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RESUMO

ASSUMCAO, Rémulo Ferreira de. Anélise estereolégica renal em ratos Wistar
submetidos a obstrugdo ureteral unilateral. 2018. 43 f. Dissertagao (Mestrado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A obstrugao ureteral é frequentemente observada na pratica médica e, muitas
vezes leva a disfuncdo renal. Comumente pacientes com obstrucdo ureteral
unilateral se apresentam com alteragées na fungao renal, mesmo tendo um rim
contralateral normal (ndo obstruido). Uma explicagéo teorica para esta observacgéo
seria a influéncia de um rim sobre o outro como uma forma de reflexo renorrenal. O
objetivo deste estudo foi investigar, através da analise estereoldgica, o impacto que
um rim obstruido causa no rim contralateral.

Foram estudados 40 ratos machos de trés meses de idade, divididos em quatro
grupos com dez animais em cada. No grupo SHAM (S), os animais foram
submetidos ao tempo anestésico e cirurgico similar aos outros grupos, com abertura
da cavidade abdominal sem nenhuma intervengdo no trato urinario. No grupo
controle (N) os animais foram submetidos a nefrectomia total unilateral, simulando
um grupo de animais com um rim somente. No grupo tratado (HN) os animais foram
submetidos a obstrugdo ureteral por ligadura da porgao distal do ureter do rim
esquerdo no dia 0; no dia seguinte foi realizada nefrectomia total do rim esquerdo,
simulando um grupo que sofre a obstru¢cdo e em seguida é tratado através da
retirada do rim obstruido. No grupo néo tratado (H) os animais foram submetidos a
obstrucdo ureteral por ligadura da porgéo distal do ureter do rim esquerdo sem
qualquer tratamento. Todos os animais foram submetidos a eutanasia 30 dias apos
a cirurgia, e os rins direitos foram coletados para analise estereoldgica. Os dados
foram comparados usando teste One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni,
considerando p <0,05 como significativo.

O volume renal, o peso renal e o volume cortical foram aumentados nos grupos HN
e N, em comparagdo com o grupo S. Os rins do grupo H mostraram apenas um
aumento intermediario no peso do rim, com uma redugdo na proporgdo cortico-
medular, em comparagdo com o grupo S. Nao foram observadas diferengas na
densidade volumeétrica glomerular, volume glomerular médio ponderado e numero de
glomeérulos nos rins direito dos grupos estudados.

Como conclusao, confirmamos a hipotese de que um rim / uréter obstruido € mais
prejudicial @ morfologia do rim contralateral do que um rim ausente.

Palavras chave: Calculo ureteral. Nefropatia obstrutiva. Reflexo Renorrenal .Rim.



ABSTRACT

ASSUMCAO, Rédmulo Ferreira de. Renal stereological analysis in Wistar rats
submitted to unilateral ureteral obstruction. 2018. 43 f. Dissertagdo (Mestrado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Ureteral obstruction is often observed and frequently leads to renal
dysfunction. Commonly patients with unilateral ureteral obstruction present with
alterations in renal function, even though they have a normal contralateral
(unobstructed) kidney. A theoretical explanation for this observation would be the
influence of one kidney on the other, as a form of renorenal reflex. The objective of
this study was to investigate, through stereological analysis, the impact that an
obstructed kidney causes in the contralateral kidney.

Forty male rats of three months old were studied, divided in four groups with ten
animals in each. In group SHAM (S), the animals were submitted to anesthetic and
surgical time similar to the other groups, with abdominal cavity opening without any
intervention in the urinary tract. In control group (N) the animals were submitted to
unilateral total nephrectomy, simulating a control group of animals with one kidney
only. In the treated group (HN) the animals were submitted to ureteral obstruction by
ligature of the distal portion of the left kidney ureter at day 0; on the following day
unilateral total nephrectomy was performed, simulating a group that is obstructed and
then treated by removal of the obstructed kidney. In no-treated group (H) the animals
were submitted to ureteral obstruction by ligation of the distal portion of the ureter of
the left kidney, without any treatment. All animals were euthanasied 30 days after
surgery, and the right kidneys were collected for stereological analysis. Data were
compared using One-way ANOVA with Bonferroni post-test, considering p <0.05 as
significant.

The kidney volume, weight, and cortical volume were augmented in groups HN and
N, compared to group S. Kidneys from group H showed only a moderate
augmentation in kidney weight, with a reduction in the cortical-medullar ratio,
compared to group S. No differences in the glomerular volumetric density, volume-
weighted glomerular volume, and number of glomeruli were observed among the
right kidneys of the studied groups. In conclusion, we comfirm the hypothesis that an
obstructed kidney / ureter is more detrimental to contralateral kidney morphology
than an absent kidney.

Keywords: Ureteral obstruction; Hydronephrosis; Kidney; Animal models.
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INTRODUGAO

A obstrugao ureteral (OU) € uma condigdo comum na pratica clinica, com
uma incidéncia de cerca de 1/1.000 (QUINLAN et al, 2008), se apresenta em 2,6%
(UCHINO et al, 2005) dos pacientes com insuficiéncia renal e pode ocorrer devido a
obstrugao por urolitiase, trauma, malignidade ou endometriose (PICOZZI et al, 2011;
SINGH et al, 2012). Quando a obstru¢do nao é rapidamente resolvida, torna-se uma
condigdo mais grave que pode levar a lesao e insuficiéncia renais (KLAHR et al,
2002; SMITH et al, 2007).

A obstrucdo ureteral impede ou diminui o fluxo de urina pelo ureter. Pode ser
parcial ou completa, unilateral ou bilateral e ocorre mais comumente na jungao
ureteropelvica, na porcao ureteral que se relaciona com os vasos iliacos e na porgao
intramural do ureter, onde seu didmetro é diminuido (KOSEHAN et al, 2013). O
termo mais amplo, uropatia obstrutiva, pode ser usado para indicar qualquer
obstrucdo ao fluxo urinario ocorrendo entre a pelve renal e a uretra, o que pode
provocar o desenvolvimento de hidronefrose e comprometimento renal associado.
Estenoses ureterais e hiperplasia prostatica benigna sdo exemplos de causas
dessas obstru¢cées (DOCHERTY et al, 2006).

Os calculos ureterais sdo a causa mais comum dessas obstru¢des ureterais.
A origem desses urolitos € multifatorial (ROBERTSON et al, 1978; KNOLL et al,
2010). Além de fatores fisico-quimicos e fatores clinicos de risco concomitantes,
como o grau de saturacdo de urina e o nivel da atividade inibitoria da cristalizagao
(ROBERTSON et al, 1983; MOE et al, 2006), estudos mostraram numerosos fatores
epidemiologicos e demograficos como dieta, obesidade e estilo de vida, que
supostamente influenciam no risco da formagéo de urdlitos (CURHAN et al, 2007;
SCALES et al, 2012). Esses urdlitos que se formam no rim podem estar localizados
no parénquima renal, calice, pelve, ou no ureter. O tamanho e a localizagao tém a
maior efeito nos sintomas (ANDERSON et al, 2012; SCALES et al, 2012; SHOAG et
al, 2015; PFAU et al, 2016). A probabilidade da passagem do urdlito depende da
localizagéo, tamanho e forma. A obstrugdo aguda apresenta tipicamente uma célica
renal como maior sintoma (DOCHERTY et al, 2006).

A obstrucao ureteral em ratos é amplamente utilizada como modelo de estudo

da nefropatia obstrutiva (HOU et al, 2015). Diversos estudos demonstraram que a
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obstrugao ureteral unilateral (OUU) provoca uma isquemia glomerular sustentada,
associada a ativagao do sistema renina angiotensina (DAL CANTON et al, 1977;
DAL CANTON et al, 1979; DAL CANTON et al, 1980).

A duracdo da OUU e a extensdo da perda celular desempenham um papel
central na recuperagao da taxa de filtracdo glomerular e posterior remodelamento e
reparagao renal. A OUU de curto prazo em ratos parece ser completamente
reversivel (BANDER et al, 1985). Por outro lado, a OUU por 72 horas neste mesmo
modelo, pode levar a alteracgdes fibréticas e apoptdticas renais culminando em uma
diminuicdo permanente da taxa de filtragao glomerular (ITO et al, 2004). Chevalier e
colaboradores (CHEVALIER et al, 1999) demonstraram recuperacao da estrutura
renal em ratos neonatais com OUU, quando foi feita desobstrugdo em 2 a 5 dias.

Ekinci e colaboradores (2003), utilizando um modelo de coelho, comprovaram
que durante a OUU completa ou parcial ocorrem alteragbes progressivas como
edema glomerular, congestao de vasos sanguineos, dilatagao tubular e sinais de
apoptose e necrose no epitélio do rim contralateral (EKINCI et al, 2003).

Em um estudo de tomografia computadorizada foram feitas imagens para
avaliagdes anatdbmicas e funcionais renais em modelo de OUU em ratos. As
alteracdes predominantes foram alteracbes na hemodinamica do sistema vascular
renal apds obstrucdo ureteral por 24 horas ou mais. O parénquima renal foi
significativamente reduzido apés uma semana, e as caracteristicas das alteragdes
histolégicas apoiaram os achados das imagens de tomografia computadorizada. Nos
rins contralaterais desobstruidos, as imagens apresentaram estrutura e funcgao
normais e a histopatologia revelou uma histoarquitetura sem alteracdo (REGAZZONI
et al, 1998). Em 2016, Ehling e colaboradores também em um trabalho de
tomografia computadorizada mostraram que apds 14 dias de OUU, houve aumento
do fluxo sanguineo e do volume renal, sugerindo um crescimento compensatoério
desses rins contralaterais (EHLING et al, 2016).

Sabe-se que um unico rim saudavel (com morfologia e fisiologia normais) é
suficiente para realizar todas as fungdes renais necessarias (REGAZZONI et al,
1998). Apesar disso, ndo é pequeno o numero de pacientes nesta condigao e que
apresentam testes anormais de funcéo renal. Pouco se sabe sobre os fatores que
agravam a insuficiéncia renal nesses individuos (AL-Ani et al, 2015).

Ndo se sabe por que os pacientes com OUU apresentam sinais de

comprometimento da fungdo renal, mesmo com um rim contralateral normal.
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Acredita-se que o oOrgao contralateral pode ser lesado pela obstrugdo ureteral
unilateral. Assim, a nossa hipotese € que um rim/ureter obstruido pode ser mais

prejudicial a morfologia do rim contralateral do que um rim ausente.
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1. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi investigar em um modelo de ratos Wistar, a

influéncia de um rim/ureter obstruido na morfologia do rim contralateral.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado na Unidade de Pesquisa Urogenital da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Foi aprovado pela Comisséo de Etica
para Cuidado e Uso de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (CEUA/UERJ) sob o numero de registro 042/2017.

2.1 Delineamento Experimental

Para realizacao do estudo, foram utilizados 40 ratos Wistar com trés meses
de idade pesando entre 356,5 e 438 gramas (desvio padrao=31,1).

Os animais foram confinados em ambiente com temperatura e umidade
controladas, em caixas com dois individuos cada, nas dependéncias da Unidade de
Pesquisa Urogenital e receberam ragéo padrao e agua ad libitum.

Estes animais foram divididos em quatro grupos com dez animais em cada.
No grupo SHAM (S), os animais foram submetidos ao tempo anestésico e cirurgico
similar aos outros grupos com abertura da cavidade abdominal sem nenhuma
intervencao no trato urinario. No grupo controle (N) os animais foram submetidos a
nefrectomia total unilateral do rim esquerdo no dia 0. Este grupo representa
individuos com rim unico, sem OUU. No grupo tratado (HN), os animais foram
submetidos ao procedimento de ligadura da porgao distal do ureter do rim esquerdo,
e apos 24 horas, foram submetidos a nefrectomia unilateral do rim esquerdo. Este
grupo representa individuos com OUU tratada por nefrectomia apds 24 horas de
obstrugcdo. No grupo nado tratado (H), que mimetiza obstrugdo crbénica sem
desobstrugéo, os animais foram submetidos ao procedimento de ligadura da porgéao
distal do ureter esquerdo sem qualquer outro tratamento. Todos os grupos foram
submetidos a eutanasia apds 30 dias, quando completaram quatro meses de vida,
nao recebendo nenhum outro tratamento, exceto pelo tratamento descrito no item
2.2.



16

2.2 Procedimento anestésico

A inducao anestésica foi realizada por meio de camara de gas com Isoflurano
2% (Forane, Abott, Itatiaia, Brasil) (dose efeito). Apds a indugdo, os animais foram
posicionados em decubito dorsal com uma mascara adaptada a sua face. A mascara
foi conectada ao aparelho de anestesia (Colibri, BRASMED, Brasil) inalatéria em
circuito circular valvular, com fluxo corrente de 0,2 litro/min, em oxigénio a 100%,
iniciando-se a manutengdo anestésica com isofluorano (dose efeito), cuja
administracdo foi realizada por meio de vaporizador universal. A analgesia
transoperatéria foi realizada por meio da administragao intraperitoneal de cloridrato
de tramadol (Tramal, Pfizer, Guarulhos, Brasil), “em bolus”, na dose de 5mg/kg, em
dose unica.

Foi administrado cloridrato de tramadol na dose de 1mg/kg intraperitoneal, a
cada 24 horas, durante trés dias consecutivos de pds-operatorio. O procedimento
cirargico foi iniciado na observacao da frequéncia respiratéria (< 60/min) e do reflexo

nao responsivo durante o pingamento do dedo do membro posterior.

2.3 Técnica cirargica

Os animais foram operados sob técnica asséptica com o animal ja em plano
anestésico. Foi realizada celiotomia permitindo acesso a cavidade abdominal e em

seguida eram realizados os seguintes procedimentos:

2.3.1 Ligadura ureteral (Grupos H e HN)

Apés a localizagdo do ureter esquerdo, foi realizada ligadura em seu tergo
distal com fio de seda de calibre 5-0 (Procare, Barueri, Brasil) (Figura 1). Em seguida

foi realizada sutura continua simples com fio de nylon de calibre 4-0 (Technofio,
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Goiania, Brasil) para fechamento da cavidade abdominal e 0 mesmo padréo de

sutura e fio para fechamento da pele.

2.3.2 Nefrectomia total unilateral (Grupo N e HN)

O ureter, a veia e a artéria renais esquerdas foram ligados com fio de seda de
calibre 5-0 (Procare, Barueri, Brasil). Em seguida o rim esquerdo foi retirado e
armazenado em formalina tamponada. Em seguida foi realizada sutura continua
simples com fio de nylon de calibre 4-0 (Technofio, Goiania, Brasil) para fechamento

da cavidade abdominal e o mesmo padrao de sutura e fio para fechamento da pele.

2.3.3 Grupo SHAM (Grupo S)

Os animais desse grupo foram submetidos a laparotomia até atingir o mesmo
tempo cirurgico dos demais grupos. Em seguida foi realizada sutura continua
simples com fio de nylon de calibre 4-0 (Technofio, Goiania, Brasil) para fechamento

da cavidade abdominal e 0 mesmo padrao de sutura e fio para fechamento da pele.
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igura 1 — Procedimento de ligadura do ureter esquerdo.

Legenda: Sequencia do procedimento cirurgico desde posicionamento do animal até a ligadura do
ureter esquerdo. A, posicionamento do animal em decubito dorsal e acoplado a mascara
do aparelho de anestesia inalatéria. B, logo apds laparotomia o isolamento e ligadura do
terco distal ureter esquerdo com fio de seda de calibre 5-0 (Procare, Brasil), causando a
obstrucao ureteral unilateral esquerda. C, ligadura em ureter esquerdo apontado com a
seta preta. D, ureter (linha preta continua apontado pela seta vermelha) ligado em seu
terco distal, apontado com a seta preta.

Fonte: O autor, 2018

2.3.4 P6s-Operatorio

Apés a rafia da parede abdominal, os animais foram desacoplados do
aparelho de anestesia, acondicionados novamente em suas respectivas caixas e
observados até que retornassem do plano anestésico. Os parametros avaliados
diariamente foram: integridade da ferida, presenca de alteracbes neuroldgicas e
sinais de dor (frequéncia respiratdria, mobilidade e apetite).
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2.4 Eutanasia e coleta de material

Apos a anestesia do animal (item 3.2), foi realizada a coleta do sangue por
puncdo cardiaca. Assim foi realizada exanguinagao e eutanasia dos animais. Em
seguida os rins foram coletados, pesados e seu volume aferido pelo método de
Scherle (figura 2). Um método utilizado para determinar o volume de corpos com
superficie irregular baseado no principio de Arquimedes, isto é, um corpo total ou
parcialmente imerso em um fluido sofre um empuxo que é igual ao peso do volume
do fluido deslocado pelo corpo (SCHERLE, 1970). Finalmente os rins foram clivados
em um corte transversal em seu terco médio e acondicionados em formaldeido 4%

por dois dias.

Figura 2 — Mensuragao de peso e volume dos rins.

¢ - /
| 1
1Y - -
AS2000C 38 F A e '
FPROG - - I F CMNT .
:»znrm\;? L - "

Legenda: A, pesagem dos rins utilizando uma balanca de precisao; B, utilizacao da balanga para
mensurar o volume renal através do método de Scherle.
Fonte: O autor, 2018.
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2.5 Procedimentos histolégicos

Apos o periodo de 24-48 horas de fixagao dos rins, estes foram clivados em
cortes transversais de 1mm de espessura por toda sua extensao o que resultou em
8 cortes na maioria dos 6rgdos. Cada um destes cortes foi fotografado sob
magnificagdo de cinco vezes, com camera digital Axiocam 506 color (Carl Zeiss
Microscopy, LLC, Jena, Alemanha) acoplada ao estereomicroscépio Stereo
Discovery.V8 (Carl Zeiss).

Apds as fotografias os fragmentos foram selecionados aleatoriamente e
submetidos a técnicas histoldgicas de rotina: desidratadas em alcool e clarificadas
em xilol na processadora Leica TP 1020 (Solms, Alemanha), para posterior inclusao
em parafina no aparelho Leica EG 1150 H (Solms, Alemanha). Apds a incluséao,
foram realizados cortes histolégicos com 5 uym de espessura no micrétomo Leica
RM2125 RT (Solms, Alemanha). Para as analises histolégicas foi utilizada a
coloracao Hematoxilina/Eosina (HE).

As analises foram realizadas utilizando-se fotomicrografias obtidas com
resolucao de 2040x1536 pixels, em um microscopio (Olympus BX51, Téquio, Japao)
equipado com uma camera digital (Olympus DP71, Toéquio, Japao). Para cada
analise, as fotomicrografias foram capturadas e salvas sob as mesmas condicoes.

As analises morfométricas foram realizadas com o aumento de 200x. Para
cada rim foram observados e fotografados 25 campos aleatérios. As mensuragdes
foram realizadas com o software ImageJ ® (versao 1.47t, Image Processing and
Analysis in Java, NIH, Bethesda, EUA). Todas as analises foram realizadas por um

Unico avaliador.

2.5.1 Relacao cortico-medular

A relagao cortico-medular foi realizada utilizando o principio de Cavalieri
(SOUZA et al, 2013; ABREU et al, 2017). A analise morfométrica da area cortico-

medular do rim foi realizada através de fotomicrografias dos cortes transversais no
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software imagedJ. Utilizando a ferramenta “Grid”, do software imageJ, foi sobreposto
a fotomicrografia uma grade de cem pontos. Apds, com a ferramenta “Cell Counter”
foram marcados somente pontos onde as linhas horizontais e verticais da grade se
encontram nas regides de cortex e posteriormente na regido de nao cértex (Figura
3). A razao da quantidade de pontos entre as regides definem a relagdo cortico-

medular de cada rim.

Figura 3 — Mensuracéo da relagao cortico-medular.
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Legenda: A analise morfométrica da area cortico-medular do rim realizada através de fotomicrografias
no software imaged. Utilizando a ferramenta “Grid”, do software imaged, foi sobreposto a
fotomicrografia uma grade de cem pontos. Apds, com a ferramenta “Cell Counter” foram marcados
somente pontos onde as linhas horizontais e verticais da grade se encontram nas regidées de cortex e
posteriormente na regido de nao cértex. A razdo da quantidade de pontos entre as regides definem a
relagao cortico-medular de cada rim.

Fonte: O autor, 2018.
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2.5.2 Densidade volumétrica glomerular (Vv[glom])

A densidade volumétrica glomerular indica o volume relativo ocupado pelo
glomérulo no cortex. Esta foi estimada através da metodologia de contagem de
pontos com a grade M42, um sistema-teste composto por uma grade com 21 semi-
retas e 42 pontos sobrepostos no campo histolégico analisado (DE SOUZA et al,
2011). Quando o ponto sobrepde um glomérulo na imagem é contabilizado. Se o
ponto sobrepusesse o glomérulo que cruza a linha superior ou lateral esquerda da
M42, este foi considerado. Porém se o glomérulo contado estivesse sobreposto a
linha pontilhada inferior ou a lateral direita ndo foi considerado (Figura 4).

Figura 4 — Fotomicrografia exemplificando a quantificagdo do Vv[glom].
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Legenda: Utilizacdo da grade M42, sobreposta na imagem histolégica da regi&o cortical de rim direito
de rato Wistar, utilizando o software imagedJ para contagem de pontos que interceptam os glomérulos.
Fonte: O autor, 2018.
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2.5.3 Volume glomerular médio ponderado (VWGV)

O volume glomerular médio ponderado, que estima o volume que um
glomérulo ocupa no rim, foi calculado pelo método de pontos que interceptam
glomérulos na fotomicrografia. Novamente com auxilio do software ImageJ,
utilizando uma régua logaritmica de 32-mm composta por uma serie de 15 classes.
Randomicamente foram medidos glomérulos que cruzaram a linha da grade onde
foram analisados 50 glomérulos por animal. As imagens foram fotografadas com
aumento de 200x. (Figura 5) (AGUILA et al, 2005; DE SOUZA et al, 2011).

Figura 5 — Fotomicrografia exemplificando a quantificagdo do VWGV
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Legenda: A) Fotomicrografia rotacionada, com auxilio da angulagéo sorteada na tabela do excel (B),
sobreposta com linhas do pluggin “Grid”. C) Nota-se no glomérulo central sobreposto por
uma linha amarela que esta acima da linha do “grid” onde foi realizada uma mensuragao
com a ferramenta “measure” gerando a medida em centimetros numa tabela (D).

Fonte: O autor, 2018.
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2.5.4 Numero de Glomérulos

O numero de glomérulos, expresso como o numero de glomérulos por rim, foi

calculado utilizando-se a formula abaixo (SOUZA et al, 2013):

N[Glom] = ( Vv[Glom] x RCM x VR ) / VWGV

N[Glom] — Numero de glomérulos

Vv[Glom] — Densidade volumétrica do glomérulo
RCM - Relagao coértico-medular

VR - Volume renal

VWGV - Volume glomerular médio.

2.5.5 Volume Cortical

O volume do cortex renal foi calculado através da multiplicacdo da relagao cortico-

medular pelo volume renal.

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 5. Para
a anadlise entre grupos foi utilizado o teste One-way ANOVA com péds-teste de
Bonferroni. Para todas as analises, p foi considerado significativo quando < 0,05 e os

resultados foram expressos em media e desvio padrao.
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3. Resultados

Nao houve alteracdes clinicas no pds-operatério ou ébito de animais durante
o experimento. O modelo de OUU foi confirmado por visualizagao direta durante a
eutanasia dos animais do grupo H e durante a nefrectomia dos animais do grupo
HN. Nestes animais, um ureter dilatado foi facilmente observado cranial a ligadura
aplicada. Em animais do grupo H, sinais macroscépicos de hidronefrose também
foram evidentes durante a necropsia. No grupo S e N ndo foram notadas alteragdes
macroscopicas durante a retirada dos rins, estes permaneceram sem alteragcdes
comparando ao primeiro procedimento e aos demais rins. Quando realizado corte
transversal nos rins foi observada dilatagdo na pelve renal dos grupos H e HN
(Figura 6).

Figura 6 — Rim esquerdo em corte transversal dos grupos H e HN.
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Legenda: Fotos evidenciando a lesdo causada nos rins esquerdos submetidos a obstrucdo ureteral
por 24 horas (A), com sinal de hidronefrose leve e por 30 dias (B), com hidronefrose grave com
destruicdo do parénquima renal.

Fonte: O autor, 2018.

O peso dos rins direito dos grupos H, HN e N aumentou 21,4%, 44,3% e
40,4%, respectivamente, em comparagédo com o grupo S. Além disso, os rins direito
dos animais dos grupos HN e N (grupos que foram submetidos a nefrectomia)

pesaram 18,8% e 15,7% mais que os do grupo H (Figura 7).
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Figura 7 — Gréfico do peso do rim direito entre grupos.
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Legenda: Foi observada diferenga no peso do rim direito entre os grupos, exceto entre o grupo N com
o grupo HN (p<0,0001). a: diferente do S; b: diferente do N; c: diferente do HN. Dados expressos em
média + desvio padrao.

Fonte: O autor, 2018.

Os grupos HN e N também apresentaram volumes aumentados de rim (30,4%

e 29,7%, respectivamente) em comparagao com o grupo S (Figura 8).

Figura 8 — Grafico do volume do rim direito entre grupos.
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Legenda: Foi observada diferenga no volume do rim direito entre o grupo S com os grupos N e HN
(p=0,0002). a: diferente do S; b: diferente do N; c: diferente do HN. Dados expressos em média +
desvio padrao.

Fonte: O autor, 2018.
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Na relacdo cortico-medular, o grupo H apresentou valores reduzidos em
relacao aos grupos S e N, com redugao de 14,0% e 13,1%, respectivamente (Figura
9).

Figura 9 — Gréfico da relagao cortico-medular do rim direito entre grupos
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Legenda: No rim direito do grupo H foi observada diferenga na relagédo cértico-medular comparado
aos grupos N e S (p=0,0001). a: diferente do S; b: diferente do N; c: diferente do HN. Dados
expressos em média + desvio padrao.

Fonte: O autor, 2018.

O volume cortical foi aumentado nos grupos N e HN em 28,4% e 22,7% em
comparagao com o grupo S; e em 36,2% e 30,1% em relagdo ao grupo H (Figura
10).



28

Figura 10 - Grafico do volume cortical do rim direito dos grupos.
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Legenda: Houve diferencga entre o grupo S com os grupos HN e N e entre o grupo H com os grupos N
e HN (P<0,0001). a: diferente do S; b: diferente do N; c: diferente do HN. Dados expressos em média
* desvio padréo.

Fonte: O autor, 2018.

Nao foram observadas diferengas nos Vv [glom] e VWGV entre os rins direitos
dos individuos. Finalmente, ndo houve diferengca no numero de glomérulos no rim
direito (Figuras 11, 12 e 13). O Vv[glom] dos rins direito ndo apresentou diferenca
entre os grupos (p=0,5762). O VWGV do rim direito ndo apresentou diferenga entre
os grupos (p=0,5278) (Tabela 1).



Figura 11 - Grafico do numero de glomérulos do rim direito dos grupos.
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Legenda: Nao houve diferenga no numero de glomérulos por rim entre os grupos (p=0,1311). Dados

expressos em média + desvio padrao.
Fonte: O autor, 2018.

Tabela 1. Dados morfométricos dos rins direitos dos ratos submetidos a nefrectomia ou a

obstrucdo ureteral do rim esquerdo.

S N HN H valor de p
Peso (9) 1,31+0,21 1,84+0,10 @ 1,90+0,20 @ 1,6010,19 @bc  <0,0001
Volume (mL) 1,38£0,30  1,7940,11°2 1,810,182 1,54+0,17 0,0002
Relacao cérticomedular (%) 48,5+5,30 48,6+2,70 46,0+4,40 41,7+4,20 ab 0,0037
Volume Cortical (mL) 0,68+0,10  0,87+0,08 2 0,83+0,13 2 0,64+0,08 ¢ <0,0001
Vv[glom] (%) 4,31+0,76  4,29+1,00 4,01+0,79 4,41+1,22 0,8534
VWGV (um?3 x10%) 9,60+2,06  10,57+1,26 9,57+1,49 10,63+2,72 0,5278
Glomérulos por rim (x103) 30,845,80  36,1+10,70 35,1+7,70 28,415,80 0,1311

Legenda: Vv[glom]:

Densidade Volumétrica glomerular;

VWGV: Volume Glomerular

médio

ponderado; GS: Grupo dos animais sham; GN: Grupo dos animais submetidos a
nefrectomia; GHN: Grupo dos animais submetidos a obstrugdo ureteral e tratados através
da nefrectomia; GH: Grupo dos animais submetidos a obstrugao ureteral unilateral nao

tratados.

a: diferenga entre o GS; b: diferenga entre o GN; c: diferenga entre o GHN.

Dados expressos em média + desvio padrao
Fonte: O autor, 2018.



Figura 12 - Fotomicrografias dos rins direito dos animais dos
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Legenda: Fotomicrografias dos rins direitos dos grupos S e N coradas
mostrando glomérulos na regido de cortex renal.
Fonte: O autor, 2018.

Grupos S e N.
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em HE no aumento de 200x,
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Legenda: Fotomicrografias dos rins direitos dos grupos H e HN coradas em HE no aumento de 200x,
mostrando glomérulos na regido de cortex renal.
Fonte: O autor, 2018
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4. DISCUSSAO

O presente estudo agrega informagdes a um tépico que raramente é
investigado: o rim contralateral de um individuo com obstrugcdo ureteral. E
clinicamente reconhecido que alguns pacientes com obstrugdo ureteral unilateral e
um rim contralateral normal apresentam uma maior disfungédo urinaria do que os
pacientes com um unico rim (AL-ANI et al, 2015). Esta € uma condicdo que intriga
muitos urologistas, pois € esperado que o rim contralateral saudavel mantivesse
filtracdo sanguinea adequada. Apesar desta resposta incomum da fungéo renal,
poucas pesquisas foram realizadas nesta area.

Os roedores submetidos a OU unilateral sdo amplamente utilizados para
estudar fibrose intersticial renal e nefropatia obstrutiva no rim ipsilateral. Isso € muito
adequado para entender o dano tubulointersticial, um processo que se assemelha
bastante a deterioragdo da funcdo renal na doenga renal crénica humana
(DENDOOVEN et al, 2011). O rim obstruido desenvolve uma hidronefrose grave
com perda marcada do parénquima renal em 1-2 semanas (CHEVALIER et al,
2009). Esta alteragcdo no rim ipsilateral foi confirmada (ap6s quatro semanas) no
presente estudo, no entanto, o foco do estudo foi a influéncia da OU unilateral no
orgéao contralateral.

Neste experimento, foi demonstrado que os rins direitos de animais
submetidos a nefrectomia esquerda (em animais com ou sem obstrugdo ureteral
esquerda) respondem ao 6rgdo ausente com aumento de volume e peso. Além
disso, nesses grupos (N e HN) a regido cortical do rim foi a regido aumentada. Esta
hipertrofia renal contralateral apds nefrectomia radical estd bem documentada em
modelos animais e humanos (HAYSLETT et al, 1968; CHOI et al, 2015; CHOI et al,
2017). O aumento proporcional observado nos grupos N e HN foi em conformidade
com o encontrado em seres humanos, em que a hipertrofia contralateral foi relatada
variando de 18,5% a 29,3% (PABICO et al, 1975; CHOI et al, 2015).

No entanto, animais com um ureter esquerdo obstruido permanentemente
nao mostraram essa resposta hipertrofica, diferente da literatura anterior. Nesses
animais, apesar de ter um rim esquerdo nao filtrante, os rins direito ndo mostraram

volumes renais ou corticais aumentados; com apenas um aumento moderado no
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peso do rim, mas com uma proporgao corticomedular reduzida. Como esperado, se
um rim n&o esta filtrando, o 6érgao contralateral deve se tornar hipertrofiado, de modo
similar aos grupos submetidos a nefrectomia. No entanto, a presenca deste rim
obstruido de alguma forma impediu a resposta morfolégica contralateral normal. Isso
confirma, pelo menos parcialmente, a hipétese de que um rim/ureter obstruido pode
ser mais prejudicial para a morfologia renal global do que um rim ausente.

Os motivos dessa resposta prejudicada permanecem desconhecidos, mas
sugere-se que a presenga de um rim (mesmo um nao filtrando) é reconhecida pelo
orgao contralateral. As evidéncias eletrofisiolégicas e funcionais demonstram que
um rim influencia a fungéao do 6rgao contralateral (BARRY et al, 2015; DIBONA et al,
1982; KOPP et al, 1987). Por exemplo, a infusdo de bradicinina em um rim
promoveu uma antinatriurese dependente da inervagao renal no rim contralateral
(BARRY et al, 2015). Além disso, o aumento da pressao uretral em ratos resultou
em aumento da atividade do nervo renal aferente ipsilateral e aumento do fluxo de
urina contralateral e excregdo urinaria de sédio (KOPP et al, 1987). Essas respostas
contralaterais sdo conhecidas como o reflexo renorrenal, pelo qual os rins ajustam
suas fungdes "se comunicando" um com o outro através do sistema nervoso visceral
(BARRY et al, 2015). Apesar do reflexo renorrenal ndo se mostrar nos modelos de
OUU, pode fornecer uma explicagdo sobre como o reconhecimento do o6rgao
contralateral prejudica a hipertrofia renal.

O sistema renina-angiotensina também contribui para a adaptagcéo dos rins
contralaterais ap6és OUU em animais imaturos, sendo arbitrado como mecanismo de
comunicagédo entre os rins (CHEVALIER et al, 1990). A OUU no rato neonato
resultou em aumento do conteudo de renina do rim ipsilateral e diminuicdo do
conteudo de renina do rim oposto intacto (CHEVALIER et al, 1990). No entanto, ao
contrario da resposta renal para OUU durante o desenvolvimento inicial, o animal
maduro ndo ativou a expressdo do gene da renina nem alterou a distribuigcdo da
renina nos rins obstruidos (EI-DAHR et al, 1990). Uma vez que a renina nunca foi
investigada em 6rgaos contralaterais, ndo se sabe se o sistema renina-angiotensina
pode atuar como um sistema de comunicagdo em animais adultos, como observado
em individuos imaturos.

A obstrugao ureteral € uma das complicagdes urolégicas mais comuns apés o
transplante renal, ocorrendo em 2 a 10% dos 6rgaos transplantados (BERGER et al,

1998; SANDHU et al, 2002). Mesmo assim, os efeitos adversos nos rins nativos de



34

pacientes transplantados com OU nao foram relatados (KUMAR et al, 2014; GRECO
et al, 2016). Isso pode ser explicado porque os rins nativos de pacientes
transplantados ja apresentam insuficiéncia crénica. Além disso, os o0rgaos
transplantados sao desnervados e, portanto, ndo podem estabelecer nenhum tipo de
sistema de comunicacdo. Em estudos futuros seria importante utilizar modelo de
animais transplantados, onde estes fossem obstruidos, como em nosso modelo
atual, para entender o efeito dessa obstru¢do no rim contralateral ja que ndo ha
comunicagao no rim transplantado.

E geralmente relatado que pacientes com funcéo renal anormal devido a OUU
(mesmo com um rim contralateral normal) recuperam rapidamente a funcéo renal
normal apos a colocagdo de um cateter ureteral restaurando o fluxo urinario. O uso
de um modelo animal para estudar o ureter obstruido seguido de desobstrugao
poderia contribuir para o entendimento desse mecanismo. No entanto, isso n&o foi
viavel neste modelo de ratos. No presente estudo, um grupo de animais submetidos
a OUU foi tratado com nefrectomia para simular um possivel tratamento para esta
condicdo. Estudos futuros usando porcos ou ovelhas, que provaram serem modelos
animais efetivos para investigar o trato urinario superior (BUYS-GONCALVES et al,
2016; DE SOUZA et al, 2016; SIMOES et al, 2016), sao justificados.

Embora ndo tenham sido observadas diferengcas no numero de glomérulos
entre 0s grupos, a volumetria do rim (e suas regides) provou ser importante. Os
resultados indicaram que os volumes dos tubulos renais foram aumentados, o que
esta de acordo com a literatura (HAYSLETT et al, 1968). Desde 1980, métodos
estereologicos sao realizados para obter informagbdes quantitativas de estruturas
bidimensionais ou tridimensionais de sec¢des renais (EISENBRANDT et al, 1980). A
vantagem desta avaliagdo € que pode fornecer informagdes quantitativas confiaveis
sobre a estrutura de interesse mesmo n&o analisando esta por inteiro
(NYENGAARD, 1999). Esse método tem sido utilizado para estudar o numero de
glomérulos em diferentes condigbes (SOUZA et al, 2013; BENCHIMOL et al, 2011;
MIRANDA et al, 2015; BECHARA et al, 2016) e é considerado um método altamente
sensivel (FELIX-PATRICIO et al, 2015). Assim, pode-se pensar que o rim obstruido
nao promoveu alteragées no numero de glomérulos, mas na estrutura tubular do rim
contralateral.

O presente estudo tem limitagbes na medida em que €& um estudo

experimental realizado em roedores, que pode ter uma resposta fisiologica diferente
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em relacdo aos humanos. Além disso, o experimento foi conduzido sob condi¢des
controladas, o que nao reflete um cenario clinico normal. Assim, estudos futuros sao

necessarios antes de transpor esses resultados para a pratica médica.
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CONCLUSAO

O rim contralateral de ratos submetidos a nefrectomia, com ou sem obstrucao
ureteral, demonstra uma resposta hipertréfica. No entanto, quando o rim / ureter
obstruido nao foi removido, essa resposta hipertréfica ndo ocorreu. Isso confirma a
hipotese inicial de que um rim / ureter obstruido € mais prejudicial a morfologia

contralateral renal do que um rim ausente.
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Abstract

Objective: To Investigats, In arodent madel, the Influence of
an obstructed kidney/ureter on the contralateral organ mor-
phology. Methods: Thirty-ste rats were randomlby assigned
inta the following groups: untreated ureteral obstrudion
group (LU, n = 101, submitted to 2 hgature of the ureter at
day & U0 group {at day ) followed by nephractomy after
24 h [UO-N, i = B); nephrectomy group (N, n = 9, submitted
to nephrectomy at day & and sham group (5, m =9, submit-
ted to simulated surgery at day 0. All these procedures were
performed on the laft kdneyureter. All animals wers eutha-
rilzed 30 days after surgery, and the right kidneys were ool-
lected for stereclogical analysk. Data were compared using
a ome-way anahysls of vanance with Bonfemonl's post test,
consldaring p « Q.05 as significant. Results: The kidney val-
wmie, wedght, and cortlcalvolumewere augmented In groups

U-H and N, compared o group 5. Kidneys from the Lo-U
group showed only 2 moderate augmentation In kidney
welght, with a reduction Inthe cortical-medullar ratio, com-
pared to the kdneys in group 5 Ho differsncas in the glo-
mierular volumetric density, wolume-welghted glomeanular
wodurmne, and numiber of glomenull were chserved among the
right kidneys of the studied groups. Conclusien: An ob-
struded kidney/ureter Is more prejudidal to the contralat-
eral kidney morphology than an absent kidney.
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Introduction

Ureteral obstruction (U0} 15 a2 common comdition
seen In clinical practice, with a lifelong Incldence of ap-
proximately 1 in 1,000 [1]. U0 may bead o renal mpair-
ment due to the physical blockade of urine fow causing
hydronephrosts [2]. Obstructive uropathy Is the cause of
renal failure in 2.6% of patlents [3]. The ureter may be-
come obstructed by various conditions, elther benlgn or
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ANEXO - Certificado de aceite da comissao de ética para o cuidado e uso de
animais experimentais

X
S, ) .
§ & % comisSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO

DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA)

Instifute
de Biologie
Roberta
Aleantare

Gomes

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada " Estudo estereoldgico do rim de ratos Wistar
submetido a hidronefrose por obstrucdo ureteral unilateral”, registrada com o n° 042/2017,
sob a responsabilidade de Diogo Benchimol de Souza - que envolve a producéo,
manutengdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de
2008 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETiCA PARA G CUIDADO E USO DE
ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
UERJ, em reunido de 25/09/2017.

| Finalidade () Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizagdo 25/09/2021
Espéciellinhagem/raca Rato Wistar
N° de animais 40
Pesol/ldade 350 g/ 3 meses
Sexo Macho
Origem Biotério setorial
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