolution of the volume of the right kidney (in mm3)
in the different groups.
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The quantitative examination of the glomerular volume density (VVv(giom)) showed

statistically significant gradual reduction between the groups (Chart 1 and Figure 4).

Chart 1: Values of the glomerular volume density (Vvgiom]) in the groups (values in %)

Variable Group n

Average  Medium Minimum Maximum

Standard Value of

deviation p*
3 months 12 13.18 13.26 12.62 13.71 0.37
6 months 12 10.72 10.81 9.38 11.81 0.66
(Vvigiom)) 9 months 12 9.94 10.24 7.81 11.91 1.15
(in %) 12 months 12 6.90 6.41 5.24 9.38 1.32
18 months 12 4.50 4.36 3.10 5.62 0.83
24 months 12 1.825 1.67 1.43 2.43 0.35 <0.001

*ANOVA with a factor, p<0.05

Glomerular volume density x 100 (in %)

RN
6m 9m 12m 18 m 24m
Group

Figure 4: Values of the glomerular volume density (VV[giom]) in the groups

The glomerular numerical density (Nvigom]) Surveyed demonstrated statistically

significant reduction between the groups of rats at 3 months of age (average of 165.77
+ 3.13 glomeruli per mm3) and 6 months of age (average of 135.32 + 12.89 glomeruli

per mm?3) (p<0.001). An increase in the numerical density in the rats at 9 months of

age (average of 148.71 + 15.78 glomeruli per mm3) in relation to the group at 6 months

of age was evidenced (p=0.007). The glomerular numerical density in the groups over

9 months of age came back to present gradual reduction until reaching an average of

26.42 + 5.07 glomeruli per mm? in the group of rats at 24 months of age. This gradual

reduction presented great statistical relevance (p<0.001) (Chart 2 and Figure 5 and

Figure 6).
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Chart 2: Values of the glomerular numerical density (Nv(giom) in the groups (values in
1/mm3)

Variable Group n Average Medium Minimum Maximum

Standard Value of
deviation p*
3 months 12 165.77 166.21 160.44 171.79 3.13

6 months 12 135.32 135.10 113.85 160.89 12.89

NVigiom] 9 months 12 14871  150.82  125.00  177.19 15.78
(in 1/mm?3) 12 months 12 10595  106.31 79.91 128.32 14.75
18 months 12 69.49 65.55 46.10 92.75 12.44
24 months 12 26.42 24.23 20.76 35.30 5.07 <0.001

*ANOVA with a factor, p<0.05

180

Glomerular Numerical Density (in 1/mm3)

3m 6m 9m 12m  18m  24m W Average
T Average + 5D
Group
Figure 5: Values of the glomerular numerical density (Nvigiom)) in the groups (values in
1/mm3)

Figure6: Photomicrogrph of the idey cortex ig Hema xyIiEo n. agnf cation: 40x.
Marked difference between the number of identified glomeruli (arrows) in the 3-month group
(A) versus 24-months group (B).
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The mean glomerular volume did not present statistical difference between the

groups of rats with 3 and 6 months of age (p=0.792). Between the groups of animals

at 6 months of age and the remaining with rats at more advanced age, a statistically

significant reduction (p<0.001) of the mean glomerular volume occurred. Between the

animals older than 9 months, the mean glomerular volume did not present significant

alterations (Chart 3 and Figure 7).

Chart 3: Values of the mean glomerular volume (Volgiom]) in the groups (values in

pm?)
Variable Group n Average Medium Minimum Maximum chtar-wde.zrd VaIu:of
eviation p
3 months 12 7.96 7.99 7.67 8.26 0.20
i
(in um3) 12 months 12 6.45 6.48 5.83 7.37 0.51
18 months 12 6.56 6.66 5.37 7.26 0.54
24 months 12 6.88 6.88 6.88 6.88 0.001 <0.001
*ANOVA with a factor, p<0.05
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Figure 7: Values of the mean glomerular volume (Volgom) in the groups (values in pm3)

DISCUSSION

The use of animal models in experimental studies has been widely spread since

the beginning of the last century. Even with its reduction in the last two decades due

the ethical concerns, it is estimated that about 12 million animals are used per year in

researches in the United States.11
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In aging and longevity research this model becomes fundamental, since it allows
to follow the entire cycle of life in a shorter period of time and to control the environment

exposition during all the life of the animal.

In the present study, the animals of the last group had reached the end of the
follow-up time at 24 months of life, thus, on the basis of its cycle of life, they can be
considered elderly rats.'? The development of the animals based on their weight was
considered adequate regarding the standard curves found in literature.!3

The senescence is associated with a gradual reduction of the glomerular
filtration rate.'* Previous studies on renal aging in rats 16 had demonstrated gradual
reduction of the clearance of creatinine overtime in rats at up to 18 months of age,
corroborating with our finding of significantly inferior values of the serum creatinine in
younger animals (group at 3 and 6 months of age) in comparison to the animals of
more advanced age (12, 18 and 24 months of age). Another point to be considered is
the fact that endogenous creatinine is produced in the organism to be directly
proportional to the muscular mass. In Wistar rats, the decline in the muscular mass is
very small (approximately 5%), whereas in men these values are around 25%
reduction.'’” This reduction of the muscular mass does not necessarily reflects in an
expected reduction of the serum levels of creatinine, precisely because of the

existence of a reduction of the renal function, as evidenced in the results of our study.

The values of the urea had not presented statistically significant variation
between the groups, suggesting that even with the potential reduction of the renal
function during the aging process, none of the animals developed accentuated damage
capable to install status of advanced renal insufficiency. It is understood however, that
the analysis of the concentrations of plasma creatinine and urea is limited and allows
only one indirect indication of renal damage, as there are other factors that can be

involved in the increase of its serum concentrations.

The histopathological alterations associated to the process of renal aging, such
as: atrophy of the organ, reduction of the epithelial cells number of the convoluted
tubule, reduction of the number and volumetric reduction of nephrons, arterial
alterations, and increase of the number of renal interstice cells and interstitial
fibrosis.14'® In our study, the morphmetrics and stereology were used to better

determine the renal alterations secondary to the aging process.*
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The renal weight of the analyzed animals has presented to be compatible with
the findings of preliminary studies and was consistent with the physical development
of the animals. The renal volume found in the study suggests the same logic,
increasing as the animal develops physically - with apex around 12 months of age -
and, after that, evolving with gradual reduction demonstrating evident process of
atrophy of the organ.1419

With strong statistical significance, the gradual reduction of the glomerular
volume density and the glomerular numerical density found in the stereological
analysis of the renal tissue of the rats in the groups of animals gradually older, clearly

demonstrates the process of renal aging as already well-established in literature.1°-23

The variation curve of the mean glomerular volume during the aging process
evidenced in our work was similar to the ones found in studies lead in human beings.?
24 However, in 1992, Cortes et al. evidenced a gradual increase on the mean
glomerular volume during the aging of Fischer rats. This compensatory glomerular
hypertrophy seen in the senile rats is probably due to the reduction of the number of

functioning renal glomeruli.?®

The results of the study strengthen the well appraised information already in
literature and can assist in better understanding of the natural process of the aging in
rats and stimulate the development of new research on the subject.

CONCLUSION

The renal function, evaluated through the serum dosage of creatinine and urea,
proved to be inferior in senile rats when compared the young rats. The morphometric
and stereological analysis evidenced renal atrophy, gradual reduction of the glomerular
volume density and glomerular numerical density associated to the aging process. It

was not found significant compensatory glomerular hypertrophy in the senile rats.
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4 CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que a funcao renal, avaliada pela dosagem sérica
de creatinina e ureia, mostrou ser inferior em ratos senis quando comparado a ratos
jovens. A analise morfométrica e estereoldgica evidenciou atrofia renal, reducao
progressiva da densidade de volume e densidade numeérica dos glomérulos renais
associados ao processo de envelhecimento. N&o foi encontrada hipertrofia glomerular

compensatoéria nos ratos senis.
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APENDICES

APENDICE 1: DADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS

GRUPO 3 MESES Rato1l | Rato2 | Rato3 | Rato4 | Rato5 | Rato 6 | Rato 7 | Rato 8 | Rato 9 | Rato 10 | Rato 11 | Rato 12
Ureia (mg/dL) 52 49 43 44 40 38 45 37 31 41 41 45
Creatinina (mg/dL) 0,4 0,8 0,5 0,5 0,6 0,3 0,6 0,3 0,5 0,5 0,7 0,7
GRUPO 6 MESES Rato 13 | Rato 14 | Rato 15 | Rato 16 | Rato 17 | Rato 18 | Rato 19 | Rato 20 | Rato 21 | Rato 22 | Rato 23 | Rato 24
Ureia (mg/dL) 50 41 41 59 47 54 36 49 50 41 50 41
Creatinina (mg/dL) 0,4 0,4 0,6 0,5 0,6 0,7 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,6
GRUPO 9 MESES Rato 25 | Rato 26 | Rato 27 | Rato 28 | Rato 29 | Rato 30 | Rato 31 | Rato 32 | Rato 33 | Rato 34 | Rato 35 | Rato 36
Ureia (mg/dL) 42 37 41 39 56 50 51 51 38 48 44 42
Creatinina (mg/dL) 0,9 1,2 0,9 0,9 0,9 1 0,9 1,1 1,1 1,1 1,2 1,2
GRUPO 12 MESES | Rato 37 | Rato 38 | Rato 39 | Rato 40 | Rato 41 | Rato 42 | Rato 43 | Rato 44 | Rato 45 | Rato 46 | Rato 47 | Rato 48
Ureia (mg/dL) 43 55 48 45 49 47 43 39 42 47 40 40
Creatinina (mg/dL) 0,9 0,9 0,9 0,8 0,5 0,9 0,5 0,7 0,8 1 0,7 0,3
GRUPO 18 MESES | Rato 49 | Rato 50 | Rato 51 | Rato 52 | Rato 53 | Rato 54 | Rato 55 | Rato 56 | Rato 57 | Rato 58 | Rato 59 | Rato 60
Ureia (mg/dL) 29 43 37 44 39 40 63 33 44 36 37 32
Creatinina (mg/dL) 0,7 0,5 0,9 0,6 0,9 0,7 1,1 0,9 0,6 0,7 0,9 0,7
GRUPO 24 MESES | Rato 61 | Rato 62 | Rato 63 | Rato 64 | Rato 65 | Rato 66 | Rato 67 | Rato 68 | Rato 69 | Rato 70 | Rato 71 | Rato 72
Ureia (mg/dL) 49 34 45 37 45 36 36 100 44 36 36 37
Creatinina (mg/dL) 0,5 1,1 0,8 0,9 0,9 0,9 0,8 1,8 1 0,8 0,6 0,7




APENDICE 2: DADOS DA MORFOMETRIA

GRUPO 3 MESES Rato 1 Rato 2 Rato 3 Rato 4 Rato 5 Rato 6 Rato 7 Rato 8 Rato 9 Rato 10 | Rato11l | Rato12
Peso do Animal (g) 376 408 383 353 328 343 386 376 396 438 367 395
Estatura do Animal (cm) 21 24 22,5 215 21 22 23,5 23,5 22,5 24 22 21
Peso do Rim Direito (g) 0,97 1,44 1,33 1,17 1,32 1,15 1,3 1,28 1,26 1,43 1,31 1,38
Comprimento Rim Direito (cm) 1,4 1,6 1,7 1,4 1,5 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Largura Rim Direito (cm) 0,9 1,1 1,1 0,9 1 1 1 1 1 1 1 1
Espessura Rim Direito (cm) 0,5 0,6 0,6 0,6 0,5 0,6 0,5 0,6 0,5 0,6 0,5 0,5

Volume do Rim Direito (mm3) | 329,49 552,28 586,8 395,38 392,25 439,32 392,25 470,7 392,25 470,7 392,25 392,25

GRUPO 6 MESES Rato 13 | Rato14 | Rato15 | Rato16 | Rato1l7 | Rato18 | Rato19 | Rato20 | Rato21l | Rato22 | Rato23 | Rato24
Peso do Animal (g) 499 422 422 406 555 481 453 404 432 494 445 476
Estatura do Animal (cm) 23,5 24 25 23 26,5 25,5 23,7 23,5 23,1 24,2 25 23,4
Peso do Rim Direito (g) 1,41 1,48 1,28 1,34 1,75 1,4 1,52 1,35 1,5 1,65 1,59 1,64
Comprimento Rim Direito (cm) 2,04 2,02 2 1,98 2,09 2 2,03 1,98 1,89 1,92 2,09 2,02
Largura Rim Direito (cm) 1,32 1,37 1,28 1,28 1,42 1,32 1,24 1,24 1,25 1,3 1,28 1,43
Espessura Rim Direito (cm) 0,84 0,84 0,81 8,4 0,78 0,74 0,76 0,82 0,84 0,89 0,85 0,81

Volume do Rim Direito (mm3) 1183 1215,77 | 1084,49 | 111341 | 1210,68 | 1021,73 | 1000,53 | 1052,93 | 1037,89 | 1161,81 | 1189,26 | 1223,69

GRUPO 9 MESES Rato 25 | Rato26 | Rato27 | Rato28 | Rato29 | Rato30 | Rato31l | Rato32 | Rato33 | Rato34 | Rato35 | Rato36
Peso do Animal (g) 481 509 474 543 464 589 471 473 531 551 537 545
Estatura do Animal (cm) 26,8 27 27,5 27,5 25 27 25,5 26 26,5 28 26,5 27,5
Peso do Rim Direito (g) 1,16 1,26 1,29 1,42 1,3 1,67 1,29 1,07 1,34 1,33 1,54 1,46
Comprimento Rim Direito (cm) 1,92 1,98 1,95 2,04 2,02 2,15 2 1,75 2,05 2,05 2,05 1,95
Largura Rim Direito (cm) 1,29 1,23 1,23 1,45 1,28 1,35 1,2 1,2 1,4 1,2 1,35 1,3
Espessura Rim Direito (cm) 0,75 0,78 0,79 0,77 0,82 0,85 0,7 0,75 0,75 0,75 0,85 0,85

Volume do Rim Direito (mm3) | 971,52 993,49 990,98 | 1191,21 | 1108,86 129,3 878,64 | 823,72 | 1125,75 | 964,93 | 1230,29 | 1126,93

GRUPO 12 MESES Rato37 | Rato38 | Rato39 | Rato40 | Rato41l | Rato42 | Rato43 | Rato44 | Rato45 | Rato46 | Rato47 | Rato48
Peso do Animal (g) 592 564 510 575 610 573 562 540 549 586 520 485
Estatura do Animal (cm) 30 27,5 29 26,5 28 27 27,5 24 26,5 26 26 26
Peso do Rim Direito (g) 1,72 1,7 1,33 1,4 1,48 1,54 1,32 1,35 1,36 1,64 1,55 1,43
Comprimento Rim Direito (cm) 2,1 2,1 1,9 2,1 2 2 2 1,9 2 2,1 2,1 2
Largura Rim Direito (cm) 1,35 1,4 1,25 1,3 1,4 1,4 1,3 1,35 1,3 1,4 1,3 1,4
Espessura Rim Direito (cm) 0,9 0,9 0,85 0,9 0,85 1 0,9 0,85 0,8 0,9 0,9 0,9

Volume do Rim Direito (mm3) | 1334,43 | 1383,85 | 1055,8 | 128501 | 1244,74 | 14644 | 1223,82 | 1140,27 | 1087,84 | 1383,85 | 1285,01 | 1317,96

GRUPO 18 MESES Rato49 | Rato50 | Rato51 | Rato52 | Rato53 | Rato54 | Rato55 | Rato56 | Rato57 | Rato58 | Rato59 | Rato 60
Peso do Animal (g) 592 470 441 573 520 673 412 478 570 618 531 634
Estatura do Animal (cm) 29 26 26 27 27 28 27 28 29 26 26 28
Peso do Rim Direito (g) 1,52 1,64 1,23 1,54 1,59 1,72 2,07 1,58 1,6 1,65 1,44 1,45
Comprimento Rim Direito (cm) 1,7 1,8 1,5 1,7 1,9 1,7 1,9 1,7 1,8 1,8 1,7 1,6
Largura Rim Direito (cm) 1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,2 1 1 1,1 1 1 1
Espessura Rim Direito (cm) 0,6 0,6 0,5 0,6 0,6 0,7 0,9 0,6 0,5 0,6 0,5 0,5

Volume do Rim Direito (nm3) | 533,46 | 621,32 | 431,47 | 586,8 | 65584 | 74684 | 89433 | 533,46 | 517,77 | 564,84 | 44455 | 4184

GRUPO 24 MESES Rato 61 | Rato62 | Rato63 | Rato64 | Rato65 | Rato66 | Rato67 | Rato68 | Rato69 | Rato70 | Rato71 | Rato 72
Peso do Animal (g) 532 580 539 616 456 561 527 469 469 612 464 460
Estatura do Animal (cm) 26 26 24 28 26 26 25 26 24 26 25 24
Peso do Rim Direito (g) 1,66 1,27 1,92 1,34 1,45 1,6 1,34 2,18 1,5 1,44 1,37 1,33
Comprimento Rim Direito (cm) 1,6 1,6 1,9 1,7 1,5 1,7 1,6 2 1,8 1,1 1,5 1,6
Largura Rim Direito (cm) 1 0,9 1,1 0,9 1 1,1 1 1,2 0,9 1 1 1
Espessura Rim Direito (cm) 0,6 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5

Volume do Rim Direito (mm3) | 502,08 | 376,56 | 65584 | 480,11 | 4707 586,8 | 4184 | 753,12 | 50835 | 34518 | 39225 | 4184
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GRUPO 3 MESES GRUPO 6 MESES
LAMINAS P Vv[glom](%) | Nv[glom] (1/mm3) | Vol[glom] (um3) LAMINAS P Vv[glom](%)| Nv[glom] (1/mm3) | Vol[glom] (um3)
ril 54 12,857 156,42 8,22 ri3 1 44 10,476 113,85 9,20
rl2 52 12,381 156,42 7,92 ri3 2 41 9,762 141,20 6,91
rl3 50 11,905 166,11 7,17 ri33 53 12,619 164,04 7,69
rl4 52 12,381 166,11 7,45 ri3 4 42 10,000 113,85 8,78
rls 59 14,048 157,12 8,94 ri35 44 10,476 113,85 9,20
r21 58 13,810 170,96 8,08 ri4 1 52 12,381 155,04 7,99
122 52 12,381 156,42 7,92 riq 2 44 10,476 113,85 9,20
r23 62 14,762 186,19 7,93 ri4 3 47 11,190 155,04 7,22
r24 57 13,571 164,04 8,27 rl4 4 44 10,476 113,85 9,20
25 59 14,048 157,12 8,94 ri4 5 43 10,238 134,97 7,59
r31 49 11,667 161,27 7,23 r151 53 12,619 164,04 7,69
r32 58 13,810 160,89 8,58 ri5 2 41 9,762 141,20 6,91
r33 54 12,857 170,96 7,52 ri53 44 10,476 113,85 9,20
134 59 14,048 157,12 8,94 r15 4 57 13,571 164,04 8,27
r35 57 13,571 164,04 8,27 r155 53 12,619 164,04 7,69
r4 1 62 14,762 186,19 7,93 ri6 1 44 10,476 113,85 9,20
r4 2 49 11,667 161,27 7,23 rl6 2 52 12,381 155,04 7,99
r43 59 14,048 157,12 8,94 ri6 3 41 9,762 134,97 7,23
r4 4 58 13,810 160,89 8,58 rl6 4 43 10,238 134,97 7,59
r45 54 12,857 170,96 7,52 ri6 5 40 9,524 134,97 7,06
r51 57 13,571 164,04 8,27 rl7 1 44 10,476 139,12 7,53
152 59 14,048 157,12 8,94 ri7z 2 53 12,619 164,04 7,69
53 49 11,667 161,27 7,23 ri7z 3 41 9,762 139,12 7,02
r54 57 13,571 164,04 8,27 ri7 4 45 10,714 133,58 8,02
155 58 13,810 160,89 8,58 ri7z 5 42 10,000 139,12 7,19
61 54 12,857 170,96 7,52 rig 1 45 10,714 133,58 8,02
162 52 12,381 160,89 7,70 rig 2 44 10,476 113,85 9,20
163 59 14,048 157,12 8,94 rig 3 53 12,619 164,04 7,69
164 62 14,762 186,19 7,93 rig 4 42 10,000 113,85 8,78
165 57 13,571 164,04 8,27 rig 5 44 10,476 113,85 9,20
r71 50 11,905 166,11 7,17 ri91 44 10,476 113,85 9,20
172 52 12,381 156,42 7,92 ri9 2 38 9,048 119,05 7,60
r73 54 12,857 170,96 7,52 r19 3 44 10,476 113,85 9,20
174 57 13,571 164,04 8,27 ri9 4 38 9,048 119,05 7,60
r75 52 12,381 166,11 7,45 r195 41 9,762 119,05 8,20
81 50 11,905 166,11 7,17 r20 1 44 10,476 113,85 9,20
82 49 11,667 161,27 7,23 r20 2 39 9,286 113,85 8,16
83 58 13,810 170,96 8,08 r20 3 28 6,667 113,85 5,86
r8 4 57 13,571 164,04 8,27 r20 4 42 10,000 113,85 8,78
85 53 12,619 164,04 7,69 r20 5 44 10,476 113,85 9,20
r9 1 62 14,762 186,19 7,93 r211 41 9,762 141,20 6,91
192 54 12,857 170,96 7,52 r212 46 10,952 141,20 7,76
r9 3 50 11,905 166,11 7,17 r213 45 10,714 1335,83 8,02
194 52 12,381 160,89 7,70 r214 44 10,476 113,85 9,20
r95 59 14,048 157,12 8,94 1215 52 12,381 160,89 7,70
rio1 62 14,762 186,19 7,93 r221 58 13,810 160,89 8,58
ri0 2 52 12,381 156,42 7,92 122 2 42 10,000 113,85 8,78
ri0 3 57 13,571 164,04 8,27 r22 3 44 10,476 113,85 9,20
r10 4 62 14,762 186,19 7,93 122 4 45 10,714 133,58 8,02
ri05 50 11,905 166,11 7,17 r225 39 9,286 155,04 5,99
ri1 1 53 12,619 164,04 7,69 r231 58 13,810 160,89 8,58
ri12 54 12,857 170,96 7,52 r232 42 10,000 113,85 8,78
rll 3 57 13,571 164,04 8,27 r233 46 10,952 141,20 7,76
ril 4 52 12,381 160,89 7,70 r234 39 9,286 141,20 6,58
rils 54 12,857 170,96 7,52 1235 41 9,762 141,20 6,91
ri21 50 11,905 166,11 7,17 r24 1 40 9,524 160,89 5,92
ri2 2 62 14,762 186,19 7,93 124 2 44 10,476 160,89 6,51
ri23 59 14,048 157,12 8,94 r24 3 49 11,667 160,89 7,25
ri2 4 52 12,381 160,89 7,70 r24 4 52 12,381 160,89 7,70
ri25 58 13,810 160,89 8,58 r24 5 58 13,810 160,89 8,58
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GRUPO 9 MESES GRUPO 12 MESES
LAMINAS P Vv[glom](%) [ Nv[glom] (1/mm3) | Vol[glom] (um3) LAMINAS P V[glom](%) | Nv[glom] (1/mm3) | Vol[glom] (um3)
r251 49 11,667 161,27 7,23 r371 41 9,762 114,20 8,55
r252 45 10,714 161,27 6,64 r372 38 9,048 114,20 7,92
r253 42 10,000 161,27 6,20 r373 34 8,095 122,51 6,61
r254 48 11,429 161,27 7,09 r374 38 9,048 145,35 6,23
r255 49 11,667 161,27 7,23 r375 46 10,952 145,35 7,53
r26 1 52 12,381 155,04 7,99 r38 1 32 7,619 122,51 6,22
r26 2 44 10,476 155,04 6,76 r382 38 9,048 145,35 6,23
r26 3 47 11,190 155,04 7,22 r38 3 36 8,571 114,20 7,51
r26 4 42 10,000 155,04 6,45 r38 4 32 7,619 114,20 6,67
r26 5 30 7,143 133,58 5,35 r385 36 8,571 114,20 7,51
r271 37 8,810 133,58 6,60 r391 29 6,905 114,20 6,05
r27 2 39 9,286 133,58 6,95 r392 32 7,619 114,20 6,67
r27 3 42 10,000 133,58 7,49 r393 34 8,095 122,51 6,61
r27 4 32 7,619 119,05 6,40 r39 4 29 6,905 122,51 5,64
r275 30 7,143 119,05 6,00 r39 5 32 7,619 122,51 6,22
r28 1 44 10,476 155,04 6,76 r40 1 43 10,238 122,51 8,36
r28 2 47 11,190 155,04 7,22 r40 2 39 9,286 122,51 7,58
r28 3 42 10,000 155,04 6,45 r40 3 26 6,190 112,13 5,52
r28 4 39 9,286 155,04 5,99 r40 4 28 6,667 112,13 5,95
r28 5 53 12,619 164,04 7,69 r40 5 36 8,571 112,13 7,64
r29 1 44 10,476 164,04 6,39 r411 33 7,857 112,13 7,00
r292 41 9,762 164,04 5,95 r4l 2 28 6,667 112,13 5,95
r29 3 57 13,571 164,04 8,27 r4l 3 26 6,190 79,80 7,76
r29 4 42 10,000 164,04 6,10 r4l 4 17 4,048 79,80 5,07
r29 5 32 7,619 134,97 5,65 r4l5 24 5,714 79,80 7,16
r30 1 39 9,286 134,97 6,88 r42 1 34 8,095 122,51 6,61
r30 2 35 8,333 139,12 5,99 r42 2 19 4,524 79,80 5,67
r30 3 44 10,476 157,12 6,67 r42 3 20 4,762 65,75 7,24
r30 4 46 10,952 157,12 6,94 r42 4 16 3,810 65,75 5,79
r305 38 9,048 157,12 5,76 r425 21 5,000 65,75 7,60
r31 1 40 9,524 157,12 6,06 r43 1 14 3,334 65,75 5,07
r312 46 10,952 170,96 6,41 r432 28 6,667 112,13 5,95
r313 37 8,810 170,96 5,15 r43 3 28 6,667 114,20 5,83
r314 54 12,857 170,96 7,52 r43 4 30 7,143 114,20 6,25
r315 38 9,048 130,12 6,95 r43 5 34 8,095 122,51 6,61
r321 36 8,571 130,12 6,59 r44 1 36 8,571 114,20 7,51
r322 33 7,857 130,12 6,04 rd4 2 29 6,905 114,20 6,05
r32 3 39 9,286 130,12 7,14 r44 3 22 5,238 73,37 7,14
r32 4 42 10,000 130,12 7,69 r44 4 28 6,667 112,13 5,95
r325 44 10,476 166,11 6,31 r44 5 16 3,810 73,37 5,19
r33 1 38 9,048 156,42 5,78 r45 1 14 3,334 73,37 4,54
r332 52 12,381 170,96 7,24 r45 2 34 8,095 122,51 6,61
r333 59 14,048 186,19 7,55 r45 3 22 5,238 73,37 7,14
r33 4 52 12,381 186,19 6,65 r45 4 28 6,667 112,13 5,95
r335 49 11,667 186,19 6,27 r455 16 3,810 73,37 5,19
r34 1 38 9,048 130,12 6,95 r46 1 14 3,334 73,37 4,54
r34 2 34 8,095 130,12 6,22 r46 2 34 8,095 122,51 6,61
r34 3 39 9,286 130,12 7,14 r46 3 28 6,667 112,13 5,95
r34 4 37 8,810 130,12 6,77 r46 4 28 6,667 112,13 5,95
r34 5 40 9,524 130,12 7,32 r46 5 31 7,381 114,20 6,46
r351 48 11,429 156,42 7,31 r47.1 29 6,905 114,20 6,05
r352 39 9,286 121,12 7,67 r47 2 26 6,190 114,20 5,42
r35 3 44 10,476 145,35 7,21 r47 3 41 9,762 114,20 8,55
r35 4 44 10,476 145,35 7,21 r47 4 38 9,048 114,20 7,92
r355 47 11,190 186,19 6,01 r475 34 8,095 122,51 6,61
r36 1 37 0,881 141,20 6,24 r4g8 1 38 9,048 145,35 6,23
r36 2 41 9,762 141,20 6,91 r48 2 16 3,810 73,37 5,19
r36 3 31 7,381 114,20 6,46 r48 3 14 3,334 73,37 4,54
r36 4 29 6,905 114,20 6,05 r48 4 29 6,905 114,20 6,05
r36 5 26 6,190 114,20 5,42 r48 5 22 5,238 73,37 7,14
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GRUPO 18 MESES GRUPO 24 MESES
LAMINAS P Vv[glom](%) [ Nv[glom] (1/mm3) | Vol[glom] (um3) LAMINAS P V[glom](%) | Nv[glom] (1/mm3) | Vol[glom] (um3)
r49 1 19 4,524 54,68 8,27 rél 1l 9 2,143 31,84 6,73
r49 2 17 4,048 74,06 5,47 rél 2 11 2,619 31,84 8,23
r49 3 21 5,000 74,06 6,75 1613 9 2,143 31,84 6,73
r49 4 24 5,714 74,06 7,72 rél 4 9 2,143 31,84 6,73
r49 5 21 5,000 74,06 6,75 r615 8 1,905 31,84 5,98
r50 1 19 4,524 77,52 5,84 1621 12 2,857 35,30 8,09
r50 2 18 4,286 59,52 7,20 r62 2 11 2,619 35,30 7,42
r50 3 16 3,810 59,52 6,40 ré62 3 10 2,381 35,30 6,75
r50 4 19 4,524 59,52 7,60 162 4 8 1,905 35,30 5,40
r50 5 16 3,810 59,52 6,40 1625 10 2,381 35,30 6,75
r511 17 4,048 59,52 6,80 ré3 1 10 2,381 31,15 7,64
r51 2 22 5,238 92,75 5,65 r63 2 11 2,619 31,15 8,41
r513 21 5,000 74,06 6,75 ré63 3 9 2,143 31,15 6,88
r51 4 26 6,190 92,75 6,67 r63 4 8 1,905 31,15 6,12
r515 28 6,667 92,75 7,19 1635 7 1,667 31,15 5,35
r52 1 24 5,714 92,75 6,16 ré4 1 10 2,381 31,15 7,64
r52 2 16 3,810 60,22 6,33 164 2 11 2,619 31,15 8,41
r52 3 12 2,857 60,22 4,74 r64 3 9 2,143 31,15 6,88
r52 4 16 3,810 60,22 6,33 164 4 8 1,905 31,15 6,12
r52 5 19 4,524 60,22 7,51 r64 5 7 1,667 31,15 5,35
r53 1 24 5,714 60,22 9,49 ré51 8 1,905 20,76 9,17
r53 2 22 5,238 113,51 4,61 ré5 2 6 1,429 20,76 6,88
r53 3 34 8,095 113,51 7,13 ré5 3 4 0,952 20,76 4,58
r53 4 23 5,476 95,52 5,73 65 4 5 1,190 20,76 5,73
r53 5 15 3,571 80,98 4,41 1655 7 1,667 20,76 8,03
r54 1 19 4,524 80,98 5,59 ré6 1 8 1,905 22,15 8,60
r54 2 16 3,810 60,22 6,33 r66 2 6 1,429 22,15 6,45
r54 3 22 5,238 80,98 6,47 ré6 3 4 0,952 22,15 4,30
r54 4 26 6,190 92,75 6,67 r66 4 6 1,429 22,15 6,45
r54 5 22 5,238 100,36 5,22 r66 5 8 1,905 22,15 8,60
r55 1 19 4,524 100,36 4,51 ré7 1 9 2,143 29,76 7,20
r55 2 11 2,619 53,30 4,91 r67 2 6 1,429 29,76 4,80
r55 3 12 2,857 53,30 5,36 r67 3 8 1,905 29,76 6,40
r55 4 11 2,619 53,30 4,91 r67 4 11 2,619 29,76 8,80
r55 5 16 3,810 53,30 7,15 1675 9 2,143 29,76 7,20
r56 1 14 3,334 61,60 5,41 rég 1 8 1,905 23,53 8,10
r56 2 14 3,334 42,22 7,90 rég 2 6 1,429 23,53 6,07
r56 3 12 2,857 42,22 6,77 ré8 3 4 0,952 23,53 4,05
r56 4 16 3,810 42,22 9,02 168 4 6 1,429 23,53 6,07
r56 5 9 2,143 42,22 5,08 r68 5 10 2,381 23,53 10,12
r57 1 10 2,381 42,22 5,64 rég 1 8 1,905 24,23 7,86
r57 2 17 4,048 64,37 6,29 r69 2 7 1,667 24,23 6,88
r57 3 16 3,810 42,22 9,02 ré9 3 8 1,905 24,23 7,86
r57 4 26 6,190 106,59 5,81 r69 4 5 1,190 24,23 4,91
r57 5 19 4,524 66,45 6,81 r69 5 7 1,667 24,23 6,88
r58 1 11 2,619 53,30 4,91 r70 1 8 1,905 24,23 7,86
r58 2 16 3,810 66,45 5,73 r70 2 7 1,667 24,23 6,88
r58 3 19 4,524 66,45 6,81 r70 3 8 1,905 24,23 7,86
r58 4 22 5,238 66,45 7,88 r70 4 5 1,190 24,23 4,91
r58 5 19 4,524 66,45 6,81 r705 7 1,667 24,23 6,88
r59 1 20 4,762 66,45 7,17 r711 8 1,905 20,76 9,17
r59 2 19 4,524 61,60 7,34 r712 6 1,429 20,76 6,88
r59 3 21 5,000 61,60 8,12 r713 4 0,952 20,76 4,58
r59 4 18 4,286 61,60 6,96 1714 5 1,190 20,76 5,73
r59 5 17 4,048 61,60 6,57 r715 7 1,667 20,76 8,03
ré0 1 14 3,334 61,60 5,41 1721 8 1,905 22,15 8,60
re0 2 16 3,810 42,22 9,02 r72 2 6 1,429 22,15 6,45
ré0 3 22 5,238 75,44 6,94 1723 4 0,952 22,15 4,30
ré0 4 19 4,524 66,45 6,81 1724 6 1,429 22,15 6,45
ré0 5 16 3,810 66,45 5,73 1725 8 1,905 22,15 8,60
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APENDICE 4: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS — PESO DOS ANIMAIS

Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo | Maximo Desvlo Valor de
padrdo p*
3 meses | 12 379,1 379,5 328 438 29,6
6 meses | 12 457,4 449,0 404 555 45,0
. 9 meses | 12 514,0 520,0 464 589 40,9
Peso do Animal (g)
12 meses | 12 555,5 563,0 485 610 36,5
18 meses | 12 542,7 550,5 412 673 81,3
24 meses | 12 523,8 529,5 456 616 59,8 <0,001
*ANOVA com um fator, p<0,05
Grupos comparados Valor de
(peso dos animais) p
3x6 <0,001
3x9 <0,001
3x12 <0,001
3x18 <0,001
3x24 <0,001
6x9 0,009
6x12 <0,001
6x18 <0,001
6 x 24 0,003
9x12 0,054
9x18 0,180
9x24 0,646
12x18 0,546
12x24 0,138
18x24 0,374
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APENDICE 5: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS — ESTATURA DOS ANIMAIS

Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo | Maximo Desvio Valor de
padrdo p*
3 meses | 12 22,4 22,3 21 24 1,15
6 meses | 12 24,2 23,9 23 26,5 1,08
Estatura do Animal 9 meses | 12 26,7 26,9 25 28 0,89
(cm) 12 meses | 12 27,0 26,8 24 30 1,57
18 meses | 12 27,3 27,0 26 29 1,14
24 meses | 12 25,5 26,0 24 28 1,17 <0,001
*ANOVA com um fator, p<0,05
Grupos comparados Valor de
(estatura dos animais) p
3x6 <0,001
3x9 <0,001
3x12 <0,001
3x18 <0,001
3x24 <0,001
6x9 <0,001
6x12 <0,001
6x18 <0,001
6 x 24 0,009
9x12 0,583
9x18 0,288
9x24 0,013
12x18 0,606
12x24 0,003
18x24 0,001
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APENDICE 6: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS — PESO DO RIM DIREITO

DOS ANIMAIS
Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo | Maximo Desvio Valor de
padrdo p*
3 meses 12 1,28 1,31 0,97 1,44 0,13
6 meses | 12 1,49 1,49 1,28 1,75 0,14
Peso do Rim Direito | 9 meses | 12 1,34 1,32 1,07 1,67 0,16
(8) 12 meses | 12 1,49 1,46 1,32 1,72 0,14
18 meses | 12 1,59 1,59 1,23 2,07 0,20
24 meses | 12 1,53 1,45 1,27 2,18 0,27 0,001
*ANOVA com um fator, p<0,05
Grupos comparados Valor de
(peso rim direito) p
3x6 0,005
3x9 0,378
3x12 0,007
3x18 <0,001
3x24 0,001
6x9 0,050
6x12 0,920
6x18 0,213
6x24 0,584
9x 12 0,062
9x 18 0,002
9x24 0,013
12x18 0,179
12x24 0,517
18x24 0,482




50

APENDICE 7: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS - VOLUME DO RIM DIREITO

DOS ANIMAIS
Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo | Maximo Desvio Valor de
padrdo p*
3meses | 12 433,8 393,8 329,5 586,8 74,58
6meses | 12 | 1124,6 1137,6 1000,5 1223,7 82,5
Volume do Rim 9 meses | 12 961,3 992,2 129,3 1230,3 289,4
Direito (mm?3) 12 meses | 12 | 1267,2 1285,0 1055,8 1464,4 124,0
18 meses | 12 579,1 549,2 418,4 894,3 137,9
24 meses | 12 492,3 475,4 345,2 753,1 120,8 <0,001
*ANOVA com um fator, p<0,05
Grupos comparados Valor de
(volume rim direito) p
3x6 <0,001
3x9 <0,001
3x12 <0,001
3x18 0,025
3x24 0,360
6x9 0,012
6x12 0,028
6x 18 <0,001
6 x 24 <0,001
9x12 <0,001
9x18 <0,001
9x24 <0,001
12x18 <0,001
12x24 <0,001
18x24 0,176




APENDICE 8: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS — UREIA E CREATININA

Variavel Grupo n Média | Mediana | Minimo | Maximo Desvlo Valoi de
padrdo p
3 meses | 12 42,2 42 31 52 5,6
6 meses | 12 46,6 48 36 59 6,7
9 meses | 12 44,9 43 37 56 6,1
Ureia (mg/dL)
12 meses | 12 44,8 44 39 55 4,6
18 meses | 12 39,8 38 29 63 8,7
24 meses | 12 44,6 37 34 100 18,1 0,557

*ANOVA com um fator, p<0,05

Desvio Valor de

Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo | Maximo o
padrdo p*
3 meses | 12 0,53 0,50 0,3 0,8 0,16
6 meses | 12 0,56 0,60 0,4 0,7 0,09
Creatinina 9 meses | 12 1,03 1,05 0,9 1,2 0,13
(mg/dL) 12meses | 12 | 0,74 0,80 0,3 1 0,21
18 meses | 12 0,77 0,70 0,5 1,1 0,17
24 meses | 12 0,90 0,85 0,5 1,8 0,33 <0,001

*ANOVA com um fator, p<0,05

Grupos comparados Valor de
(Creatinina sérica) p

3x6 0,756

3x9 <0,001

3x12 0,011
3x18 0,005
3x24 <0,001

6x9 <0,001

6x12 0,025

6x 18 0,011

6 x24 <0,001
9x12 0,001
9x18 0,001
9x24 0,101

12x 18 0,756
12x24 0,052
18x24 0,101
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APENDICE 9: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS — DENSIDADE DE VOLUME

DOS GLOMERULOS RENAIS

Varidvel Grupo n Média Mediana | Minimo | Maximo Desvlo Valor de
padrdo p*
3 meses | 12 13,18 13,26 12,62 13,71 0,37
6 meses | 12 10,72 10,81 9,38 11,81 0,66
Vv[glom] 9 meses | 12 9,94 10,24 7,81 11,91 1,15
(%) 12 meses | 12 6,90 6,41 5,24 9,38 1,32
18 meses | 12 4,50 4,36 3,10 5,62 0,83
24 meses | 12 1,82 1,67 1,43 2,43 0,35 <0,001
*ANOVA com um fator, p<0,05
Grupos comparados Valor de
(Vv[glom]) P
3x6 <0,001
3x9 <0,001
3x12 <0,001
3x18 <0,001
3x24 <0,001
6x9 0,029
6x12 <0,001
6x18 <0,001
6x24 <0,001
9x12 <0,001
9x18 <0,001
9x24 <0,001
12x18 <0,001
12x24 <0,001
18x24 <0,001
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APENDICE 10: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS — DENSIDADE NUMERICA

DOS GLOMERULOS RENAIS

Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo | Maximo Desvlo Valor de
padrdo p*
3 meses | 12 165,77 166,21 160,44 171,79 3,13
6 meses | 12 135,32 135,10 113,85 160,89 12,89
Nv[glom] 9 meses | 12 148,71 150,82 125,00 177,19 15,78
(1/mm?) 12 meses | 12 | 105,95 106,31 79,91 128,32 14,75
18 meses | 12 69,49 65,55 46,10 92,75 12,44
24 meses | 12 26,42 24,23 20,76 35,30 5,07 <0,001
*ANOVA com um fator, p<0,05
Grupos comparados Valor de
(Nv[glom]) P
3x6 <0,001
3x9 0,001
3x12 <0,001
3x18 <0,001
3x24 <0,001
6x9 0,007
6x12 <0,001
6x18 <0,001
6x24 <0,001
9x12 <0,001
9x18 <0,001
9x24 <0,001
12x18 <0,001
12x24 <0,001
18x24 <0,001
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APENDICE 11: COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS - VOLUME MEDIO
GLOMERULAR

Variavel Grupo n Média Mediana | Minimo | Mdaximo Desvio valor de
padrdo p*
3 meses | 12 7,96 7,99 7,67 8,26 0,20
6 meses | 12 8,00 8,03 7,19 8,58 0,40
Vol[glom] 9 meses | 12 6,68 6,73 6,22 7,08 0,24
(um3) 12 meses | 12 6,45 6,48 5,83 7,37 0,51
18 meses | 12 6,56 6,66 5,37 7,26 0,54
24 meses | 12 6,88 6,88 6,88 6,88 0,001 <0,001
*ANOVA com um fator, p<0,05
Grupos comparados Valor de
(Vol[glom]) P
3x6 0,792
3x9 <0,001
3x12 <0,001
3x18 <0,001
3x24 <0,001
6x9 <0,001
6x12 <0,001
6x18 <0,001
6 x 24 <0,001
9x12 0,144
9x18 0,457
9x24 0,178
12x18 0,467
12x24 0,006
18x24 0,039
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