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RESUMO

Os mastocitos sdo um grupo de células multifuncionais, derivadas de células progenitoras
hematopoiéticas, sob influéncia do fator de células-tronco. Estudos obtiveram evidéncias que
reforcam a importancia dessas células no desenvolvimento da fibrose renal. Relatam que a
deposicdo intrarenal de coldgeno foi significativamente menor nos animais deficientes em
mastocitos, quando comparados aos controles ndo deficientes, 7 e 14 dias apos obstrugdo
uretérica. Outros estudos observaram que o aumento da deposi¢do de fibras de colageno nos
rins induzido pela obstrug@o ureteral € mais intenso em machos do que em fémeas; notaram,
ainda, que a orquiectomia inibiu o desenvolvimento de fibrose renal associada a amarragdo do
ureter. Assim, no presente trabalho objetivamos: (i) avaliar o nimero de mastocitos, a expressao
de a-actina, PCNA e o nivel de fibrose em rins submetidos & amarragdo ureteral em animais
pré-tratados com cromoglicato de sédio (inibidor da desgranulagdo mastocitaria) ou salina; (i)
avaliar se a orquiectomia e a administrag@o de testosterona altera o padrdo de altera¢des renais
induzidas no modelo. Para isso, cada animal permaneceu 21 dias em experimentacdo, sendo
considerado o dia 0 (zero), o dia do inicio dos experimentos. Neste dia os animais eram
submetidos a falsa-operac¢do ou a orquiectomia. No 7° dia, os animais eram submetidos a falsa
operagdo ou a amarragdo do ureter esquerdo. Decorridos 14 dias de amarragdo os animais eram
anestesiados e sacrificados para coleta do material biologico. A reposi¢do hormonal iniciou-se
um dia ap0s a orquiectomia, i.e., no dia 1, o tratamento com cromoglicato iniciou-se no 5° dia.
O rim foi fixado e processado, e em seguida foi realizado cortes para corar com azul de
toluidina, com o intuito de quantificar mastécitos; Picrosirius red, para analise do colageno;
hematoxilina e eosina para andlise do glomérulo e morfologia. Além disso, foram realizadas
duas imunohistoquimicas, para a- actina e PCNA. Foi possivel observar uma diminui¢do da
area do glomérulo e do tufo capilar no grupo em que foi induzida a lesdo renal. Além disso,
ocorreu um aumento da densidade de mastdcitos, sendo que a orquiectomia e o tratamento com
cromoglicato diminuiram esse efeito, o mesmo foi observado para o colageno. Também houve
um aumento de células PCNA" nos rins lesionados, porém somente a orquietomia bloqueou
parcialmente esse efeito. Enquanto que a avaliag@o da a-actina, o cromoglicato e a orquiectomia
diminuiram parcialmente o aumento da expressdo de a-actina causada pela lesdo renal. O
presente estudo sugere que ha uma interagido entre mastocito e testosterona no desenvolvimento
de fibrose renal no modelo de obstrucdo ureteral.

Palavras- chaves: mastocitos, testosterona, lesdo renal, fibrose.



ABSTRACT

Mast cells are a group of multifunctional cells derived from hematopoietic stem cells, under the
influence of stem cell factor. Studies have found evidence that reinforce the importance of these
cells in the development of renal fibrosis. These studies report that intrarenal collagen
deposition was significantly lower in mice deficient in mast cells, when compared to non-
deficient controls, 7 and 14 days after ureteric obstruction. Other researches described that
increased deposition of collagen fibers in kidneys with induced ureteral obstruction is more
intense in males than females; they have also noticed that orchiectomy inhibited the
development of renal fibrosis associated with ureteral obstruction. Thus, the present study
aimed to: (i) assess the number of mast cells, the expression of a-actin, PCNA and the level of
fibrosis in kidneys of animals underwent ureteral obstruction pretreated with sodium
cromoglycate (an inhibitor of mast cell degranulation) or saline; (ii) to evaluate whether
orchiectomy and testosterone administration alters the pattern of renal changes induced in the
experimental model. To do so, each animal remained 21 days in trial, and it is considered day
0 (zero) the day of the beginning of the experiments. On this day the animals were subjected to
a false-operation or orchiectomy. On the 7th day, the animals were subjected to a false-
operation or ureteral obstruction. After 14 days of the obstruction the animals were anesthetized
and sacrificed to collect biological material. Hormone replacement began one day after
orchiectomy, wich means, on day 1 and the treatment with cromoglycate began on the Sth day.
The kidney was fixed, embedded, sectioned and then stained with toluidine blue, in order to
quantify mast cells; Picrosirius red, for analysis of collagen; Hematoxylin and eosin for
examination of the glomerulus and morphology. In addition, two immunohistochemical
analysis were performed: a- actin and PCNA. It was observed a decrease in the glomerulus and
the capillary tuft area in the group that was induced renal damage. Furthermore, mast cells had
an increased density, while orchiectomy and cromoglycate treatment decreased this effect and
the same was observed for collagen. There was also an increase in PCNA + cells in the injured
kidney, but only orchiectomy partially blocked this effect. Whilst evaluation of a-actin,
cromoglycate and orchiectomy partially diminished the increased expression caused by renal
injuries. The present study suggests that there is an interaction between mast cells and
testosterone in the development of renal fibrosis model of ureteral obstruction.

Keywords: mast cells, testosterone, kidney damage, fibrosis.
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1. INTRODUCAO

A obstrugdo do trato urinario superior € uma causa comum de disfung@o renal, a qual
estd associada a inumeras alteragdes histologicas, como dilatagdo tubular e fibrose (KLAR,;
ISHIDOYA; MORRISSEY, 1995; NASCIMENTO; JULIO; 2010). A obstru¢do ureteral
produzida experimentalmente induz alteragdes renais semelhantes aquelas descritas apds
obstrucdo do trato urinario superior em humanos e, portanto, representa importante ferramenta
para os estudos que objetivam investigar a patogénese da nefropatia obstrutiva (CHEVALIER
et al.,2009; KLAR, ISHIDOYA e MORRISSEY, 1995, 2002; NAGLE et al., 1973; SHARMA
etal., 1993; VEERAPAN et al., 2012).

Apesar das evidéncias que sugerem um elo causal entre a instalacdo de fibrose e a
atividade mastocitaria renais serem ainda limitadas e conflitantes, alguns estudos apontam, de
fato, para um efeito pro-fibrotico dos mastocitos no tecido renal apds obstrugdo ureteral
(SUMMER et al., 2012; VEERAPPAN et al., 2012). Outro fator que parece contribuir para a
orquestracdo da deposi¢do de fibras de colageno nessa condi¢do € o hormoénio sexual
testosterona (METCLAFE et al., 2008; CHO et al., 2012). Assim, considerando que a literatura
relata que os mastocitos expressam receptores para androgénios (CHEN et al, 2010), e que tanto
a castra¢do quanto o tratamento com inibidores da desgranulagdo mastocitaria produzem efeitos
anti-fibroticos nos rins apés amarracdo ureteral (METCLAFE et al., 2008; CHO et al., 2012;
SUMMER et al., 2012; VEERAPPAN et al., 2012), aventamos e testamos a hipotese de que
parte dos efeitos deletérios atribuidos a testosterona, no contexto da patogé€nese da nefropatia

obstrutiva, sejam mediados e/ou modulados pela atividade mastocitaria.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como no presente estudo investigaremos a possivel interacdo entre testosterona e
atividade mastocitaria para a deposig@o de fibras de colageno nos rins apos obstrugdo ureteral,
descreveremos a seguir uma breve revisdo da literatura sobre os aspectos morfofuncionais
gerais desse orgdo e dos mastocitos, bem como forneceremos informagdes relevantes sobre o
modelo experimental utilizado. Por fim, faremos considera¢cdes sobre a participagdo dos
mastocitos e da testosterona no desenvolvimento da fibrose renal induzida pela obstru¢do do

trato urinario superior.
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2.1 Os Rins: Breve Visao Morfofuncional

Os rins regulam a osmolalidade e os volumes corporais, participam no balango
eletrolitico acido-basico. Além disso, excretam produtos do metabolismo e substincias
exdgenas com as quais o organismo entra em contato, bem como produzem e secretam
horménios. A quantidade e a qualidade (composi¢do) da urina eliminada sdo, portanto,
consequéncias do papel regulador dos rins (AIRES, 2012; BERNE; LEVY, 2009).

Os rins sdo orgdos pareados situados na parede posterior do abdome, em cada lado da
coluna vertebral, posicionados atras do peritdnio. O lado medial de cada rim contém uma regido
identificada como hilo, local por onde passam uma série de estruturas como a artéria e veia
renais, o ureter, os nervos e vasos linfaticos renais. Dentro do rim, o hilo se expande em uma
cavidade central denominada seio renal que aloja a pelve renal (DANGELO; FATTINI, 2007,
GUYTON; HALL, 2006).

O rim esta dividido em duas zonas: medular e cortical (ou cortex); essas zonas sdo
compostas por néfrons (as unidades funcionais do rim), vasos sanguineos, linfaticos e nervos.
A medula do rim humano se divide em massas cdnicas, chamadas piramides renais (BERNE;

LEVY, 2009; DANGELO; FATTINI, 2007).

Figura 1- Organizacio geral do rim.

Cértex

Piramide
Espaco
pélvico

Artéria ranal

Néfron
(ampliado)

Calice
malor

Célice
menor

Cépsula

/@2 24
Urater

Fonte: BERNE; LEVY; 2009.
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2.2 Obstrucio do trato urinario superior: modelo experimental

A obstrucdo do trato urinario superior € uma causa comum de disfung@o renal tanto em
adultos quanto em criangas. Nos adultos a obstru¢do pode ser consequéncia de doengas
prostaticas, estenose ureteral, calculos, ou compressdo extrinseca do ureter. Em criangas, a
causa mais comum ¢ a obstrucdo da jung¢do ureteropiélica, a qual determina restrigdo ao fluxo
urinario da pelve em direc¢do ao ureter; tal obstrug¢do pode ser precipitada por diferentes fatores,
tais como segmento ureteral aperistaltico, pregas mucosas obstrutivas, polipos ureterais e
raramente por estenose verdadeira doureter (BERNSTEIN et al 1988; METCALFE etal., 1997,
NASCIMENTO; JULIO,; 2010). A obstrugdo do trato urindrio superior esta associada a
alteragdes histologicas, incluindo macig¢a dilatagdo tubular renal, fibrose renal progressiva
devido a proliferacdo de fibroblastos intersticiais € ao aumento da deposi¢do de matriz
extracelular, além do recrutamento de células inflamatorias no compartimento intersticial do
rim (KLAHR; ISHIDOYA; MORRISSEY, 1995).

Estudos realizados utilizando-se o modelo de obstrugdo ureteral unilateral, tanto em
coelhos quanto em ratos, mostraram que a amarragdo do ureter resulta em proliferagdo de
fibroblastos e sua transformac¢do em miofibroblastos, bem como na sintese e deposig¢do de
proteinas da matriz extracelular, como fibras de colageno I, III, IV e fibronectina (CHEVALIER
et al.,2009; NAGLE et al., 1973; SHARMA et al., 1993; VEERAPAN et al., 2012). Assim,
dadas as semelhancas nas altera¢des fisiopatologicas renais observadas nesse modelo com
aquelas descrita apos obstrug¢do do trato urinario superior em humanos, a obstrugdo ureteral
unilateral experimental passou a ser amplamente utilizada nos estudos que objetivam investigar
a patogénese da nefropatia obstrutiva, os mecanismos responsaveis pela fibrose renal, e
naqueles que pretendem desenvolver estratégias terapéuticas (CHEVALIER et al., 2009,
KLHAR, ISHIDOYA; MORRISSEY, 1995, KLHAR; MORRISEY, 2002).

2.3 Mastocitos

Os mastécitos sdo um grupo de células multifuncionais, derivadas de células
progenitoras hematopoiéticas; migram através do sangue para os tecidos periféricos (JAMUR,;
OLIVER, 2011) onde completam seu processo de amadurecimento sob influéncia de fatores do

microambiente tecidual (SUMMERS et al., 2012; ZHENG et al ., 2012). Essas células interagem
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com vasos linfaticos, vasos sanguineos, musculo liso e terminagdes nervosas, como sugere sua
localizagdo tecidual (LEVICK et al., 2011; WILGUS; WULFF, 2012) (Figura 2).

Os mastocitos podem apresentar-se alongados quando presentes no tecido conjuntivo,
ou arredondados quando isolados da cavidade peritoneal (Figura 2). Essas células apresentam
o citoplasma repleto de granulos (os quais se coram metacromicamente por corantes basicos,
como o azul de toluidina), microvilos finos na membrana plasmatica, nicleo grande, central e
arredondado, contendo dois ou mais nucléolos (COMBS, 1966; DVORAK et al., 1994,
METCALFE et al.,1997) (Figura2 A e B).

Figura 2- Localizagdo ¢ morfologia dos mastocitos.

Fonte: A ¢ B: DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014; C: SILVER et al., 2004,

Proximidade dos mastécitos corados com azul de toluidina (apontados pelas setas) com a parede de um
vaso sanguineo mesentérico (V) (A). Mastocito maduro peritoneal repleto de granulos secretores (SG)
observado por meio de microscopia eletronica de transmissdo (B); note o nucleo grande ¢ arredondado
localizado centralmente (N). Mastocitos (detectados pela imunomarcagdo com anticorpos anti-renina,
em vermelho) localizados proximos a terminagles nervosas (detectadas pela imunomarcagdo com
anticorpos anti-sinapsina, em verde) (C). Escala=25 um, 1 um ¢ 40 um, em A, B ¢ C, respectivamente.

Os mastocitos sdo conhecidos por sua capacidade de sintetizar e liberar histamina, uma
amina biogénica responsavel pela vasodilatacdo que ocorre apos a ativagdo imunolodgica dessas
células, i.e., durante reagdes alérgicas. Contudo, os mastécitos sdo capazes de sintetizar uma
gama de outros mediadores, tais como fatores de crescimento, proteases (quimase, triptase,
carboxipeptidase A), citocinas, quimiocinas e metabolitos de acidos graxos biologicamente
ativos, como leucotrienos (FRAGOGIANNIS et al., 1998; LEVICK et al., 2011; OVERED-
SAYER et al, 2014) (Figura 3). Esses inumeros produtos podem ser agrupados em:

a) fatores pré-formados: histamina, heparina, PB-hexosaminidase, proteoglicanas,

proteases neutras, algumas interleucinas (IL-8 e IL-16), citocinas e fatores de crescimento
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[TNF-a (Tumor Necrosis Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), TGF-p (Transforming Growth Factor Beta)];

b) fatores neo-formados: mediadores sintetizados logo apoOs ativagdo mastocitaria; a
maioria ¢ constituida de derivados do metabolismo do acido araquidonico, como a PGD:>
(prostaglandina D3), leucotrienos e tromboxanas;

¢) fatores neo-sintetizados: a sintese desses mediadores ocorre dentro de a 8-12 horas
apos a desgranulagdo; dentre eles destacam-se as interleucinas 1L-3, IL-4, IL-5 e IL-6 (GALLI,
NAKAE; TSAL 2005; LEVICK et al., 2011, METCALFE et al.,1997, YONG, 1997).

Figura 3 — Respostas fisiologicas mediadas pelos inumeros mediadores mastocitarios.

MEDIATOR RELEASE AND PHYSIOLOGICAL
REACTIONS OF MAST CELL DEGRANULATION
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Fonte: HOLDWORTH, S.R; SUMMERS, S A, 2008.

A desgranulagdo dos mastocitos resulta na liberagdo de fatores de crescimento, proteases, aminas
biogénicas, leucotrienos, prostaglandinas, citocinas ¢ quimiocinas. Essas substincias participam na
remodelacgdo tecidual, produzem quimotaxia, alteram a permeabilidade vascular, contribuem para a
resposta imunologica imediata, induzem broncoconstri¢do, ¢ promovem imunomodulagdo por meio de
efeitos tanto pro- quanto anti-inflamatorios.

Os mastocitos sdo classicamente agrupados em dois fenotipos de acordo sua localizagdo
e conteudo de serina-proteases em seus granulos: mastdcitos de tecido conjuntivo (que
expressam quimase e triptase em seus granulos), mastocitos de mucosa (que expressam apenas
triptase) (SHIMIZU; TSUCHIYA; HORII, 2001, OVERED-SAYER et al., 2014). Com base
na observagdo de que algumas espécies apresentam mastocitos quimase/triptase positivos e

apenas triptase positivos no mesmo tecido, a literatura atual sugere que essas c€lulas sejam
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classificadas de acordo com o conteudo de proteases de seus granulos e ndo apenas com base

na sua localizagdo (SHIMIZU; TSUCHIYA; HORIL 2001; NORRBY, 2002).

2.3.1 Participagdio dos Mastocitos no Desenvolvimento da Fibrose Renal

Os mastocitos expressam moléculas fibrinogénicas capazes de estimular a proliferagdo
de fibroblastos, bem como proteases que sabidamente participam da remodela¢do da matriz
extracelular (EHARA; SHIGEMATSU; 1998; JONES et al., 2003; MADJENE et al., 2015).
Nesse sentido, o desenvolvimento de fibrose em casos de doenga renal cronica parece guardar
relacio com o numero de mastocitos renais (EHARA; SHIGEMATSU;1998; 2003,
HIROMURA e tal., 1998; ROBERTS; BRENCHELY:; 2000).

Entretanto, como apontado muito recentemente por Madjene et al. (2015), as evidéncias
que mostram um elo causal entre a instala¢do de fibrose e a atividade mastocitaria renais ainda
sdo limitados e conflitantes. Assim, Miyazawa et al. (2004) e Kim et al. (2009) sugerem um
efeito protetor dos mastocitos no desenvolvimento da fibrose renal induzida pela admistragdo
de um agente nefrotoxico ou pela obstrugdo ureteral, respectivamente; relatam aumento na
fibrose renal, bem como nos niveis de citocinas pro-fibroticas (IL-4 e TGF-f1) em animais
deficientes em mastdcitos quando comparados ao controles ndo deficientes. Por outro lado,
Summers et al. (2012) e Veerappan et al. (2012) forneceram, independentemente, fortes
evidéncias que sugerem um efeito pro-fibrético dos mastocitos no tecido renal. Esses autores
relatam que a deposi¢do intrarenal de coldgeno foi significativamente menor em animais
deficientes em mastdcitos, quando comparados aos controles ndo deficientes, apds obstrugdo
uretérica unilateral (SUMMERS et al., 2012; VEERAPPAN et al., 2012). Ainda, o tratamento
de animais controles (ndo deficientes desse tipo celular) com um inibidor da desgranulagio
mastocitaria (cromoglicato) atenuou significativamente o desenvolvimento de fibrose renal
apos obstrucdo ureteral (VEERAPPAN et al., 2012). Algumas diferengas experimentais tém
sido apontadas como as responsaveis pelas discrepancias relatadas anteriormente, como: (i) o
tempo utilizado para a avaliagdo dos parametros renais apos a inducdo das lesdes, o qual foi
variado (14 vs. 21 dias, por exemplo) e pode determinar alteragdes fenotipicas nos mastocitos
por conta de alteragdes no microambiente renal que podem ocorrer ao longo do tempo; (ii) as
linhagens de animais utilizadas nos diferentes estudos, algumas das quais s@o portadoras de

deficiéncias hematopoiéticas que podem influenciar nos desfechos experimentais (MADJANE
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et al,, 2015). A figura 4 apresenta um esquema dos possiveis mecanismos pelos quais os

mastocitos participam da progressdo de doengas renais.

Figura 4 — Mecanismos propostos para agdo dos mastocitos na fisiopatologia renal.
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Fonte: BLANK et al. (2007).

Os mastdcitos (MC) podem participar de varias fases do processo inflamatério renal por meio da
secregdo de mediadores, os quais participam tanto de processos reparativos quanto lesivos (descritos nas
caixas presentes na figura).

Por fim, além da participagdo dos mastocitos nas alteracdes de matriz extracelular
supracitadas, cabe ressaltar os efeitos dessas células nas alteragdes funcionais dos rins que ndo
estdo relacionadas a fibrose; dessa forma, foi sugerido que a quimase mastocitaria participa na
inducdo de proteinuria via ativagdo de receptores ativados por proteases do subtipo 2 (PAR-S)

(SHARMA et al., 2007).
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2.4 Testosterona

A testosterona ¢ um hormonio esteroidal pertencente a um grupo genericamente
denominado de androgénios. Esse horménio é produzido principalmente pelas células
intersticiais de Leydig (células esteroidogénicas do estroma), mas a sintese também pode
ocorrer nas adrenais. Em ambos os locais de sintese, a molécula precursora dos androgénios €
o colesterol, o qual pode ser captado a partir do plasma por meio de endocitose de lipoproteinas
ou ser sintetizado pelas células da propria glandula. A transformagdo do colesterol em
testosterona requer cinco etapas, todas elas catalisadas por enzimas (Figura 5). A clivagem da
cadeia lateral do colesterol ocorre na mitocondria, enquanto as demais reagdes ocorrem no
reticulo endoplasmatico liso (AIRES, 2012; BERNE; LEVY, 2009; GUYTON; HALL, 2006).

A testosterona produzida nas células de Leydig é secretada no fluido dos tubulos
seminiferos e nos capilares intersticiais, de onde atinge a circulagdo sistémica para
posteriormente exercer seus multiplos efeitos endocrinos, tais como o desenvolvimento de
caracteristicas sexuais masculinas e agdes anabolizantes. Embora em quantidade muito menor,
alguns precursores androgénicos, tais como androstenediona e desidroepiandrosterona
(DHEA), também sdo liberados pelo na circulagdo testiculo (AIRES, 2012; BERNE; LEVY,
2009; GUYTON; HALL, 2006).

Figura 5- Etapas da sintese de testosterona a partir do colesterol ¢ conversdo da testosterona em outros
esterdides ativos.
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Fonte: AIRES, 2012.

Enzimas envolvidas na sintese de testosterona: 1) isoforma 1A1 do citocromo P450 (CYPI 1A1); 2) 3B-
hidroxiesteréide desidrogenase (33-HSD), 3) 17a-hidroxilase (CYP17), 4) 17,20-liase (CYP17), 5) 17B-
hidroxiesteréide desidrogenase (17B-HSD), 6) aromatase ¢ 7) Sa-redutase.
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2.4.1 Participagdo da Testosterona no Desenvolvimento da Fibrose Renal

A perda de fungdo renal associada a doenga crénica desse orgdo tende a ser mais rapida
em homens do que em mulheres (NEUGARTEN et al., 2000). Contudo, apesar da obstru¢do do
trato urinario superior ser reconhecida hd muito tempo como uma causa comum de lesdo e
disfun¢do renal, apenas nos ultimos anos foi sugerido que a testosterona acentua a lesdo renal
induzida por obstrucdo ureteral (CHO et al., 2012; METCLAFE et al., 2008). Dessa forma,
Metcalfe et al. (2008) relataram que a produgdo enddgena de testosterona em ratos machos, ou
sua administragdo em fémeas castradas, aumentou a produgdo de TNF-a, bem como as vias de
sinalizac¢do envolvidas com apoptose (ativagdo de caspases 8, 9 e 3) e com o desenvolvimento
de fibrose tubulo-intersticial. Nesse sentido, Cho et al. (2012) observaram que o aumento da
deposicdo de fibras de colageno nos rins induzido pela obstru¢do ureteral ¢ mais intenso em
machos do que em fémeas; notaram, ainda, que a orquiectomia inibiu o desenvolvimento de
fibrose renal associada a amarragcdo do ureter. Em conjunto, essas observagdes sugerem um

efeito deletério da testosterona no contexto de doengas renais (CHO et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

Geral

Avaliar a possivel interacdo entre a testosterona e a atividade mastocitaria para a instalagdo de

fibrose renal apos obstrucdo ureteral unilateral.

Especificos

1. Caracterizar as alteragdes histopatoldgicas renais apds obstrugdo ureteral em laminas
coradas com hematoxilina e eosina;

2. Awvaliar a fung@o renal de animais controles e daqueles submetidos a amarragao ureteral;

3. Caracterizar a populagdo mastocitaria nos rins de animais controles e naqueles que
foram submetidos a obstrug@o ureteral;

4. Quantificar as fibras de colageno no parénquima renal de animais controles e naqueles
que foram submetidos a obstrucdo ureteral,

5. Quantificar a expressdo de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) e de a-actina no
parénquima renal de animais controles e naqueles que foram submetidos a obstrugdo
ureteral;

6. Avaliar o efeito da castragdo, do tratamento com cromoglicato (um inibidor da
desgranulacdo mastocitaria), da associagdo da castragdo com o tratamento com
cromoglicato, da reposi¢@o de testosterona em animais castrados, ou da associagdo da
reposi¢do hormonal com o tratamento com cromoglicato sobre os parametros descritos
nos itens 3, 4 € 5 em rins de animais submetidos a obstrugdo ureteral;

7. Avaliar a efetividade do protocolo de reposi¢do de testosterona através da dosagem

sérica desse hormonio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos-jovens (Rattus norvegicus albinus), com peso de
200-300 g. Os animais foram mantidos no depositario de animais da Area de Ciéncias
Fisiolégicas/UFU, com livre acesso a ragdo e agua e submetidos a ciclo claro/escuro de 12
horas. Os protocolos utilizados no presente estudo foram revisados e aprovados pelo Comité de
Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia/Minas Gerais
(Protocolo: n° 132/13; ANEXO A).

3.2 Grupos experimentais

Foram utilizados 42 ratos Wistar machos, divididos em sete grupos, como segue:

1. Para avaliagdo da contribui¢do mastocitaria para o desenvolvimento da fibrose renal apos

obstrucdo ureteral foram utilizados trés grupos:

Grupo 1: FO - Os animais desse grupo foram submetidos a falsa-operacdo (FO), com
manipulagdo do rim esquerdo sem amarracio do ureter; sem a realizag¢do de orquiectomia (FO);,
receberam apenas os veiculos como tratamento, i.e., recebiam salina ao invés de cromoglicato

e oleo de oliva ao invés de testosterona (n=6).

Grupo 2: LS - Os animais desse grupo foram submetidos a cirurgia para amarragdo do ureter
esquerdo com o intuito de induzir lesdes renais; foram submetidos a cirurgia para simulagdo da

orquiectomia; receberam apenas os veiculos como tratamentos, i.e., salina e 6leo de oliva (n=06).

Grupo 3: LS-CG - Os animais desse grupo foram submetidos a cirurgia para amarragdo do
ureter esquerdo com o intuito de induzir lesdes renais; foram submetidos a cirurgia para

simulag@o da orquiectomia; receberam tratamento com cromoglicato e 6leo de oliva (n=6).
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2. Para avaliag@o da contribui¢do da testosterona enddgena e da sua interacdo com a atividade
mastocitaria para o desenvolvimento da fibrose renal apos obstrugdo ureteral foram utilizados

dois grupos:

Grupo 4: OQ - Os animais desse grupo foram submetidos a cirurgia para amarra¢do do ureter
esquerdo com o intuito de induzir lesdes renais; foram orquiectomizados; receberam apenas os
veiculos como tratamentos, i.e., recebiam salina ao invés de cromoglicato e 6leo de oliva ao

invés de testosterona (n=06).

Grupo 5: OQ-CG - Os animais desse grupo foram submetidos a cirurgia para amarra¢do do
ureter esquerdo com o intuito de induzir lesdes renais, foram orquiectomizados; receberam

tratamento com cromoglicato e 6leo de oliva (n=6).

3. Para avaliagdo da contribuigdo mastocitaria na instalagdo dos efeitos da reposi¢do de

testosterona sobre o desenvolvimento da fibrose renal foram utilizados dois grupos:

Grupo 6: OQ-TR - Os animais desse grupo foram submetidos a cirurgia para amarra¢ido do
ureter esquerdo com o intuito de induzir lesdes renais; foram orquiectomizados; receberam

salina e reposic¢ao de testosterona (n=6).

Grupo 7: OQ-TR/CG - Os animais desse grupo foram submetidos a cirurgia para amarragio
do ureter esquerdo com o intuito de induzir lesdes renais; foram orquiectomizados; receberam

tratamento com cromoglicato e reposi¢@o de testosterona (n=0).

Os diferentes grupos experimentais encontram-se resumidos na Tabela 1.



Tabela 1 — Procedimentos cirurgicos ¢ tratamentos realizados nos diferentes grupos experimentais.

Grupos

FO
LS

LS-CG
0Q
0Q-CG
OQ-TR
O0Q-TR/CG

Leséio/ Falsa
Operacio
(FO)

FO

Lesao
Lesao
Lesao
Lesao
Lesao

Lesao

Fonte: A autora (2015).

3.3 Protocolos experimentais

Orquiectomia/

FO

FO

FO

FO
Orquiectomia
Orquiectomia
Orquiectomia

Orquiectomia

3.3.1 Sequéncia das manobras experimentais

Cromoglicato/

Salina
Salina
Salina
Cromoglicato
Salina
Cromoglicato
Salina

Cromoglicato

Testosterona/
Oleo

Oleo
Oleo
Oleo
Oleo
Oleo
Testosterona

Testosterona
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Cada animal permaneceu 21 dias em experimentacdo, sendo considerado o dia O (zero),

o dia do inicio dos experimentos. Neste dia, os animais eram submetidos a falsa-operagéo ou a

orquiectomia. No 7° dia, os animais eram submetidos a falsa operag@o ou a amarragao do ureter

esquerdo. Decorridos 14 dias da amarragdo (21° dia de experimento), os animais eram

anestesiados e sacrificados para a realizag@o da coleta do material bioldgico (descrita a seguir).

A reposi¢c@o hormonal iniciou-se um dia apos a orquiectomia, i.e., no dia 1; o tratamento com

cromoglicato iniciou-se no 5° dia, i.e., dois dias antes do procedimento para a amarragdo do

ureter (esta manobra visou garantir a inibi¢do mastocitaria antes da indugdo da obstrugdo). O

fluxograma dos protocolos gerais utilizados no presente estudo esta representado na Figura 6.
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Figura 6- Representagdo esquematica dos protocolos experimentais.
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Fonte: A autora (2015).

3.3.2  Cirurgias e Tratamentos

3.3.2.1 Orquiectomia

No dia zero, todos os ratos foram anestesiados com a associa¢do de cloridrato de
quetamina (100 mg/kg; 1.p) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg; i.p). Os ratos foram imobilizados
sobre a prancha cirurgica em posi¢do de decubito dorsal. As operagdes foram realizadas através
de incisdo mediana anterior do escroto, abertura da tunica vaginal e exteriorizagdo dos
testiculos. Em seguida, o procedimento dependeu do grupo ao qual o animal pertencia. Como
descrito anteriormente, nos grupos FO, LS, LS-CG, a pele do escroto era suturada, realizando
uma simula¢do da orquiectomia, enquanto que nos grupos OQ, OQ-CG, OQ-TR, OQ-TR/CG,
os testiculos foram removidos e o escroto foi suturado (Figura 7). Apos a cirurgia os animais

receberam pentabiotico (0,1 ml/kg; IM).

3.3.2.2 Reposi¢do Hormonal

No 1° dia, os animais dos grupos OQ-TR e OQ-TR/CG iniciavam a reposi¢do hormonal
com propionato de testosterona (0,5 mg/kg; administracdo subcutdnea), trés vezes na semana
até o dia da retirada do rim (ELEAWA et al., 2013). Os outros grupos recebiam o6leo de oliva,

veiculo no qual a testosterona era diluida. A ultima administragdo de testosterona foi realizada
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no dia do sacrificio pela manha, enquanto que a coleta de material biologico foi realizada no

periodo da tarde.
3.3.2.3 Tratamento com cromoglicato de sodio

No 5°dia, os animais dos grupos LS-CG, OQ-CG e OQ-TR/CG receberam cromoglicato
de s6dio na dose de 50 mg/kg (i.p) (HEI et al., 2007) até o dia da retirada dos rins. Os demais

grupos receberam apenas o veiculo NaCl 0,9% (i.p).

Figura 7 — Procedimento utilizado para a castracdo dos animais.

Fonte: A autora (2015).

Fotos representativas do procedimento realizado na orquiectomia dos animais. Higienizagdo do local
(A); incisdo cirurgica ¢ isolamento testicular (B); retirada dos testiculos (C); testiculos isolados (D).
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3.3.2.4 Amarragdo do ureter

No 7° dia, os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg; i.p) e cetamina
(100mg/kg; i.p), submetidos a tricotomia da regido lateral esquerda do abdémen, e colocado
em uma prancha de madeira. A seguir, realizdvamos a antissepsia com alcool iodado, incisdo e
exposic¢do do rim esquerdo; o ureter esquerdo era entdo identificado, isolado e amarrado (foram
realizados dois nds). Por fim, ap6s reintrodugdo do rim no abdomen a incisdo cirurgica era
suturada (Figura 8).

Como descrito anteriormente, todos os grupos foram submetidos a amarragdo do ureter
exceto o grupo falso-operado (FO). Esses ultimos eram operados e tinham os ureteres
manipulados, mas ndo ligados (KLAHR et. al, 1993). Todos os animais recebiam pentabiotico

(0,1ml/kg; IM) apos os procedimentos cirurgicos.

Figura 8- Procedimento cirirgico para amarragdo do ureter esquerdo.

Fonte: A autora (2015).

Procedimento para amarracdo do ureter esquerdo. O animal era submetido a tricotomia (A); o rim
esquerdo era exposto (B); realizavamos a amarragio do ureter esquerdo (C); o rim era reintroduzido ¢ a
incisdo cirargica era suturada (D).
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3.3.2.5 Coleta do Material

No 21° dia, os ratos foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg; i.p) e cetamina (100
mg/kg; 1.p) e submetidos a laparotomia. Primeiramente, retiramos sangue através da puncio
cardiaca para dosagem de testosterona e para avaliacdo da fun¢do renal. Apds a pungdo

cardiaca, o rim esquerdo era fixado e processado (descrito a seguir).

3.3.3 Estudos de fungdo renal

Para os estudos de fung¢@o renal, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
(Figura 9) dois dias antes do sacrificio, sendo as primeiras 24 horas para adaptacdo, e as
proximas 24 horas para coleta de urina. Entéo, no dia do sacrificio foi realizada a coleta da urina
e de sangue por pungdo cardiaca, conforme descrito anteriormente. Para determinagdo do
clearance de creatinina e consequentemente da taxa de filtracdo glomerular (TFG), a dosagem

de creatinina urinaria e plasmatica foi realizada utilizando-se método colorimétrico.

Figura 9- Fotos das gaiolas metabolicas utilizadas no presente estudo para coleta de urina.

Fonte: A autora (2015).
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3.3.4 Coleta de Sangue

Parte do sangue (retirado por pungdo cardiaca) foi colocada em eppendorfs (1,5 ml) para
dosagem de creatinina, e parte foi acondicionada em tubos contendo gel separador e destinavam
a dosagem de testosterona. Para dosagem de creatinina o sangue foi centrifugado a 3000 rpm,
por cinco minutos, enquanto que para dosagem de testosterona o sangue foi centrifugado a 4°C

e a 4000 rpm, por oito minutos.

3.3.5 Dosagem de testosterona

As amostras de sangue eram enviadas para um laboratério Tecsa em Belo Horizonte-
MG e o exame foi realizado através da técnica de Eletroquimioluminescéncia de acordo com

as especificagdes dos fabricantes dos kits e protocolos estabelecidos no laboratoério.

3.3.6 Preparo dos drgaos e fixagdo

O rim foi fixado em methacarn por 24 horas e, posteriormente, lavados e mantidos em
alcool 70%. Apos a etapa de fixagdo, a amostra foi desidratada em concentra¢des crescentes
de etanol (75, 85, 95 e trés vezes em alcool absoluto), trés trocas de xilol e trés de parafina por
meia hora em cada passo. Apoés a inclusdo em parafina, o material foi cortado em micrétomo
de forma a obtermos secgdes transversais com 5 um de espessura, as quais foram colocadas em

laminas de vidro.

3.4  Analises Histologicas

3.4.1 Coloragdo com hematoxilina e eosina

As laminas contendo cortes de rins foram desparafinizidas, hidratadas até a obtencdo de
uma graduacdo alcoolica de 70% e lavadas em agua corrente por 20 minutos, mantidas em agua
destilada por 5 minutos e, em seguida, imersas em hematoxilina, por um minuto. Novamente

colocadas na agua corrente por 20 minutos e em seguidas imersas na eosina por um minuto e
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30 segundos. Por fim, as 1aminas foram desidratadas e montadas em goma de Damar (ANEXO

B).

3.4.2 Andlise da Estereologia através da coloragdo de Hematoxilina e Eosina

As laminas coradas com hematoxilina e eosina foram avaliadas em microscopia de luz
para a determinacdo das alteragdes histopatologicas gerais. Essas 1aminas foram utilizadas
também para a determinag@o da area glomerular e do tufo capilar. Assim, imagens das secgdes
foram capturadas utilizando-se um microscopio optico (objetiva de 40x) acoplado a uma camera
digital (Leica ICC50). Em seguida, as imagens captadas foram processadas pelo programa LAS
EZ (versdo 1.8). Para a analise das imagens utilizou-se o software de analise e processamento
de imagem, Image J, disponivel gratuitamente na Internet (http://rsb.info.nih.gov/ij). Foram
avaliados aleatoriamente 20 glomérulos por rim, sendo que as areas glomerulares, bem como
do tufo capilar glomerular, foram obtidas em um? (WANG et al., 2000). A delimitaco destas
areas foi realizada com o auxilio de um mouse, orientando-se pelos limites da capsula de

Bowman (A) e do tufo capilar (B) como demonstrado na Figura 10.

Figura 10- Imagem ilustrativa da analise do glomérulo.
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Fonte: A autora (2015).

Fotos ilustrativas de secgdes renais coradas com hematoxilina e eosina evidenciando a delimitacdo da
capsula de Bowman (A) ¢ do tufo capilar (B). As analises foram realizadas utilizando-se o programa
Image J. Aumento 400x.
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3.4.2 Coloragdo com azul de toluidina

As laminas contendo cortes de rins foram desparafinizidas e hidratadas até a obtencdo
de uma graduagdo alcoolica de 70%; posteriormente, essas laminas foram lavadas em agua
corrente por 10 minutos, mantidas em agua destilada por 5 minutos e, por fim, imersas em
tampao citrato (pH 3) por mais 5 minutos. As laminas equilibradas em tampao citrato foram
entdo coradas, por 3 minutos, em solugdo de azul de toluidina (0,5%) em tampao citrato (pH
3). O excesso de corante foi removido por uma imersdo rapida em tampao citrato e as laminas

foram desidratadas e montadas em goma de Damar (ANEXO C).

3.4.3 Andlise das [dminas coradas com azul de toluidina

A coloragdo com azul de toluidina permitiu que os mastécitos fossem facilmente
identificados, possibilitando, inclusive, visualizar a desgranulagio que os mesmos
apresentavam; assim, realizamos a contagem total de mastocitos (expressa em mastocitos/mm?)
e a densidade de mastocitos desgranulando (mastécitos desgranulados/ mm?). As analises foram
feitas em microscopio optico (OLYMPUS MODEL CHT) utilizando-se lente objetiva de 40x
(quando havia duvidas com relagdo ao nivel de integridade celular a andlise era realizada
utilizando-se a objetiva de 100x). Para determinagdo da densidade mastocitaria, as laminas
foram escaneadas (HP scanjet 2400) e as areas das sec¢des teciduais foram determinadas

utilizando-se o programa Image J (versdo 1.4) devidamente calibrado.

3.4.3 Coloragdo com Picrosirius red

As laminas contendo cortes de rins foram desparafinizidas e hidratadas até a obtencdo
de uma gradagdo alcoolica de 70%; posteriormente, essas laminas foram lavadas em agua
corrente por 20 minutos, mantidas em agua destilada por 5 minutos e em seguida permaneciam
no corante Picrosirius red por uma hora. Foram novamente lavadas em agua corrente por 15
minutos e em seguidas contra-coradas com hematoxilina por 30 segundos. As laminas eram

lavadas e em seguida desidratadas e montadas em goma de Damar (ANEXO D).
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3.4.4 Andlise das ldminas coradas com Picrosirius red

A combinagdo da coloragdo com Picrosirius red e a luz polarizada fornece uma
ferramenta poderosa para a analise estrutural do colageno (RICH; WHITTAKER, 2005). As
fibras de coldgeno mais espessas, fortemente birrefringentes apresentam-se coradas em
vermelho, representam o coladgeno tipo I, enquanto que as fibras mais finas e dispersas,
fracamente birrefringentes, apresentam-se coradas em verde, representando o colageno tipo IIL.

Para a quantificacdo do colageno total, 1aminas coradas com Picrosirius red foram
observadas em microscopio Nikon equipado com filtro de polarizagdo. Foram analisados 20
campos histolégicos aleatérios de rim, com ampliagdo de 200 vezes. Todas as imagens foram
analisadas pelo programa Image J, e os valores obtidos foram expressos como porcentagem de

area marcada (ANEXO F).

3.5 Analise imunohistoquimica

Secgdes de tecido renal foram desparafinizadas para a realizagdo de imunohistoquimica.
Assim, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios monoclonais anti-aSMA (a-
smooth muscle actin; 1:1000, DAKO Corporation, Denmarkgv) overnight a 4°C e anti-PCNA
(1:1000, (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) durante 30 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, os cortes foram submetidos & incubag¢@o com anticorpos secundarios
anti-IgG de camundongo (1:200 — monoclonal, Vector Laboratories). A reagdo foi detectada
com o sistema avidina-biotina peroxidase (Vector Laboratories), sendo que a adig¢do de 3,3
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Company) juntamente com peroxido de hidrogénio
permitiu o desenvolvimento de cor e a contracoloragdo foi feita com metilgreen. O bloqueio de
ligagdes inespecificas foi realizado através da incubagdo dos tecidos com albumina bovina

(BSA - Bovine Serum Albumin, Sigma Chemical Company) 5% em PBS.

3.5.1 Avaliagdo dos resultados imunohistoquimicos

A imunohistoquimica para o anticorpo anti-a-SMA foi avaliada analisando-se a
porcentagem do glomérulo ou do cortex renal marcada. Atribuiamos um escore de 0 a 4. O
escore 0 (zero) equivale a 0-5% do campo marcado, o escore 1 (um) a 5-25%, o escore 2 (dois)

a25-50%, o escore 3 (trés) a 50-75% e o escore 4 (quatro) a 75-100% (KLIEM et al, 1996).
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Ja a reacdo para PCNA foi analisada pela contagem de células positivas. Para a
quantificagdo das células positivas foram tiradas fotos de 30 campos de cada 1dmina utilizando-
se um microscopio de luz (OLYMPUS MODEL CHT) acoplado a uma camara digital (objetiva
de 40x). A ferramenta “Cell Counter” do programa Image J (versdo 1.4), foi utilizada para
contar as c€lulas marcadas. Consideramos como valor de células marcadas por rim a média dos

valores encontrados nos 30 campos analisados (ANEXO G).

3.6 Analise estatistica

Os dados foram expressdo como média+E.P.M. e analisados pela ANOVA, seguida do
pos-teste de Newman-Keuls, ou pelo teste “t” de Student, quando apropriado. Os testes foram
realizados utilizando-se o programa GraphPad Prism® (versdo 5.00; Trial) e o nivel de

significancia adotado foi de P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacido da lesiao renal induzida pela obstrucao ureteral

4.1.1 Caracteriza¢do Macroscopica

A obstrugdo ureteral mantida por 14 dias dilatou a pelve renal e aumentou a area da
parede da mesma (Figura 11). Entretanto, apesar da area do parénquima nao ter sido alterada,
houve nitido remodelamento renal caracterizado macroscopicamente por estreitamento medular
e cortical (avaliagdo qualitativa) (Figura 12). Apenas 3 rins de animais falso-operados
apresentaram nitida parede pélvica nos cortes obtidos no presente trabalho, o que explica a
diferengca no nimero amostral nesse grupo quando a referida regido estd sendo avaliada. A
auséncia de pelve renal em alguns cortes explica-se pela altura na qual as sec¢des foram obtidas

(pouco além da regido do hilo renal).

Figura 11- Area da parede da pelve ou do parenquima de rins de ratos falso-operados ou submetidos a
amarragdo urcteral.
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Fonte: A autora (2015).

Area da parede da pelve (A) ou do parénquima (B) de rins de ratos falso-operados (FO) ou submetidos
a indugio de lesdo renal através da amarragdo ureteral (LS). *P<0,05 vs. FO (teste “t” de Student). Os
dados representam a médiatEPM de 3-6 (A) ou 5-6 (B) animais.
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Figura 12- Histoarquitetura de rins de ratos falso-operados ou submetidos a amarracdo ureteral.

Fonte: A autora (2015).

Fotos de secgbes transversais de rins de ratos falso-operados (A) ou submetidos a indugio de lesdo renal
através da amarracio ureteral (B). Note o estritamento da medula e do cortex renal, bem como a dilatagdo
da pelve (1) e 0 aumento na area da parede (*) da mesma 14 dias apds a obstrugdo ureteral.
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4.1.2 Caracteriza¢do Microscopica

A obstrucdo ureteral mantida por 14 dias causou dilatagdo tubular (Figura 13) e
determinou o aparecimento de areas de necrose na regido da pelve renal (ndo mostradas).
Regides com caracteristicas de inflamag@o aguda ou cronica também foram detectadas nos rins
de animais submetidos & amarracgdo ureteral (Figura 14). Por fim, observamos, em 4 de 6 rins
avaliados, um acumulo de material amorfo acidofilo e a presenga de células no interior dos

tubulos renais; rins de animais controles ndo apresentaram essas caracteristicas (Figura 15).

Figura 13- Histoarquitetura de rins de ratos falso-operados ou submetidos a amarracdo ureteral.
TN A ? B g e NPT ? T .

Fonte: A autora (2015).

Secgdes de tecido renal coradas com Picrosirius red € contra-coradas com Hematoxilina. Os rins de ratos
falso-operados exibiram histoarquitetura normal, enquanto aqueles oriundos de animais submetidos a
amarragdo do ureter (B) apresentaram dilatagdo tubular (*). Fotomicrografias obtidas com a objetiva de
10x. Escala= 100um
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Figura 14- Areas de inflamagdo aguda ¢ crénica em rins de ratos submetidos a amarragdo ureteral.

Fonte: A autora (2015).

Secgdes de tecido renal coradas com hematoxilina ¢ eosina. (A) Area de inflamagdo aguda,
apresentando infiltrado predominantemente neutrofilico. (B) Area de inflamagdo cronica com intenso
infiltrado linfocitario. Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 40x. Escala = 50 um.
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Figura 15 — Presenca de material amorfo acidofilo e de células no interior dos tiibulos de rins oriundos
de ratos submetidos a amarracgio ureteral.

Fonte: A autora (2015).

Secgdes de tecido renal evidenciando o acumulo de material amorfo acidéfilo (A) e a presenca de células
no interior dos tubulos (B) de rins oriundos de animais submetidos a amarra¢io ureteral (setas); as
laminas foram coradas com Picrosirius red ¢ contra-coradas com hematoxilina. Fotomicrografias obtidas
com a objetiva de 10x (A) ou de 40x (B). Escala= 100 um (A); 50 um (B).
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A obstrugdo ureteral diminui a area do glomérulo (Figura 16A; Figura 17) e do tufo

capilar (Figura 16B; Figura 17).

Figura 16- Area do glomérulo ¢ do tufo capilar.
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Fonte: A autora (2015).

Area do glomérulo (A) e do tufo capilar (B) de rins de ratos falso-operados (FO) ou submetidos a
indugido de lesdo renal através da amarracdo urcteral (LS).*P<0,05 vs. FO (teste “t” de Student). Os
dados representam a médiatEPM de 5-6 animais.

Figura 17- AlteracGes glomerulares induzidas pela amarragéo ureteral.

Fonte: A autora (2015).

(A) Secgdes de tecido renal de ratos falso-operados (FO) ou (B) submetidos a indugdo de lesdo renal
através da amarragdo unilateral (LS), coradas com Hematoxilina ¢ Eosina ¢ evidenciando os glomérulos.
Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 40x. Escala= 10 um.
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4.3 Fluxo Urinario e Taxa de Filtracio Glomerular

A amarrag@o ureteral unilateral ndo determinou alteragcdes no fluxo urinario (Figura

18A) e na taxa de filtragdo glomerular — TFG (Figura 18B).

Figura 18- Fluxo urinario ¢ taxa de filtragdo glomerular de ratos falso-operados ou submetidos a
amarragdo ureteral unilateal.
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Fonte: A autora (2015).

Fluxo urinario (ml/min) urinario (A) ¢ taxa de filtragdo glomerular (B) de ratos falso-operados (FO) ou
submetidos a amarragdo ureteral unilateal (LS). A amarragdo ureteral ndo alterou os parametros
avaliados (P>0,05; teste “t” de Student). Os dados representam a média=EPM de 5-6 animais.
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4.3 Populacio de Mastocitos Renais

A obstrugdo ureteral aumentou a densidade de mastocitos no tecido renal total (i,e,
parénquima+tpelve) e o tratamento com cromoglicato ou a orquiectomia inibiram esse efeito. O
tratamento com cromoglicato ndo intensificou o efeito da orquiectomia. Por outro lado, a
reposi¢do de testosterona reverteu o efeito da orquiectomia sobre a densidade mastocitaria e o
tratamento concomitante com cromoglicato inibiu parcialmente o efeito da reposi¢do hormonal
(Figura 19A). Além disso, a obstrugdo ureteral aumentou a densidade de mastocitos
desgranulando e o tratamento com cromoglicato ou a orquiectomia inibiram esse efeito.
Novamente, o tratamento com cromoglicato ndo intensificou o efeito da orquiectomia.
Contudo, a reposi¢do de testosterona reverteu parcialmente o efeito da orquiectomia sobre a
desgranulagdo mastocitaria e o tratamento concomitante com cromoglicato inibiu o efeito da

reposi¢do hormonal (Figura 19B).

Figura 19- Populagdo de mastdcitos no tecido renal dos diferentes grupos experimentais
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Fonte: A autora (2015).

Densidade de mastocitos totais (independentemente do estado de desgranulagdo) (A) e de mastocitos
desgranulando (B) em rins de ratos falso-operados (FO) ou submetidos a lesdo renal através da
amarragdo ureteral. Os efeitos do tratamento com cromoglicato, da orquiectomia, da reposi¢do hormonal
com testosterona, bem como da associagdo do tratamento com cromoglicato com orquiectomia ou
reposicdo hormonal, foram avaliados em grupos de animais submetidos a obstrugdo ureteral. Os dados
representam a médiatEPM de 5-6 animais. Grupos que compartilham o mesmo sobrescrito ndo diferem
significativamente (ANOVA/Newman-Keuls).
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A densidade de mastécitos no parénquima renal se mostrou extremamente baixa e
nenhuma das manobras ou tratamentos utilizados no presente estudo causaram alteragdes
significativas nesse parametro (Figura 20). Contudo, a populagdo mastocitaria observada na
parede da pelve renal foi muito mais abundante, sendo cerca de 64 ou 525 vezes maior do que
aquela do parénquima de rins de animais falso-operados ou submetidos a amarragdo ureteral,
respectivamente (Figura 21). Ainda, a obstrug@o ureteral aumentou significativamente a

densidade mastocitaria no tecido pélvico (Figura 22; Figura 23).

Figura 20- Densidade de mastocitos no parénquima renal dos diferentes grupos experimentais
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Fonte: A autora (2015).

Densidade de mastocitos totais (independentemente do estado de desgranulagio) no parénquima renal
de ratos falso-operados (FO) ou submetidos a lesdo renal através da amarragdo ureteral. Os efeitos do
tratamento com cromoglicato, da orquiectomia, da reposigdo hormonal com testosterona, bem como da
associagdo do tratamento com cromoglicato com orquiectomia ou reposi¢do hormonal, foram avaliados
em grupos de animais submetidos a obstrugdo ureteral. Os dados representam a médiatEPM de 5-6
animais. Nenhuma alteragdo significativa foi observada entre grupos (P>0,05; ANOVA).
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Figura 21- Alteragdes induzidas pela amarragio ureteral na densidade de mastécitos no parénquima ¢
na pelve renais.
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Fonte: A autora

Densidade de mastécitos totais (independentemente do estado de desgranulacdo) no parénquima e pelve
renais de ratos falso-operados (FO) ou submetidos a lesdo renal através da amarragdo ureteral (LS). Os
dados representam a médiatEPM de 3-6 animais. *P<0,05 vs. Pelve-FO (teste “t” de Student).
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Figura 22- Esquema ilustrativo da distribuigdo dos mastocitos no parénquima ¢ pelve renais de
animais falso-operados ou submetidos a obstrugdo ureteral.
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Fonte: A autora (2015).

A populagdo de mastocitos nas diferentes regides dos rins ndo ¢ homogénea. Assim, a densidade
mastocitaria ¢ bem maior na parede da pelve renal do que no parénquima (A) ¢ a obstrugdo ureteral
mantida por 14 dias determina aumentos tanto na populagdo mastocitaria quanto da area apenas na
regido pelvica (B).
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Figura 23- Presenca de mastocitos na parede da pelve renal de ratos submetidos a amarragio ureteral.

Fonte: A autora (2015).

Seccgdes da regido pélvica do tecido renal de animais submetidos a obstrugdo ureteral coradas com azul
de toluidina. Note a presenga de mastdcitos. Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 10x (A) ou com
a objetiva de 40x (B). Escala =50 um.



49

4.4 Fibrose Renal

A obstrucgio ureteral aumentou a deposigdo de fibras de colageno no parénquima renal
e o tratamento com cromoglicato ou a orquiectomia aboliram esse efeito. O tratamento com
cromoglicato ndo intensificou o efeito da orquiectomia. Por outro lado, a reposi¢cdo de
testosterona reverteu o efeito da orquiectomia sobre a deposi¢cdo de fibras de colageno e o
tratamento concomitante com cromoglicato inibiu parcialmente o efeito da reposi¢do hormonal

(Figura 24; Figura 25; Figura 26).

Figura 24- Fibras de colageno no tecido renal dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: A Autora (2015).

Fibras de colageno no parénquima de rins oriundos de ratos falso-operados (FO) ou submetidos a lesdo
renal através da amarragdo ureteral. Os efeitos do tratamento com cromoglicato, da orquiectomia, da
reposicdo hormonal com testosterona, bem como da associagdo do tratamento com cromoglicato com
orquiectomia ou reposi¢do hormonal, foram avaliados em grupos de animais submetidos a obstrugio
ureteral. Os dados representam a média+EPM de 5-6 animais. Grupos que compartilham o mesmo
sobrescrito ndo diferem significativamente (ANOVA/Newman-Keuls).
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Figura 25- Imagens representativas das alteragdes induzidas pela obstrucdo ureteral sobre a deposicdo
de fibras de colageno no parénquima renal.

Fonte: A autora (2015).

Secgdes de tecido evidenciando a presenga de fibras de colageno no parénquima de rins oriundos de
ratos falso-operados (A ¢ B) ou submetidos a lesdo renal através da amarragdo ureteral (C ¢ D). As
secgoes foram coradas com Picrosirius red e observadas em microscdpio de luz antes (A1- D1) ou apos
o uso de filtro polarizador (A2-D2). Note a distribui¢io difusa das fibras de colageno no grupo
submetido a obstrugdo ureteral, em contraste com a deposi¢do quase que exclusivamente perivascular
no grupo controle. Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 20x. Escala = 50 um.
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Figura 26- Imagens representativas das alteragdes induzidas pela obstrugdo ureteral sobre a deposi¢do
de fibras de colageno no parénquima renal dos diferentes grupos experimentais.

Fonte: A autora (2015).

Secgdes de tecido evidenciando a presenga de fibras de colageno no parénquima de rins oriundos de
ratos submetidos a lesdo renal através da amarragio ureteral (A-F). Os efeitos do tratamento com
cromoglicato (B), da orquiectomia (C), da reposi¢do hormonal com testosterona (D), bem como da
associagdo do tratamento com cromoglicato com orquiectomia (E) ou reposigdo hormonal (F) também
foram avaliados. As seccles foram coradas com Picrosirius red ¢ observadas em microcopio de luz
antes (A1-F1) ou apds o uso de filtro polarizador (A2-F2). Fotomicrografias obtidas com a objetiva de
20x. Escala =50 um.
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4.5 Expressao Renal de a-actina

A obstrugdo ureteral aumentou a expressdo renal de a-actina, na regido tubulo-
intersticial, e o tratamento com cromoglicato ou a orquiectomia (de forma mais evidente)
bloquearam parcialmente esse efeito. A reposi¢do de testosterona reverteu o efeito da
orquiectomia sobre a expressdo de a-actina e o tratamento concomitante com cromoglicato
inibiu parcialmente o efeito da reposi¢do hormonal. No entanto, o tratamento com cromoglicato
ndo intensificou o efeito da orquiectomia (Figura 27A, Figura 28). Nenhuma diferenca
significativa entre os grupos foi observada com relagdo a expressdo de a-actina glomerular

(Figura 27B).

Figura 27 — Expressdo tubulo-interstiticial ¢ glomerular de a-actina no tecido renal dos diferentes

grupos experimentais.
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Fonte: A autora (2015).

Expressdo de a-actina na regido tibulo-intersticial (A) ¢ glomerular (B) de rins oriundos de ratos falso-
operados (FO) ou submetidos a lesdo renal através da amarragdo ureteral. Os efeitos do tratamento com
cromoglicato, da orquiectomia, da reposi¢do hormonal com testosterona, bem como da associagdo do
tratamento com cromoglicato com orquiectomia ou reposi¢do hormonal, foram avaliados em grupos de
animais submetidos a obstrugdo ureteral. Os dados representam a médiatEPM de 5-6 animais. Grupos
que compartilham o mesmo sobrescrito ndo diferem significativamente (ANOVA/Newman-Keuls).
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Figura 28- Imagens representativas da expressdo de o-actina em rins dos diferentes grupos
experimentais.

Fonte: A autora (2015).

Seg¢des de tecido evidenciando a imunomarcagdo para a-actina nos rins oriundos de ratos falso-operados
(A) ou submetidos a lesdo renal através da amarragdo urcteral (B-G). Os efeitos do tratamento com
cromoglicato (C), da orquiectomia (D), da reposi¢do hormonal com testosterona (F), bem como da
associagdo do tratamento com cromoglicato com orquiectomia (E) ou reposi¢do hormonal (G) também
foram avaliados. Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 40x. Escala = 50 um.
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4.6 Expressio Renal de PCNA

A obstrugdo ureteral aumentou a expressdo renal de PCNA, na regido tubulo-intersticial,
€ a orquiectomia, mas ndo o tratamento com cromoglicato, bloqueou parcialmente esse efeito.
A reposigdo de testosterona reverteu o efeito da orquiectomia sobre a expressao de PCNA e o
tratamento concomitante com cromoglicato ndo alterou o efeito da reposi¢do hormonal. Ainda,
o tratamento com cromoglicato ndo intensificou o efeito da orquiectomia (Figura 29A, Figura
30). Nenhuma diferencga significativa entre os grupos foi observada com relag@o a expressdo de

PCNA glomerular (Figura 29 B).

Figura 29- Numero de células PCNA " tibulo-interstiticial ¢ glomerular no tecido renal dos diferentes
grupos experimentais.
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Fonte: A autora (2015).

Expressdo de PCNA na regido tabulo-intersticial (A) ¢ glomerular (B) de rins oriundos de ratos falso-
operados (FO) ou submetidos a lesdo renal através da amarragdo ureteral. Os efeitos do tratamento com
cromoglicato, da orquiectomia, da reposi¢do hormonal com testosterona, bem como da associagdo do
tratamento com cromoglicato com orquiectomia ou reposi¢do hormonal, foram avaliados em grupos de
animais submetidos a obstrugdo ureteral. Os dados representam a médiatEPM de 5-6 animais. Grupos
que compartilham o mesmo subscrito ndo diferem significativamente (ANOVA/Newman-Keuls).
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Figura 30- Imagens representativas da expressdo de PCNA em rins dos diferentes grupos experimentais.

Fonte: A autora (2015).

Secdes de tecido evidenciando a imunomarcagido para PCNA nos rins oriundos de ratos falso-operados
(A) ou submetidos a lesdo renal através da amarragdo ureteral (B-G). Os efeitos do tratamento com
cromoglicato (C), da orquiectomia (D), da reposi¢do hormonal com testosterona (F), bem como da
associagdo do tratamento com cromoglicato com orquiectomia (E) ou reposi¢do hormonal (G) também
foram avaliados. Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 40x. Escala= 50 um.
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4.7 Dosagem Sérica de Testostorona

A orquiectomia diminui significativamente os niveis plasmaticos de testosterona, os
quais foram normalizados pelo protocolo de reposi¢do hormonal utilizado no presente estudo

(Figura 31).

Figura 31- Efeitos da orquiectomia e da reposicdo hormonal sobre os niveis séricos de testosterona.
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Fonte: A autora (2015).

Valores séricos de testosterona em ratos falso-operados (FO), orquiectomizados (OQ), ou castrados
submetidos ao tratado para reposigdo de testosterona (OQ+TR). Os dados representam a médiarEPM
de 5-6 animais. ¥*P<0,05 vs. FO (ANOVA/Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Nossos dados demonstraram que a obstrugdo ureteral mantida por 14 dias ocasionou
uma reestruturagio renal, caracterizada por achatamento do cértex e da medula associada a
dilatac@o da pelve renal. Essas alteragdes ja foram relatadas na literatura (COCHARANE, et al.
2005; HIATT et al. 2013) e decorrem do acimulo progressivo de urina no ureter e na pelve.
Com o passar do tempo, a pressdo produzida pelo acimulo de liquidos leva a compressdo do
tecido renal e a reestruturacdo tissular (HIATT et al., 2013). Além disso, encontramos areas
com caracteristicas de inflamag¢8o aguda e cronica no mesmo tecido. A coexisténcia dos dois
processos inflamatorios sugere que o tecido renal sofra mais de uma injiria € em momentos
distintos; dessa forma, areas cronicamente inflamadas representariam regides lesionadas
precocemente apoOs a obstruc¢do ureteral, enquanto que regides danificadas mais tardiamente
apresentariam caracteristicas de inflamag¢do aguda. Essa diferenca cronoldgica na intensidade
dos insultos lesivos encontra respaldo nas observagdes de Hiatt et al. (2013), os quais relatam
que a medula renal sofre compressdo mais intensamente do que o cortex. Observamos, por fim,
um acumulo de material amorfo aciddfilo no interior dos tubulos, os quais possivelmente
representam restos de células mortas. A presenga de células descamadas na luz de alguns
tubulos reforga essa hipdtese. Em relagdo a fungio renal, Cocharane et al. (2005) sugeriram
que a taxa de filtragdo glomerular pode ser compensada por uma hiperfiltragio do rim
contralateral fazendo com que a TFG nfo se altere apos obstrugdo ureteral unilateral. Nossos
dados corroboram com essa hipotese, ja que ndo observamos alteragdes nas fungdes renais de
animais submetidos a amarragio do ureter esquerdo no 14° dia ap6s a obstrugdo.

Os dados obtidos no presente estudo em rins de animais submetidos a amarragdo
ureteral, os quais foram tratados com um inibidor da desgranulagdo mastocitaria ou
orquiectomizados, sugerem fortemente que tanto a atividade mastocitaria quanto a testosterona
contribuem para o desenvolvimento de fibrose nesse modelo. Nossas observagdes corroboram
com dados recentemente descritos na literatura (CHO et al., 2012; VEERAPPAN et al., 2012).
A observag@o de que a reposi¢do hormonal reverteu o efeito protetor da orquiectomia, com
relacdo a deposicio de fibra de colageno no referido modelo, associada a constatagdo de que os
efeitos pro-fibroticos da testosterona foram parcialmente inibidos pelo cromoglicato,
configuram fortes evidéncias de que os efeitos da testosterona com relacdo a esse particular
requerem a atividade mastocitaria. Essa interag@o entre efeitos pro-fibroticos da testosterona e

atividade mastocitaria configura a grande novidade do presente estudo. Na tentativa de
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compreender os possiveis mecanismos celulares envolvidos na interagio entre os efeitos pro-
fibréticos da testosterna e os mastocitos, avaliamos, apos amarragdo ureteral, a populagio renal
de mastdcitos, de células a-actina’, bem como de células PCNA".

Observamos que a amarragdo ureteral aumentou tanto a popula¢do mastocitaria renal
quanto a atividade dessas c€lulas; ambas as altera¢des parecem depender tanto da atividade dos
proprios mastocitos, quanto da testosterona. Cabe ressaltar que a literatura relata que a liberagdo
de mediadores mastocitarios participa na conversdo de células precursoras residentes imaturas
em mastocitos maduros, bem como na ativagdo dos proprios mastocitos, de acordo com o
sugerido no presente estudo (JANICKI et al., 2006). Com relagdo a testosterona, os dados
sugerem que o aumento na populagdo e atividade mastocitaria produzido por esse hormdnio
ocorre parcialmente ou totalmente, respectivamente, via ativagdo, direta ou indireta, de
mastocitos residentes. Essas sugestdes sdo baseadas na constatacdo de que o tratamento com
cromoglicato reverteu parcialmente o efeito da testosterona sobre o aumento da densidade
mastocitaria, e reverteu totalmente o efeito desse androgénio sobre a desgranulagio celular.

Veerappan et al. (2012) relataram aumentos na populacdo e atividade mastocitaria no
parénquima renal apds amarragdo ureteral; contudo, no presente estudo observamos que a
amarragdo ureteral ndo determinou aumentos na densidade mastocitaria parenquimatosa, de
forma que as altera¢des observadas representam incrementos na densidade dessas células na
regido da pelve renal, a qual mostrou-se significativamente dilatada em nossas condi¢des
experimentais. Como ndo avaliamos o decurso temporal das alteragdes mastocitarias apos
amarragdo ureteral no parénquima renal, ndo podemos descartar a hipdtese de que aumentos
mais precoces na populagdo mastocitaria parenquimatosa contribuam para a instalagdo da
fibrose renal. Contudo, essa hipotese parece pouco provavel, j4 que estudos que avaliaram a
progressdo temporal da densidade mastocitaria, no modelo de amarragdo ureteral, relatam um
aumento progressivo a alongo dos 14 dias que sucedem a amarragdo, sendo o valor maximo
observado no ultimo dia, i.e., no 14° dia (VEERAPPAN et al., 2012). Esses estudos serviram
de base para a elei¢do do tempo pds-obstrucdo no qual as analises seriam conduzidas em nosso
trabalho. Outra interpretag@o possivel € a de que os mastocitos presentes na pelve renal possam
orquestrar a deposi¢do de fibras de colageno no parénquima renal. A sugestdo de uma
modulag@o de longa distancia € baseada no fato de que os mastocitos sdo células que secretam
inumeros mediadores, alguns dos quais podem deixar o sitio de deposigdo e se difundir por
longas distancias nos tecidos (MACKINS et al., 2006; BISPO-DA-SILVA et al., 2010). Nesse

sentido, cabe salientar que a amarragdo do ureter determinou acumulo de liquidos na pelve
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renal, de forma que os mediadores liberados pelos mastocitos nessa regido poderiam se
acumular no interior do referido fluido pélvico ao longo do tempo. O contato direto desse
liquido com o tecido renal forneceria uma rota para a exposi¢do do parénquima aos mediadores
dos mastocitos localizados no tecido que forma a parede da pelve renal.

A expressdo de a-actinarenal aumenta apds amarragdo ureteral e a literatura sugere que
a testosterona esteja envolvida nessa alteragdo (FU et al., 2006, METCALFE et al., 2007, CHO
et al., 2011). De fato, nossos dados sugerem que a testosterona modula parcialmente o aumento
da expressdo celular de a-actina na regido tabulo-intersticial de rins submetidos a obstrugdo
ureteral; sugerem, também, que esse efeito da testosterona seja, em parte, dependente da
atividade mastocitaria. Os mastocitos sdo capazes de estimular a expressdo de a-actina em
fibroblatos mantidos em cultura (GAILIT et al., 2001), além de expressarem receptores para
androgénios (CHEN et al.,, 2010), observagdes que possibilitam explicar a interagdo entre
testosterona e mastocitos com relagdo a expressdo de a-actina observada no presente estudo.

Diversas células renais podem expressar o-actina, como pericitos, células da
musculatura lisa vascular e miofibroblastos (STRUTZ; ZEISBERG, 2006). Os miofibroblastos
representam um fenotipo de fibroblastos envolvidos ativamente na deposig@o tibulo-intersticial
de fibras de colageno em condi¢des que determinam fibrose renal (STRUTZ; ZEISBERG,
2006). De fato, LeBleu et al. (2013) elegantemente demonstraram que a inibi¢ao da proliferacao
de miofibroblastos reduz em 50% a fibrose intersticial renal observada apos amarragdo ureteral.
Esses autores sugerem que os miofibroblasto presentes no rim, apds amarragdo ureteral,
originam-se a partir de mecanismos proliferativos e ndo proliferativos. O mecanismo
proliferativo aponta que 50% dos miofibroblastos sdo ortundos de fibroblatos residentes que se
proliferam, o restante advém da diferenciacdo de precursores da medula déssea (35%), da
diferenciacdo associada ao processo de reprogramagdo endotelial-mesenquimal (10%) ou
epitelial-mesenquimal (5%), i.e., da diferenciag@o de células endoteliais e epiteliais renais em
miofibroblastos. Desse modo, considerando o mecanismo proliferativo supracitado, podemos
sugerir que parte das células PCNA" observadas no presente estudo, as quais aumentaram no
ambiente tubulo-intesticial apds amarragdo ureteral, possa representar uma populagido de
células em proliferacdo comprometida com a sintese de fibras de coldgeno. Essa sugestdo
baseia-se no fato do PCNA ser uma proteina necessaria para a replicagdo de DNA, manutengdo
do ciclo e da proliferagdo celulares (JASKULSKI et al., 1988). Ainda, a constatagdo de que a
castracdo aboliu o aumento da fibrose renal no nosso modelo, mas apenas diminui a expressao

de a-actina, sugere que outras células produtoras de fibras de colageno, distintas dos
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miofibroblastos, possam estar envolvidas. Nesse sentido, a literatura relata que nem toda célula
produtora de fibras de colageno (e envolvida no desenvolvimento de fibrose renal) expressa o-
actina (OKADA et al., 2000).

Apesar da literatura relatar que a testosterona estimula vias de sinalizagdo envolvidas
com o processo apoptotico no tecido renal apds amarragdo ureteral (METCALFE et al., 2007),
nossos resultados sugerem que esse hormonio estimula, direta ou indiretamente, a proliferagdo
celular nesse modelo. A observagdo de que a testosterona e seu metabolito mais potente,
diidrotestosterona, ndo alteram a proliferacdo de fibroblatos in vitro (HARVEY, GRAHAM,;
PANAYTI, 1976) advogam em favor de um efeito hormonal indireto. Com relag@o a isso, tem
sido demonstrado que os niveis do fator transformador de crescimento beta-1 (TGF-B1)
aumenta precocemente no tecido renal apos amarragdo ureteral e que a castracdo abole esse
aumento (METCALFE et al., 2007); o TGF-B1 ¢ capaz de induzir tanto proliferacdo de
fibroblastos renais (STRUTZ et al., 2001), quando a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos in vitro (EVANS et al., 2003). Apesar da fonte do TGF-1 ndo ter sido
investigada nesses estudos, tem sido relatado que os granulos mastocitarios possuem TGF-B1 e
que suas proteases podem ativar essa citocina através de clivagem proteolitica (HUGLE, 2014),
essa observagdo sugere que o efeito da testosterona sobre a populagdo mastocitaria,
demonstrado no presente estudo, poderia ser umas das vias envolvidas no aumento precoce de
TGF-B1 descrito na literatura no tecido renal apos amarragdo ureteral. Essa sugestdo fornece
uma possivel explicagdo molecular para a interacdo entre testosterona, mastocitos e fibrose
renal sugerida por nossos dados.

Em conjunto, nossos dados e aqueles descritos na literatura possibilitam sugerir que
parte dos efeitos pro-fibréticos da testosterona nos rins envolva a estimulagdo da proliferagdo

de células produtoras de matriz extracelular.
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6. CONCLUSOES

A les@o renal induzida apds obstrugdo ureteral ocasionou um aumento da densidade de
mastocitos e da deposi¢do de fibras de colageno. Como também, aumento do nimero

de células PCNA" e da expressdo de a- actina.

O presente trabalho sugere que ha uma interagdo entre mastdcitos e testosterona no

desenvolvimento de fibrose renal no modelo estudado.
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ANEXO B

Protocolo de coloracao por hematoxilina e eosina — Laboratorio de Histologia
Universidade Federal de Uberlandia

XILOL III- 15 minutos
XILOL II- 15 minutos

XILOL I- 15 minutos

Alcool absoluto I — 1 minuto
Alcool absoluto I — 1 minuto
Alcool absoluto I- 1 minuto
Alcool 95%- 1 minuto
Alcool 85% - 1 minuto
Alcool 70%- 1 minuto

Agua corrente- 20 minutos
Agua destilada- 5 minutos
Hematoxilina —30” a 2’
Agua corrente- 20 minutos
Eosina- Floxina- 1730 a 2’

4 mergulhadas na 4gua corrente para tirar o excesso

Alcool 70%- 17
Alcool 85%- 17
Alcool 95% - 17
Alcool absoluto I -1
Alcool absoluto - 1°

Alcool absoluto T — 17
Xilol I- 10°

Xilol II- 10°

Xilol III- 10’

Colar a Laminula com Entellan ou Goma de Damar
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Protocolo de coloracao por azul de toluidina — Laboratorio de Histologia Universidade

XILOL III- 15 minutos
XILOL II- 15 minutos
XILOL I- 15 minutos

Alcool absoluto IIT — 1 minuto
Alcool absoluto IT — 1 minuto
Alcool absoluto I- 1 minuto
Alcool 95%- 1 minuto

Alcool 85% - 1 minuto
Alcool 70%- 1 minuto

Agua corrente- 10 minutos

Agua destilada- 5 minutos

Federal de Uberlandia

Tampao Fosfato Citrato Ph 3,0 — 5’

Azul de Toluidina — 3°

Enxaguar com Tampao

Alcool 95% - 27
Alcool absoluto I — 27
Alcool absoluto 11— 2”

Alcool absoluto III — 27

Xilol I- 10’
Xilol II- 10°

Xilol II- 10

Colar a Laminula com Entellan ou Goma de Damar
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Protocolo de coloracao por picrosirius — Laboratorio de Histologia Universidade Federal

de Uberliandia

XILOL III- 15 minutos
XILOL II- 15 minutos
XILOL I- 15 minutos

Alcool absoluto I — 1 minuto
Alcool absoluto I — 1 minuto
Alcool absoluto I- 1 minuto
Alcool 95%- 1 minuto
Alcool 85% - 1 minuto
Alcool 70%- 1 minuto

Agua corrente- 20 minutos
Agua destilada- 5 minutos
Picrosirius red — 1 hora
Agua corrente- 15 minutos
Agua destilada- 5 minutos
Hematoxilina- 30”

Agua corrente- 10 minutos

Agua destilada- 5 minutos

Alcool 70%- 17

Alcool 85%- 17

Alcool 95% - 17
Alcool absoluto I -1
Alcool absoluto II- 17
Alcool absoluto T — 17

Xilol I- 10’
Xilol II- 10°
Xilol II- 10

Colar a Laminula com Entellan ou Goma de Damar



71

ANEXOE
Foi utilizado o programa Image J para diferenciagdo das fibras de colageno na lamina

corada com Picrosirius red ( Figura 32).

—

Abrir a Imagem

Clicar em Image > Color> Split Channels

Deixar a Aba escrito Red

Clicar em Image > Adjust > Thrsehold

Regular o Thrsehold de acordo com a imagem original

O resultado final ¢ apresentado como porcentagem de area marcada em vermelho
Clicar na Aba escrito Green

Clicar em Image > Adjust > Thrsehold

0 ® =N oo kW

Regular o Thrsehold de acordo com a imagem original

10. Somatoria da area verde com a vermelha, resultando na area total.

Figura 32 - Imagem representando a analise das fibras de colageno.

3Ajpg (red) (508 3Ajpg (green) (50%)

Fonte: A autora (2015).

Imagem representativa da quantificagdo das fibras de colageno no rim pelo Programa Image J. (A)
Imagem original, (B) Canal vermelho, (C) Canal Verde.
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ANEXOF
Foi utilizado o programa Image J para quantifica¢do de células PCNA " (Figura 33).
Passos para a quantificago:

1. Abrir a Imagem

2. Clicar em Plugins > Jars> Cell Counter

3. Clicar em Initialize e clicar nas células PCNA"
4

Anotar o namero de células marcadas

Figura 33 - Imagem representativa da quantificagdo de células PCNA™ no rim pelo programa Image J.

4 Image) -
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B ojc|o|<4| 48 Ala|o]2] |omfsus]a]”] | |=]
4 Counter Window - Counter Window - Counter.. = § E - 0
| Counters Actions
@ Type1 8|  []KeepOriginal
O Type2 |o] Initialize
C Type 3 @ Add
© Type 4 @ Remove
© Type 5 EI
Delete
i T @ [] Delete Mode
O Type7 @
) Type 8 @ S
Reset

[v] Show Numbers
[] show Al

save Markers

Fonte: A autora (2015).

Janela representativa do Programa Image J, utilizado para quantificagdo de células PCNA".



