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RESUMO



Introducdo: O oxalato de calcio (OxCa) € o principal componente
metabdlico envolvido na formacdo dos calculos renais. Por esta razao,
diferentes abordagens farmacoldgicas foram ou estdo sendo propostas
para o tratamento da nefrolitiase por OxCa. Dentre elas, a piridoxina, um
componente da vitamina B6, tem sido sugerida como potencial agente
terapéutico capaz de atenuar os efeitos da hiperoxallria, porém com
resultados ainda controversos.

Objetivo: Avaliar os efeitos da piridoxina (Vitamina B6) sobre a excrecéo
urinéria de oxalato e seu eventual impacto nas alteracdes renais causadas
pela nefrocalcinose induzida a partir de um modelo experimental de
hiperoxaluria em ratos.

Métodos: Foram utilizados 60 ratos machos da raca Sprague-Dawley,
randomicamente distribuidos em quatro grupos: GRUPO 1 (G1l: n=15)
controle clinico; GRUPO 2 [G2: Etilenoglicol (EG) a 0,5%+vitamina D3
(VD3), n=15] no qual a hiperoxaluria foi induzida a partir da administracao
de EG diluido em agua e ofertado em associacdo com a VD3
(Colecalciferol) na dose de 05 upM; GRUPO 3 [G3: EG
0,5%+VD3+Piridoxina(VB6); n=15] onde o0s animais receberam as
mesmas drogas ofertadas ao G2 acrescido da VB6 na dose de 180mg/kg
peso/dia; GRUPO 4 (G4, n=15) animais suplementados apenas com a
VB6 na mesma dose do G3. Todos os animais foram eutanasiados apos
28 dias de intervencéo e submetidos a estudo metabolico na urina de 24
horas; analise histopatol6gica/morfométrica, analise do estresse oxidativo
no parénquima renal, bem como dosagem espectroscopica do calcio.
Resultados: Dentre os parametros urinarios avaliados, observou-se
significativa reducdo do citrato no G2 em relacdo ao controle (781,9, e
2414,Amg/L, respectivamente), enquanto que o0 oxalato mostrou-se
significativamente aumentado nos G2 e G3 quando comparado ao Gl1
(7,79; 8,94 e 2,96mg/L, respectivamente). O calcio urinario foi

significativamente menor nos grupos induzidos (G3:0,9, G2:1,5 e G1:



2,25mg/dL). A analise histomorfométrica revelou que apenas 0s animais
dos G2 e G3 desenvolveram nefrocalcinose sem, no entanto, apresentar
diferenca significativa entre si na contagem dos cristais intratubulares. Da
mesma forma, considerando-se a analise histopatologica, apenas o0s
animais induzidos (G2 e G3) exibiram atrofia, extravasamento estromal e
infiltrado inflamatério no parénquima renal, em um padrdo bastante
semelhante entre os dois grupos. Com relacdo a analise do estresse
oxidativo, houve aumento dos niveis do hidroperoxido de lipideo
associado a reducdo da atividade da superoxido dismutase e glutationa
peroxidase no G2. Nos demais grupos, o padrdo enziméatico manteve-se
relativamente estavel em relacdo ao controle, com excecao da atividade
da catalase, cuja atividade revelou-se aumentada em todos 0s grupos
estudados. Como esperado, a quantificacdo do calcio no parénquima
renal foi significativamente maior em G2 e G3 quando comparado aos
grupos sem inducao.

Concluséao: A piridoxina nao foi capaz de produzir um efeito significativo
no tratamento e/ou na prevencdo das alteracbes urinarias, bem como
morfolégicas, inflamatérias e funcionais do parénquima renal de ratos com
hiperoxallria secundaria obtida a partir da administracdo de agentes
indutores.

Palavras-chave: Piridoxina, Nefrocalcinose, Ratos, Etileno glicol



ABSTRACT



Introduction: The calcium oxalate is the major metabolic component
involved in the formation of renal calculus. Therefore, different
pharmacological approaches have been or are being proposed for the
treatment of nephrolithiasis by calcium oxalate. Among them, the
pyridoxine, a component of vitamin B6, has been suggested as a potential
therapeutic agent that can minimize the effects of hyperoxaluria. However,
the results are controversial. Objective: To evaluate the effects of
pyridoxine (vitamin B6) on the urinary excretion of oxalate and its possible
impact on renal disorders caused by nephrocalcinosis induced from an
experimental model of hyperoxaluria in rats. Methods: It was used 60
Sprague Dawley male rats and were randomized into four groups: Group
1 [(G1: n = 15) clinical control]; Group 2 [G2: Ethylene glycol (EG) 0.5% +
Vitamin D3 (VD3), n = 15], which hyperoxaluria was induced by the
administration of EG diluted in water and offered in association with VD3
(Cholecalciferol) at a dose of 0.5 uM; Group 3 [G3: 0.5% EG + VD3 +
pyridoxine (VB6); n = 15], which the animals received the same drugs
offered to the G2 plus VB6 at a dose of 180mg / kg body weight / day;
Group 4 (G4, n = 15) which the animals are supplemented only with the
same dose of VB6 in G3. All animals were euthanized after 28 days of
intervention and submitted a metabolic study on the urine of 24 hours;
histopathological / morphometric analysis of oxidative stress in renal
parenchymal and spectroscopic measurement of calcium. Results: Among
the urinary parameters evaluated, there was significant reduction in the
citrate in G2 compared to the control group- G1 (781.9 and 2414.4mg / L,
respectively), while the oxalate was significantly increased in G2 and G3
compared to G1 (7.79, 8.94 and 2.96mg / L, respectively). The urinary
calcium was significantly lower in the induced groups (G3: 0.9, G2: 1.5 and
G1l: 2.25mg / dL). Histomorphometric analysis revealed that only the
animals of G2 and G3 developed nephrocalcinosis without, however, no

substantially differences from each other in the counting of intratubular



crystals were found. Similarly, considering the histopathologic analysis,
only the induced animals (G2 and G3) exhibited atrophy, stromal
extravasation and inflammatory infiltrate in the renal parenchyma in a
similar pattern between the two groups. Regarding to the analysis of
oxidative stress, an increase of lipid hydroperoxide levels associated with
reduced superoxide dismutase activity and glutathione peroxidase in the
G2. In the other groups, the enzyme pattern remained relatively stable
compared to the control, except for catalase activity, which activity proved
to be increased in all groups. In the other groups, the enzyme pattern
remained relatively stable compared to the control (G1), except for the
catalase activity, in which activity increased in all groups. As expected, the
quantification of calcium in the renal parenchyma was significantly higher
in G2 and G3 as compared to groups without induction. Conclusion:
Pyridoxine was not able to produce a significant effect in the treatment and
/ or prevention of urinary disorders, as well as morphological, inflammatory
and functional renal tissue in rats with secondary hyperoxaluria obtained

from the administration of inducing agents.

Key-words: Pyridoxine, Nephrocalcinosis, Rats, Ethylene glycol
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1. INTRODUCAO

A litiase urinaria constitui a terceira causa mais comum de afeccéo
do trato urinario, sendo superada apenas pelas infeccbes urinarias e
doencas da préstata. Ocorre em cerca de 1 a 20% da populacdo mundial
(RAMELLO et al., 2000) com taxas de recorréncia da ordem de 50 a 70%
em 10 anos (JOUAL et al., 1997; TRINCHIERI et al., 1999; HEILBERG et
al., 2003), acometendo homens e mulheres na sua fase produtiva entre a
terceira e quarta décadas de vida. Embora tenha sido descrita como uma
doenca que, classicamente, predomina no sexo masculino em uma
propor¢cdo de 2:1 (TOSTES & CARDOSO, 2001), novos estudos tem
sugerido que esta relacdo esta diminuindo progressivamente (AMARO et
al, 2005).
O aparente aumento na incidéncia da litiase do trato urinario
(LTU) observado nos ultimos anos (ROMERO et al., 2010; TURNEY et
al., 2012) pode ser explicado, em grande parte, pela melhora nos
métodos de diagndstico. No entanto, as crescentes taxas de obesidade e
as alteracdes na dieta, associadas a baixa ingestdo de liquidos, séo
fatores que devem ser também considerados (BORGHI et al., 1996;
TAYLOR et al., 2009; ASPLIN, 2009).
Embora a taxa de mortalidade decorrente das complicacdes do
tratamento intervencionista da LTU possa ser considerada baixa em

paises desenvolvidos, sua recorréncia esta freqiientemente associada a
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um elevado indice de morbidade e absenteismo, assim como problemas
sociais (HEILBERG et al., 2002). De acordo com os dados do “Projeto de
Epidemiologia Rochester”, realizado entre 1984 e 2003 em Minnesota
nos Estados Unidos, observou-se que a taxa de recorréncia dos
sintomas ap6s um evento inicial desencadeado pela formacdo de um
calculo urinario, segue a seguinte proporcéo ao longo do tempo: 11% em
2 anos, 20% em 5 anos, 31% em 10 anos e 39% em 15 anos (RULE et
al, 2014).
A prevaléncia da nefrolitiase continua a crescer em todo o mundo
e quase duplicou nos Estados Unidos ao longo das ultimas décadas,
onde os custos com a saude tém aumentado em um ritmo alarmante.
Estima-se que sejam gastos mais de US$ 5 bilhdes anuais apenas com
o tratamento da LTU naquele pais, considerando-se os custos diretos,
relacionados a prestacdo de servicos médicos e fatores indiretos, tais
como perda de produtividade no trabalho (HYAMS & MATLAG, 2014).
Em um pais com dimensdes continentais como o Brasil, onde a
populacdo excede os duzentos milhdes de habitantes (204,5 milhGes de
acordo com o ultimo senso realizado pelo IBGE em 2015), tragar um perfil
epidemioldgico da LTU é especialmente complexo, principalmente se
considerarmos as varia¢des climaticas, os diferentes habitos alimentares e
a auséncia quase que completa de estudos epidemiologicos acerca da
LTU. Contudo, trata-se de uma afeccdo altamente prevalente que

acomete cerca de 11% da populacdo em algum momento da vida
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(WORCESTER & COE, 2011). No Brasil, apenas no ano de 2010, mais de
60% do total de pacientes internados devido a problemas relacionados a
LTU tinham entre 20 e 49 anos de idade, ou seja, encontravam-se dentro
de sua faixa etaria mais produtiva (KORKES et al., 2011). De acordo com
os dados do DATASUS de 2011, foram computadas 69.039 admissdes
hospitalares diretamente associadas a litiase urinaria. Esses ndmeros
corresponderam a 0,61% das internacbes hospitalares no SUS naquele
periodo, no qual o custo médio dessas internacdes hospitalares foi de R$
423,42, gerando um gasto anual de R$ 29.232.682,56.

Os primeiros estudos sobre etiopatogenia da LTU iniciaram-se ha
quase quatro décadas. Foi a partir deles que surgiu 0 conceito de que a
litogénese é resultante da complexa interacdo de varios fenbmenos como
a supersaturacdo urinaria, nucleacdo, agregacdo, retencdo e o0
crescimento dos cristais. Geralmente, a cristalizagcdo ocorre devido a
presenca de anormalidades na composicdo da urina, seja pela maior
excrecdo dos agentes promotores da litogénese (céalcio, oxalato, acido
arico, etc); ou pela menor excrecdo dos fatores inibidores (citrato,
magnesio, glicosaminoglicanos, nefrocalcina, proteina de Tamm-Horsfall),
ou ambos (COE et al, 1991; HEILBERG & SCHOR, 1994; HEILBERG et
al., 2006). A investigacao das alteracdes metabdlicas, que freqientemente
acompanham a litiase urinaria, passou por grandes avangos com a
melhora das técnicas e dos testes laboratoriais. Seu papel é fundamental

no manejo do paciente litidsico, seja no acompanhamento, ou na
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prevencdo dos célculos renais (LARANJA et al., 1995; AMARO et al.,
2005). As alteracdes metabdlicas estdo presentes em cerca de 95% dos
pacientes litiasicos (LEVY et al., 1995). No Brasil, a sua prevaléncia varia
de 93 a 97%, onde a hipercalcitria e a hipocitratiria figuram entre os
principais disturbios identificados, ocorrendo em 75% e 37% dos casos,
respectivamente (AMARO et al., 2005).

Na maioria das vezes, o oxalato de célcio (OxCa) é o principal
componente metabolico envolvido na génese da LTU, sendo resultante
tanto da absorcdo dietética quanto da sintese enddgena (COE et al.,
2005). Em determinadas situacdes, o OxCa pode estar presente em até
dois tercos dos calculos, sendo decorrente de fatores genéticos
(hiperoxallria primaria) ou ambientais (hiperoxallria secundaria). Em
nosso meio, observamos uma incidéncia de hipercalcidria idiopatica em
73% dos pacientes (AMARO et al., 2005).

Em algumas situacgdes, litiase e nefrocalcinose podem coexistir, no
qual a deposicao de cristais no lumem do sistema coletor como calices,
pelve renal, ureteres e bexiga resultaria na litiase urinaria (EVAN, 2010),
enquanto que a deposicdo de sais de calcio radiologicamente
demonstravel no parénquima renal, seria classificada como
nefrocalcinose. (SERRA & CORREIA, 2004). A nefrocalcinose, por sua
vez, pode ser ainda dividida em intratubular e intersticial. Estudos
utilizando modelos em ratos indicam que a deposicdo renal de cristais de

OxCa nesses animais ocorre principalmente na regido intratubular,
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podendo estar relacionado com o processo de leséo, inflamagcao e
regeneracao celular (KHAN, 2010; TOBLLI et al., 2002; TOBLLI et al.,
2002).

A hiperoxallria pode estar presente como causa ou fator
contributivo na génese da LTU em diferentes situagfes. A Hiperoxallria
Primaria (HP), por exemplo, é considerada uma desordem genética
responsavel pela forma mais intensa de aumento da sintese enddgena de
oxalato, resultando na formacédo de célculos urinérios, nefrocalcinose e,
nao raramente, insuficiéncia renal (SCHEINMAN et al., 2005). Nestes
casos, existe uma sistematica deposicdo de OxCa em quase todos o0s
tecidos do corpo, incluindo coragdo, ossos, cartilagem, dentes, vasos
sanguineos, cérebro e rins (DANPURE & PURDUE, 1995). O aumento do
oxalato urinario e a consequiente deposi¢cdo de cristais no parénquima
renal estdo associados a peroxidacao lipidica e a um dano progressivo ao
epitélio renal destes pacientes (HUANG et al., 2002; KHAN et al., 1989)
que, nao raramente, desenvolvem um estagio final de insuficiéncia renal
ainda na infancia (KHAN et al, 2006). No caso da HP1, um dos tipos de
hiperoxaluria primaria, a oxaluria ocorre devido a um defeito genético da
enzima hepatica peroxissomal alanina glioxilato aminotransferase (AGT),
que resulta na diminuicdo da conversdo de glioxilato a glicina e,
consequentemente, em um aumento da via do glioxilato a oxalato
(CHETYRKIN et al., 2004) (Figura 1). J& a hiperoxaluria idiopatica (HI) é

considerada um distdrbio nutricional derivado do consumo excessivo de
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oxalato e outros nutrientes ou de uma producdo excessiva de oxalato
enddgeno via alta ingestdo de hidroxiprolina e triptofano oriundos da

proteina da carne. (ALINEI et al., 1984).

Glicolato — > Glicoaldeido «—— Serina
1
iE |
AGT (HP1)
O=HC-COOH ¥ Glicina
Glioxilato

3 l\, Glicolato AGT = alanina/glioxilato
aminotransferase
1 = Aldeido desidrogenase

HOOC-COCH | .
Oxalato 2 = Glicolato oxidase
3 = Lactato desidrogenase
Ca2+ ———bl

OxCa Insoluvel

Figura 1: Principais vias de biossintese de oxalato no figado.

Sendo assim, considerando-se a via metabdlica da biossintese do
oxalato no figado, é possivel supor que a piridoxina, uma das formas
quimicas da vitamina B6 (VB6), poderia ser utilizada como um potencial
agente terapéutico no tratamento da hiperoxallria. Estudos prévios

demonstraram que a VB6 pode atuar como um cofator para a enzima
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AGT, reduzindo assim o substrato da via metabdlica para a lactato
desidrogenase e, consequentemente, formacdo do oxalato (ORTIZ-
ALVARADO, 2011). Esta forma quimica da VB6 tem sido estudada em
modelos animais de hiperoxaluria induzida por etileno glicol resultando na
reducdo dos niveis de oxalato urinario e na formacdo de cristais de
oxalato em é&reas papilares e medulares de rins dos animais tratados
(SCHEINMAN et al., 2005; KAELIN et al., 2004)

Nesse sentido, o0s modelos animais tém  contribuido
significativamente para compreensdo dos mecanismos envolvidos na
nefrolitiase por OxCa, bem como na avaliacdo da eficicia dos diferentes
processos terapéuticos propostos envolvendo esta patologia (KHAN &
GLENTON, 2010).

Com o objetivo de aprofundar esta discussdo, o presente estudo
pretende avaliar o eventual impacto da piridoxina na excrecao urinéria de
oxalato utilizando-se um modelo animal de inducdo de hiperoxallria

previamente estabelecido em nosso servico.
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2. OBJETIVO
O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo
oral da piridoxina (Vitamina B6) sobre a excrecdo urinaria de oxalato, bem
como seu impacto sobre a intensidade das alteracdes morfologicas e
funcionais causadas pela nefrocalcinose no parénquima renal de ratos

hiperoxaluricos.
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3. MATERIAS E METODOS
3.1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 60 ratos machos adultos da raca Sprague-Dawley,
com peso entre 200 e 300 gramas, fornecidos pelo Centro Multi-
Institucional de Bioterismo da Unicamp (CEMIB).

Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais no
biotério do Departamento de Urologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu, com uma semana de antecedéncia ao inicio do experimento,
para adaptacdo ao novo ambiente onde tiveram livre acesso a agua e
racdo especifica para ratos, com monitorizacdo diaria da ingestdao. A
temperatura foi mantida em torno de 20°C, com ciclos de iluminacéo
naturais.

Este trabalho foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) da

UNESP (ANEXO 1).

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram randomicamente distribuidos em quatro grupos,
assim constituidos:
¢ GRUPO 1 (G1 - Controle clinico), n=15:
Neste grupo, os animais ndo foram submetidos a nenhum tipo de

intervencao, sendo utilizados apenas como controle clinico.
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e GRUPO 2 (G2 - Etileno glicol a 0,5% + Vitamina D3), n=15:

Neste grupo, a hiperoxaluria foi induzida utilizando-se o etileno
glicol a 0,5% (Fabricado pela SIGMA ALDRICH®, Brasil) diluido na
agua e fornecido “ad libitum” aos animais, em associacdo com a
vitamina D3 (Colecalciferol — Farméacia Cruz Vermelha Férmulas e
Cosmeéticos®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), na concentracdo de 0,5
MM, dissolvida em 1 ml de Oleo vegetal, administrada via gavagem,
uma vez ao dia.

Este modelo foi padronizado segundo Cunha et al. (2013).

e GRUPO 3 (G3 - Etileno glicol a 0,5% + vitamina D3 + piridoxina),
n=15:

Apos serem submetidos ao mesmo processo de inducdo de
hiperoxaluria destinado ao grupo dois, estes animais receberam ainda
a piridoxina (Fabricada pela All Chemistry®, Brasil) na dose de 180
mg/kg peso do animal/dia, via gavagem, dissolvida em 1 ml de agua.

e GRUPO 4 (G4 - Piridoxina), n=15:

Neste grupo, os animais receberam apenas uma dose diaria de 180

mg/kg peso do animal de piridoxina (Fabricado por All Chemistry®,

Brasil), administrada via gavagem, dissolvida em 1 ml de agua.

3.3. DELINEAMENTO DO ESTUDO

No momento inicial do trabalho, foi colhida uma urina de 24 horas
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de cada animal para analise do volume, pH, calcio, oxalate e citrato
urindérios.

No momento M2, procedeu-se a analgesia dos animais com
cetoprofeno intramuscular na dose de 1 mg/kg de peso (Biofen 10%® -
Biofarm, Brasil). Em seguida, os mesmos foram anestesiados com
quetamina (Cloridrato de Cetamina — Ketamina Agener 10%® - Agener
Unido, Brasil) e xilazina (cloridrato de xilazina 2% - Anasedan® - Ceva,
Brasil) na dosagem de 0,3ml/kg peso, por via intramuscular, para coleta
de sangue e urina estéreis destinados a analise da creatinina e avaliacdo
microbioldgica da urina, respectivamente.

Os animais foram entdo eutanasiados utilizando-se dose letal de
pentobarbital sédico a 3% (Hypnol 3%® - Syntec, Brasil) na dose de 2,5
vezes 0 peso do animal, por via intraperitoneal. Os rins foram coletados e
destinados a andlise histopatoldgica, histomorfométrica e determinacdo
dos niveis de calcio, conforme descrito na metodologia a seguir.

A figura 2 ilustra o tempo e as intervengdes realizados no estudo.
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28 dias

M1 M2
Inicio da Eutanasia
intervencgéo
Urina de 24h Urina de 24h

« Analise microbioldgica . Urina estéril
» Volume .
«pH * Creatinina <«——— Sangue
* Célcio - e P 4 i
. Oxalato + Anélise histolégica Remocdo dos fins
. Citrato (hematoxilina e eosina);

contagem dos cristais;

estresse oxidativo;

calcificacdo no tecido.

Figura 2. Fluxograma demonstrando o tempo de estudo e parAmetros analisados
em cada grupo.

3.4. EXAMES LABORATORIAIS
3.4.1. Urina

O animal, uma vez anestesiado, foi posicionado em goteira de
Claude Bernard e adequadamente imobilizado. Realizada antissepsiada
da regido ventral com iodopovidine topico (Riodeine® - Rioquimica, Brasil)
e colocacdo do campo oftalmico estéril, seguida pela de incisdo xifo-
pubica e abertura da parede abdominal por planos com bisturi frio lamina
15. A bexiga foi exposta e puncionada utilizando-se seringa de 1 ml e
agulha 13x45, estéreis (BDC®ultrafine, Brasil), para coleta de material
destinado a andlise microbiologica (Figura 3). A urina, coletada em tubo
estéril e mantida sob refrigeracdo a 4°C, foi enviada para cultura no

Servigco de Diagnoéstico Microbioldgico e Micoldgico do Hospital Veterinario



42

do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica da Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ), Unesp, Campus de

Botucatu.

INCISAQ

ABDOMINAL % REKIGA

Figura 3. Procedimento de coleta de urina por punc¢éo vesical.

3.4.2. Sangue

Foi realizada puncéo cardiaca com seringa de 10ml e agulha 25x7
(BD® plastipak, Brasil) para obtencéo de cerca de trés mililitros de sangue
para dosagem da creatinina (Figura 4). A amostra obtida foi acondicionada
em tubo de vidro seco e mantida em repouso por 15 minutos, aguardando-
se a formacado do coagulo. Em seguida o soro foi separado, utilizando-se a
centrifuga IEKE® modelo LC, em 2500 rotacdes por minutos, por 10
minutos. O soro, identificado e congelado a —18°C em freezer (Consul®

Practice 240L, Brasil), foi posteriormente enviado ao Laboratério de
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Analises Bioquimicas do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Unesp, Campus de Botucatu, para
dosagem de creatinina sérica utilizando-se o método automatizado

Cobas®.

3.4.3. Urina de 24h

Conforme descrito anteriormente, os animais foram mantidos em
gaiolas metabdlicas (Figura 4) individuais para coleta da urina de 24
horas. Antes do congelamento das amostras, o pH foi determinado por
meio de tiras reagentes utilizando-se o método colorimétrico comparativo
(papel indicador de pH com escala variando de 0 a 14, da marca
Macherey-Nagel®, Alemanha) e seu valor expresso em duas casas
decimais. Os valores de pH foram determinados em dois momento
distintos, no inicio e ao final do experimento. As amostras foram
congeladas e armazenadas a -10°C para posterior leitura dos seguintes
parametros bioquimicos: oxalato, citrato e calcio. A andlise do calcio foi
realizada utilizando-se kit bioquimico da marca KATAL®, Interteck, Brasil.
As amostras foram aferidas utilizando-se o método automatizado Cobas
Mira Plus da marca Roche®, Suica.

As aliquotas de urina 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 16yl de acido
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cloridrico para cada mililitro de urina coletada. Para a dosagem de oxalato
foi utilizado o kit bioquimico da marca Trinity Biotech®, Brasil. Para
andlise do citrato utilizou-se o método enzimatico automatizado com os
reagentes preparados no momento da dosagem de acordo com as
orientagbes do fabricante. Nesta andlise foram utilizadas as seguintes
substancias: citrato liase (citrate lyase fabricado pela Sigma Aldrich®,
Brasil), NADH (B-nicotinamide adenine dinucleotide reduced sodium salt
hydrate fabricado pelaSigma Aldrich®, Brasil), acido malico (malic
dehydrogenase from porcine heart fabricado pela Sigma Aldrich®, Brasil),
lactato (I-lactic dehydrogenase solution from porcine heart fabricado pela
Sigma Aldrich®, Brasil), tampéo triz (pH 8,2) e sulfato de zinco (30
mmol/L). Para ambas as aferi¢cdes, utilizou-se o Aparelho de automacao

Cobas Mira S da marca Roche®, Suica.

? luumu"‘f
s AN
-

Figura 4. llustragdo da gaiola metabdlica.
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3.5. COLETA DOS RINS

Imediatamente apdés a parada -cardiorrespiratéria do animal,
induzida pela dose letal de pentobarbital sodico, procedeu-se a coleta de
ambos os rins, seguindo-se os principios basicos da nefrectomia classica.

Ambos os rins foram pesados em balanca analitica com pesagem
maxima de 210g e minima de 100mg (Bel Engineering®, Italia),
identificados e adequadamente preparados para armazenagem a -20°C.

O rim direito foi seccionado longitudinalmente em duas metades
iguais, com auxilio de uma lamina de bisturi nimero 20 (Martin
Skalpellklinge®, Alemanha). A primeira metade destinou-se ao
processamento para estudo histoldégico e histomorfométrico, enquanto
gue, a segunda, para determinacdo do estresse oxidativo, conforme
metodologias descritas a seguir.

O rim esquerdo foi congelado e posteriormente destinado a analise

do célcio no parénquima renal.

3.6. QUANTIFICACAO HISTOMORFOMETRICA DA

NEFROCALCINOSE

Uma das metades do rim direito foi incluida em blocos de parafina e
seccionada longitudinalmente com espessura de 5um. Os cortes obtidos

foram entdo corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE),
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conforme técnica padronizada (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

As laminas foram fotografadas em um aumento final de 40 vezes
utilizando-se uma camera de captacdo de imagem (Leica®, modelo DFC
280, Alemanha) acoplada ao microscépio 6ptico (Leica®, modelo DMLS,
Alemanha) instalado em microcomputador (ltautec®, processador AMD
Atlhon X2, Windows Vista®, Brasil). Foram escolhidas cinco regides
aleatdrias em cada lamina, as quais ap0s serem fotografadas, passaram
por criteriosa analise. Para avaliagdo da nefrocalcinose foram contados
0S cristais presentes no parénquima e nos tubulos renais, utilizando-se o
programa Image J® versdo 1.44 (NIH, Bethesda, EUA). O numero de
cristais foi determinado utilizando-se o plug-in grid do Image J®, o qual
gerou uma grade com 100 pontos por campo. O resultado final foi
expresso em numero absoluto, sendo computados os cristais presentes
em cada ponto de interseccdo das linhas da grade gerada pelo referido

programa (Figura 5).
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Figura 5. llustracdo do Programa Image J® versdo 1.44 (NIH,
Bethesda, USA), com grade de 100 pontos gerada sobre a lamina.

A andlise histopatologica por microscopia Optica foi realizada

utilizando-se o software Pannoramic Viewer®, considerando-se o0s

seguintes critérios classificatérios:

Atrofia: Classificado como "AN" quando ausente, "AL" quando leve
(um a dois focos de atrofia num campo de aumento de 40x) e "Al"
quando intensa (trés ou mais focos de atrofia hum campo de

aumento de 40x).

Extravasamento estromal dos cristais: Utilizou-se "EN" para
caracteriza-lo como ausente, "EF" quando focal (na presenca de
apenas um foco de extravasamento num campo de aumento de

40x); "EI" para extravasamento intermediario (dois a trés num
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campo de aumento de 40x) e "ED" para difuso (quatro ou mais

nesse mesmo campo de aumento).

e Infiltrado inflamatoério: Categorizado como ausente (IN), leve (IL)
apresentando um tipo de infiltrado, moderado (IM) com dois ou trés
tipos de infiltrados ou intenso (lint) apresentando quatro ou mais

tipos, sempre num campo de aumento de 40x.

3.7. ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

As amostras de aproximadamente 200mg de tecido renal foram
inicialmente armazenadas em freezer a — 80°C. Posteriormente, para
andlise do estresse oxidativo, foram homogeneizadas em Potter Elvehjem,
com pistilo de teflon, na presenca de tampao fosfato de sédio (0,01M) pH
7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a 12000 xg, durante 15
minutos a -4°C (PEREIRA et al., 1998). O sobrenadante foi utilizado para
as determinacfes da concentracdo de hidroperoxido de lipideo, atividade

das enzimas antioxidantes.

3.7.1. Determinacdo da concentracdo de hidroperoxido de

lipideo

A concentracdo de hidroperoxido de lipideo foi determinada atraves
da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?) na presenca de

alaranjado de xilenol, acido sulfarico e butilato hidroxitolueno (BHT) em
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metanol a temperatura ambiente. O Fe3* reage com alaranjado de xilenol
e forma cromdgeno, cuja intensidade de coloragdo foi medida

espectrofotometricamente (JIANG et al., 1991).

3.7.2. Determinacgao da atividade das enzimas antioxidantes

3.7.2.1. Determinag&o da atividadeda glutationa peroxidase (GSH-Px

-EC1.11.1.9)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo
método de NAKAMURA et al. (1974) na presenca de peroxido de
hidrogénio. A mistura de reacao foi preparada com tampéao fosfato de
sédio, NADPH:, azida sbédica, EDTA, glutationa reduzida (GSH) e
glutationa redutase. Através da oxidacdo do NADPH: a 340nm na
presenca da glutationa redutase, a qual catalisa a reducéo da glutationa

oxidada (GSSG), determinou a atividade da GSH-Px.

3.7.2.2. Determinacado da atividade da superéxido dismutase (SOD -

EC 1.15.1.1)

A atividade da superoxido dismutase foi determinada pela técnica
de EWING & JANERO (1995), tendo como base a capacidade da enzima
inibir a reducdo do nitroblue-tetrazdlico (NBT) por radicais livres gerados
pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A hidroxilamina gerou fluxo

de Oz do NBT para blue-formazana em temperatura ambiente. Quando a
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amostra foi adicionada, a velocidade de redugdo do NBT foi inibida,

conforme a porcentagem de SOD presente na amostra.

3.7.2.3. Determinacao da atividade da catalase(E.C.1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada em tampéao fosfato pH 7,0,
utilizando 0,5mL de amostra e peroxido de hidrogénio (30%). As leituras

foram realizadas a 240nm (AEBI, 1974).

3.8. QUANTIFICACAO DO CALCIO NO PARENQUIMA RENAL
3.8.1. Preparacdo das amostras

Uma vez removido, o rim esquerdo foi mantido em estufa de
secagem (Fanem®, modelo Orion 515, Brasil) a 60°C por 48 horas para a
completa extragdo de umidade do 6rgdo. A amostra resultante foi triturada
por cinco minutos a 1070 rpm com triturador SPEX® SamplePrep
(Geno/Grinder, EUA, 2010) (Figura 6) localizado no Centro de Is6topos

Estaveis do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu.
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Figura 6. Triturador de tecidos moles.

A dosagem do calcio no parénquima renal foi realizada no tecido ja
seco e triturado, nas dependéncias do laboratério LAMFI (Laboratério de
Andlise de Materiais por Feixes l6nicos), no Instituto de Fisica da
Universidade de S&o Paulo (IFUSP), utilizando-se a técnica PIXE (Proton
Induced X-Ray Emission).

Todo o procedimento foi realizado em salas limpas para evitar
contaminacdo das amostras e utilizando materiais de protecdo pessoal

como luvas, 6culos e jalecos.

3.8.2. Sistema PIXE (Proton Induced X-Ray Emission).
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Os alvos pipetados foram colocados na camara PIXE e irradiados
durante dez minutos para a obtencdo da concentracdo de célcio (Figura
7). Este sistema é composto por um acelerador eletrostético 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 andlise de alto
vacuo (construida no IFUSP) e dois detectores de raio-X do tipo Si (Li)
(Figura 8) (SANTOS, 2007).

A céamara para andlise PIXE contém um dispositivo linear para
acondicionamento das amostras com capacidade para 18 discos de 25
mm de didmetro. 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 deteccao (TABACNIKS, 1983).
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Figura 7. 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).

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Para comparacdo entre os grupos quando varidveis continuas
apresentaram distribuicdo paramétrica foi utilizado o teste de andlise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de comparacdo multipla de Tukey.

Nos grupos que apresentaram distribuicdo ndo parameétrica foram
feitos ajustes de um modelo linear generalizado com distribuicdo gama
seguido de teste de comparac¢ao multipla de Wald.

Quando se comparou uma analise inicial com uma final foi utilizado
modelo linear generalizado com distribuicdo gama em medidas repetidas

seguido de teste de comparacao multipla de Wald.
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO DO GANHO DE PESO E DA INGESTAO DE
RACAO E LIQUIDOS
No momento inicial, como era esperado, 0S animais nao
apresentaram diferenca estatistica com relacdo ao peso (gramas),
considerando-se os diferentes grupos. No entanto, quando se comparou a
primeira com a ultima semana do estudo, observou-se que apenas 0s
animais dos G1 e G4 obtiveram ganho de peso significativo, enquanto que
os G2 e G3 mantiveram seu peso estavel, associado a significativa
reducado na ingestédo de racao e liquidos ao final do experimento.
Os dados estéo apresentados na Tabela 1.
Tabela 1. Comparacdo do peso e da média da ingestdo de racédo e de

liquidos pelos animais, segundo o grupo, entre os diferentes momentos
(primeira e Gltima semana)*.

. Inicial Final
Média dos
Parametros G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
Peso (g) 24282 23512 241,18 261,42 402,1° 256,820 259,32 3922
Ingestao de 502 5050 p1gb 2po2e 3022 144 1492  205°
racao (g9)
Ingestdode 50, 45 36,7 36,20 39,6° 3232 3562 37,7
liquidos (ml)

*Propor¢8es da mesma letra mindscula em uma categoria ndo diferem na comparacéo de grupos
(p>0,05). Todas as conclusdes foram feitas a 5% no nivel de significancia.

** g= gramas; ml= mililitros

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.
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4.2. EXAMES LABORATORIAIS

4.2.1. Urocultura

O exame microbiolégico da urina ndo revelou crescimento

bacteriano em nenhuma das amostras enviadas para analise.

4.2.2. Avaliacdo dos parametros urinarios

A analise do pH da urina ndo revelou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, considerando-se os diferentes momentos
(Tabela 2). Da mesma forma, considerando-se os animais de um mesmo
grupo, o pH manteve-se estavel, sem apresentar variacdes significativas

ao longo do experimento (p>0,05).

Tabela 2. Comparacdo da média do pH urinario, segundo o grupo, em
diferentes momentos (primeira e Gltima semana)*.

Média do pH Inicial Final
urinario G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
pH 80 762 742 812 8,42 802 7,42 8,02

*Propor¢8es da mesma letra mindscula em uma categoria ndo diferem na comparacdo entre
grupos (p> 0,05). Todas as conclusdes foram feitas a 5% no nivel de significancia.

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.

Considerando-se o periodo total do estudo, o calculo da média do

volume urinario dos animais (VU) no periodo de 24 horas foi
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significativamente menor nos grupos G1 e G4 quando comparado aos

grupos G2 e G3 (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padrdo do volume urinario final em 24 horas,
segundo grupo.

Grupos
G1 G2 G3 G4

Volume (mL) 35,7 (12,3)2 71,9 (11,1)° 78,0 (21,3)° 41,8 (9,9)2

*Propor¢8es da mesma letra mindscula em uma categoria ndo diferem na comparagdo de grupos
(p> 0,05). Todas as conclus@es foram feitas a 5% no nivel de significancia.

mL: mililitros

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.

A andlise bioquimica da urina colhida ao final do experimento
revelou uma reducdo significativa do citrato no grupo G2 quando
comparada ao controle. Embora haja uma clara tendéncia de elevacao
dos niveis do citrato urinario entre os animais induzidos e tratados com a
vitamina B6 (G3) em relagéo ao grupo inducao (G2), esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa. O mesmo comportamento dos dados pbde
ser observado entre 0s animais que receberam apenas a vitamina B6 (G4)

em relacdo ao controle (G1) (Tabela 4).

Tabela 4.Valores médios e desvio padrao do citrato urinario final, segundo
grupo.

Grupos
G1 G2 G3 G4

Citrato (mg/L) 2414,4(1480,8)> 781,9(1149,6)> 1331,0(797,5)>>  3416,6(444,9)

*Propor¢8es da mesma letra mindscula em uma categoria ndo diferem na comparagdo de grupos
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(p> 0,05). Todas as conclus@es foram feitas a 5% no nivel de significancia.

mg: miligrama; L: litro

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.

A dosagem do oxalato na urina de 24 horas mostrou-se
significativamente aumentada nos G2 e G3 quando comparada ao grupo
controle (G1). Entretanto, quando considerados apenas 0s animais que
receberam a inducao, independentemente da administracdo concomitante
da vitamina B6, ndo se observou diferenca estatistica entre eles (p>0,05).
Ja o G4 exibiu uma significativa diminui¢cdo do oxalato urinario em relacao
ao grupo controle (G1).

Os resultados estdao demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores médios e desvio padrdo do oxalato na urina de 24h,
segundo grupo*.

Grupos
Gl G2 G3 G4
Oxalato (mg/L) 2,9 (0,03)° 7,8 (0,01)° 8,9 (0,01)P 2,0 (0,04)2

*Proporgbes da mesma letra minldscula em uma categoria ndo diferem na comparagéo de grupos
(p> 0,05). Todas as conclus@es foram feitas a 5% no nivel de significancia.

**mg: miligrama; L:Litro

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.

O calcio urinario apresentou reducao significativa entre os animais
induzidos (G2 e G3) quando comparado ao controle (G1), sendo ainda
mais pronunciada entre os animais tratados com a vitamina B6 (G3)

(Tabela 6).
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Tabela 6.Valores médios e desvio padrao do célcio na urina de 24h,
segundo grupo*.

Grupos
G1 G2 G3 G4
Célcio (mg/dL) 2,2 (0,05)° 1,5 (0,08)" 0,9 (0,12)2 2,5 (0,04)°

*Propor¢8es da mesma letra mindscula em uma categoria ndo diferem na comparagéo de grupos
(p> 0,05). Todas as conclus@es foram feitas a 5% no nivel de significancia.

**mg: miligrama; dL: decilitro

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.

4.2.3. Avaliacao da creatinina

Os valores obtidos a partir da creatinina sérica foram
significativamente maiores nos animais que receberam inducdo com
etileno glicol (G2 e G3), independentemente do tratamento instituido. A
administracdo da vitamina B6 isolada (G4) ndo revelou diferenca

significativa neste parametro em relacdo ao controle (Tabela 7).

Tabela 7. Valores médios e desvio padrdo da creatinina sérica, segundo
grupo*.

Grupos
Gl G2 G3 G4

Creatinina 0,6 (0,07)2 0,7 (0,06)° 0,7 (0,05)° 0,5 (0,08)2
(mg/dL)

*Proporgfes da mesma letra minldscula em uma categoria ndo diferem na comparagéo de grupos
(p> 0,05). Todas as conclus@es foram feitas a 5% no nivel de significancia.

*mg: miligrama; dL: decilitro

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.
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4.3. AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA
Como esperado, os grupos G2 e G3 foram o0s Unicos a
apresentarem precipitacdo de cristais no rim, sem, no entanto, apresentar

diferenca significativa entre eles (Gréafico 1 e Figuras 8-10).

Média da contagem de cristais nos tubulos
renais

Grupos

Grafico 1. Comparagdo da média de cristais nos tdbulos renais entre
0s grupos, segundo o método computadorizado utilizando-se o
programa Image J.



Figura 8. Corte histolégico do rim direito de um animal do Grupo 1
(Controle) demonstrando a arquitetura renal preservada, coloragéo
pelo H.E.

Figura 9. Corte histolégico do rim direito de um animal do Grupo 3
(Etileno Glicol a 0,5% + Vitamina D3+ Piridoxina), demonstrando
formacéo de cristais, apontado pelas setas.
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Figura 10: Corte histolégico do rim direito de um animal do Grupo 4
(Piridoxina), demonstrando auséncia de altera¢cdes histolégicas
significativas.

4.4. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Todos os animais submetidos a inducéo (G2 e G3) apresentaram
atrofia das células renais, classificada como leve em 7% dos animais e
intensa (1) em 93%. N&o foi observada atrofia nos demais grupos.

Cerca de 93% dos animais do grupo G2 apresentaram
extravasamento estromal, sendo este classificado como focal (EF) em
39% dos casos, 15% como intermediario (El) e 46% difuso (ED). No G3, o
extravasamento foi observado em 100% dos animais, sendo 13% EF, 47%
El e 40% ED. N&o foi observado extravasamento estromal nos demais
grupos.

O infiltrado inflamatério (IF) foi identificado em 93% dos animais do

grupo G2, sendo classificado como leve (IL) em 40% doas casos, 30%
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como moderado (IM) e 30% intenso (lint). No grupo G3, o IF esteve
presente em 100% dos animais, sendo 7% classificado como IL, 66% IM e
27% lint. Os demais grupos ndo apresentaram infiltrado inflamatorio.

A andlise histopatoldgica segue critérios padronizados por Cunha et
al (2013).

As alteracdes histoldgicas presentes nos animais pertencentes aos

grupos 2 e 3 estao ilustradas nas figuras 11 e 12.

Figura 11: Corte histoléogico do rim direito de um animal do Grupo 2
(Etilenoglicol a 0,5% + vitamina D3), coloragdo pelo H.E, demonstrando a
atrofia intensa das células (> ), extravasamento estromal ( *,fr ), infiltrado
inflamatoério linfocitario ( A\ ).
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Figura 12: Corte histolégico do rim direito de um animal do Grupo 3 (Etileno
glicol a 05% + Vitamina D3 + Piridoxina), coloragdo pelo H.E,
demonstrando a atrofia intensa das células (> ), extravasamento estromal
(%9, infiltrado inflamatdrio linfocitario (/\) e processo inflamatério com célula
gigante multinucleada (O).

4.5. ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

Considerando-se o hidroperoxido de lipideo (HL), apenas os
animais pertencentes ao grupo G2 apresentaram elevagéo significativa
deste parametro quando comparados ao grupo controle. Embora esta
mesma tendéncia a elevagéo tenha sido observada entre os animais que
receberam apenas a piridoxina como intervencdo (G4), esta nado foi
estatisticamente significativa (p>0,05). As enzimas Superéxido Dismutase
(SOD) e Glutationa Peroxidase (GPx) revelaram comportamentos
semelhantes entre os animais que receberam apenas a indugéo (G2) com
etileno glicol (EG), apresentando reducdo significativa de suas atividades

quando comparadas ao grupo controle. Analisando-se os demais grupos,
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tais parametros mantiveram-se estaveis, com excecado do expressivo
aumento da atividade da SOD observado entre os animais do grupo
tratado apenas com piridoxina sem inducgdo (G4). A atividade da Catalase
(CAT) mostrou-se significativamente aumentada em todos o0s grupos
estudados, quando comparada ao controle. Entretanto, este aumento foi
mais importante entre os animais que receberam apenas indugédo com EG
(G2), seguido pelo grupo induzido e tratado com piridoxina (G3). Dentre
0S grupos que sofreram algum tipo de intervencdo, o menor aumento da
atividade da CAT ocorreu entre 0s animais que receberam apenas a

piridoxina (G4). Os dados estéo ilustrados na Tabela 8.

Tabela 8. Valores médios e desvio padrdo da atividade das principais
enzimas envolvidas no estresse oxidativo do parénquima renal, segundo

grupo.

Grupos Hidroperodxido SOD nmol/mg  GPxnmol/mg  CAT micromol/g
nmol/g de tecido de proteina de proteina de tecido
G1 127,2 (12,5)°¢ 12,6 (0,8)° 61,4 (6,7)° 11,6 (3,9)
G2 161,7 (13,2)? 10,3 (1,0)? 41,4 (10,7)° 53,2 (7,2)°
G3 107,7 (20,5)° 12,6 (2,1)° 53,1 (7,6)? 38,9 (9,4)°
G4 138,5 (17,1)° 29,2 (6,6)° 52,7 (6,1)° 23,3 (6,3)¢

*Proporgbes da mesma letra minldscula em uma categoria ndo diferem na comparagéo de grupos
(p> 0,05). Todas as conclus@es foram feitas a 5% no nivel de significancia.

Desvio padréo: valores referenciados entre parénteses.

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.

4.6. QUANTIFICACAO DO CALCIO NO PARENQUIMA RENAL
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A quantificacdo de calcio no parénquima renal foi significativamente
maior nos animais pertencentes aos grupos G2 e G3 quando comparada
ao restante, sem, no entanto, apresentar diferenca significativa entre eles

(Tabela 9).

Tabela 9. Valores médios e desvio padrdo do calcio quantificado no
parénquima renal segundo grupo.

Quantificacéo do Caélcio no

Grupos parénquima renal (ppm - mg/kg) Desvio - Padréo
Gl 428,02 61,2
G2 60198,6° 14799,0
G3 65956,4° 14537,9
G4 447,32 64,1

*Propor¢8es da mesma letra mindscula em uma categoria ndo diferem na comparacédo de grupos
(p> 0,05). Todas as conclus@es foram feitas a 5% no nivel de significancia.

ppm:parte por milhdo; mg: miligramas; kg: quilograma;

G1 = Grupo Controle; G2 = EG 0,5% + Vit D3; G3 = EG 0,5% + Vit D3 + Piridoxina; G4 =
Pirirdoxina.
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5. DISCUSSAO

Diferentes abordagens farmacoldgicas, como o0 uso de drogas
inibidoras das enzimas aldeido desidrogenase ou oxidase glicolato, por
exemplo, ja foram testadas em animais e em seres humanos, na tentativa
de desenvolver uma terapéutica eficaz para o tratamento da hiperoxaluria,
tendo como alvo a biossintese do oxalato (CHETYRKIN et al., 2005).
Infelizmente, a maioria delas, com resultados bastante controversos
(SOLOMONS et al., 1967; ROONEY et al., 1983).

A relagcdo entre a vitamina B6 e o metabolismo de oxalato foi
sugerida ha muitos anos e pode ser demonstrada claramente em
diferentes situacdes. A hiperoxalUria priméria do tipo 1, por exemplo, na
qual ocorre uma deposicdo sistematica de oxalato em varios tecidos e
orgdos além do rim, pode ter seus efeitos atenuados com a administracdo
farmacoldgica de vitamina B6 (ALINEI et al., 1984, YENDT & COHANIM,
1985). Da mesma forma, estudos experimentais demonstraram que a
deplecdo de vitamina B6 pode resultar em hiperoxallria e nefrocalcinose
em gatos e ratos (GERSHOFF et al., 1959; KAELIN et al., 2004). Ambas
as observacOes estdo relacionadas ao fato de que a piridoxina age como
um cofator da enzima hepéatica alanina glioxilato aminotransferase, que
converte glioxilato em glicina, reduzindo, assim, a via de conversdo de
glioxilato a oxalato, conforme demonstrado anteriormente (Figura 1).
Baseado nesses achados, nosso estudo procurou estabelecer os

potenciais efeitos da suplementacéo oral com vitamina B6 nos parametros
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urinérios e histoldégicos em um modelo experimental de hiperoxallria nao
enddgena.

Conforme caracterizada nos resultados apresentados, a auséncia
de diferenca no peso entre 0s animais no momento inicial demonstra a
homogeneidade dos grupos estudados. No entanto, quando se compara a
primeira com a ultima semana de estudo, observamos um ganho de peso
significativo apenas entre os animais pertencentes aos grupos G1 e G4,
enquanto que os demais permaneceram com Seus pesos praticamente
estaveis (G2 e G3). Tal achado pode ser explicado, pelo menos em parte,
pelas alteracbes gastrointestinais e metabdlicas produzidas pelo proprio
agente indutor da hiperoxaltria (etilenoglicol), resultando assim em
diminuicdo do apetite e da disposicdo desses animais em se alimentar.
Essa hipotese é corroborada pelos achados referentes ao consumo de
agua e racdo por estes animais ao término do experimento conforme
demonstrado na Tabela 1, os quais se mantiveram abaixo daquelas
observadas no grupo controle (G1).

A analise do pH urinario (pHu), nédo revelou variacéo
estatisticamente significativa dentro de um mesmo grupo, considerando-se
0s momentos inicial e final do experimento. Da mesma forma, nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos. Esta aparente estabilidade,
associado ao fato de que diferentes trabalhos afirmam que a solubilidade
e a agregacao de cristais de OxCa nao € afetada pela variagdo do pHu

(COPELOVITCH et al, 2012; OTOCKA et al, 2012), demonstra que tal
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variavel ndo interferiu nos resultados por nés obtidos.

O volume urinario (VU) é sabidamente um fator importante na
etiopatogenia da litiase renal, pois uma baixa diurese pode resultar em
maior concentragdo de solutos litogénicos, contribuindo assim com a
maior formacédo dos célculos renais (HONG et al., 2012). Em nosso estudo
observamos, paradoxalmente, um maior VU nos grupos induzidos (G2 e
G3), apesar destes animais terem ingerido menos liquidos quando
comparados ao grupo controle. Esta possivel contradicdo poderia ser
explicada pelo dano renal causado pelo etileno glicol, resultando em uma
progressiva desestruturagdo da arquitetura renal, conforme demonstrado
pela analise histoldgica dos rins avaliados. De acordo com alguns autores,
essa fase politrica que antecede a insuficiéncia renal terminal pode ter
inicio cerca de 48 a 72 horas ap6s a exposicdo ao agente indutor, na
dependéncia da gravidade da intoxicacdo (BRENT et al., 1999). Seja qual
for o real motivo responsavel pelo aumento do VU observado nesses
animais, tal fato nédo foi capaz de prevenir os danos causados pela
deposicdo macica dos cristais no rim.

Assim como o aumento do VU, o citrato desempenha papel
importante na prevencdo da LTU, sendo considerado um importante
inibidor da precipitacao de calculos, atuando na prevencéo da nucleacéo e
agregacdo dos cristais (CHOW et al.,, 2004; GRASES et al., 2015). A
analise da urina de 24 horas (U24h) dos animais submetidos ao processo

de inducéo de hiperoxallria revelou significativa reducéo do citrato urinario
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quando comparado ao controle. Tal evidéncia sugere que 0 agente
indutor, de alguma forma, € capaz de reduzir a excrecao de citrato a cerca
de um terco do normal, contribuindo assim para agravar os efeitos da
nefrocalcinose. Curiosamente, este mesmo desfecho que seria esperado
também entre os animais do G3 ndo foi observado, sugerindo que a
piridoxina possa ter minimizado o impacto negativo do etileno glicol sobre
a excrecdo do citrato. Infelizmente, conforme demonstrado pela andlise
histomorfométrica e pela quantificacdo do calcio no parénquima renal,
este fato isoladamente, ndo foi capaz de prevenir os danos renais a ponto
de repercutir positivamente na melhora da funcao renal desses animais.
Conforme era esperado, o processo de inducdo da hiperoxallria
com etileno glicol resultou em um significativo aumento dos niveis de
oxalato na U24h dos animais induzidos (G2 e G3). A administracao
concomitante da piridoxina ndo foi capaz de atenuar a oxalUria no grupo
tratado (G3). Avaliando os animais que receberam apenas a piridoxina
como intervencdo (G4), estes apresentaram uma discreta, porém
significativa reducao dos niveis de oxalato urinario. Embora ndo se possa
afirmar, tal fato sugere um provavel efeito benéfico da piridoxina
auxiliando na redugéo dos niveis da oxaluria em pacientes onde este fator
possa estar contribuindo para a formacgéao da LTU. Considerando-se ainda
0S parametros avaliados na urina de 24 horas, observou-se uma
diminuicao significativa do calcio nos grupos induzidos (G2 e G3). Com

isso, a cristalizacdo e consequente deposicdo do complexo OxCa no
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parénquima renal, pode ser o fator responsavel pela diminuicdo da
concentragdo deste ion na urina, conforme sugerido por Khandrika e
colaboradores (KHANDRIKA et al., 2012).

Para a maioria dos autores € nitida a correlacdo entre a piora da
funcdo renal e a urolitiase, onde a obstrucdo do sistema urinario pelos
calculos resultaria em um dano progressivo ao parénquima renal com
consequente perda da funcdo (ALEXANDER et al., 2012; JAGANNATH et
al., 2012). Neste trabalho, observou-se que a creatinina sérica foi
significativamente maior nos grupos formadores de cristais (G2 e G3) em
relacdo ao controle onde, mais uma vez, a administracdo concomitante da
piridoxina ndo foi capaz de impedir a elevacdo dos niveis de creatinina.
Infelizmente, ndo podemos quantificar o real comprometimento da funcao
renal nos animais submetidos ao processo de indugdo, uma vez que a
creatinina sérica ndo se caracteriza como um marcador suficientemente
sensivel para este fim.

A exemplo dos demais parametros avaliados, na comparacao entre
0s grupos induzidos (G2 e G3), a contagem dos cristais no parénquima
renal foi semelhante, ndo sendo observada diferenca significativa entre
eles, demonstrando que a piridoxina ndo foi capaz de auxiliar na
prevencdo da formacdo dos cristais. Da mesma forma, a analise
histopatolégica mostra que as alteragbes inflamatorias e estruturais
(processo inflamatorio agudo, atrofia epitelial e extravasamento estromal)

s6 estiveram presentes nos grupos que desenvolveram a nefrocalcinose
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(G2 e G3), em uma proporcdo muito semelhante, sugerindo que a
deposicdo dos cristais nos tdbulos e no parénquima renal esta
diretamente envolvida na (génese das alteracbes observadas.
Considerando-se que na nefrocalcinose os cristais de OxCa s&o formados
inicialmente na luz dos tubulos e se deslocam progressivamente para
dentro da célula ou para o espaco intersticial, resultando em leséo
progressiva do tecido renal, os efeitos diretos e indiretos deste processo
poderiam ocasionar as alteracfes inflamatérias e morfologicas por noés
observadas e que foram previamente descritas por Khan (2010),
explicando assim os achados histopatoldgicos do nosso estudo.

Embora os reais mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos ainda nao
estejam totalmente esclarecidos, ha evidéncias crescentes de que sdo
produzidas espécies reativas de oxigénio e que o estresse oxidativo (EO)
se desenvolve na nefrolitiase idiopéatica por OxCa. Acredita-se ainda que o
EO, a lesdo renal epitelial e a inflamacdo estejam presentes também na
formacao do célculo idiopético, sendo identificados pela excrecdo urinéria
de espécies reativas de oxigénio, produtos de peroxidacao lipidica e
enzimas indicativas de lesédo epitelial renal, bem como marcadores de
doenca renal cronica. Esse processo cronico de agressao envolvido na
formacdo dos calculos renais pode contribuir para o desenvolvimento de
fatores agravantes como a hipertenséo, diabetes, doenca renal cronica e
enfarte do miocardio (KHAN et al, 2013).

Analisando-se o0 hidroperoxido de lipideo (HL), um produto
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resultante da peroxidacao lipidica, observa-se que os ratos induzidos e
nao tratados (G2) apresentaram elevagao significativa deste produto,
refletindo o maior dano celular causado pelo EO nesses animais. Ja o
grupo tratado (G3), manteve-se estavel comparado ao controle. Este fato
sugere gque a piridoxina possa apresentar um aparente efeito antioxidante
protetor frente ao processo de indugéo, o0 que, mais uma vez, poderia vir a
beneficiar individuos formadores de nefrolitiase secundéria a
hiperoxaluria.

A Superoxido Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidase (GPXx),
enzimas com conhecida  atividade  antioxidante, revelaram
comportamentos semelhantes entre si, exibindo significativa reducéao de
sua atividade entre os animais induzidos (G2) quando comparados ao
controle. Entretanto, este mesmo padrdao de comportamento nao foi
observado entre os animais hiperoxaldricos tratados com a piridoxina
(G3), no qual a atividade de ambas manteve-se estavel. No que se refere
a GPx, a piridoxina poderia ter exercido um efeito na manutencao do
status da atividade enzimética, atuando como cofator na sintese de
cisteina (precursor da sintese de glutationa) (GRIMBLE et al, 1997,
ZEMBRON-LACNY et al, 2007). Curiosamente, a SOD demonstrou um
significativo aumento de sua atividade entre os animais que receberam
apenas a piridoxina (G4) quando comparado aos demais grupos. Nao
encontramos entre 0s nossos resultados, ou mesmo na literatura, uma

explicacéo para justificar o ocorrido.
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Dentre as enzimas antioxidantes avaliadas, apenas a Catalase
(CAT) apresentou comportamento diferente das demais (HONG et al.,
2013; NAGHII et al, 2014; GRASES et al., 2015). Conforme demonstrado,
a CAT exibiu um significativo aumento de sua atividade em todos os
grupos em relagcdo ao controle, sendo mais expressivo nos animais que
receberam apenas a indugcdo (G2). De acordo com Afyianti e
colaboradores (AFYIANTI & CHEN; 2014), a atividade da catalase €
modulada diretamente pelo ion célcio, elemento este que se mostrou
particularmente abundante no parénquima renal dos animais induzidos
(G2 e G3), no qual o processo de nefrocalcinose foi bastante evidente.
Conforme sugerido pela andlise histomorfométrica dos cristais no
parénqguima renal, a técnica de PIXE revelou que a quantificacdo do calcio
nos animais submetidos ao processo de inducdo (G2 e G3) foi cerca de
140 a 150 vezes maior quando comparada ao controle, demonstrando
claramente a eficacia do papel do etileno glicol como agente indutor da
nefrocalcinose. No entanto, mais uma vez, quando se analisa sob o ponto
de vista de tratamento, a piridoxina ndo apresentou efeito protetor com

relacdo também a este parametro.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que a suplementacao
oral com piridoxina ndo foi capaz de reduzir os niveis de oxallria nos
animais submetidos ao processo de indugdo. Embora tenha demonstrado
uma tendéncia a alterar favoravelmente alguns parametros anti-
litogénicos, a vitamina B6 ndo produziu um efeito significativo no
tratamento e/ou na prevencdo das alteracdes morfoldgicas, inflamatérias e
funcionais do parénquima renal de ratos com hiperoxallria induzida a

partir da associacdo de etileno glicol e vitamina D.
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