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INTRODUCAO: A litiase urinaria constitui a terceira causa mais comum de
afeccédo do trato urinario sendo superada apenas pelas infecgdes urinarias e
doencas da prostata. Na maioria das vezes, o oxalato de calcio (OxCa) é o
principal componente metabdlico envolvido na litiase. Diferentes autores tém
utilizado a hiperoxaluria para estudar a deposicado de cristais de OxCa nos
tubulos renais em ratos. Em algumas situacoes, litiase e nefrocalcinose podem
coexistir, no entanto, os resultados de estudos em modelos de ratos indicam
que a deposicao renal de cristais de OxCa é caracterizado pela nefrocalcinose
e esta relacionado com a lesédo, inflamacgéo e regeneragao celular. A ingestéo
de etilenoglicol (EG) ou hidroxi-L-prolina (HLP) em alimentos ou agua produz
hiperoxaluria cronica. Esta, por sua vez, associada a cristaluria por OxCa com
eventual deposi¢céo no parénquima renal. O EG pode ser associado ou nédo a
outros componentes como a vitamina D3 (Colecalciferol), potencializando a
deposi¢cao de OxCa no rim. Os indutores da nefrocalcinose (EG e HLP) podem
ser utilizados em diferentes concentragbes e periodos causando variagdo na
intensidade da calcificagcdo no parénquima renal. Entretanto, ndo esta até o
momento elucidado nem o melhor agente e nem a melhor concentracao a ser
utilizada a fim de se obter um modelo estavel ndo nefrotdxico para o estudo de
cristalizagdo de OxCa. MATERIAIS E METODOS: Foram utilizados 40 ratos
machos da raga Sprague-Dawley, distribuidos de maneira randomizada em
quatro grupos: GRUPO | (Controle clinico, n=10); GRUPO II (Etileno Glicol a
0,5% + Vitamina D3, n=10); GRUPO IlI (Etileno Glicol a 1,25%, n=10); GRUPO
IV (Hidroxi-L-prolina a 5%, n=10). Ap6s uma semana de seguimento (momento

M1), cinco animais de cada grupo foram sacrificados, e os demais ao término
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de 4 semanas (Momento M2). Em todos os animais foram realizados estudo
metabdlico (analise de calcio, oxalato, acido urico e citrato urinarios e creatinina
sérica) analise histopatolégica e de nefrocalcinose. RESULTADOS: No
momento M1, o oxalato na urina de 24 horas foi significativamente menor no
grupo Gl em relagdo ao Gll e Gl (p<0,05). No momento M2, o oxalato foi
significativamente menor no grupo Gl em relagédo ao Glll (p<0,05). Observamos
uma nefrocalcinose significativamente maior no grupo Gll em relacdo aos
demais grupos no momento M2 (p<0,01) e calcificagdo no tubulo renal
significativamente maior no grupo Gll em comparagcéo aos demais grupos nos
diferentes momentos (M1 e M2) (p<0,01). A quantificagdo de Calcio no
parénquima renal também foi significantemente maior no Grupo IlI, nos
diferentes momentos. CONCLUSAO: O indutor Etileno Glicol a 0,5% +
Vitamina D3 foi o modelo ideal para indugcéo de nefrocalcinose em ratos apoés

28 dias de seguimento.

Palavras-chave: hiperoxaluria, litiase urinaria, nefrocalcinose,ratos.
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INTRODUCTION: Urinary lithiasis is the third most common cause of urinary
tract disease only surpassed by urinary and prostate diseases. Most often, the
calcium oxalate (CaOx) is the major metabolic component involved in lithiasis.
Different authors have used hyperoxaluria to study deposition of crystals in
renal tubules CaOx in rats. In some situations, lithiasis and nephrocalcinosis
may coexist, however, the results of studies in rat models indicate that renal
deposition of crystals is characterized by CaOx nephrocalcinosis and is
associated with injury, inflammation, and cell regeneration. Ingestion of ethylene
glycol (EG) or hydroxy-L-proline (HLP) in food or water produces chronic
hyperoxaluria. This, in turn, associated with crystalluria CaOx for eventual
deposition in the renal parenchyma. The EG can be with or without other
components like Vitamin D3 (Cholecalciferol), increasing the deposition OxCa
kidney. The induce nephrocalcinosis (EG and HLP) can be used in different
concentrations and times causing variation in the intensity of calcification in
renal parenchyma. However, it is not yet elucidated neither the best nor agent
and the optimal concentration to be used in order to obtain a stable non-
nephrotoxic model for studying crystallization CaOx. MATERIALS AND
METHODS: A total of 40 male rats of Sprague-Dawley rats, selected randomly
distributed into four groups: group | (Clinical control, n = 10), group Il (Ethylene
Glycol 0.5% + Vitamin D3, n = 10); GROUP Il (Ethylene Glycol 1.25%, n = 10)
GROUP IV (Hydroxy-L-proline 5%, n = 10). After a week of monitoring (when
M1), five animals from each group were sacrificed, and the other at the end of 4
weeks (M2 Moment). All animals were performed metabolic study (analysis of

calcium, oxalate, uric acid and citrate urinary and serum creatinine) and
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histopathology of nephrocalcinosis. RESULTS: At M1, the oxalate in the urine
of 24 hours was significantly lower in Group | compared with Gll and Glll (p
<0.05). The moment M2, oxalate was significantly lower in Gl relative to GllI (p
<0.05). Nephrocalcinosis observed a significantly higher in group GII compared
to other groups in M2 (p <0.01) and calcification in the renal tubule significantly
higher in group Gll compared to the other groups at different moments (M1 and
M2) (p <0, 01). Quantification of calcium in the renal parenchyma was also
significantly higher in Group Il, at differents moments. CONCLUSION: The
inductor Ethylene Glycol + 0.5% Vitamin D3 was the ideal model to induce

nephrocalcinosis in rats after 28 days of follow up.

Key Words: hyperoxaluria, urinary lithiasis, nephrocalcinosis, rats.
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A litiase do trato urinario (LTU) é uma doenga conhecida pela
humanidade ha varios séculos e tem sido relatada na histéria a partir do
registro de litiase vesical em mumias egipcias datados de 4800 anos A.C.
(KITTREGE & DOWNS, 1952). Constitui a terceira causa mais comum de
afeccado do trato urinario sendo superada apenas pelas infecgdes urinarias e
doencas da proéstata (TOSTES & CARDOSO, 2001). Sua taxa de mortalidade
devido as complicagdes do tratamento intervencionista da LTU é baixa, porém,
a recorréncia frequentemente esta associada a um indice elevado de
morbidade, absenteismo, assim como problemas sociais (HEILBERG et al.,

2002).

O principal componente metabdlico envolvido na litiase urinaria, na
maioria das vezes, é o oxalato de calcio (OxCa) (COE et al., 2005). Em nossa
area observamos uma incidéncia de hipercalciuria idiopatica em 73% dos
pacientes (AMARO et al., 2005). Cerca de dois tercos destes calculos
apresentam Oxalato (Ox) em sua composi¢cédo e quase metade é constituida
exclusivamente por este composto, podendo ser decorrente de fatores

genéticos (hiperoxaluria primaria) ou ambientais (hiperoxaluria secundaria).

A hiperoxaluria de origem entérica pode ser decorrente a doengas
gastrointestinais como resseccdo do ileo, doenca de Crohn ou cirurgia
bariatrica. Nestes casos, ocorre uma alteragdo da microbiota intestinal com
diminuicdo da bactéria Oxalobacter formigenes que é responsavel pela
degradacdo do oxalato provindo da dieta (HATCH, 1993; ASPLIN, 2002;
DUNCAN et al., 2002). A hiperoxaluria favorece a formacédo e a deposi¢cao
renal do complexo OxCa podendo, assim, ocasionar patologias como urolitiase,

nefrocalcinose, acidose metabdlica e insuficiéncia renal.
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A hiperoxaluria é responsavel por cerca de 4,5% dos casos de
nefrocalcinose. Na hiperoxaluria primaria (HP), a producdo endogena de
Oxalato (Ox) esta aumentada cerca de 20 vezes do normal, podendo ocasionar
a deposicao de Calcio (Ca) em varios 6rgéos entre os quais o rim (SERRA &

CORREIA, 2004).

Em algumas situagdes, litiase e nefrocalcinose podem coexistir; este
fato pode ocorrer mais frequentemente na HP, hiperparatireoidismo primario e
acidose tubular renal (ATR) (SERRA & CORREIA, 2004). Na HP pode ocorrer
deposigao de cristais no lumem dos sistemas coletores como ureteres e bexiga
ou, ainda, a deposigdo de sais de calcio radiologicamente demonstravel no

parénquima renal.

A nefrocalcinose pode ser dividida em duas categorias: intratubular ou
intersticial. Os calculos renais desenvolvem-se nos calices e na pelve (EVAN,
2010). Estudos recentes utilizando modelos em ratos indicam que a deposi¢éo
renal de cristais de OxCa ocorre principalmente na regido intratubular podendo
estar relacionado com o processo de lesdo, inflamacgéao e regeneracao celular

(KHAN, 2010; TOBLLI et al., 2002; TOBLLI et al., 2002).

Varios animais como camundongos, coelhos, ratos e suinos tém sido
usados em estudos experimentais da litiase renal, entretanto, os ratos e
camundongos s&o os mais comumente utilizados (KHAN, 2010; KHAN, 1997;
MANDEL et al., 2004). Esses modelos tém contribuido significativamente para
a compreensdo dos mecanismos envolvidos na nefrolitiase por OxCa e
também permitem avaliar a eficacia de diversas terapias (KHAN & GLENTON,

2010).
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A hiperoxaluria pode ser provocada em ratos pela administracdo de
agentes indutores. A administracdo intraperitoneal do oxalato de sédio pode
levar a uma rapida deposigéo de cristais no parénquima renal (KHAN et al.,
2008). Por outro lado, a ingestdao de etilenoglicol (EG) ou hidroxi-L-prolina
(HLP) em alimentos ou agua produz hiperoxaluria crénica (KHAN et al., 2006).
Esta, por sua vez, quando associada a cristaluria por OxCa pode resultar na

deposigcao desses cristais no parénquima renal.

O EG pode ainda ser associado a outras medicagcbes como cloreto de
amoénio ou vitamina D3 (Colecalciferol). Esta associacao visa a potencializar a
deposicao de OxCa no parénquima renal (KHAN, 1995; WATER et al., 1996).
Esta vitamina é importante no metabolismo do Calcio (Ca) sendo inicialmente
hidroxilada a 25 (OH) D3 no figado pela a¢do da enzima 25-hidroxilase. Apos
este processo, liga-se a transcalciferina, uma proteina transportadora que tem
alta afinidade e especificidade por este metabdlito. A seguir, no tubulo
contornado proximal do rim sofre uma segunda hidroxilagdo pela acdo da
enzima 1-a-hidroxilase transformando-se na forma ativa da vitamina D3 (1,25
diidroxicolecalciferol) (Figura 1) (BOURDEAU & ATTIE, 1994; TURNBERG &
RILEY, 1993; KARBACH, 1994; CANNIGIA et al., 1987). Este metabdlito vai
agir no intestino delgado sobre o nivel do enterdcito facilitando a penetracéo e
a deposicao de Ca no parénquima renal (GRUDTNER et al., 1997). Apesar dos
inUmeros estudos e dos diferentes modelos utilizados até o momento, ainda
nao existe consenso na literatura sobre a necessidade de se utlizar agentes

potencializadores associados aos indutores da nefrocalcinose.
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Figura 1. Esquema ilustrando as fases de transformacao da Vitamina D a partir
da natureza até sua forma ativa no organismo humano.

A hiperoxaliria e a deposicao de cristais estdo associadas com
peroxidacao lipidica e dano ao epitélio renal (HUANG et al., 2002; KHAN et al.,
1989) devido a producédo de macromoléculas (ASSELMAN et al., 2003; FAN et
al., 1998). Na literatura, ndo esta totalmente elucidado se o EG de per si ou
seus metabolitos causam leséo no epitélio renal (POLDELSKI, 2001) . A dose
mais frequentemente utilizada em estudos de EG para imitar a formacao de
calculos urinarios em humanos é de 0,75% (PATEL et al., 2012), entretanto,
estudos relatam que o consumo desta droga em concentragdes igual ou acima
de 0,75% podem ocasionar lesdes de multiplos 6rgaos (ROBINSON et al.,

1990; EDER et al., 1998; GREEN et al., 2005).

Devido as varias criticas e restricdes ao modelo utilizando EG, alguns
autores tém preconizado administracéo oral da hidroxi-L-prolina (HLP) que é
um precursor fisiolégico do Ox (KHAN et al., 2006). A HLP é um derivado do

aminoacido prolina e um dos componentes do colageno sendo, dessa forma,
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um ingrediente comum a muitas dietas ocidentais. Seguindo este raciocinio,
Khan e colaboradores conseguiram induzir a hiperoxaluria em ratos utilizando
HLP a 5,2% durante dez dias, entretanto, este modelo n&do resultou em
nefrolitiase (KHAN et al., 1989). Posteriormente, outros estudos avaliando a
HLP em duas diferentes concentracbes (3% ou 5%) administradas por 18
semanas em ratos geneticamente hipercalciuricos (GH) conseguiram produzir
depositos de cristais de OxCa no trato urinario desses animais (BUSHINSKY et
al., 2002). Dessa forma, tanto o EG como HLP podem ser utilizados como
indutores de nefrocalcinose em diferentes concentragdes por periodos de
tempo variaveis resultando em diferentes graus de calcificagcédo do parénquima

renal e tornando seus resultados bastante variaveis.

Diante desses resultados apresentados na literatura até o presente
momento nao foi ainda possivel elucidar nem qual o melhor agente indutor de
hiperoxaluria, tampouco a concentracéo ideal a ser utilizada a fim de se obter

um modelo ideal ndo nefrotéxico para o estudo da nefrocalcinose.
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar a intensidade da

nefrocalcinose provocada por dois diferentes agentes indutores.
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1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 40 ratos adultos machos da raga Sprague-Dawley, com
peso entre 200 e 300 gramas, fornecidos pelo Centro Multi-Institucional de
Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Com uma semana de antecedéncia ao inicio
do experimento, os animais foram acondicionados no Biotério do Departamento
de Urologia da Faculdade de Medicina de Botucatu em gaiolas metabdlicas
individuais com 29 x 29 x 55 centimetros para adaptagdo ao novo ambiente e
deteccéo de possiveis problemas clinicos. A temperatura foi mantida em torno
de 20°C com iluminagdo natural. Os animais tiveram livre acesso a agua e
ragdo especifica para ratos (fabricado pela Presence ratos e camundongos®,

peso liquido 20 kg) com monitorizagao regular da ingesta.

De acordo com as normas de ética em pesquisa animal, este trabalho foi
previamente submetido & analise e aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA) desta Instituicdo (Protocolo CEEA 880-2011).
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2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os 40 animais utilizados foram distribuidos de maneira randomizada em

quatro grupos assim constituidos:

a.

GRUPO | (n=10, Controle clinico): neste grupo, os animais nao
foram submetidos a nenhuma interveng¢ao sendo, portanto, utilizados

como controle clinico.

GRUPO Il (n=10, Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3): os animais
receberam Etileno Glicol a 0,5% (Fabricado pela SIGMA ALDRICH®)
diluido em agua, ad libitum. Objetivando a potencializacado do agente
indutor, a Vitamina D3 (Colecalciferol — Manipulada pela Farmacia
Cruz Vermelha® Férmulas e Cosméticos) na dose de 0,5 uM foi
dissolvida em 1 ml de 6leo e administrada via gavagem uma vez ao

dia.

GRUPO IlI (n=10, Etileno Glicol a 1,25%): Neste grupo, o Etileno
Glicol a 1,25% (Fabricado pela SIGMA ALDRICH®) foi diluido em

agua e oferecido “ad libitum” aos animais.

GRUPO IV (n=10, Hidroxi-L-prolina a 5%): neste grupo, a Hidroxi-
L-prolina a 5% (Fabricado pela SIGMA ALDRICH®) foi diluida em

agua e administrado ad libitum aos animais.
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O experimento foi dividido em trés periodos. Momento MO: considerado
imediatamente apo6s o periodo de adaptagdo dos animais, a partir do qual teve
inicio a execugcdo da metodologia proposta; momento M1: decorrida uma
semana (sete dias), cinco animais de cada grupo foram sacrificados para
estudo dos diferentes parametros; momento M2: o restante dos animais (cinco
animais por grupo) foi submetido a eutanasia ao término de quatro semanas
(28 dias) de intervengao sendo realizados os mesmos procedimentos de coleta

de material.

A seguir, serdo descritos detalhadamente os diferentes parametros

estudados, em cada grupo.

Figura 2. Diagrama demonstrando os diferentes momentos e parametros
estudados em cada grupo.
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3. ANESTESIA E SEDACAO

Antes de cada sacrificio (momentos M1 e M2) os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico 3% (solugdo de pentobarbital soédico a
3% produzido pela Cristalia®) na dose de 0,1 ml/100g de peso do rato,
administrado por via intraperitoneal. Caso necessario, uma segunda aplicagao
utilizando-se metade da dose inicialmente calculada era novamente

administrada.

4. SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Imediatamente antes do sacrificio (momentos M1 e M2), o animal foi
anestesiado conforme técnica descrita, sendo realizada fixagao dos quatro
membros com fita adesiva (Cremer®, 18mmx50m) em goteira Claude Bernard
seguida da tricotomia da regido abdominal. Apds antissepsia com iodopolidine
topico (Povidine lodine, 10% iodo ativo fabricado pela Made Care® — produtos
hospitalares Ltda.) e colocagdo do campo oftalmico estéril, a parede abdominal
foi aberta por planos com lamina de bisturi niumero 15 (lamina de ago carbono
da marca Embramac®) expondo-se a bexiga. Foi realizada coleta de
aproximadamente 0,5ml de urina por puncao para realizacdo de cultura de

urina.

Em seguida, a incisdo abdominal foi estendida até o nivel do apéndice

xifoide com tesoura de Metzenbaum e procedida toracotomia lateral com
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rebatimento do gradil costal para exposi¢cdo do coragédo. Neste momento, foi
realizada punc¢ao do ventriculo esquerdo para coleta de aproximadamente 9 ml

de sangue para posterior determinagcéo dos parametros bioquimicos.

Apos disseccao romba da gordura perirrenal com cotonetes®, isolamento
e ligadura bilateral do pediculo renal com fio de algodao 3-0 (fio de algodéao
trancado produzido pela Ethicon®) foi realizada nefrotomia bilateral. O rim
esquerdo (Figura 3) foi identificado e congelado separadamente para posterior
estudo do calcio no parénquima pela técnica nuclear espectroscopica,

conforme sera descrito a seguir no item 8.

Figura 3. llustragdo da exérese do rim esquerdo para determinacdo da
concentragéo de calcio tecidual.
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O rim direito foi seccionado em duas partes iguais com lamina cirurgica
21 (lamina de ago carbono da marca Embramac®) na altura do hilo, sendo a
metade superior incluida em bloco de parafina para posterior analise
histopatolégica e histomorfométrica. A regido inferior foi congelada a -20°C em

freezer (Consul® Practice 240L) (Figura 4).

Figura 4. Corte transversal do rim direito, dividindo-o em metade superior (A) e
inferior (B).

5. SACRIFICIO

Para o sacrificio, em ambos os momentos (M1 e M2) utilizou-se uma
dose letal de pentobarbital s6dico 3% (cerca de 2,5 vezes o peso do animal),

administrada por via intraperitoneal.
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6. EXAMES LABORATORIAIS

6.1. Urina

Imediatamente antes do sacrificio, apds incisdo abdominal e exposig¢ao
vesical conforme técnica descrita no item 4, realizava-se a coleta de
aproximadamente 0,5ml de urina por puncao (Figura 5) com agulha 13 x 0,45 e
seringa de 1ml (marca BD®). A amostra foi identificada conforme o grupo do
animal, acondicionada em gelo e imediatamente encaminhada para realizagéo
da cultura no Departamento de Higiene Veterindria e Saude Publica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Unesp no campus

de Botucatu.

Figura 5. llustracado do procedimento de coleta de urina por pungao vesical.
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6.2. Urina de 24h

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais para
coleta da urina de 24 horas. Periodicamente, sempre no mesmo horario, as
amostras de urina obtidas foram rigorosamente aferidas utilizando-se uma
proveta graduada, sendo seu volume expresso em "ml". Da mesma forma, o
pH urinario foi determinado por meio de tiras reagentes utilizando-se o método
colorimétrico comparativo (papel indicador de pH 0 a 14 da marca Macherey-
Nagel®) e seu valor foi expresso em duas casas decimais. Foram aferidos os
valores iniciais e finais de pH sendo que o primeiro foi medido no segundo dia
de experimento na primeira urina de 24h e o segundo no dia da eutanasia de
cada animal. Em seguida, as amostras foram congeladas e mantidas
armazenadas a -10°C para posterior leitura dos seguintes parametros
bioquimicos: oxalato, citrato, calcio e acido urico. As analises do calcio e acido
urico foram realizadas utilizando-se kits bioquimicos da marca KATAL®. Para
analise de acido urico, a urina foi diluida na propor¢ao 1:10 (0,1ml de urina +
0,9ml de agua destilada ou deionizada). Na medida do calcio nao foi realizada
diluigdo. Todas as amostras foram aferidas utilizando-se o método

automatizado Cobas Mira Plus da marca Roche®.

As aliquotas de urinas para analise do oxalato e citrato foram
respectivamente de 2 ml e 1 ml, sendo armazenadas separadamente e
conservadas em acido cloridrico na concentragdo de 16ul de acido cloridrico
para cada mililitro (ml) de urina coletada. Para a dosagem de oxalato foi
utilizado o kit bioquimico da marca Trinity Biotech®. Para analise do citrato

utilizou-se o método enzimatico automatizado com os reagentes preparados no




Curta, NB Matericis ¢ Métedos Iy}

momento da dosagem de acordo com as orientagdes do fabricante. Na analise
do citrato foram utilizadas as seguintes substancias: citrato liase (citrate lyase
from Enterobacter aerogenes fabricado pela Sigma Aldrich®), NADH (B-
nicotinamide adenine dinucleotide reduced sodium salt hydrate fabricado pela
Sigma Aldrich®), acido malico (malic dehydrogenase from porcine heart
fabricado pela Sigma Aldrich®), lactato (I-lactic dehydrogenase solution from
porcine heart fabricado pela Sigma Aldrich®), tampéo triz (pH 8,2) e sulfato de
zinco (30 mmol/L). Para ambas as afericdes, utilizou-se o Aparelho de

Automacdo Cobas Mira S da marca Roche®.

6.3. Sangue

Apds toracotomia e exposi¢cao do coragao foi realizada puncgéo cardiaca
com agulha 30 x 0,7 acoplada a seringa de 5ml para obtencdo de sangue e
posterior determinacado dos parametros bioquimicos séricos (Figura 6). Cerca
de 9 ml de sangue de cada animal foram mantidos em tubo de vidro seco, em
repouso, por cerca de 15 minutos, ap6s o qual ocorreu a retracdo do coagulo.
Em seguida, o soro foi separado utilizando-se a centrifuga IEKE® modelo LC a
2500 rotagdes por minutos (rpm) por 15 minutos. O soro resultante deste
processo foi identificado e congelado, sendo mantido a —18°C em freezer
(Consul® Practice 240I) para posterior dosagem da creatinina utilizando-se o kit
bioquimico da marca KATAL® pelo método automatizado Cobas Mira Plus da

marca Roche®.
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Figura 6. llustragdo da pungéo cardiaca para coleta de sangue.

7. QUANTIFICACAO HISTOMORFOMETRICA DA NEFROCALCINOSE

O tecido de porcao superior do rim direito foi incluido em blocos de
parafina e seccionados na regido longitudinal com espessura de 5 ym e a

seguir foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE).

As laminas foram fotografadas em um aumento final de 20 a 40 vezes
utilizando-se uma camera fotografica digital (Sony® DCR-TRV 240) acoplada
ao microscopio éptico (LEICA® DMLB) instalado em microcomputador (Pentium
IV® com processador Celeron® 1200 MHz). Para avaliacdo da nefrocalcinose
(contagem dos cristais no parénquima e tubulos renais) utilizou-se o programa
Image J® versdo 1.44 (NIH, Bethesda, USA). Para cada lamina foram

escolhidas cinco regides aleatérias que foram criteriosamente examinadas. O
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numero de calculos foi determinado utilizando o plug-in grid do Image J ® que
criou uma grade com 100 pontos por campo. O resultado foi entdo expresso
em porcentagem, sendo computados os calculos presentes em cada ponto de

interseccao das linhas da grade gerada pelo referido programa (Figura 7).

Figura 7. llustracdo do Programa Image J® versdo 1.44 (NIH, Bethesda, USA),
com grade de 100 pontos gerada sobre a lamina.

Para analise histopatoldgica por microscopia Optica foram utilizados os
seguintes critérios para classificacdo de atrofia: "N" quando ausente, "L"
quando leve (um a dois focos de atrofia num campo de aumento de 40x) e "I"
quando intensa (trés ou mais focos de atrofia num campo de aumento de 40x)

(Figura 8).
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A B

Figura 8. (A) Corte histologico do rim direito de um animal pertencente ao grupo Il
(Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3) no momento M2, aumento de 40x, coloragao
H.E., demonstrando uma atrofia leve (L) com 2 focos por campo (setas). (B) Corte
histolégico do rim direito de um animal pertencente ao grupo Il (Etileno Glicol a 0,5% +
Vitamina D3) no momento M2, aumento de 40x, coloragdo H.E., demonstrando uma
atrofia intensa (I) com mais de 3 focos por campo (setas).

No extravasamento estromal dos cristais utilizou-se "N" na sua auséncia,
"F" quando fosse focal, ou seja, quando houvesse um extravasamento num
campo de aumento de 40x, "FD" para extravasamento intermediario, ou seja,

dois a trés num campo de aumento de 40x e "D" para difuso, com quatro ou

mais nesse mesmo campo de aumento (Figura 9).

A B

Figura 9. (A) Corte histolégico do rim direito de um animal pertencente ao grupo Il
(Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3) no momento M2, aumento de 40x, coloragao
H.E., demonstrando um estravasamento estromal intermediario (FD) com 2 focos por
campo (setas). (B) Corte histoldgico do rim direito de um animal pertencente ao grupo
Il (Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3) no momento M2, aumento de 40x, coloragéo
H.E., demonstrando um estravasamento estromal difuso (D) com 5 focos por campo
(setas).
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O infiltrado inflamatério foi categorizado como ausente (N), leve (L)
apresentando um tipo de infiltrado, moderado (M) com dois ou trés tipos de
infiltrados ou intenso (l) apresentando quatro ou mais tipos, sempre num
campo de aumento de 40x. Os tipos de infiltrados inflamatorios foram
caracterizados como ‘"exudativo agudo neutrofilos (A)", "crbénicos linfo-

plasmocitario (C)" e "granulomatoso histiocitos céls gigantes (G)" (figura 10).

Figura 10. Corte histolégico do rim direito de um animal pertencente ao grupo |l
(Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3) no momento M2, aumento de 40x,
coloragéo H.E., demonstrando também um infiltrado inflamatério leve (L) com
um exsudativo agudo de neutréfilos (seta).

A avaliagéo dos cristais no lumen dos tubulos renais foi caracterizada
como: n°/5cga = numero de tubulos com cristais no limen em cinco campos de

grande aumento, no aumento de 40x na area com mais tubulos com cristais

(hot spots) em areas contiguas (Figura 11).




Conda, NB Materiais ¢ Métodeos S2

Figura 11. Corte histolégico do rim direito de um animal pertencente ao grupo |l
(Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3) no momento M2, aumento de 40x,
coloracdo H.E.,demonstrando os tubulos com cristais no [umen.

8. QUANTIFICACAO DO CALCIO NO PARENQUIMA RENAL

8.1. Preparacao das amostras

Uma vez removido, o rim esquerdo foi mantido em estufa de secagem
(Retilinea fabricado pela FANEM® LTDA) a 60°C por 48 horas para a completa
extracdo de umidade do 6rgdo. A amostra resultante foi triturada por cinco
minutos a 1070 rpm com triturador SPEX® SamplePrep (fabricado pela
empresa Geno/Grinder, 2010) (Figuras 12 e 13) localizado no Centro de

Is6topos Estaveis do Instituto de Biociéncias de Botucatu, Unesp.
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Figura 12. Triturador de tecidos moles.

Figura 13. Rim esquerdo seco e triturado.
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Com o tecido ja seco e triturado, a dosagem do calcio no parénquima
renal foi realizada no laboratério LAMFI (Laboratério de Analise de Materiais
por Feixes Iénicos), no Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo
(IFUSP), utilizando-se a técnica PIXE (Proton Induced X-Ray Emission). Para
tanto, a amostra foi convertida em uma solugdo homogénea na seguinte
propor¢cao: 0,19 de amostra (pé do tecido renal) + 90ul de Galio + 1,2ml de
HNO; (acido nitrico puro ou destilado). Em seguida, a mistura obtida foi
acondicionada em estufa de secagem Quimis® por 13 horas (780 minutos) a

110°C.

Neste processo, o Galio (Ga), por ser um elemento ausente na amostra,
foi utilizado como padrao interno para quantificar Ca. A partir da determinagao
do mesmo, a concentragao de Ca no tecido renal foi calculada considerando-se
as areas dos picos dos espectros de Ga e do elemento Ca. O HNO3 foi
utilizado para digerir a amostra e torna-la homogénea e aderente ao substrato
utilizado (Figura 14). A partir da equacéo 1, consegue-se obter a concentracao

final de Ga na amostra.

M1C1: M2C2 '

Equacéo 1: Onde M1 é a massa inicial do Galio (pesada), C1 é a concentracao
inicial de Galio conhecida (1020 ppm), M2 é a massa final (amostra + Galio) e
C2 é a concentracéo final de Galio na amostra.
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Figura 14. Adicao de acido nitrico na amostra para digestao.

Objetivando assegurar a eficacia das medidas realizadas, duas outras
amostras foram preparadas (uma “branca” e outra com um material de
referéncia) e submetidas a mesma rotina laboratorial. Ambas seguiram o
mesmo modo de preparo das amostras de tecido renal, no entanto, a amostra
‘branca” nao continha parénquima renal, estando presentes apenas o Galio e o
HNO3;. A segunda amostra foi preparada utilizando-se no lugar do tecido renal
um material ja certificado e aferido (Bovine Liver 1577b, da marca NIST®).
Simultaneamente, discos com plastico Kimfol de 25 mm de didmetro foram

preparados e sobre este material foram pipetados 8 pl da amostra obtida.
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Todo o procedimento foi realizado em salas limpas para evitar
contaminagao das amostras e utilizando materiais de protecdo pessoal como

luvas, 6culos e jalecos.

8.2. Sistema PIXE (Proton Induced X-Ray Emission).

Os alvos pipetados sobre o plastico foram colocados na camara PIXE e
irradiados durante dez minutos para a obtengcédo da concentragédo de calcio.
Este sistema é composto por um acelerador eletrostatico tipo Pelletron-tandem,
modelo 5SDH fornecido pela NEC® (National Electrostatic Corporation; EUA),
que pode alcancar até 1,7MV de tensdo no terminal. Tal equipamento é
constituido por uma fonte de ions SNICS (Source of Negative lons by Cesium
Sputtering), uma camara de analise de alto vacuo (construida no IFUSP) e dois

detectores de raio-X do tipo Si (Li) (SANTOS, 2007).

A cémara para analise PIXE contém um dispositivo linear para
acondicionamento das amostras com capacidade para 18 discos de 25 mm de
didametro. Os controles XY manuais externos e dois detectores semicondutores,
um ajustado para detectar raios-X com energia E< 6keV e outro para raios-X
com energia E<4keV, tém por objetivo otimizar os limites de detecgéo

(TABACNIKS, 1983), conforme ilustrado na figura 15.
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Figura 15. Dispositivo utilizado para determinacdo do Calcio no parénquima
renal: o acelerador de particulas (A) fica acoplado a camara PIXE (B) e aos
detectores de alta energia (C) e de baixa energia (D).

9. ANALISE ESTATISTICA

Para contrastes entre populagbées binominais foi utilizado o Teste de

Goddman (GODDMAN, 1964).

No estudo das variaveis quantitativas e momentos foi utilizado o modelo
da analise de varidncia nao-paramétrica para o modelo de dois fatores

complementada com o teste de Dunn (ZAR, 2009).

Para indicagdo de significAncia das comparagbes nas tabelas foram
utilizadas letras minusculas nos contrastes entre os grupos. Proporgdes de
uma mesma letra minuscula numa categoria de resposta referenciada nao

diferem na comparacgéo dos grupos (p>0,05).

Todas as conclusdes foram realizadas no nivel de 5% de significancia.
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1. AVALIACAO DO GANHO DE PESO E DA INGESTAO DE RAGCAO

Em relacédo ao peso inicial dos animais, ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa seja nos diferentes grupos ou em relagdo aos
diferentes momentos (Grafico 1).

Na medida do peso final no momento M1 (ap6s 7 dias), ndo observamos
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. No momento M2 (apés
28 dias), observamos um peso significativamente menor no Gll em relagéo aos

demais grupos (Grafico 2).

Gl
G
R g
u
P H M1 (apds 7 dias)
o Gl . )
5 W2 (apds 28 dias)
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Gréafico 1: Valores médios e desvios-padrdo do peso inicial, segundo grupo
nos diferentes momentos (M1 e M2) .
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Gréafico 2: Valores médios e desvios-padrao da ingestdo de ragdo segundo

grupo nos diferentes momentos (M1 e M2).
*p<0,05: Gll < Gl = Glll = GIV.
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A ingestdo de racado foi significativamente menor no grupo Gll em
relacdo aos demais, considerando os diferentes momentos (M1 e M2) (Tabela

1). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os demais grupos.

Tabela 1. Média e desvio padrédo da ingestdo alimentar, segundo grupo e
momento de avaliacéo.

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
9) (9)
| 25,80 +2,11 b 28,75 +2,23 b
[ 16,15+ 4,47 a 13,67 + 6,44 a
Il 23,07 £4,65 b 26,37 +4,11 b
\Y 2712+2,72 b 28,57 £ 5,53 b

2. AVALIACAO DA INGESTAO LIQUIDA

N&o observamos diferenca estatisticamente significativa na ingestéo de

liquidos seja entre os grupos ou nos diferentes momentos (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio padrao da ingestdo de liquidos, segundo grupo e
momento de avaliag&o.

Momentos
Grupos
M1 (7 dias) M2 (28 dias)
I 34,54 £7,61a 41,83 +3,93 a
[l 39,46 + 16,08 a 34,63+9,13 a
11 37,11 £ 14,99 a 42,11 +7,39 a

v 40,20 + 5,02 a 38,14 £ 10,04 a




Curda, NB Resliados ¢1

3. EXAMES LABORATORIAIS

3.1. UROCULTURA

N&o foi observado crescimento bacteriano na urina dos animais nos

diferentes grupos e momentos.

3.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS URINARIOS

O volume urinario (VU) no periodo de 24 horas foi significativamente
menor no grupo Gl em relagdo ao Gll, nos diferentes momentos (M1 e M2).
Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os demais grupos nos

diferentes momentos (Tabela 3).

Tabela 3. Mediana e valores minimos e maximos do Volume urinario, segundo
grupo e momento de avaliagao.

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
(ml) (ml)
| 3,45 (2,48 ; 4,89) a 4,50 (2,24 ; 9,20) a

I 14,43 (5,87 ;18,43)b 10,10 (5,33 ; 17,94) b
1l 12,00 (3,28 ; 16,30)ab 4,39 (2,74 ; 20,19) ab
IV 6,46 (4,10 ; 14,04) ab 3,83 (3,04 ; 5,03) ab

Na andlise do pH da wurina final, ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos nos diferentes momentos

(Tabela 4).
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Tabela 4. Mediana e valores minimos e maximos do pH final, segundo grupo e
momento de avaliagéo.

Momentos
Grupos
M1 (7 dias) M2 (28 dias)
I 8.5(8,0;9,0)a 9,0(8,0;9,0)a
[l 9,0(7,0;9,0)a 9,0(8,0;9,0)a
[ 9,0(8,0;9,0)a 9,0(8,5;10,0)a
v 9,0(7,0;9,0)a 9,0(9,0;9,0)a

No citrato da urina de 24h ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos nos diferentes momentos (Tabela 5).

Tabela 5. Mediana e valores minimos e maximos de citrato urinario, segundo
grupo e momento de avaliag&o.

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
(mgll) (mg/l)
| 25,28 (15,70 ; 42,64) a 1,80 (1,13 ; 23,27) a
[ 7,25 (4,38 ;102,91) a 2,16 (0,59 ; 3,08) a
1l 9,83 (6,34 ; 81,25) a 3,73 (1,23:13,93) a
\Y 12,74 (2,41 ;23,23) a 21,74 (2,18 ; 35,32) a

No momento M1, o acido urico da urina de 24h foi significativamente
menor no grupo Gl em relagéo ao Gl e GIV. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os demais grupos.

No momento M2, ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos (Tabela 6).
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Tabela 6. Mediana e valores minimos e maximos de acido Urico na urina,
segundo grupo e momento de avaliagao.

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
(mg/dl) (mg/dl)
| 16,1 (9,9;22,3) b 1,3(0,8;10,0)a
Il 1,7 (0,5;2,5) a 1,0 (0,5; 16,1) a
1] 4,0(0,9;7,9)ab 1,0 (0,6 ; 28,7) a
\Y, 16,1 (5,8;25,3)b 6,0 (1,2;20,3)a

No momento M1, o oxalato na urina de 24 horas foi significativamente
menor no grupo Gl em relaggo ao Gll e Glll. Nado houve diferenca
estatisticamente significativa entre os demais grupos.

No momento M2, o oxalato foi significativamente menor no grupo Gl em
relacdo ao Glll. Ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os
demais grupos (Tabela 7).

Tabela 7. Mediana e valores minimos e maximos do oxalato urinario, segundo
grupo e momento de avaliagao.

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
(mg/l) (mg/l)
| 1,54 (0,71:3,15) a 3,65 (1,54 ; 8,75) a

I 11,47 (5,39 ;18,38)b 5,41 (0,85 ; 11,28) ab
1l 17,50 (2,22;24,61)b 11,29 (1,74 ; 31,18) b
\Y 1,81 (0,85 ; 3,40) ab 3,14 (2,87 ; 7,27) ab

No momento M1, o Calcio da urina de 24h foi significativamente maior
no grupo GIV em relagdo ao Gll. Nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre os demais grupos.
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No momento M2, n&do houve diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos (Tabela 8).

Tabela 8. Mediana e valores minimos e maximos de Calcio Urinario, segundo
grupo e momento de avaliagdo (M1 e M2).

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
(mg/dl) (mg/dl)
I 59(4,2;7,7)ab 24(0,8;2,7)a
Il 1,6 (0,5; 4,1)a 1,2(0,6 ;8,2) a
1 1,9 (1,1;5,0)ab 1,6 (0,7 ;5,3)a
v 6,8(44;82)b 24(2,1;29)a

3.3. AVALIACAO DOS PARAMETROS SERICOS

No momento M1, a creatinina sérica foi significativamente maior no
grupo Gll em relacédo ao Gl e GIV. Nao houve diferenca estatisticamente

significativa entre os demais grupos.

No momento M2, ndo houve diferenga estatisticamente significativa

entre os grupos (Tabela 9).

Tabela 9. Mediana e valores minimos e maximos da creatinina sérica, segundo
grupo e momento de avaliagéo.

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
(mg/dl) (mg/dl)
! 0,5(0,5;0,5) a 0,6 (0,5;0,7) a
I 0,8(0,5;0,9)b 0,6 (0,5;0,8) a
i 0,5(0,5;0,6) ab 0,6 (0,5;0,6) a

\Y 0,5(0,5;0,5) a 0,6 (0,5;0,7) a
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3.4. AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA

No momento M1, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
calcificagcao renal entre os diferentes grupos.

No momento M2, observamos uma calcificagéo renal significativamente
maior no grupo Gll em relagdo aos demais grupos (Grafico 3) (Figura 16). Nao

houve diferenca estatisticamente significativa entre os demais grupos.

Gl '
G |
5 Gl — *
E Gl I M2 (apos 28 dias)
) |
GIV '
0 EI. 1IIII 1|5 zlu

Cristalizacdo renal

Gréafico 3. Valores de mediana de cristalizacao renal segundo grupo, no

momento M2.
*p<0,05

A B

Figura 16. (A) Corte histolégico do rim direito de um animal pertencente ao
grupo | (Controle) no momento M2, aumento de 40 vezes, coloragdo H.E.,
demonstrando arquitetura renal preservada. (B) Visualizagdo dos cristais no
parénquima renal de um animal do grupo Il (Etileno Glicol 0,5% + Vitamina D3),
no aumento de 40 vezes, coloracéo H.E.
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A calcificagdo no tubulo renal foi significativamente maior no grupo Gll

em comparagao aos demais grupos nos diferentes momentos (Graficos 4 e 5).

Nao observamos diferengca estatisticamente significativa nos demais grupos

nos diferentes momentos.
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a 2 4 ] &

Cristais nos Tabulos Renais

Gréafico 4. Valores de mediana do numero de cristais por tubulo renal,
segundo grupo, no momento M1.

* p<0,01
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Gréfico 5. Valores de mediana do numero de cristais por tubulo renal,
segundo grupo, no momento M2.

*p<0,01
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Houve uma boa correlagéo entre a calcificagéo renal e tubular utilizando-

se os diferentes métodos de avaliagao (Grafico 6).

Gréfico 6. Analise da dispersao da Calcificagdo do Tubulo Renal em relagéo a
Nefrocalcinose.

No grupo Gll, observamos atrofia leve (L) em 60% dos animais no
momento M1 e intensa (I) em 100% dos animais no momento M2 (Figura 17).

N&o houve atrofia nos demais grupos nos diferentes momentos.

<:<:<:

A B

Figura 17. (A) Corte histologico do rim direito de um animal do Grupo | (Controle)
demonstrando a arquitetura renal preservada; aumento 40 vezes, coloracéo pelo
H.E. Na figura (B), corte histolégico do rim direito de um animal do Grupo I
(Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3), aumento de 40 vezes, coloracao pelo H.E,
demonstrando a atrofia intensa das células (setas).
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Em 20% dos animais no grupo GIl observamos extravasamento

estromal focal (F), no momento M1.

Observamos extravasamento em 80% dos animais do grupo GIlI no

momento M2, sendo 75% intermediario (FD) e 25% difuso (D).

Ndo houve extravasamento nos demais grupos nos diferentes

momentos (Figura 18).

Figura 18. Corte histolégico do rim direito de um animal do Grupo Il (Etileno
Glicol a 0,5% + Vitamina D3), aumento de 40 vezes, coloragdo pelo H.E,
demonstrando a presenca de extravasamento estromal, classificado como
difuso (D) (setas).

No momento M1, 80% dos animais do grupo Gll apresentaram infiltrado
inflamatorio agudo de intensidade leve (L).

No momento M2, 80% apresentaram processo inflamatério agudo,

sendo 75% de intensidade leve (L) (Figura 19) e 25% moderado (M).
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Nao foi observado processo inflamatério nos demais grupos nos

diferentes momentos.

Figura 19. Corte histolégico do rim direito de um animal do Grupo Il (Etileno
Glicol a 0,5% + Vitamina D3), momento M2, aumento de 40 vezes, coloragéo
pelo H.E, demonstrando a presenca de infiltrado inflamatorio agudo leve (seta).

3.5. QUANTIFICACAO DO CALCIO NO PARENQUIMA RENAL

A quantificacdo de calcio no parénquima renal foi significativamente
maior no grupo Gll em relagdo aos demais grupos nos diferentes momentos

(M1 e M2).

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os demais

grupos nos diferentes momentos (Tabela 10).
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Tabela 10. Mediana e valores minimos € maximos de calcio no parénquima
renal, segundo grupo e momento de avaliagéo.

Momentos
Grupos M1 (7 dias) M2 (28 dias)
(mg/kg) (mg/kg)
| 510 (495 ; 524) a 464 (415:512) a
I 5146 (4477 ; 5815)b 54935 (48855 ; 61014) b
1 609 (538 ; 680) a 487 (482 :492) a

W 277 (0 ; 554) a 338 (326 ; 349) a
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Em nossa série, apds 28 dias (momento M2), observamos um peso e
uma ingestao de racéao significativamente menor no grupo Gll em relagéo aos
demais grupos. Estudos que utilizaram hiperoxaluria crénica por inducao de
Etileno Glicol (EG) nao referiram alteracado de peso corporal (Li & MacMartim,
2009; Khan & Glenton, 2010). Desta forma, provavelmente estes resultados
devem ter relacédo com o processo de gavagem ou com uma gastrite devido a

utilizacao da vitamina D3.

Nao observamos diferenga significativa na ingestdo de liquidos e em
todos os animais a cultura de urina foi negativa, demonstrando assim que
esses fatores ndo influenciaram em nossa amostra, tendo em vista que alguns
autores demonstram a interferéncia seja da ingestdo de liquidos ou da

presenca de bactéria na génese da litiase renal (Lotan et al., 2012; Hall, 2009).

O volume urinario (VU) é sabidamente um fator importante na
etiopatogenia da litiase renal, pois uma baixa diurese pode ocasionar uma
maior concentracdo de solutos litogénicos, podendo contribuir com a maior
formacgao de calculos renais (Hong et al., 2012). Observamos paradoxalmente
um maior VU no grupo GIl em relacdo ao grupo controle nos momentos M1 e
M2 e nao observamos diferengca significativa para este parédmetro nos
diferentes modelos de hiperoxaluria. Desta forma, o VU parece n&o ter

influenciado em nossos resultados.

Em nosso estudo, o pH urinario se manteve em média alcalino nos
diferentes momentos (M1 e M2), com uma variagado nao significativa entre os
grupos. Isto demonstra que esse fator ndo parece ter influenciado na

precipitacdo dos cristais renais, pois diferentes trabalhos referem que a
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solubilidade do OxCa ndo é afetada pela variagdo do pH urinario

(COPELOVITCH, 2012; OTOCKA, 2012).

O citrato é aceito como um eficiente inibidor da precipitagdo do calcio na
urina (Pak, 1994), pois formam um complexo soluvel que reduz a atividade
ibnica do calcio e a supersaturacdo do OxCa (SOYGUR et al., 2002) e, ainda,
previne a nucleacgéo e a agregacgao dos cristais (CHOW et al, 2004). Por isso, o
aumento de seus niveis seja por meio da dieta e/ou suplementacéo
medicamentosa pode ser uma estratégia terapéutica eficaz seja evitando a
formacao de calculos renais ou diminuindo a sua recorréncia (WHALLEY et al.,
1996; ETTINGER et al, 1997; McHARG et al., 2003; AKANAE, 2010).
Observamos que néo houve diferenca estatisticamente significativa do citrato
nos diferentes grupos e momentos, demonstrando que este fator nao

influenciou nos achados em relagédo a nefrocalcinose.

A hiperuricosuria pode ser considerada o principal fator de risco nos
calculos urinarios de acido urico, podendo ainda estar envolvido na litiase de
OxCa (SIENER, 2006). Apesar de termos observado uma excregéo
significativamente maior no grupo Controle (Gl) e HLP (GIV) em relagcéo ao
grupo EG 0,5% + Vitamina D3 (Gll) no momento M1, ndo foi observada uma

calcificagdo parenquimatosa ou tubular nestes grupos de animais.

No momento M1, observamos um aumento significativo do oxalato
urinario nos grupos Il e lll em relagado ao grupo controle e HLP, demonstrando
assim que os grupos com indutores de EG produzem um modelo adequado de
hiperoxaluria. Porém, apds 28 dias, apenas o grupo EG a 1,25% (GlIlI) manteve

uma hiperoxaluria significativa em relacdo aos demais grupos. Apesar disto, a
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deposicao de cristais foi observada somente no grupo Gll (EG 0,5% + Vitamina
D3), nos diferentes periodos de estudo, se tornando mais intensa ao final de 28
dias. A diminuicao observada nos niveis de oxalato na urina ap6s 28 dias, no
grupo Gll, poderia ser explicada pela maior formacéo de cristais urinarios de

OxCa, reduzindo a sua concentra¢ao na urina (Khandrika et al., 2012).

O calcio urinario foi significativamente maior no grupo controle e HLP
durante 7 dias de seguimento, porém este fato ndo esta relacionado com a
maior deposicdo de OxCa no parénquima renal. Apdés 28 dias, nao foi
observado diferenga estatisticamente significativa entre os grupos,
demonstrando a né&o correlagdo entre a hipercalciuria e o modelo de
nefrocalcinose. Houve uma diminuicdo em numeros absolutos do calcio urinario
no grupo de nefrocalcinose (Gll) nos diferentes momentos (M1 e M2) e, este
fato, pode ser explicado pela cristalizagdo do OxCa no parénquima renal,
diminuindo a concentracao deste ion, a semelhanca do que foi proposto para o

oxalato (Khandrika et al., 2012).

Apesar da creatinina sérica ndo ser considerada um biomarcador ideal
para avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), na falta de marcadores
mais sensiveis, pode nos dar uma ideia da fungdo renal global (Dalton, 2011).
Alguns autores relataram uma correlagao entre a diminuigao da funcao renal e
urolitiase, devido a obstrucdo do fluxo de urina pelos calculos no sistema
urinario e ao dano no parénquima renal (Alexander et al., 2012; Jagannath et
al.,, 2012). Em nosso estudo, observamos uma creatinina sérica
significativamente maior no grupo GIll em relacdo ao grupo Controle e HLP

ap6s 7 dias. Entretanto, quando os animais eram acompanhados por um
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periodo maior de seguimento (28 dias), ndo se observou uma diferenca
significativa na creatinina sérica nos diferentes grupos. Levando-se em
consideragdo que um periodo maior de exposicdo aos diferentes agentes
indutores deveriam ocasionar uma piora na funcdo renal (Jagannath et al.,

2012), esta diferenca inicial poderia ser considerada uma variagéo biolégica.

Water e colaboradores (1999), analisando o stress oxidativo no
parénquima renal em um modelo de nefrocalcinose utilizando EG a 0,75%,
observou alteracdo da fungao renal nestes animais. Em nosso estudo, a fim de
evitar este efeito indesejavel, diminuimos a concentragcdo do EG para 0,5% e
associamos a Vitamina D3, com o propoésito de potencializar a deposigcdo de
cristais de calcio (Liu et al, 2007). Obtivemos, assim, um modelo adequado
para nefrocalcinose que, apesar da avaliagdo global da funcdo renal, ndo

observamos nefrotoxicidade.

As alteragdes histopatdlogicas ocorreram exclusivamente no grupo com
nefrocalcinose (Gll), havendo predominéncia de processo inflamatorio agudo,
atrofia epitelial e extravasamento estromal, demonstrando que a cristalizagéo
esta envolvida nesses processos. Levando-se em consideragédo que, na
nefrocalcinose, os cristais de OxCa sdo formados inicialmente na luz dos
tubulos movendo-se para dentro da célula ou para o espaco intersticial, estes
podem ocasionar os processos inflamatérios e morfolégicos descritos (Khan,

2010), explicando os achados histopatologicos do nosso estudo.

A anadlise da dispersao dos dois diferentes métodos de avaliagédo de
calcificagéo renal foi adequada, entretanto, se considerada a nefrocalcinose,

notamos no grupo GIlI um aumento significativo da calcificagdo renal somente
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apos 28 dias de seguimento. Por outro lado, a calcificagédo no tubulo renal foi
significativamente maior neste grupo nos dois diferentes momentos. Levando-
se em consideracao ainda a andlise do calcio no parénquima renal, observou-
se uma maior concentracdo deste ion no grupo Gll em relagdo aos demais
grupos nos diferentes periodos de seguimento. Esses fatos vém corroborar

para o melhor modelo de nefrocalcinose no grupo EG 0,5% + Vitamina D3.
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O indutor Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3 foi o modelo ideal para

inducéo de nefrocalcinose em ratos apds 28 dias de seguimento.
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Anexo 1- Aprovacédo do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu-UNESP.
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