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RESUMO

LEMOS, Carla Cavalheiro da Silva. Alteracfes renais género-dependentes em ratos
com insuficiéncia renal crénica. 2011. 139f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011.

A insuficiéncia renal crénica (IRC) é caracterizada por altera¢cdes glomerulares
secundarias aos mecanismos adaptativos ocasionados por perda de néfrons
funcionantes. AlteracBes na hemodinamica glomerular, proliferacdo celular, influxo de
células inflamatorias, desequilibrio na sintese de proteinas da matriz extracelular
glomerular (MECG) e perda da seletividade de carga e/ou tamanho da membrana basal
glomerular tém sido apontados como mecanismos envolvidos na expansdo mesangial e
consequente glomeruloesclerose. A participacdo dos hormoénios sexuais na funcao renal
e na evolucéo da insuficiéncia renal cronica tem sido sugerida. Os glicosaminoglicanos,
especialmente o heparan sulfato (HS), tém sido associados a seletividade glomerular de
macromoléculas. O remodelamento podocitario precoce e a proteinuria (PTN) se
relacionam com a progressdo da IRC. Neste contexto, o acumulo de MECG,
proliferagdo de miofibroblastos e PTN tém sido apontados como mediadores precoces
gue precedem as lesGes glomerulares e tubulo-intersticiais. Neste estudo, avaliamos as
alteracOes renais precoces (30 dias de IRC) género-dependentes em ratos (M) e ratas
(F) Wistar submetidos a reducao de 5/6 da massa renal (IRC) e a castracdo (c). Os
animais foram divididos em 10 grupos: Controles (C) (CM, CF, CMc, CFc) e sham (CM
sham, CF sham); e aqueles submetidos a nefrectomia 5/6: IRCM, IRCF, IRCMc, IRCFc.
Os animais foram castrados com 5 semanas e submetidos a nefrectomia 5/6 com 7
semanas de idade. Resultados significativos mostraram que os machos com IRC
apresentaram maior PTN, acompanhada de maior comprometimento mesangial,
imunomarcagao positiva para a-actina e maior concentracdo de heparan sulfato (HS)
comparados com as fémeas IRC (p<0,05). Estas alteracbes foram reduzidas nos
machos castrados. A andlise da morfologia podocitaria mostrou raras regides onde
ocorreram alteragBes podocitarias nos grupos IRC. O conjunto de dados sugere que o
hormonio masculino pode participar na manutencdo do equilibrio mesangial e que a
PTN participa do processo de expansdao mesangial. Adicionalmente, a maior
concentracdo de HS nos machos com IRC sugere que durante o processo de
remodelacdo da MEG, tenha ocorrido geragcdo de HS de novo, funcionalmente
defeituoso, comprometendo a barreira de filtracdo glomerular, corroborando com a
perda de seletividade da mesma e, contribuindo para maior PTN neste grupo. As
fémeas com IRC apresentaram alteracdes mais discretas quando comparadas aos
machos; apresentaram decréscimo de HS renal associado a PTN e a castracdo nao
alterou este perfil. Em resumo, a PTN ocorre precocemente na IRC, contribuindo para o
desequilibrio da MECG. Os mecanismos envolvidos nestes processos parecem sofrer
influéncia dos horménios sexuais; e os hormdnios masculinos parecem agravar estas
alteracdes, contribuindo possivelmente para um pior prognéstico da doenca renal nos
machos.

Palavras-chave: Insuficiéncia renal cronica. Matriz extracelular. Glomérulo. Género.

Castracgéo. Proteinuria. Glicosaminoglicanos. Alfa-actina.



ABSTRACT

LEMOS, Carla Cavalheiro da Silva. Gender-dependent renal alterations in rats with
chronic renal failure. 2011. 139 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011.

Chronic renal failure (CRF) is characterized by adaptive mechanisms
secondary to the loss of functioning nephrons. Glomerular hemodynamics
alterations, cellular proliferation, inflammatory cells influx, imbalance between
synthesis and degradation of the glomerular extracellular matrix (GECM) and loss of
charge and/or size selectivity of the glomerular basal membrane are pointed as
mechanisms leading to mesangial expansion and glomerulosclerosis. Additionally,
participation of gender related hormones on renal function and progression of CRF
have been suggested. We evaluated the effect of castration in renal alterations in
males (M) and females (F) Wistar rats, after 30 days of 5/6 reduction of renal mass
(CRF). The animals were castrated (c) at 5 weeks old and 7 weeks old 5/6 and sham
nephrectomy were done. Groups: Control (C) CM, CM sham, CMc, CF, CF sham,
CFc, CRFM, CRFMc, CRFF, CRFFc. CRFM group showed higher proteinuria
followed by increased mesangial expansion and a-actin immunostaining.
Concomitant higher concentration of heparan sulfate (HS) was also observed when
compared to CRFF (p<0.05). These alterations were reduced in CRFMc group.
Podocyte morphology analysis through electronic microscopy showed few disorders
of foot processes in CRF groups Overall, CRFF group showed fewer alterations
compared to males, and a reduction of HS was observed in association with PTN.
Castration did not change this profile in female rats. Data suggest that male
hormones may patrticipate in the maintenance of the mesangial equilibrium and that
PTN collaborated with the mesangial expansion process. Additionally, the higher
concentration of HS in CRFM suggest that the remodeling process of the GECM,
included a synthesis of de novo HS, that presented a functioning defect,
compromising the glomerular filtration barrier and, ultimately corroborated with the
loss of its selectivity and consequently with a higher PTN. This set of results leads us
to conclude that PTN appears early in the course of CRF, may contribute to renal
GECM imbalance and, the mechanisms involved in these processes seem to be
influenced by gender-related hormones. In addition, male hormones seem to
aggravate renal alterations contributing to a poor prognosis of CRF progression in
male rats.

Keywords: Chronic renal failure. Extracellular matrix. Glomeruli. Gender. Castration.

Proteinuria. Glycosaminoglycans. Alfa-smooth-muscle-actin.
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INTRODUCAO

Insuficiéncia renal crénica

Alteracfes glomerulares ocasionadas por adaptacfes estruturais e funcionais,
na tentativa de compensar a perda de néfrons funcionantes, na insuficiéncia renal
cronica (IRC), podem acarretar perda progressiva da funcdo renal evoluindo para
doenca renal terminal, independentemente da agresséo inicial (1). Varios sao os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos neste processo: altera¢cdes na hemodinamica
glomerular, participacdo de hormdnios, citoquinas e fatores de crescimento que atuam
sobre as células residentes renais e na matriz extracelular glomerular (MEG) (2-4). A
hipertrofia e a hiperfuncéo séo algumas das caracteristicas precoces observadas no
rim remanescente (1). Como consequéncia do aumento do fluxo plasmatico
glomerular e da pressao intraglomerular ocorre elevacdo da taxa de filtracdo por
néfron nos néfrons remanescentes (5).

Um dos modelos experimentais bastante utilizados para estudar a IRC é o
modelo do rim remanescente, onde ocorre reducdo de 5/6 da massa renal
funcionante, também conhecido como "Nefrectomia 5/6". Neste modelo, a lesdo renal
€ iniciada por hipertensdo e hipertrofia glomerular, seguida de estimulos que
culminam com mecanismos inflamatérios no glomérulo e no intersticio, ocorrendo
principalmente proliferagéo celular e produgdo anormal de matriz extracelular (MEC)
(6,7). E um modelo classico que reproduz em pouco tempo, e de forma bastante
similar, as alteracdes renais evidenciadas em humanos. Na década de 90, varios
estudos contribuiram para um melhor entendimento do processo fisiopatolégico da
glomeruloesclerose. Dentre estes, alguns utilizando o modelo acima citado,
demonstraram que o acumulo de MEC se correlaciona diretamente com o
desenvolvimento de expansao do tufo glomerular e glomeruloesclerose, sugerindo
gue estes sdo eventos interligados e sequenciais (7-9). Neste aspecto, pelo menos
dois mecanismos fisiopatoldgicos parecem ser de importancia fundamental no
processo: proliferacdo de células glomerulares e proliferagcdo e/ou recrutamento de
macrofagos para o local. No modelo do rim remanescente, foi demonstrado que

ocorre uma expansao poliantigénica da MECG posterior a proliferacdo de células
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mesangiais (7). Alteracdes tubulointersticiais similares aquelas observadas no
glomérulo também foram descritas, dentre as quais se destaca uma fase proliferativa
e outra de lesdo progressiva com transformacao fibroblastica, influxo de células
inflamatorias e acumulo de MEC (10). Os miofibroblastos sédo células fibrogénicas,
gue apresentam caracteristicas similares as células do musculo liso e aos
fibroblastos; e sdo caracterizadas por expressarem a-actina (ACT). Estudos tém
demonstrado que células mesangiais e intersticiais podem se transdiferenciar em
miofibroblastos, passando a expressar ACT, em uma etapa que precede a
glomeruloesclerose (10-12). A proliferacdo de miofibroblastos correlaciona-se
significativamente com lesdes glomerulares e intersticiais, perpetuando a doenca,
sendo um indicador da progressdo da doenca renal (13-19). A correlacdo existente
entre anormalidades glomerulares e intersticiais tem sugerido que ambas, sao
resultados de processos fisiopatoldgicos relacionados a progresséo da IRC (20).

Estudos in vitro também tém contribuido de forma significativa para o
entendimento da interacdo entre células glomerulares e MECG, principalmente quanto
as respostas celulares frente a fatores de crescimento e citoquinas. Particular
atencao tem sido dada ao fator transformante de crescimento beta (TGF-B), que
parece estar diretamente relacionado com a regulacéo da sintese de MEC (4,21,22).
Varios estudos mostraram que um desequilibrio na relagdo producdo/degradacéo da
matriz mesangial (MM), ocasiona expansdo mesangial, alteragcdo que tem sido
considerada como etapa prévia ao aparecimento da esclerose e perda da viabilidade
glomerular (7,11,21).

Apesar de todos os estudos realizados nas Ultimas décadas, os mecanismos
responsaveis pela expansdo mesangial ndo estédo esclarecidos até o momento. O que
se tem de mais concreto € que, possivelmente, a expansdo mesangial € uma resposta
do glomérulo a diferentes fatores de crescimento e/ou citocinas, que interagem com o
mesangio através de receptores especificos, ocasionando um desequilibrio local,
aumentando o turnover da MM, resultando em sua expansao (21,23,24). Outra
guestdo a ser considerada, € a perda parcial de seletividade de carga e/ou tamanho
da membrana basal glomerular (MBG), permitindo a passagem de macromoléculas,
principalmente proteinas, para 0 mesangio, contribuindo para a expansdo mesangial e
consequente glomeruloesclerose (25,26).

Estudos experimentais recentes tém sugerido a existéncia de um mecanismo

de remodelamento da estrutura glomerular que permitiria regeneracédo parcial dos
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capilares (1,27). Como consequéncia deste remodelamento, além de um novo tecido
capilar normal, ocorreria reducdo dos niveis de proteindria (PTN) e da
glomeruloesclerose (28). Entretanto, os mecanismos celulares envolvidos ainda néo
estdo bem esclarecidos. Os poddcitos, células epiteliais presentes na barreira de
filtracAo glomerular, poderiam participar deste processo, ao serem estimulados a
proliferacdo e migracédo pelas células endoteliais glomerulares (29). Adicionalmente,
reducédo dos niveis de TGF-B (21,22,30) e do inibidor de ativacédo de plasminogénio-1
(PAI-1), também poderiam ser fatores importantes no processo de remodelamento da
MECG (31) .

Matriz extracelular glomerular

A matriz extracelular (MEC) é uma rede complexa e tridimensional formada por
diferentes proteinas e proteoglicanos, que funciona como uma barreira fisica e ao
mesmo tempo altamente dindmica, apresentando capacidade contratil, além de
participar de processos de adesdo e migracao celular (18,32,33). O glomérulo é
formado por um emaranhado de capilares, cujas paredes sao formadas por uma
camada endotelial e pela membrana basal do capilar propriamente dito, circundados
por uma camada de células epiteliais, os poddcitos. Este conjunto apresenta-se
circundado pelo meséangio, que contém as células mesangiais e a matriz mesangial
(MM). Este complexo é chamado de matriz extracelular glomerular (MECG)(9,24,34).

A MECG tem um importante papel no desenvolvimento, nha homeostase e na
fisiologia glomerular. Os componentes bioquimicos desta matriz atuam em
mecanismos fisioldgicos tais como adesao, crescimento, diferenciacdo e migracao
celular; além de contribuir para a organizacéo estrutural do glomérulo, e influenciar a
filtracdo e na permeabilidade do capilar glomerular (24,35). Morfologicamente, a
membrana basal glomerular (MBG) é formada por uma lamina central, a lamina
densa, e duas laminas mais finas, a lamina rara externa, que se encontra em contato
direto com os poddcitos e a lamina rara interna, que esta em contato direto com o
endotélio (5,36). Desde a década de 80, estudos sucessivos tém contribuido para a
caracterizacdo dos componentes bioquimicos da MBG, dentre os quais se destacam

fiboronectina (FN), coldgeno do tipo IV, Ilaminina, glicosaminoglicanos
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(GAG)/proteoglicanos, dentre outros (24,32,37). Além da interacdo destes
componentes com células glomerulares, eles também interagem entre si moldando a
arquitetura molecular da MECG. O colageno do tipo IV forma uma rede basal, onde se
ligam outros componentes da MECG (38).

A proximidade da regido mesangial com o endotélio permite a difusdo de micro
e macromoléculas, assim como de mediadores entre o endotélio e células mesangiais
e vice-versa. Morfologicamente, as células mesangiais sao irregulares, de nucleo
denso e citoplasma alongado, rico em microfilamentos de actina e miosina que
extendem-se a MBG (39). O posicionamento intercapilar destas células aliado a
capacidade de contracdo e relaxamento, em resposta as substancias vasoativas,
permite que ocorram, eventualmente, extensdes citoplasméaticas envolvendo o limen
capilar. Assim, a alteracdo da area de superficie disponivel para filtracdo, torna estas
células possiveis moduladoras da filtracdo glomerular (16,40-42). Similarmente aos
macréfagos/mondcitos, estas células expressam receptores Fc, produzem radicais
reativos do oxigénio, fator de ativacdo de plaquetas (PAF) e Interleucina | (8). No
glomérulo maduro, as células mesangiais juntamente com os poddécitos séo
responsaveis pela biossintese e manutencédo da MM (3,24).

A constituicdo bioquimica da MM é bastante similar a da MBG, sendo os
colagenos do tipo IV, V e VI, GAG sulfatados, laminina e FN, 0os componentes mais
bem caracterizados (24,32,37). Estudos mostram que estes constituintes apresentam-
se em toda a MECG, porém em concentracdes variaveis de acordo com o local. Na
MM, por exemplo, a FN apresenta maior concentracdo na interface endotélio-
mesangio, enquanto que a laminina e o coldgeno do tipo IV aparecem mais
concentrados na matriz intermesangial entre as células mesangiais e a MBG (37).
Em condicbes normais, a integridade estrutural e funcional da MM é mantida pelo
equilibrio entre a sintese e degradacao constante dos seus componentes. O controle
das atividades das células mesangiais envolve varios mediadores soluveis, tais como
TGF-B, fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e horménios, como a angiotensina Il. Da mesma forma, a
degradacdo desta matriz € regulada por proteases glomerulares neutras, as
metaloproteases, e seus respectivos inibidores (23). Como descrito anteriormente,
alteracdes qualitativas e/ou quantitativas da MM ocorrem em distintas situagoes

fisiopatoldgicas contribuindo para a progressao da IRC. Da mesma forma, o aumento
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gradativo de ACT na MM pode estar correlacionado a um maior grau de severidade
nas anormalidades estruturais no glomérulo (15,19).

Glicosaminoglicanos e filtragcdo glomerular

Os glicosaminoglicanos (GAGs) séo cadeias de polissacarideos, formados por
dissacarideos repetidos, compostos por um aminoagucar (N-acetilgalactosamina ou
N-acetilglucosamina) e um acido hexurdnico (acido D-glucurénico ou L-idurdnico). Os
GAGs encontram-se covalentemente ligados a uma proteina central, formando
macromoléculas mais complexas, os proteoglicanos. Os GAGs sao polianions, cujas
cargas negativas sdo conferidas pelo grupamento sulfato e pela carboxila do acido
hexurénico, salvo o &acido hialurénico, que nao é sulfatado, e o queratan sulfato, que
nao contém acido hexurénico, e sim D-galactose (dcucar neutro). Até o momento,
foram descritos seis tipos de GAGs em tecidos de mamiferos: condroitin sulfato (CS),
dermatan sulfato, queratan sulfato, heparan sulfato (HS), heparina e &cido hialurénico.
Com excecdo do ultimo, os GAGs ocorrem em tecidos ligados covalentemente a
proteinas, formando os proteoglicanos (34).

A funcdo biolégica de cada tipo de proteoglicano esta diretamente relacionada
ao tipo de GAGs presente na molécula. Dentre as principais funcdes dos
proteoglicanos podemos destacar: participagdo na organizacdo dos tecidos, no
crescimento celular, na maturacdo de tecidos especializados, na modulacdo da
atividade dos fatores de crescimento e na fibrilogénese do colageno, dentre outros. O
principal proteoglicano presente em membranas basais € o proteoglicano de heparan
sulfato (HSPG), que apresenta, até 0 momento, trés tipos: Perlecan, agrim e colageno
do tipo XVIII. Encontram-se distribuidos de forma diferente no glomérulo; perlecan e
colageno do tipo XVIII sdo mais abundantes na MM, enquanto que o agrim é o
principal HSPG da MBG (43). O HS apresenta carga negativa, o que parece ser fator
determinante na permeabilidade seletiva carga-dependente da MBG (43); e parece
estar também envolvido na permeabilidade tamanho-dependente, ja que é capaz de
se ligar a outros componentes da MBG, tais como laminina e colagenos. Além disso,
a proteina central do HSPG agrim contém sitios ligantes para laminina, o que contribui

para a manutencdo da arquitetura molecular da MBG (43,44). A fluidez conferida a
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MECG pelas cargas negativas do HS, ao reterem ions sodio, permite a ancoragem de
outras moléculas protéicas no local, principalmente fatores de crescimento e citocinas,
modulando proliferacdo e expansdo mesangial, mecanismos precoces importantes no
processo da glomeruloesclerose.

Vérios estudos tém buscado respostas sobre a importancia dos GAGs e
proteoglicanos na fisiologia renal, principalmente no que diz respeito a filtracdo
glomerular. Estes tém relatado alteracdes de GAGs tanto na MBG, como no
mesangio. E possivel que alteracdes ocasionadas por uma reorganizacéo estrutural
da MBG, ou ainda no metabolismo dos GAGs e proteoglicanos, presentes nessas
matrizes, possam modificar as propriedades de filtracdo glomerular, influenciando
diretamente na patogénese de muitas doencas renais (43,45,46). Alguns autores
sugerem que a excrecdo urinaria de GAGs pode refletir alteracdes bioquimicas na
MECG, e por esta razdo, indicam a concentracdo de GAGS na urina como um
marcador da severidade de doencas glomerulares (46,47). A reducdo da
concentracdo de GAGs urinario, pode refletir uma menor concentracdo de GAGSs no
rim e em outros tecidos, como também alteracdes na permeabilidade renal as
moléculas carregadas negativamente (48), embora recentemente, a permeabilidade
seletiva por carga tenha sido questionada (49). E possivel que existam mudltiplos
mecanismos envolvidos no processamento de macromoléculas no rim. Além da
filtracdo glomerular e da secrecdo ou reabsorcdo tubular, células renais poderiam
participar do processamento de proteinas e GAGs sulfatados (48), o que poderia
contribuir para o entendimento do aparente paradoxo encontrado em varios estudos
gue relacionaram diminuicdo da excre¢do urinaria de dextran sulfato e de GAGs com
aumento de PTN (48,50,51)

Evidéncias tém relacionado PTN a um pior prognéstico na progressao da
doenca renal (1,25,52,53), porém 0s mecanismos pelos quais as alteracbesnos nos
GAG, especialmente no HS, poderiam alterar a permeabilidade glomerular causando
PTN ainda n&o estao claros (34,43,54,55). Altera¢cbes na disposi¢cao do HS ao longo
da MBG tém sido demonstradas em varias doencas renais correlacionando-se com
PTN, enquanto em outras, mesmo com intensa PTN nédo se evidencia alteragdes do
HS. Em estudo clinico, Petrica et al. (19) descreveram associacdo entre aumento de
depdsitos de GAGs no mesangio e intersticio e PTN com a severidade do processo

de glomeruloesclerose e de lesao intersticial.
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Seletividade glomerular e proteinuria

Além das células mesangiais e do endotélio, existe no glomérulo um outro tipo
celular, que compartilha caracteristica de células mesenquimal e epitelial (56). As
células epiteliais viscerais, conhecidas como poddcitos, sdo altamente diferenciadas e
especializadas. Possuem prolongamentos citoplasmaticos primarios de onde partem
multiplos prolongamentos secundarios, menores e mais delgados, denominados de
pedicelos. Estes prolongamentos possuem estrutura contractil, composta por a-actina
4 , miosina, vinculina e talina e estdo firmemente ligados a MBG em determinados
pontos de contato via integrina a3B1. Através dos pedicelos, os poddécitos repousam
ao longo de toda a superficie mais externa da membrana basal do capilar glomerular,
estabilizando a arquitetura glomerular por contencdo da distensdo da MBG (57,58).
Toda a estrutura contractil dos pedicelos € sensivel a horménios vasoativos, e,
portanto capaz de modular o coeficiente de ultrafiltracdo (59). Por entre os pedicelos
existem pequenos espacos protegidos por uma fina membrana, chamada diafragma,
contendo pequenos espagos ou “poros” (slit do diafragma), cujo componente principal
€ a proteina nefrina (57). O slit do diafragma forma um filtro, que controla a passagem
do filtrado glomerular, sendo a ultima barreira efetiva para proteinas plasmaticas na
interface podocito-MBG endotelial (59).

Atualmente, a lesdo podocitaria € reconhecida como uma etapa relevante no
desenvolvimento da glomeruloesclerose (60). Os poddécitos emergiram como um
ponto importante na filtracdo glomerular devido a associacdo do remodelamento
podocitario existente em fase precoce na nefropatia diabética. Em outras doencas
renais, a lesdo podocitaria parece iniciar o processo de progressao da doenca
culminando em uma fase mais avancada com glomeruloesclerose (61). Neste
processo progressivo, lesdes que inicialmente atingiam apenas o0s poddcitos,
parecem propagar-se para outras células residentes (mesangiais, endoteliais e
células epiteliais parietais), por mecanismos ainda desconhecidos (62). Alteracdes na
morfologia podocitaria, incluindo retracado dos pedicelos, descolamento dos poddcitos
e podocituria, tém sido apontadas como etapas precoces do processo de PTN e
glomeruloesclerose (63). A podocituria reflete multiplos mecanismos de toxicidade
metabdlica como remodelamento celular e de MEC devido ao estresse oxidativo (64).

Em ratos com nefrectomia 5/6, onde a lesdo glomerular se d4 de modo constante, o
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aparecimento de podocitiria, em torno das primeiras semanas ap0s a inducdo da
doenca, vem mostrando uma correlacao significativa com a PTN (65).

Assim, em uma etapa paralela ao remodelamento podocitario, proteinas
anormalmente filtradas interagem de forma adversa com o mesangio e com células de
revestimento do espaco tubular ocasionando alterages intersticiais (1), similares
aquelas observadas no glomérulo. A nefrotoxicidade causada pelo acumulo de
macromoléculas, principalmente no mesangio, pode desencadear um processo
inflamatorio local, levando a proliferacdo celular, alteracbes quantitativas e/ou
gualitativas dos componentes da MM, glomeruloesclerose (52,66,67), e finalmente
perda de filtracdo glomerular. Mais que um marcador de lesdo glomerular em
diferentes doencas, a PTN pode ser considerada um indicador da severidade do

comprometimento da funcéo renal.

Morfometria

O estudo do tamanho do néfron ou de suas estruturas separadamente, tem
recebido atencdo nos modelos de progressdo de IRC que sdo acompanhados de
hipertrofia. Véarios autores defendem a idéia de que ndo sO as alteracdes
hemodindmicas, mas a hipertrofia glomerular, por si s6, seria responsavel pelo
processo de glomeruloesclerose (68,69). Portanto, métodos de avaliacdo de tamanho
glomerular e/ou de suas estruturas, podem contribuir para o estudo deste aspecto da
fisiopatologia da glomeruloesclerose.

Assim, além dos estudos funcionais in vivo, e dos estudos in vitro, outra
abordagem que tem sido utilizada e que tem colaborado efetivamente para o
entendimento da evolugcdo dos processos intraglomerulares, sdo o0s meétodos
guantitativos em morfologia. O estudo do tamanho do glomérulo como um todo ou de
cada uma de suas estruturas tem sido de grande valia para a compreensao da
evolucdo da IRC (70-72). E possivel a utilizacdo de medidas tais como volume
glomerular e mesangial para estimar o grau de hipertrofia glomerular. Os dados
morfolégicos e estereoldgicos, associados aos dados funcionais tais como filtracdo

glomerular (FG) e PTN tem elevado valor para o entendimento dos fenbmenos que
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ocorrem no glomérulo em modelos experimentais utilizados para o estudo da doenca

renal.

Progresséao da insuficiéncia renal cronica género-dependente

Véarios estudos experimentais e em humanos tém demonstrado que a
progressdo da IRC é influenciada pelo género (73-80). A perda da funcédo renal é
mais rapida no género masculino, e muitas vezes independentemente de fatores
como dieta, idade, pressdo sanguinea e niveis de colesterol, dentre outros (74,81,82).
Diferencas estruturais e funcionais determinadas geneticamente, pela acédo direta ou
indireta de hormdnios sexuais sobre a hemodinamica glomerular (73,83,84),
proliferacdo celular, acimulo de matriz, agentes vasoativos, citocinas e fatores de
crescimento ocasionando alteracbes no equilibrio da MM (85,86) vém sendo
apontados como possiveis responsaveis por essa diferenca entre 0os géneros.

Os hormonios sexuais exercem efeitos diretos sobre a vascularizagdo e se
considerarmos a similaridade entre células da musculatura lisa do sistema vascular e
células mesangiais, podemos inferir a possivel contribuicdo dos hormonios sexuais na
progressdo da doenca renal. Varios estudos apontam os horménios sexuais como
determinantes na diferente progressdo da IRC entre os géneros (78,87-89).
Entretanto, h4 muitas divergéncias relacionadas a forma de atuacdo e quais
hormdénios estariam envolvidos na progressédo da doenca. A testosterona, mais que o
possivel efeito protetor do estrogénio, parece ter importante papel na diferenca
relacionada ao género, na suscetibilidade do rim a lesédo isquémica (90). Em estudo
realizado recentemente, foi demonstrado que a PTN, as lesdes glomerulares e as
intersticiais foram significativamente menores em ratos castrados e avaliados apos 90
dias de IRC, o mesmo nao ocorrendo em fémeas (78). Outros apontam o estrogénio
como protetor no género feminino na progressado da IRC, por exercer uma potente
acao antioxidante no mesangio (85,91).

Na glomeruloesclerose induzida por adriamicina, a PTN foi macica em ratos e
discreta nas fémeas. ApOs castracdo dos machos, os niveis de PTN se tornaram
similares aos das fémeas. Da mesma forma, o indice de esclerose glomerular que

era significativamente maior em ratos controle comparado as fémeas, foi reduzido
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pela castracdo (75). Ratos idosos desenvolvem PTN e glomeruloesclerose
espontaneamente, enquanto ratas e ratos tratados com estrogénio ou submetidos a
orquiectomia, sdo mais resistentes ao desenvolvimento destas anormalidades (92).
Ratos Munich-Wistar-Fromter, com proteindria espontéanea, desenvolveram PTN
significativa precocemente (7 semanas) de forma progressiva até o final do estudo (21
semanas). O mesmo ndo ocorreu com as fémeas, que mantiveram o nivel de PTN
estavel e dentro da normalidade no mesmo periodo (83).

O estradiol € o horménio que tem sido apontado como um possivel fator de
protecdo das fémeas na progressao da IRC. Estudo com células mesangiais in vitro,
demonstrou que o estradiol influencia, de forma dose-dependente, a proliferacao
celular e a sintese de colagenos dos tipos | e IV, ao contrario da testosterona, que
nao induziu nenhum efeito significativo (90). Se tanto a proliferacdo celular, como a
deposicdo alterada de componentes na matriz, contribui para a lesdo glomerular
progressiva, a capacidade do estradiol em suprimir a sintese de coldgeno por células
mesangiais, pode conferir as fémeas protecdo glomerular na IRC. Além disso, o
estradiol parece estimular a sintese renal de Prostaglandina E, em ratas,
principalmente pela ativagdo do sistema renina-angiotensina (93). Em outro estudo, o
estradiol suprimiu a transcricdo do gene COL4Al (al-colageno 1V), revertendo a
sintese de colageno do tipo IV previamente estimulado por TGF-1 (94). As
concentracfes de estradiol utilizadas se encontravam dentro dos limites encontrados
em mulheres com ciclo menstrual normal ou fazendo reposi¢cdo hormonal.

Similarmente, aos estudos da progressdao da IRC, outros modelos
experimentais também tém demonstrado a influéncia do género no desenvolvimento
da hipertensédo arterial (95,96). Neste contexto, apesar das varias possibilidades
sugeridas, 0os mecanismos possivelmente envolvidos na protecdo a lesdo renal
observada no género feminino, e a maior vulnerabilidade do género masculino a

progressédo da IRC permanecem ainda indefinidos.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar alteracbes renais precoces (30 dias) na IRC em ratos e ratas
submetidos a reducéo de 5/6 da massa renal, analisando o efeito da castracao sobre

estas possiveis alteracdes e relacionando-as a dependéncia do género.

1.2 Especificos

S&o objetivos especificos desta tese:

a) investigar e comparar a proteindria nos diferentes grupos com IRC;

b) estudar o grau de hipertrofia glomerular e de expansao mesangial

c) avaliar a presenca de células com a-actina no glomérulo e intersticio
renal,

d) observar a morfologia podocitaria;

e) analisar os glicosaminoglicanos renais e excretados na urina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Modelo experimental

Utilizamos ratos e ratas Wistar provenientes do biotério da Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP). Todos os experimentos com o0s animais realizados neste estudo
foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica Para o Cuidado e Uso de
Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ -
CEA-IBRAG/UERJ (ANEXO A). Aleatoriamente, ratos (M) e ratas (F) com 5 semanas
de idade foram divididos em grupos controles (C) castrados (c) e ndo castrados.
Assim, foram formados os seguintes grupos: Controles castrados (CMc, n=5; CFc,
n=5); e ndo castrados (CM, n=5; CF, n=5). ApGs duas semanas, grupos de animais
foram submetidos a nefrectomia 5/6, formando-se entdo os grupos: IRCMc, n=10;
IRCFc, n=8; IRCM, n=8; IRCF, n=6. Aleatoriamente, animais controles de ambos os
géneros foram submetidos a cirurgia sham de nefrectomia 5/6, formando os grupos
(CM sham, n=4 e CF sham, n=4) (Figura 1).

A castracao foi realizada através de incisdo no saco escrotal com remocao total
dos testiculos e nas fémeas através de incisdo lombar para retirada de ambos os
ovarios. Para a cirurgia de nefrectomia 5/6, foi realizada nefrectomia parcial a
esquerda, por incisdo abdominal mediana, sob anestesia com tiopental sédico,
intraperitoneal, na dose de 50 mg/Kg de massa corporal. A artéria renal esquerda foi
isolada e, dois ou trés dos seus ramos interlobares ligados, dando-se preferéncia
pelos ramos posterior e anterior do polo inferior. Em seguida, procedemos a
nefrectomia total a direita, através de incisdo lombar direita. A nefrectomia 5/6
marcou o dia zero do estudo. Os animais foram mantidos em dieta padrdo de proteina

(Racé&o Nuvilab CR 1) e 4gua ad libitum até o final do estudo (30 dias).
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GRUPOS

™~ Castracéo 4,@/ ---------------------- @
ﬂ T Nefreﬁtomia 5/6

7 Semanas SACRIFICIO

5 Semanas .
(Dia 0) (30° dia)

Castracdo ___, @< @
Nefrectomia 5/6 @
Cirurgia Sham___, —_—

Figura 1 - Representacdo esquematica do modelo experimental combinando IRC e

castracao
Legenda: C= controles; c= castracdo; IRC= insuficiéncia renal crbnica; M=ratos; F=
ratas; ------------- = Nenhum procedimento cirurgico.

Ao final do estudo, os animais tiveram sua pressdo sanguinea (PS) verificada
usando-se o método ndo invasivo pela técnica de plestimografia de cauda
(Pletismégrafo RTBP 1007, Kent Scientific CO, Litchfield, USA). Para a coleta de urina
de 24 h, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas (Nalgene), recebendo
apenas agua ad libitum. Foram coletadas duas amostras de urina de 24 h, entre os
dias 29° e 31% uma para dosagem de PTN e creatinina urinaria e outra, para extracao
dos GAGs excretados na urina de 24h; ambas em frascos contendo cristais de timol,
a fim de prevenir proliferacdo bacteriana. Os volumes urinarios foram medidos, e as

urinas de 24 h armazenadas a -20° C para avaliacdes posteriores. Ao término da
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segunda coleta, os animais foram anestesiados e sacrificados por exsanguinacao.
Uma amostra de sangue foi reservada para dosagem de creatinina, e uréia. O rim foi
fixado por perfusdo com glutaraldeido a 1,5% em solucdo de tampéo fosfato 0,2M pH
7,4. Posteriormente, o rim foi retirado, pesado, cortado longitudinalmente e colocado
em formol tamponado por 18-24h. ApGs rotina histoldgica para inclusdo em parafina,
cortes histolégicos sequenciais com 4um de espessura foram submetidos as
avaliac6es morfoldgicas, estereoldgicas e de imunohistoquimica.

Animais de cada grupo foram separados (CM, n=5; CF, n=4; CMc, n=5;
CFc,n=5; IRCM, n=5; IRCF, n=6; IRCMc, n=5; IRCFc n=6) e apds 30 dias de
neferctomia 5/6, ndo sofreram perfusdo e tiveram o rim removido, pesado, cortado
longitudinalmente e conservados em acetona P.A., para posterior extracdo dos GAGs

renais.

2.2 Procedimentos analiticos

A PTN foi determinada pelo método sulfossalicilico como previamente descrito
(97). As creatininas sérica e urinaria foram dosadas pelo método de Jaffé
(colorimétrico cinético) e a uréia pelo método da urease (enzimético), em auto-
analyser no Laboratério Central do Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE/UERJ).

A filtracdo glomerular (FG) foi determinada pelo clearance da creatinina,

corrigido por 100g de massa corporal (CICre/100g):
FG = [((Cre , x Vol ,)/ Cre ¢) x100) / PCy¢], em mL/min/100g
Onde:

Cre ,=creatinina urinaria (mg/dL); Vol,=Volume urinario de 24 horas (mL/min);

Cre s = creatinina sérica (mg/dL); PCs= peso corporal final (g).
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2.3 Morfologia e estereologia glomerular

Cortes renais de 3-4um foram corados pela hematoxolina-eosina (HE) e
tricromico de Masson para as avaliacbes histomorfologicas. Para a andlise
estereologica dos grupos, os cortes foram corados pelo Acido Periddico de Schiff
(PAS). Todas as avaliacdes descritas a seguir foram realizadas em areas distantes
do tecido renal infartado.

2.3.1 Volume glomerular

No presente estudo, o glomérulo foi considerado uma estrutura esférica, sendo
a média do volume glomerular (VG) estimado através da férmula VG= 4/3 = r* (98)
Para cada animal, utilizando-se uma ocular graduada com divisbes de 4um
padronizada para o microscopio NIKON ALPHAPHOT - 2 YS,, com aumento de 400
vezes, mediu-se os didmetros maximo e minimo contidos entre as faces internas da
capsula de Bowman de 10 glomérulos que apresentassem de forma visivel os polos

urinario e vascular.

2.3.2 Volume mesangial

A densidade de volume (Vv) representa o volume de uma determinada
estrutura de interesse de estudo, em relacdo ao volume do compartimento que a
contém (15). A densidade volumétrica mesangial relativa (Vv) foi estimada utilizando-
se o sistema de microscopia de luz (LEICA DMRBE MFK II) com aumento final de
3875 vezes. A projecdo dos cortes histologicos visualizados no microscopio se deu
em uma tela de video e com o auxilio do sistema-teste M42 (grade contendo 42
pontos), colocada sobre a imagem glomerular ao acaso, contamos o nuamero de

pontos desta grade que se localizavam exclusivamente no mesangio, o qual incluiu
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nacleo, células e MM. De forma semelhante ao VG, para cada animal foram avaliados
10 glomérulos que apresentassem o0s polos urinario e vascular. A Vv média para
cada grupo foi obtida pela relacdo Vv= pMes x 100/42, onde pMes correspondeu ao
namero de pontos da grade que ficaram sobrepostos ao mesangio. O volume
mesangial absoluto (VM) foi determinado pelo produto entre a densidade volumétrica

mesangial relativa (Vv) e o valor do VG de cada animal (97,98).

2.4 Imunohistoquimica — Avaliac&o de alfa- actina

Os cortes do tecido renal foram colocados sobre laminas silanizadas, e
mantidas a 37°C, overnight, para fixacdo dos cortes. A desparafinizacédo e
rehidratacdo dos cortes decorreram conforme descrito para rotina histolégica: Xilol
(3x), alcool 100,90,80,70%, H,0 destilada (1x). Em seguida, iniciou-se a recuperacao
antigénica em tampao citrato, pH 6,0 a 60° C, por 30 min. O bloqueio da peroxidase
endogena foi feito em solucdo de perdxido de hidrogénio PA 10% em metanol
durante 10 min. Os cortes foram incubados por 1 hora, em camara Umida, em
temperatura ambiente, com tampédo PBS+BSA 3% para eliminacdo de reacdes
inespecificas. Logo a seguir, os cortes foram incubados, em camara Umida a 2-8° C,
overnight, com o anticorpo primario monoclonal anti-a-actina (Dako—M0851), diluidos
a 1/100 em PBS/BSA 1%.

Para a imunomarcacdo utilizamos o kit LSAB+System-HRP (Anticorpo
secundario+Estreptavidina—HRP, Dako-K0690). Aplicamos 50ul do anticorpo
secundario do kit e incubamos em camara Umida, por 30 min em temperatura
ambiente. A seguir, os cortes foram incubados com a Estreptavidina em camara
Umida, por 30 min em temperatura ambiente.

Apds cada uma das etapas descritas acima, foram realizadas lavagens
cuidadosas dos cortes em tampéao PBS 0,1M, pH 7,2.

A revelacdo da imunomarcacdo foi feita com solugdo do cromogeno
3,3'Diaminobenzidina (DAB, Dako K3468). A reacdo foi acompanhada ao
miscroscopio de luz e realizou-se em torno de 1 min. Os cortes foram lavados em

agua destilada (2x). A contracoloracéo foi realizada com hematoxilina de Mayer por 1
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min e as laminas avaliadas sob microscopia otica, apés clarificacdo, desidratacédo e
montagem em Entelam (Merck).
O controle negativo da reacao foi feito retirando-se o anticorpo primario, que foi

substituido apenas por tampao PBS/BSA 1%.

2.5 Morfologia podocitaria

Utilizamos a microscopia eletronica de transmissdo (MET) para avaliar os
poddcitos e sua interagdo com a membrana basal do capilar glomerular. Pequenos
fragmentos do cortex renal foram retirados, fixados em glutaraldeido 2,5% em tampéao
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 e acido tanico a 0,25%. A seguir foram pds-fixados
por 1 h em solucdo de tetroxido de 6smio (OsO,4) a 1% e ferrocianeto de potassio
(FeCNK) a 0,8%, em tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2 e acido tanico a
0,25%. Apo6s lavagem no mesmo tampdo, os fragmentos foram desidratados em
acetona com concentracdes crescentes (30-100%) e incluidos em Epon (Embed-812).
Posteriormente, cortes semifinos de um micrOmetro (1um) de espessura foram
corados com azul de toluidina e observados em microscopia de luz para selecéao
prévia das areas de interesse. Em outra etapa, cortes ultrafinos feitos em
ultramicrétomo (Leica Ultracut-UCT) foram contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo e observados em microscépio de transmissédo Zeiss 906 (Carls
Zeiss, OberKochen, Alemanha) em 80KV.

2.6 Avaliacdo dos Glicosaminoglicanos (GAGS)

2.6.1 Extracado total dos Glicosaminoglicanos renais (GAGr) e excretados na urina

(GAGuU)

As metodologias utilizadas para extracado total de GAGr e GAGu foram

previamente descritas por Cadaval et al. (34) e Guimardes e Mourdo (50)
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respectivamente. Os rins foram retirados da acetona e secos em temperatura
ambiente. Posteriormente, o rim foi fixado em solu¢cdo de metanol:cloroférmio (1:1)
overnight & temperatura ambiente. Apds centrifugacdo, o precipitado foi seco a
temperatura ambiente. O peso seco do rim foi registrado e o material foi rehidratado
em tampao de digestdo (acetado de sédio 0.1 M, cisteina 5 mM e EDTA 5mM), pH
5,0, a 8° C por 24h. O tecido foi digerido com papaina a 10%, em banho-maria a 60°
C, sob agitacdo, por 24 h. Apés centrifugacdo, os GAGs foram precipitados com
etanol absoluto a -20° C por 24h. Ao precipitado foi adicionada uma solucdo de CPC
10%, e este foi mantido a temperatura ambiente por 24h. Apds centrifugacédo por 30
min, o precipitado foi lavado com uma solugéo de CPC 0,05%; dissolvido com uma
solucédo de NaCl 2M e etanol absoluto (100:15, v/v). Adicionamos o dobro do volume
de etanol absoluto e deixamos a -20° C por no minimo 24h. Centrifugamos e
descartamos o sobrenadante. O precipitado foi lavado em etanol 80% (2x) e em
etanol absoluto (1x) e seco a temperatura ambiente.

A urina de 24h foi diluida ¥2 volume em agua destilada, teve o pH ajustado para
6,0 e filtrada. Apos adicdo de cetavlon (brometo de cetil trimetil aménio) a 5%, as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente, overnigh. Apds adicao de etanol
absoluto, para precipitacdo dos GAGs, as amostras foram centrifugadas e o
precipitado foi seco a vacuo. Apos adicdo de acetato de sodio 10%, o pH foi ajustado
para 9,0, e as amostras misturadas vigorosamente em vortex. Apés centrifugacéo,
recolhnemos o sobrenadante, que teve o pH ajustado para 6,0. A este sobrenadante,
adicionamos 1,5 volume de etanol absoluto, e apds conservacao a 0°C, overnight, os
tubos foram mantidos a vacuo para secagem total do precipitado contendo os GAGs

excretados na urina.

2.6.2 Analise guantitativa dos Glicosamnoglicanos (GAGs) - Dosagem do acido

hexurbnico

A gquantificacdo dos GAGr e GAGu extraidos foi realizada através da dosagem
do &cido hexurénico, utilizando-se o método do Carbazol (99). Neste método, o acido
hexurbénico reage com o carbazol, produzindo coloracdo rosa. A quantificacdo dos

GAGs ocorre de forma indireta, o que se quantifica € o acido hexurbnico, que
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representa aproximadamente 1/3 da molécula de GAG. Os sedimentos contendo 0s
GAGs foram ressuspensos em de agua destilada e 10 yL de cada amostra foi
colocada em 190 pL de agua destilada. Em paralelo, preparamos uma curva-padrao
utilizando glucuronolactona (Sigma), em concentracdes crescentes e conhecidas
(2,5-20 pg/mL). A cada tubo (amostras/curva-padrao) foi acrescentado 1,0 mL de
H,SO,4 boratado, incubou-se em banho-seco a 100° C por 12 min. Apos o resfriamento
em banho de gelo, adicionamos 40 uL da solugao de Carbazol a todos os tubos, que
retornaram ao banho-seco a 100° C por 10 min. Apos resfriamento, a densidade oGtica
(DO) foi lida em espectrofotobmetro (Schimadzu), em comprimento de onda de 525
nm.

As concentracdes do acido hexurénico foram estimadas pela razdo entre a DO
e o fator de correcdo da curva-padrdo. Para o calculo das concentracfes de GAG,
multiplicamos o valor da concentracdo do &cido hexurdnico por 3,33. As
concentracOes de GAGr foram expressas em pg/mg de tecido seco e as de GAGu em

mg/mg de creatinina urinaria.

2.6.3 Andlise qualitativa dos Glicosaminoglicanos (GAGS)

Esta andlise foi realizada em etapas: 1) Identificacdo do perfil dos GAGs
extraidos, 2) determinacao da concentracao relativa através da eletroforese em gel de
agarose e, 3) avaliacdo dos pesos moleculares destes GAGs através da eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE).

Antes da realizacdo das eletroforeses, todas as amostras de GAGr foram
previamente tratadas com desoxirribinuclease (2,0 mg/mL - Sigma), em banho-maria
a 37° C, por 24h. Este procedimento visou a retirada do DNA presente nessas
amostras, para que a visualizacdo das bandas nao fosse prejudicada, impossibilitando

a avaliacdo qualitativa.

2.6.3.1 Eletroforese em gel de agarose

As amostras de GAGr e GAGu, juntamente com uma solugédo-padrdo com

GAGs (~5 pg de &cido hexurdnico), contendo Heparan Sulfato (HS), Condroitin
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Sulfato (CS) e Dermatan Sulfato (DS) de aorta toracica humana, foram aplicadas em
gel de agarose a 0,5% em tampao 1,3 diaminopropano 50mM, pH 9,0, submetido a
110V/400 mA por 1 hora (100). O gel foi precipitado em cetavion 0,1%, overnight.
Posteriormente, o gel seco foi corado em azul de toluidina 0,1%, lavado em solucéo
de acido acético-agua-etanol (0,1:5:5, v/v/v) por 30 min. A seguir, o gel foi corado com
Stains-All, que intensifica a metacromasia dos GAGs sulfatados e revela a presenca
de néo sulfatados, corando-os em azul claro (101).

A avaliacdo da concentracao relativa dos GAGu e GAGr foi realizada através
de densitometria das bandas visualizadas no gel de agarose, usando-se o programa
Molecular Analyst® Software 1.4 (Bio-Rad LAboratories). O perfil densitométrico foi
obtido para cada banda visualizada e a concentracdo relativa de cada pico,
correspondente a banda, foi estimada através da comparacdo entre as areas dos

picos das bandas das amostras e dos padroes.

2.6.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os pesos moleculares das amostras dos GAGs extraidos dos rins e das urinas
foram estimados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (100).
Aproximadamente 10 pyL de cada amostra e dos padrdes de pesos moleculares
(condroitin 6-sulfato de 60 kD, condroitin 4-sulfato de 40 kD e dextran sulfato de 8kD
na concentracdo de 2ug/mL) foram aplicados em gel de poliacrilamida a 6% com 1
mm de espessura e submetidos a eletroforese (110V/400mA) por 45 min. em tampéao
TRIS-HCI, pH 8,6. Ao fim da corrida, o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% em
acido acético 1% elavado em &cido acético 1%, overnight. Posteriormente, o gel foi

corado com Stains-All, e descorado com agua destilada.

2.7 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo (X+EP). A

comparacao entre as medias foi feita por analise de variancia de um fator (ANOVA),
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para dados paramétricos, e pelo Kruskal-Wallis, para dados ndo paramétricos. Para
avaliarmos o nivel de significancia entre as médias dos diferentes grupos, utilizamos
como posthoc o teste de Duncan. As diferencas entre os grupos foram consideradas

significativas quando o valor de p foi menor que 0,05 (p<0,05).



37

3 RESULTADOS

No presente estudo foram avaliados ratos e ratas Wistar apés 30 dias de
nefrectomia 5/6, acompanhada ou nao de castragcdo, com o objetivo de avaliar
alteracdes renais género dependentes.

3.1 Caracteristicas gerais dos grupos estudados

Na Tabela 1 apresentamos as caracteristicas gerais dos grupos ao final do
estudo (30° dia). Todos os animais iniciaram o estudo (dia 0) com a idade de 7
semanas, e observa-se que as fémeas apresentaram peso corporal inicial (PCi)
significativamente menor (p<0,05) que os machos. Nos ratos IRC, o PCi foi diferente
entre 0s grupos castrados e nao castrados (IRCM vs IRCMc, p<0,05). Em relacdo ao
peso corporal final (PCf), o grupo CM apresentou valor significativamente maior que
os demais grupos (p<0,05). Os animais IRC nao apresentaram diferencas
significativas no PCf quando comparados aos IRC castrados de mesmo género. A
pressao arterial (PA) dos grupos IRC, castrados e ndo castrados foi significativamente
maior que a dos controles (p<0,05). Nos machos IRC, a castracdo reduziu
significativamente a PA (IRCM vs IRCMc, p<0,05); o mesmo nao ocorreu com as
fémas, que mantiveram PA aumentada ap0s a castracdo. Observamos diferenca
género dependente apds a castracdo nos grupos IRC: O grupo IRCMc apresentou
menor PA que o grupo IRCFc (p<0,05).

Os dados de peso renal (PR) corrigido por 100g de PCf mostram que os
animais do grupo IRC apresentaram hipertrofia significante do tecido renal

remanescente em relagao aos seus controles (p<0,05).



Tabela 1 - Caracteristicas dos grupos apoés 30 dias de nefrectomia 5/6

GRUPOS PC; PC; PA PR PR/PC
9 (9 (mmHg) (9
CM 3206 339 ¢ 119 1,18 0,35
+27 10,1 272 0,01 0,01
CMc 224 229 115 0,97 0,42
4,0 4.8 1,1 0,1 0,04
CM 194 260 120 0,96 0,37
sham 8,2 12,2 0,8 0,1 0,02
IRCM 209 e 236 155 +e 1,25 053"
3,8 6,7 0,7 0,1 0,10
IRCMc 233" 258 147 +* 0,89n 0,47
5,4 9,4 3,2 0,03 0,01
CF 162 202 114 0,82 0,40
4.8 9,4 2.3 0,1 0,05
CFc 152 182 116 0,76 0,41
7.0 9,2 22 0,1 0,04
CF 176 225 117 0,82 0,44
sham 3,0 4,0 2.9 0,1 0,02
IRCF 153 em 190en 150 + 1,127 0,59 +
6,1 9,5 1,2 0,1 0,02
IRCFc 180e o 155 + 0,97 0,54
143emt 6,8 0,8 0,1 0,10
8.6

Legenda: C=Controle; c= Castra¢do; IRC=Insuficiéncia renal crénica; M=machos;
F= fémeas. PC; = peso corporal inicial; PC; = peso corporal final; PA=
presséao arterial;

PR = peso renal; PR/PC=Peso renal corrigido por 100g de PC:.
Nota: ®X + EP ; p < 0,05: " vs CM; * vs IRCFc; e vs IRCMc; ¢ vs todos; a vc IRCM;
1 vs CF;
Y vs CFc;+ vs controles M e F.
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Na Tabela 2 apresentamos o0s resultados das avaliagbes bioguimicas
realizadas ao final do estudo. A uréia dos grupos IRC foi significativamente maior do
gue os controles (p<0,05) e, os machos IRC apresentaram uréia significativamente
maior que as fémeas (p<0,05). A creatinina sérica (Cres) apresentou diferenca
significativa entre os animais IRC e controles (p<0,05). Nos machos IRC, a castracéo
nao alterou os niveis de Cres, porém esta foi menor nas fémeas IRCc (p<0,05). Nos
grupos IRC, houve diferenca significativa na Cres quando comparamos 0S géneros.
Apo6s 30 dias de nefrectomia 5/6, os grupos IRC apresentaram reducéo do clearance
da creatinina (Cle Cre) quando comparados aos controles (p<0,05), exceto o grupo

controle castrado. Nao houve diferenca género dependente no Cle Cre.



Tabela 2: Parametros laboratoriais dos grupos estudados obtidos no 309 dia

GRUPOS

CM

CMc

CM
sham

IRCM

IRCMc

CF

CFc

CF
sham

IRCF

IRCFc

Uréia

(mg/dL)

423
+0,9

51
1,5

38
3,9

1464
16,0

132¢
51

56
1,9

41
1,9

65
2,0

87+
5,8

102+
5,7

Cres
(mg/dL)

0,4
0,01

0,5
0,02

0,4
0,03

0,9+
0,10

0,9+
0,01

0,4
0,04

0,5
0,01

0.4
0,06

0,6 *+
0,03

0,8 +
0,03

CleCre

(mL/min/100g PCy)

0,51
0,04

0,41
0,05

0,52
0,10

0,26 *
0,06

0,30 #
0,03

0,55
0,04

0,41
0,05

0,62*t
0,05

0,347
0,05

0277
0,07
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Legenda: C=Controle; c= Castragéo; IRC=Insuficiéncia renal cronica; M=machos;

F= fémeas. Cres=creatinina sérica; CleCre=clearance da creatinina.

Nota: X + EP ; p < 0,05: ¢ vs todos; * vs IRCFc; T vs IRCF; *vs CM e CM sham; Y vs

CF

e CF sham;+ vs controles M e F.
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Na Figura 2 apresentamos os dados referentes a PTN. Esta foi
significativamente maior nos grupos IRC comparado aos seus controles (IRCM=112 +
16 mg/24h vs CM=39 + 3,6, CMc= 12 + 2,6 e CM sham= 30 +7,5 mg/24h; IRCF= 48,0
+ 13,6 mg/24h vs CF=9,6 + 1,8, CFc= 8,7 £ 0,9, CF sham= 6,4 + 0,7 mg/24h; p<0,05).
A castracao reduziu a PTN dos machos com IRC (IRCM=112 £ 16 vs IRCMc=58,1 +
10,5 mg/24h, p<0,05). Nas fémeas com IRC, a PTN nao foi diferente (IRCF=56,6 +
13,6 vs IRCFc=83,9 £ 10,5 mg/24h), embora o grupo IRCFc tenha mostrado

tendéncia de aumento da PTN.

160 -

[ERN

N

o
|

oo
o
|
o

*
+
5

Proteinuria (mg/24h)

N
(@»)
|

OI.‘ ! I-I-I-I

R I N SR\ S O A R S S
S A

Figura 2 - Proteinaria (mg/24h) apos 30 dias de estudo
p< 0,05: + vs respectivos controles; * vs IRCM; e vs CMc.

Legenda: C=Controle; c= Castra¢do; IRC=Insuficiéncia renal crénica; M= machos;
F=fémeas.
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3.2 Avaliacéo estereoldgica glomerular

Os dados da anélise estereoldgica dos glomérulos encontram-se na Tabela 3.
As mensuracgdes de volume glomerular (VG) nao foram significativamente diferentes
entre os grupos apos 30 dias de IRC, embora estes tenham apresentado aumento de
VG em relacdo aos seus controles. O parametro VM (VGxVv) fornece uma estimativa
da quantidade de matriz mesangial contida no volume glomerular mensurado. Ao
avaliarmos este dado, observamos que apenas os machos IRC apresentaram
expansdo mesangial significativa em relacéo aos seus controles (p<0,05). Nao houve

diferencas género dependentes entre os grupos IRC.



Tabela 3 - Dados da analise estereolédgica glomerular dos grupos estudados

GRUPOS VG VM
(x 10° pm®) (x 10* pm®)

CM 28,9 38,2
+0,9 3,1

CMc 6,7 40,8
0,4 2.8

CM sham 7.8 31,9
0,4 2,2

IRCM 10,0 63,9+
1,8 12,1

IRCMc 10,7 62,4+
0,9 4.7

CF 5,2 23,3
0,6 2,3

CFc 5,3 255
0,5 2,1

CF sham 59 25,1
0,1 0,5

IRCF 8,0 47,9
15 8,3

IRCFc 8,9 45.6
1,0 51
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Legenda: C=controle; c= castracdo; IRC=insuficiéncia renal crdnica; M= machos; F=
fémeas. VG = volume glomerular; VM= volume mesangial absoluto.
Nota: *X + EP ; p < 0,05: + vs CM, CMsham e CF.
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3.3 Morfologia e imunohistoquimica

A andlise dos cortes histologicos mostrou que apos 30 dias de IRC, os
diferentes grupos estudados ndo apresentaram fibrose glomerular ou tabulo-
intersticial independentemente da castracao (Figuras 3-5).

A a-actina (ACT) apresentou o0 mesmo padrdo de distribuicdo nos grupos
controles e sham em ambos os géneros (Figura 6), com imunomarcacdo somente nas
paredes dos vasos sanguineos (veias, artérias e arteriolas). No grupo IRCM, além
dos vasos, observamos imunomarcacgéao para ACT nas membranas basais tubulares,
na regido periglomerular no espaco de Bowman e no mesangiol em raros glomérulos.
No grupo IRCF, a presenca de ACT limitou-se aos vasos sanguineos, similar aos
grupos controles (Figura 7). ApOGs a castracdo, observamos diferencas entre os
géneros: nos machos, a presenca de ACT foi reduzida e, nas fémeas intensificada,
com aparecimento de ACT no mesangio (Figura 8). O controle negativo da reacao
nao apresentou imunomarcag¢ao quando retiramos o anticorpo primario da reacao de

imunohistoquimica (Figura 9).



Figura 3 - Coloragéo tricromico de Masson dos grupos controles e sham
Legenda: C=controle; c=castracdo; M=machos; F=fémeas.
Nota: Aumento final: 400X.
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IRCF

Figura 4 - Coloragéo tricromico de Masson dos grupos IRC
Legenda: IRC= insuficiéncia renal crbnica; M=machos; F=fémeas.
Nota: Aumento final: 400X.
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Figura 6 - Imunomarcagéao para a-actina nos grupos controles e sham
Legenda: C=controle; c=castrado; M=machos; F=fémeas.
Nota: Aumento final: 200X.
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Figura 7 - Imunomarcagéao para a-actina nos grupos IRC
Legenda: IRC= insuficiéncia renal crénica; M=machos; F=fémeas
Nota: Aumento final: 200X.
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Figura 8- Imunomarcagéao para a-actina nos grupos IRC castrados
Legenda: c=castracdo; IRC= insuficiéncia renal crénica; M=machos; F=fémeas.
Nota: Aumento final: 200X.
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Figura 9 - Controle negativo da reacdo de imunomarcacao.
Nota: Aumento final: 200X.

3.4 Microscopia eletronica de transmissao

Através da microscopia eletronica de transmissdo (MET) verificamos que o0s
grupos controles castrados e sham, em ambos o0s géneros, apresentaram
ultraestrutura podocitaria preservada, com destaque para 0s prolongamentos
podocitarios, ancorados a membrana basal do capilar glomerular, mostrando
espacamento regular entre eles, contendo a fenda de filtracdo (Figuras 10-15). No
grupo IRCM, observamos em algumas regides, espessamento da membrana basal
dos capilares glomerulares, e aparente esfacelamento e fusdo de pedicelos (Figura
16). Ja no grupo IRCF, a barreira de filtracdo glomerular pareceu preservada; porém,
também foram observadas discretas alterag6es na morfologia dos poddcitos ao longo
do capilar glomerular (Figura 18). A castracdo nao influenciou as alteracdes

podocitarias observadas nos animais com IRC (Figuras 17 e 19).



Figura 10 - Micrografia eletrénica do grupo CM
Legenda: C=controle; M=Macho.
Nota: Aumento final: 27800 x. Em destaque (seta), a fenda de filtracao.
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Figura 11 - Micrografia eletrénica do grupo CM sham
Legenda: C=controle; M=Macho.
Nota: Aumento final: 27800 x. Em destaque (seta), a fenda de filtragéo.
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Figura 12 - Micrografia eletrénica do grupo CMc.
Legenda: C=controle; c=castragdo; M=Macho.
Nota: Aumento final: 27800 x. Em destaque (seta), a fenda de filtragéao.
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Figura 13: Micrografia eletronica do grupo CF
Legenda: C=controle; F=fémea.
Nota: Aumento final: 27000x. Em destaque (seta), a fenda de filtracéo.
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Figura 14 - Micrografia eletrénica do grupo CF sham
Legenda: C=controle; F=Fémea.
Nota: Aumento final: 12930 x. Em destaque (seta), a fenda de filtragéo.
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Figura 15: Micrografia eletrénica do grupo CFc
Legenda: C=controle; c=castrada; F=fémea.
Nota: Aumento final: 27800x. Em destaque (seta), a fenda de filtracédo
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Figura 16: Micrografia eletronica do grupo IRCM

Legenda: IRC=insuficiéncia renal crbnica; M=macho.

Nota: Aumento final: 21560x. Em destaques (setas), a fenda de
filtracdo e o espessamento da MBG em determinadas regifes
do capilar glomerular.
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Figura 17: Micrografia eletronica do grupo IRCMc
Legenda: c=castracdo; IRC=insuficiéncia renal crbnica; M=Macho.
Nota: Aumento final: 21560x. Em destaque (seta), a fenda de filtracao.
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Figura 18: Micrografia eletronica do grupo IRCF
Legenda: IRC=insuficiéncia renal crénica; F=fémea.
Nota: Aumento final: 27800x. Em destaque (seta), a fenda de filtracao.
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Figura 19 - Micrografia eletronica do grupo IRCFc

Legenda: c=castragéo; IRC=insuficiéncia renal cronica; F=Fémea.

Nota: 16700 x. Em destaque (seta), a fenda de filtracéo.
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3.5 Glicosaminoglicanos

Os dados referentes aos GAGr e GAGuU estdo apresentados na Tabela 4. Os
GAGu nao foram diferentes entre os grupos. No entanto, GAGr foi quase duas vezes
maior nas fémeas em relacdo aos machos nos grupos controles (CF = 2,27 + 0,18
pg/mg tecido seco vs CM= 1,28 = 0,05 pg/mg tecido seco, p <0,05). O grupo IRCM
apresentou aumento significativo do GAGr em comparacao aos demais grupos dos
machos e aos grupos IRC das fémeas (p<0,05). Apés castracdo, ocorreu reducéo dos
GAGr no grupo IRCM enquanto que nas fémeas este manteve-se inalterado. Os
dados obtidos nos grupos sham foram similares aos grupos controles.

O perfil dos GAGr em gel de agarose e a concentracdo de HS e CS+DS (ug/mg
de tecido seco), estimada através da densitometria, dos grupos estudados encontram-
se nas Figuras 20 e 21, respectivamente. ApOs a coloracdo do gel pelo Stains-All, ndo
evidenciamos presenca de GAGs nao sulfatado no rim. A densitometria realizadada
na eletroforese em gel de agarose mostrou que o HS foi 0 GAG predominante no rim
de todos os grupos (Figura 21A). Nos controles, as fémeas apresentaram maior
concentracdo de HS em relacdo aos machos. Estes dados enfatizam a diferenca em
relacdo ao género quando se comparam os grupos IRC: HS foi reduzido nas fémeas e
aumentado nos machos. A castracdo reduziu o HS nos machos a niveis semelhantes
aos encontrados nas fémeas (Figura 21B). Em relacdo ao CS+DS (Figura 21C),
observamos que as fémeas foram mais homogéneas. Os ratos IRC apresentaram
maior concentracdo de CS+DS em relacao as fémeas e a seus respectivos controles
(p <0,05).

Dados de GAGuU mostraram mesmo padrdo entre 0os grupos, com predominio
de CS+DS (Figura 22), excetuando-se os ratos IRC que apresentaram reducdo na
densidade das bandas CS+DS e HS. Ao contréario do rim, a coloragdo pelo Stains-All
revelou bandas de coloragdo azul mais clara, sugerindo a presenca de GAGs néo

sulfatados, como o acido hialurénico, ou dessulfatados.
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Tabela 4 - Quantificacdo do GAGr total e GAGu dos grupos estudados apos 30 dias
de nefrectomia

Machos Fémeas
(n) (n)
CM CMc IRCM IRCMc CF CFc IRCF IRCFc
(5) (5) (5) 5) 4) 5) (6) (6)
GAGr
(Mg/mg 1,28 1,55 246 187 ° 2,27 2728  1,63* 1,45 **
tecido +0,05 0,12 0,13 0,19 0,18 0,26 0,18 0,19
seco)
GAGu 0,10 0,12 0,15 0,13 0,19 0,14 0,18 0,18
(mg/mg 0,03 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 0,02 0,05
Cre )

Legenda: C=controle; IRC= insuficiéncia renal crénica; c= castracdo; M=machos;
F=fémeas. GAGr= GAG renal total; GAGu= GAG total excretado na urina
de 24 h; Cre,= creatinina urinaria.

Nota: Média+EP;p<0,05: * vs grupos controles machos; * vs IRCM; * vs grupos

controles fémeas.
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose das amostras de GAGr dos grupos
estudados
Legenda: CS= Condroitin Sulfato; DS= Dermatan Sulfato; HS= Heparan Sulfato; C=
Controle; c= Castracdo; IRC= Insuficiéncia renal crbnica.
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Figura 21- Proporcao dos GAGr (A) e a quantificacdo em pg/mg de tecido seco renal
do HS (B) e CS+DS (C) estimadas pela densitometria

Legenda: CS= Condroitin Sulfato; DS= Dermatan Sulfato; HS= Heparan Sulfato; C=
Controle; c=castracdo; IRC= Insuficiéncia renal crbnica. p<0,05: * vs
respectivos grupos controles; + vs M;#vs todos; ' vs CM; e vs IRCM.
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose das amostras em “pool” do GAGu apos

coloracédo de Stains-All
Legenda: CS= Condroitin Sulfato; DS= Dermatan Sulfato; HS= Heparan Sulfato; C=

Controle; c=castracéo; IRC= Insuficiéncia renal cronica.
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A andlise dos pesos moleculares do GAGr total ndo mostrou diferencga entre os

grupos (~40 kD), enquanto os GAGu ndao mostraram um padrao definido para o peso

molecular (Figura 23).
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Figura 23 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos GAGr e GAGu de ambos os

géneros
Legenda: GAGr= GAG total renal; GAGu= GAG total excretado na urina de 24h; PM=

Peso molecular. C=controle; c=castracdo; IRC= Insuficiéncia renal crénica,
M= Machos; F= Fémeas.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos alteracdes renais precoces género-dependentes em
ratos Wistar, comparando-se machos e fémeas com IRC, apds castracao realizada
com 5-6 semanas de idade. A cirurgia de castracdo foi realizada no periodo
imediatamente anterior ao inicio da puberdade (102), a fim de evitarmos a
interferéncia dos hormonios sexuais sobre a funcéo renal.

E sabido que em decorréncia da natureza fisiologica intrinseca aos géneros,
existem diferencas nos peso corporal (PC) e peso renal (PR) entre machos e fémeas,
sendo que nos machos as massas corporal e renal sdo maiores que nas fémeas
(73,78,83,84). No inicio do estudo, o PC foi distinto entre os géneros e conforme
esperado, as fémeas apresentaram PC menor que os machos (p<0,05), porém, os
animais foram pareados por idade. Ao fim do estudo, sem considerar o grupo CMc,
todos os demais grupos apresentaram ganho ponderal, sugerindo que o ganho de
peso nos machos nesta faixa etaria pode ser horménio dependente. Os dados
demonstram que 0s animais apresentaram boa recuperacdo dos procedimentos
cirargicos aos quais foram submetidos.

A hipertrofia compensatéria do tecido renal remanescente € um fendbmeno ja
bem conhecido. Estudos tém demonstrado que os rins de animais submetidos a
nefrectomia unilateral apresentam peso significativamente maior que o de animais
intactos (74,84). Nossos dados mostram que 30 dias apés reducdo da massa renal,
houve aumento do peso renal (PR). Ao corrigirmos o PR por 100 g de PC,
encontramos diferenca significativa entre os grupos IRC comparados aos seus
respectivos controles, achados que estdo de acordo com outros estudos (84,103).
Estes dados indicam que a hipertrofia renal é uma alteragdo precoce da IRC em
ambos os géneros. Cabe salientar que a maioria dos estudos com o modelo de
reducdo de massa renal, utiliza os dados de PR corrigido por PC (73,78,92). No
entanto, alguns autores advogam que esta forma de expressar os dados poderia
mascarar possiveis diferencgas existentes entre machos e fémeas (73).

As avaliagbes bioquimicas mostraram que a creatinina, como esperado, foi
mais elevada nos grupos IRC comparados aos controles, confirmando a insuficiéncia

renal nestes animais. Quando analisamos os dados do clearance da creatinina
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(CleCre) apés 30 dias de estudo, observamos diminui¢cdo da funcao renal nos grupos
IRC, sem diferenca entre os géneros.

Em situacbes patologicas, o0 mesangio é exposto a uma variedade de
macromoléculas (2,16,42). Na dependéncia do tamanho, concentracdo, carga e
afinidade dessas macromoléculas por componentes da matriz mesangial (MM), ou
ainda, da quantidade de receptores expressos na superficie das células mesangiais,
muitas destas macromoléculas podem ficar retidas na MM (2,42). As células
mesangiais possuem um “processo” de eliminacdo destas macromoléculas que é de
crucial importédncia no turnover do mesangio. A concentracdo de receptores
mediadores de endocitose expressos na superficie celular e a modificacdo metabdlica
sofrida por estas macromoléculas nas células mesangiais sédo fatores determinantes
para que ocorra degradacdo dessas macromoléculas. No entanto, este processo
também pode ativar estas células desencadeando uma resposta inflamatoria local
(42). Desta forma, a quantidade de macromoléculas que alcanca o mesangio tem um
papel importante no processo de saturacdo dos mecanismos fisioldégicos responsaveis
pelo turnover local, podendo em ultima analise romper o equilibrio entre sintese e
degradacao da MM, compromentendo assim a estrutura do mesangio.

Nas ultimas décadas, a proteinuria (PTN), que € um marcador de lesédo renal,
tem sido apontada como o principal fator determinante da progressao da doenca renal
(52,53,66,67,104). Os animais com IRC do presente estudo, 30 dias apods
nefrectomia 5/6, jA apresentavam PTN quando comparados aos controles. Nos
machos IRC, a PTN foi significativamente maior que nas fémeas, indicando um pior
prognéstico para a funcdo renal nos machos. Estes achados estdo de acordo com os
dados de Lombet et al.(74) que ao estudarem ratos e ratas Sprague-Dawley
submetidos a nefrectomia 5/6, detectaram PTN significativamente maior nos ratos
comparados as ratas, ja com trés semanas de IRC. Partindo-se do principio de que a
PTN aumentada reflete um aumento do trafego de macromoléculas através do
mesangio, esta pode ser uma das causas precoces de lesdo glomerular nos machos.
Em estudo anterior, verificamos que fémeas IRC apresentam PTN com valores
significativamente diferentes em relacdo aos machos, apenas apos 90 dias de IRC
(78) e as alteracdes glomerulares encontradas se relacionaram com 0s niveis de
PTN. Apds 30 dias de IRC, nos animais IRC observamos que a PTN nos machos
castrados foi menor que nos nado castrados, enquanto que nas fémeas, a PTN foi

semelhante entre os grupos IRC. Estes dados sugerem que os hormoénios sexuais
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apresentam impacto diferente entre os géneros no que diz respeito & PTN. A auséncia
do hormdnio sexual nos machos parece minimizar a PTN, enquanto que nas fémeas
parece néo ter efeito em etapa precoce da IRC.

Os poddcitos séo células epiteliais viscerais diferenciadas e especializadas que
se encontram firmemente ancoradas a membrana basal glomerular participando da
barreira de filtracdo glomerular (58), tanto na manutencao estrutural como na filtracao
propriamente dita através dos slits de filtracdo, que seriam um filtro mais restritivo com
aparéncia de ziper, permitindo apenas a passagem de proteinas com peso molecular
inferior ao da albumina (57). O desenvolvimento de PTN em determinadas doencgas
renais tem estado associado as alteracdes na morfologia podocitaria decorrentes de
mudancas na expressdo de proteinas especificas destas células, tais como nefrina,
podocina e a-actina-4 (57,105); de interacdes anormais entre poddécitos e MBG,
devido a reorganizacdo do citoesqueleto, principalmente nos pedicelos secundarios
(58); e a perda de cargas negativas presentes na superficie destas células (106).
Como consequéncia destas alteracfes, ocorre o descolamento dos prolongamentos
primarios e secundarios dos poddcitos, ocasionando o desnudamento da parede do
capilar glomerular e a perda do slit do diafragma (63). Os dados obtidos através da
analise ultraestrutural dos poddcitos revelaram alteracbes morfolégicas pontuais no
grupo dos machos IRC. Em algumas regides da alca do capilar glomerular,
observamos espessamento da MBG e parecem ter ocorrido alteragdes nos pedicelos,
podendo indicar perda do slit do diafragma, o que poderia facilitar a PTN nestas
regioes, em fase precoce da IRC. Nas fémeas com IRC, estas alteracbes foram mais
discretas e ndo observarmos espessamento da MBG. Em estudo recente, Gagliardini
et al. (107) mostraram a existéncia de poros, de diferentes formas (elipsbide e
circular), na regido central do slit do diafragma, com diametro maior que 50 A. Estes
poros foram demonstrados tanto em ratos Wistar como em ratos Munich-Wistar
Fromter, com PTN espontédnea, que mantinham morfologia podocitaria normal. O
aumento da lesdo podocitaria ocasiona a compactacdo da camada epitelial impedindo
assim a perda de proteinas por estas regides. Entretanto, em fase inicial de IRC,
guando ainda n&o ocorrem lesfes desse grau, pode-se supor que a PTN seja
decorrente provavelmente da perda restritiva do slit do diafragma. Por outro lado,
Comper et al. (108) defendem a hiptese de que a PTN é consequéncia de uma
associacao entre perda de proteina por esses poros maiores, mas principalmente, por

falha nos mecanismos de reabsorcéo de proteinas pelas células do tubulo proximal.
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A mensuragdo do volume de estruturas funcionais em diferentes tecidos é um
parametro muito utilizado para avaliacdo do grau de hipertrofia tecidual (71,98).
Relatos de estudos anatomo-patoldégicos em rins exibem um nudmero de
caracteristicas comuns que incluem, independentemente de mudancas vasculares e
intersticiais, um aumento adaptativo no volume glomerular (VG) sugerindo que a
hipertrofia tem um importante papel em mediar o desenvolvimento subsequente de
glomeruloesclerose (5). A analise estereoldgica do VG, realizada ao final do estudo,
demonstrou que os grupos IRC néao apresentaram hipertrofia glomerular apos 30 dias
de nefrectomia 5/6, e também ndo foram observadas diferencas género dependentes.
Dados de literatura tém apresentado controvérsias quanto ao VG; alguns estudos tém
falhado (74,83), enquanto outros tém demonstrado diferencas género-relacionadas no
VG de ratos apods ablacéo renal (92). A razdo mais provavel para estas divergéncias,
pode ser decorrente de diferencas relacionadas ao tempo de estudo, sendo possivel
gue 30 dias de IRC seja um periodo curto para avaliar hipertrofia glomerular.

O volume mesangial (VM) é a densidade de volume de meséangio no glomérulo,
isto €, o volume ocupado pelo mesangio por unidade de volume de glomérulo.
Alteragcbes no VM podem estar relacionadas com alteragbes em quaisquer das
estruturas glomerulares (109). Assim, o aumento do VM pode ocasionar reducao da
superficie glomerular disponivel para filtracdo. No presente estudo, a analise do VM,
mostrou expansao mesangial nos machos com IRC, sem influéncia da castracédo. Nas
fémeas, houve aumento do VM, porém, ndo significante quando comparamos as
fémeas IRC e controles. Schwartz et al. (97) observaram expansao mesangial em
ratos Wistar-Kyoto com 6 semanas de nefrectomia 5/6 quando comparados aos
controles. Esta expansdo foi demonstrada pelo aumento significativo do VM,
decorrente da proliferacdo de células mesangiais e do aumento da MM. Neste estudo
foi relatado hipertrofia compensatoria sem sinais de injuria, resultados que corroboram
com os nossos achados. Apesar da hipertenséo arterial observada nos grupos com
IRC, as avalia¢Ges histopatolégicas ndo demonstraram alteracfes glomerulares, nem
tubulo-intersticiais significativas nos grupos IRC estudados nesta fase precoce de
IRC.

A existéncia de uma estreita relacdo entre hipertrofia glomerular e
glomeruloesclerose tem sido associada a atuagdo local de um conjunto de fatores
decorrentes de uma resposta adaptativa a reducdo de massa renal ao longo do

processo de progressdo da IRC. Dentre estes fatores, destacam-se os efeitos
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autocrinos e/ou exdcrinos sobre as células glomerulares residentes ocasionados por
citocinas e fatores de crescimento, estimulando hipertrofia, proliferacdo e acumulo de
MEC. Embora a composicdo exata dos componentes bioquimicos presentes na MM
expandida e na glomeruloesclerose, bem como a funcdo de cada um deles neste
contexto permanecam incertas, varios estudos tém demonstrado alteracdes de
coldgeno do tipo 1V, fibronectina, laminina (7,74) e glicosaminoglicanos (GAGS)
(110,111). Miofibroblastos e/ou células renais residentes transdiferenciadas, que
adquirem caracteristicas de miofibroblastos tornando-se a-actina positiva (ACT+),
através de processo mediado por TGF-f e PDGF, tém sido implicadas no processo
inicial das lesdes glomerulares e tubulo-intersticiais (13,15,112). No rim normal,
poucos fibroblastos sdo encontrados e praticamente nenhum miofibroblasto esta
presente (113). Alguns estudos (12,13,19) tém demonstrado que o aparecimento de
miofibroblastos precede o desenvolvimento de glomeruloesclerose e de lesdo tubulo-
intersticial. Além disso, mostram também uma estreita correlacdo entre o acumulo
dessas células com o grau de lesdo renal. Aos 30 dias de nefrectomia 5/6, nossos
dados mostraram que os machos IRC apresentaram maior imunomarcacao para ACT
que as fémeas, tanto no glomérulo como no intersticio, sugerindo que este evento
préfibrético parece ser mais precoce nos machos. A presenca de células com
imunomarcacao para ACT no glomérulo tem sido atribuida a mudancas fenotipicas de
células mesangiais que ocorreriam em consequéncia a estimulos de ativacdo e
proliferacdo. A modulacdo fenotipica destas células, e também de fibroblastos
intersticiais, para a expressao de ACT, parece ser uma caracteristica precoce na
fibrose renal progressiva (13). Da mesma forma, outros estudos descreveram o
aparecimento de células ACT+ no intersticio ja ap6s uma semana de nefrectomia 5/6.
Esses estudos mostraram que células ACT+ aparecem no glomérulo em fase
posterior, e poderiam ser derivadas da infiltracdo do tufo glomerular por
miofibroblastos intersticiais e/ou periglomerulares (13,19,114). Os mecanismos
indutores da transdiferenciacdo e proliferacdo de fibroblastos n&o estdo totalmente
esclarecidos, porém, miofibroblastos intersticiais expressam receptores para citocinas
profibrogénicas, tais como TGF-f e PDGF (115). Em nosso estudo observamos uma
relacdo entre VM aumentado e presenca de ACT na MM nos machos em fase
precoce da IRC, podendo indicar maior estimulo a proliferagcéo celular.

Estudos in vitro tém demonstrado que células mesangiais de ambos os

géneros expressam receptores para estradiol e testosterona (32). Além disso, células
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mesangiais derivadas do género masculino, em cultura, expressam maiores niveis de
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e interleucina 1@, em presenca de testosterona
(116). O estradiol quando presente suprime a sintese de colageno do tipo IV por estas
células, sugerindo uma possivel protecdo do horménio sexual feminino ao aumento
do colageno do tipo IV no glomérulo em diferentes doencgas renais (86). Silbiger et al.
(94) demonstraram a capacidade do estradiol em suprimir a transcricdo do gene
COL4 Al e em reverter a sintese de colageno do tipo IV estimuladas por TGF-B1.
Este fato é interessante porque alteracbes quantitativas no colageno do tipo IV
parecem influenciar a integracdo dos demais componentes da MECG (20,117).
Assim, pode-se supor que outros componentes da MEC renal sofram modulacéo dos
hormdnios sexuais via receptores de superficie celular. Quaisquer alteracdes que
quebrem a relagdo harménica entre os diferentes tipos de células renais e a MEC,
principalmente nas interacdes sinérgicas entre citocinas e fatores de crescimento
(118), podem acarretar desequilibrio nos mecanismos que regulam a sintese e a
degradacdo dos componentes da MEC renal, desencadeando além de danos
estruturais no glomérulo, expansdo mesangial e glomeruloesclerose, além de lesdo
intersticial. Sullivan et al.(119) demonstraram que os hormonios sexuais femininos
reduziram a inflamacdo e o estresse oxidativo renal em ratas espontaneamente
hipertensas, implicando estes hormdnios como um possivel fator de protecdo para o
género feminino.

Nas Ultimas décadas, os GAGs sulfatados, moléculas carregadas
negativamente, tém sido implicados apontados como participantes no mecanismo de
seletividade da barreira de filtracdo glomerular (43-45,120-122). Os GAGs tém sido
alvo de estudos na tentativa de relaciona-los ao desenvolvimento de PTN, expanséo
mesangial e glomerulosclerose (19,121,123). A quantificacdo dos GAGs renal total
(GAGr) foi maior nas fémeas nos grupos controles. No entanto, em animais com IRC,
0os GAGr aumentaram nos machos e diminuiram nas fémeas; nos machos, a
castracdo reverteu este aumento. Estes dados sugerem que, na fase inicial da IRC
(apbs 30 dias), o hormbdnio masculino pode influenciar os mecanismos de sintese e/ou
degradacdo de GAGr. A concentracdo de GAGs parece ser distinto entre os géneros.
Alguns autores mostraram que, independente da castracdo, as fémeas adultas
apresentam maior conteudo de GAGs total na bexiga quando comparadas a fémeas
jovens (4 semanas) e aos machos, sugerindo que os GAGs podem variar com a idade

e sexo (124) e também com o tipo de tecido (89).
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Neste estudo, Independentemente do género, encontramos predominio de HS
no rim. No entanto, na presenca de IRC, os machos apresentaram um aumento de
HS e CS+DS, sugerindo um desequilibrio quantitativo e/ou qualitativo nos GAGs
(Figura 21). Sabe-se que varios fatores de crescimento e citocinas se concentram na
MBG através da interacdo com o HS, participando do processo de remodelacdo
tecidual (125), mecanismo apontado como crucial na resposta inflamatéria. O
aumento do HS no rim, além da presenca de CS+DS, seguido pela PTN, pode
representar um passo precoce importante nas alteracbes da matriz extracelular renal
em ratos com IRC. Observamos que a castracao reduziu significativamente os niveis
do HS nos machos com IRC, mas nao alterou CS+DS. Dados na literatura que os
androgenos podem aumentar, enquanto que 0s estrégenos proteger o
desenvolvimento de lesfes renais por mecanismos diferentes, talvez por uma cascata
inversa de eventos que levam a glomeruloesclerose. O estrogénio reduz a
proliferacdo de células mesangiais, sintese de colageno, atividade de renina-
angiotensina e sistema de producdo de superoxido, enquanto a testosterona parece
potencializar estes efeitos (80,90,96). Estes dados em conjunto, podem sugerir que o
horménio masculino interfere diretamente na sintese de GAGs em animais com IRC.

A seletividade por carga da MBG tem sido amplamente associada as
propriedades eletrostaticas do HS, e uma correlagdo inversa entre HS e PTN tem sido
sugerida (43,123,126). Encontramos um aumento simultaneo do HS renal e PTN em
ratos com IRC, que foi revertido pela castracdo. Por outro lado, nas fémeas IRC, a
reducdo do HS correlacionou-se com o aumento da PTN, eventos nao alterados pela
castracdo. Novamente, parece viavel a hipétese de que o horménio sexual masculino
pode desempenhar um papel na sintese de GAGr na fase inicial da IRC, interferindo
na remodelacéo renal de MEC (4,86,109). Mudancas estruturais precoces tais como,
acetilacdo e sulfatacdo de dissacarideos no HS, semelhantes aos que ocorrem
durante a maturacdo glomerular (110), podem ocorrer nos ratos com IRC, alterando a
funcionalidade biologica desse HS de-novo na barreira de filtragdo glomerular.

Os GAGs excretados na urina sao considerados como resultado principal do
metabolismo glomerular, com pequena contribuicdo das vias urinarias e células
tubulares, o que justificaria sua maior concentracdo na urina quando comparado ao
sangue (127). Semelhantes a outros estudos, nao encontramos diferengcas no
contetdo GAGu dos grupos estudados, sugerindo que a excrecdo urinaria de GAGs

pode nao se correlacionar diretamente com o conteddo GAGr (45,127). Por outro
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lado, outros trabalhos (34,48,128) demonstraram reducgéo significativa na GAGu em
ratos diabéticos e na presenca de glomerulonefrite, sugerindo que a excrecdo de
GAGs na urina pode variar de acordo com a doenca renal. Amostras em pool por
grupo de animais foram utilizadas para analisar o perfii GAGu em gel de agarose.
Estes foram similares para ambos os géneros, como observado em outros estudos
(45,127). No entanto, nos ratos com IRC observamos uma reducéo da densidade do
GAGu, refletindo uma possivel mudanca qualitativa nestes grupos (Figura 18). A
presenca de GAGs nédo-sulfatados e/ou dessulfatados foi evidenciada em machos e
fémeas ap0s a coloracdo com Stains-All.

Diferentemente das amostras de GAGr que apresentaram peso molecular de
~40kD para todos os grupos, os GAGuU nao apresentaram um padrdo de peso
molecular definido. Especialmente nas fémeas, regibes de metacromasia foram
observadas préxima a origem, evidenciando moléculas de maior peso molecular
(Figura 23). Este achado pode indicar a presenca de acido hialurénico proveniente do
sistema urogenital (129). A interpretacdo destes resultados deve levar em conta a
variedade de métodos usados para extracdo e quantificacdo de GAGu e, também, o
fato de que as andlises de urina incluem a presenca de diferentes fontes de material
biol6gico com propriedades quimicas diferentes.

Independentemente do envolvimento funcional do HS no mecanismo de
ultrafiltracdo glomerular, o0 HS também esta relacionado a importantes funcdes
fisiol6gicas no rim, como mencionado anteriormente. Ligando-se a outras moléculas
servem de ancoragem e estocagem para fatores de crescimento e citocinas com
propriedades pro-inflamatorias, inibem a proliferacdo de células mesangiais, funcdes
gue afetam a inflamacéo, proliferacdo e expansdo mesangial, etapas importantes na
doenca renal (43). Em fase inicial da IRC, alteracbes conformacionais na molécula de
HS podem manter células recrutadas e residentes (epiteliais e mesangiais) em
constante ativacdo, sob influéncia dos hormoénios sexuais. Na IRC, mudancgas
conformacionais causadas por endossulfatases e/ou heparanases (49,121) ou ainda
por espécies reativas de oxigénio podem remover epitopos essenciais as funcgdes
biologicas do HS, contribuindo para a disfuncdo (96) da barreira de filtracao
glomerular, causando PTN nos machos.

Em resumo, ao estudarmos ratos e ratas castrados e 30 dias apos reducéo da
massa renal, observamos diferencas géneros-dependentes em uma fase precoce da

IRC. Os machos com IRC apresentaram maior PTN acompanhada de maior
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comprometimento mesangial, além da presenca de ACT e HS significativamente
maior comparados com as fémeas. Estas alteragbes foram reduzidas nos machos
castrados. Estes dados primeiramente sugerem que o hormdnio masculino pode ter
um papel na manutencao do equilibrio mesangial. Em segundo lugar, possivelmente a
maior PTN foi também responsavel pela expansdo mesangial. Adicionalmente, a
presenca de maior concentragdo de HS neste grupo sugere que durante 0 processo
de remodelacdo da MEC, tenha ocorrido geracdo de novo HS, funcionalmente
defeituoso, comprometendo a estrutura da barreira de filtracdo glomerular,
corroborando com a perda de seletividade da mesma, e colaborando com a maior
PTN observada. Por outro lado, as fémeas com IRC apresentaram alteracbes mais
discretas comparadas aos machos. Ao contrario dos machos, as fémeas com IRC
apresentaram decréscimo de HS renal associado a PTN e, a castracdo nao alterou
este perfil. Concluindo, observamos que a PTN ocorre precocemente na IRC,
contribuindo para o desequilibrio da MEC renal e, que 0os mecanismos envolvidos
nestes processos parecem sofrer influéncia dos hormonios sexuais, onde o0s
horménios masculinos agravam estas alteracées possivelmente contribuindo para um

pior progndstico da doenca renal nos machos.
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5 CONCLUSOES

Neste estudo observamos algumas alteracdes género-dependentes em fase

precoce (30 dias) de insuficiéncia renal crénica (IRC) em ratos Wistar, submetidos a

nefrectomia 5/6:

a)
b)
c)

d)

f)

proteinuria foi maior em ratos IRC;

a expansdo mesangial mostrou-se mais exacerbada nos ratos IRC;

a presenca de alfa-actina apresentou-se aumentada nos machos
com IRC, sugerindo a participacdo precoce de miofibroblastos, no
processo de expansdo mesangial;

discretas alteragcBes na morfologia podocitaria e espessamentos
pontuais da membrana basal glomerular foram observados nos ratos
com IRC;

a relacdo entre proteindria e heparan sulfato (HS) renal foi distinta
entre os géneros: As fémeas apresentaram proteindria elevada e HS
diminuido; nos machos, proteinuria e HS renal mostraram-se
aumentados. Fato que sugere, nos machos, uma provavel sintese de
novo HS funcionalmente comprometido. A castracdo reverteu este
efeito nos machos, sugerindo a possibilidade da participacdo do
hormdénio sexual masculino neste processo;

a.quantidade absoluta de proteinas que atravessa o capilar
glomerular bem como a sintese de HS parece ter um papel
fundamental na expansdo mesangial precoce nos ratos com IRC; e
0S mecanismos responsaveis por este processo parecem ser

potencializados pelo horménio sexual masculino.
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Glycosaminoglycans participate in a variety of processes in the kidney, and evidences suggest
gender-related hormones participating in renal function. The aim of this study was to
analyze the relation of glycosaminoglycans, gender and proteinuria in male and female rats
with chronic renal failure. Glycosaminoglycans were analyzed in total kidney tissue and 24-
hours urine of castrated (c) male (M) and female (F) Wistar control (C) rats (CM, CMc, CF,
CFc) and after 30 days of chronic renal failure induced by 5/6 nephrectomy (CRFM,
CRFMc, CRFF, CRFFc). Total glycosaminoglycans quantification and their composition were
determined using agarose and polyacrylamide gel electrophoresis respectively.  Renal
glycosaminoglycans were higher in CF compared to CM. CRFM presented increase in renal
glycosaminoglycans, heparan sulfate and proteinuria, while castration reduced these
parameters. Differently, CRFF and CRFFc groups presented a decrease of renal
glycosaminoglycans concomitant with an increase in proteinuria. Our results suggest that in
CRFM, the absence of sex hormones alters quantitatively GAGs, mainly HS, and possibly
glomerular filtration barrier leading to proteinuria. Corroborates with this theory the lack of this
response in CRFMc, where heparan sulfate did not increase. Lastly, this pattern was not
observed in females. Further studies in chronic renal failure are needed to clarify gender-

depended differences in heparan sulfate synthesis.
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Introduction

Glycosaminoglycans (GAGs) are anionic polysaccharides composed of repeating
disaccharides units of amino sugar and hexuronic acid. Six types of GAGs are described in mammalian
tissues: chondroitin sulfate (CS), dermatan sulfate (DS), keratan sulfate, heparan sulfate (HS), heparin
and hyaluronic acid. Their characteristics is the presence of anionic charges due to the presence of
sulfate and carboxyl groups from the hexuronic acid, exceptions are hyaluronic acid which is not
sulfated and the keratan sulfate which contains D-galactose instead of hexuronic acid. In tissues,
besides hyaluronic acid, all occurring GAGs are covalently attached to proteins forming the
proteoglycans; they are widely distributed on cell surface, in intracellular granules, and are essential
components of the extracellular matrix (1).

GAGs have been implicated in several pathophysiological processes: tissue organization,
cell growth and maturation, modulation of the action of growth factors and collagen fibrillogenesis,
among others. In the kidney, HS is the most abundant GAGs, mainly present in the glomerular
extracellular matrix (ECM), which is formed by the mesangium and basement membrane of the
glomerular capillary. Besides its ability to bind to other components of glomerular ECM, especially
laminin and collagen, helping in maintaining the molecular architecture of this matrix, an important role
in the glomerular permselectivity is also suggested to HS (2). Changes in this selectivity may be
responsible for proteinuria (PTN), which has been considered the main marker of glomerular injury and,
is directly correlated to the renal function loss (3-5).

Moreover, glomerular ECM presents fluidity as a consequence of the negative charge of
HS, which retains sodium ions and water molecules, allowing thus the anchoring of growth factors and
cytokines, which ultimately modulates the mesangial expansion. These mechanisms are pointed as the
early steps in the process of progression of chronic renal failure (CRF) that together with the PTN,
precede glomerulosclerosis (4,6).

GAGs excreted in the urine (UGAGS) have been used as a marker of the severity of
glomerular diseases, since they may reflect biochemical changes in the glomerular ECM (7,8).
However, the precise role of GAGs on the mechanisms that compromised the glomerular filtration

barrier is not totally clarified.
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Additionally, some studies point sex hormones as being responsible for a faster progression
of CRF in males (9-13). However, studies focusing GAGs composition and content in the kidney and
urine in deprivation of sex hormones are lacking.

The aim of the present study was to evaluate the composition of GAGs in the kidney and in
the urine of male and female rats with CRF undergoing castration, in order to analyze possible gender-
dependent changes between GAGs and renal function. We found quantitative differences in HS and

PTN related to sex hormones in CRF model.

Materials and Methods

Experimental Model

Randomly, male (M) and female (F) Wistar rats with 5 weeks old were divided in
castrated (c) and non castrated groups (Figure 1). After two weeks they randomly undergone
5/6 nephrectomy, which was the study day 0. Animals were separated in 8 groups: castrated
and non castrated control (C) groups (CMc, n=5; CFc, n=5; C: CM, n=5; CF, n=4) and those
submitted to 5/6 reduction of total renal mass (CRFMc, n=5; CRFFc n=6; CRF: CRFM, n=5;
CRFF, n=6). Animals were submitted to sham nephrectomy (CM sham, n=4 e CF sham, n=4).
Surgical procedures were performed with animals anesthetized intraperitoneally with sodium
thiopental (50 mg/Kg body weight).  In male rats, castration was performed through the
removal of the testicles; in female, the ovaries were removed through bilateral lumbar incision.
Reduction of total renal mass was performed through abdominal incision, and left renal artery
was isolated and 2 or 3 branches were ligated; right nephrectomy was then performed through
lumbar incision. This procedure was performed on day 0, and the animals were maintained on a
standard rat chow (57% carbohydrate, 22% protein and 4% fat - Nuvilab® CR1 Nuvital
Nutrientes S/A, Brazil) and water ad libitum until the end of the study (after 30 days). All

procedures were carried out in accordance with the conventional guidelines of the Care and Use
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of Laboratory Animals (US National Institutes of Health 85-23, revised in 1996). The
experimental protocols were approved by the local Committee for the Use and Care of
Experimental Animals of the Institute of Biology of the State University of Rio de Janeiro, Rio

de Janeiro, Brazil.

Proteinuria and Glomerular Filtration Rate

At the day 30, animals were placed in metabolic cages (Nalgene), where they
were previously been trained to, and received only water ad libitum, to collect 24-h
urine. Two samples for each animal were collected: one for measurement of urinary
creatinine and PTN; and the other for extraction of urinary GAGs (u GAGS). Urine
volumes were measured, and urine stored at -20°C for subsequent evaluations. At the
end of the collection, animals were anesthetized and sacrificed by exsanguination. A
blood sample was taken for creatinine determination. The kidneys were removed,
weighed and, conserved in acetone. PTN was measured by sulfosalicylic method (14).

Urinary and serum creatinine were determined by kinetic modified Jaffé method in the Central
Laboratory of the Pedro Ernesto Hospital. Renal function was determined by creatinine
clearance corrected by 100g of body weight (CreCl1/100g):

CreCl=[(Cre yx Vol y_/ Cre s) x100] / BW, mL/min/100g.

Where: Cre y = urinary creatinine (mg/dL); Vol y = urine volume in 24 hours (mL/min); Cre

= serum creatinine (mg/dL); BW= body weight (g).

Isolation and Purification of total GAGs

These methods have been described previously (15). The kidneys were re-hydrated
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in ~5 mL of 0.1 M sodium acetate buffer, containing 5 mM cysteine and 5 MM EDTA, pH5.0,
at 4°C for 24 h. Thereafter, total renal GAGs (rGAGs) were isolated by proteolysis with papain
followed by subsequent cetylpiridinium and ethanol precipitations. All pellets were previously
treated with deoxyribonuclease 2mg/mL, 37° C/24h. The final pellet was dried under vacuum

and dissolved in 2.0 mL distilled water. After dilution in %2 volumes, urine was filtered and
pH adjusted to 6.0. The precipitation of uUGAGs was performed by adding N-cethyl-
N,N,N-trimethyl-ammoniumbromide 5% (overnight), and absolute ethanol. After
centrifugation, the pellet was kept at room temperature until completely dry. The pellet
was eluted in sodium acetate 10%, the pH was adjusted to 9.0 and mixing vigorously.
After centrifugation, the supernatant was collected and the pH adjusted to 6.0. New
precipitation was performed by adding 1.5 volumes of absolute ethanol at 0 ° C
(overnight). After centrifugation, the final pellet containing the UGAGs was dried under

vacuum.

Quantification of total GAGs

The total GAGs samples were dissolved in ~2.0 mL distilled water and assayed by

the metachromasia produced by hexuronic acid using the carbazole reaction (16). Under these

conditions more than 90% of the total GAGs were recovered. Concentrations of
rGAGs were expressed in pg/mg of dry tissue and uGAGs in mg/24h

and mg/mg creatinine.
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Qualitative Analysis of GAGs

Agarose Gel Electrophoresis:

Total rGAGs (~5 ug) were applied to a 0.5% agarose gel in 0.05 mol/L 1,3-
diaminopropane/acetate buffer (pH 9.0). After electrophoresis (120 V / hour), the GAGs in the
gel were fixed with 0.1% N-cetyl-N,N,N-trimethylammonium bromide (Sigma, St Louis, USA)
in water, stained with 0.1% toluidine blue in acetic acid/ethanol/water(0.1:5:5, vol/vol/vol), and
washed for about 30 minutes in acetic acid/ethanol/water(0.1:5:5, vol/vol/vol). GAGs on the
agarose gel were quantified by Molecular Analyst® Software 1.4 (Bio-Rad Laboratories). One
densitometry profiles was obtained for each samples. Quantification of materials represented by
the peaks was made by estimating peak areas from these typical profiles. Then, the gel was
stained with Stains-All, which intensifies the metachromasia of sulfated GAGs and reveals the
presence of non-sulfated (17). Due to low concentration of urinary excretion, total uUGAGS were

grouped in "pool" (~ 2png/sample) for electrophoretic analysis.

Polyacrylamide Gel Electrophoresis:

The molecular weights of the GAGs chains were estimated by polyacrylamide gel
electrophoresis as previously described (18). Briefly, GAGs samples (~5 pg) were applied to a
6% 1-mm-thick polyacrylamide gel slab in TRIS-HCI buffer (pH 8.6). After electrophoresis
(100 V/30 minutes), the gel was stained with 0.1% toluidine blue in 1% acetic acid and washed
for about 4 hours in 1% acetic acid. Then, the gel was stained with Stains-All, and bleached in

distilled water. Chondroitin 6-sulfate (60 kDa) from shark cartilage and chondroitin 4-sulfate
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(40 kDa) from whale cartilage (2ng/mL) and dextran sulfate (8kDa, 3pug/mL) were used as

molecular weight markers.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + Standard Error (X£SE). For comparison of means
one-way analysis of variance was used, and the difference pointed by Duncan test. Significance
was assigned as p<0.05 (SPSS version 13.0 for windows, IBM, USA).

Results
Characteristics of groups 30 days after 5/6 nephrectomy are presented in table
1. The rate of death during surgical procedures was 5-8%; and survival after recovery from
anesthesia was 100%. Data from sham groups were similat to intact control groups (Data not
shown). CRF animals showed reduction of creatinine clearance (CreCl). Urinary GAGs was
not different among the groups. However, rGAGs was almost twice higher in control females
compared to males (CF=2.27+0.18 vs CM=1.28+0.05; p <0.05). CRFM showed
increased total rGAGs compared to all male groups and to the CRF females (p<0.05).
After castration, rGAGs decreased in CRF males, and remained unchanged in females.
CRF animals showed increased PTN when compared to their controls and CRFM
presented higher PTN than CRFF in the same period of time (Figure 2). Castration resulted in
different effects on PTN between genders, regardless of CRF. In control groups, castrated
males showed decreased PTN as compared to non-castrated (CM=33.3+2.6 vs CMc=6.8+0.7
mg/24h; p<0.0.5) but not in female rats (CF=7.1+ 1.8 vs CFc=4.8+0.6 mg/24h). In castrated
CRF males, PTN was decreased (CRFM=105.8+17.3 vs CRFMc=68.3 £14.6 mg/24h; p<0.05);

and did not change in female castrated rats (CRFF=53.0£17.5 vs CRFFc=56.9£7.3 mg/24h).
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The agarose gel electrophoresis showed the profile of the GAGs extracted from
kidney after 30 days (Figure 3). After staining the agarose gel by Stains-All, there was no
evidence to suggest the presence of non-sulfated GAGs in the kidney. Densitometry on agarose
gel electrophoresis showed one predominant band, corresponding to HS, in the kidney of all
studied groups.

The quantification of rGAGs, hexuronic acid (ug/mg dry tissue), and the estimated
content (ug/mg dry tissue) of HS and CS+DS from male and female rats are presented in figure
4. Females showed higher concentration of HS compared to males in controls. These data
further emphasize the difference related to gender when comparing CRF groups: HS was
reduced in females and increased in males. Castration reduced HS in males to levels similar to
those found in females (Figure 4B). CS+DS (Figure 4C) were more homogeneous more
females. CRFM presented significantly higher values of CS+DS compared to females and their
respective controls (p<0.05).

Molecular weights (MW) analysis of total rtGAGs showed no difference between
male and female rats (~40 kDa), while uGAGs did not show a defined pattern for MW (Figure
5).

Data for uUGAGs showed a similar pattern among the groups, with predominance of
CS+DS (Figure 6), except for CRF male groups that presented a decrease of CS+DS and HS.
After staining the agarose gel by Stains-All, the presence of another clearer blue band was

observed suggesting the presence of hyaluronic acid or non-sulfated GAGs.

Discussion

In the present study we analyzed the GAGs profile in the kidney of castrated and

non-castrated male and female rats at an early stage of CRF. Reports relating sex hormones to
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GAGs and PTN in CRF model are lacking. Animals presented a good recovery after surgery
and renal changes as reduction of CreCl and renal hypertrophy were observed. Castration did
not influence these parameters in both genders. Hormonal dosage was not performed after
castration because hormonal reposition was not done. Animals with CRF developed PTN that
was higher in males and reduced after castration. This data concurs with our previous
observations (19), suggesting that sex hormones may interfere in PTN appearance.

The evaluation of rGAGs showed higher values for CRF in males and a decrease after
castration. Some authors showed GAGs concentration to be distinct between genders,
independent of castration; adult females presented higher total GAGs content in the bladder
compared to young female (4 weeks old) and male rats, suggesting that GAGs can vary with
age and sex (20) and also with tissue type (21). However, studies evaluating rGAGs profiles
in female rats are lacking. Present data suggest that in early stage of CRF (after 30 days), male
sex hormones may interfere with synthesis and/or degradation of rGAGs.

Regardless of gender, predominance of HS was found in the kidney. Furthermore,
CRF males presented increased CS + DS. Females did not present differences in CS+DS
among the groups (Figure 4B e C). It is known that several growth-factors and cytokines
stored in the glomerular basement membrane interact with HS, ultimately this interaction
contributes to the tissue remodeling process (6). We observed in CRFM an increase in kidney
HS as well as in PTN and, a decrease in HS after castration, maintaining the same pattern
observed with rGAGs.

Available data suggest that androgens may exacerbate, while estrogens protect the
development of mechanisms that ultimately lead to glomerulosclerosis. It has been suggested
that the impact of gender on renal disease progression, may reflect direct receptor-mediated
effects of sex hormones (12,13). Estradiol and testosterone receptors are expressed on the

surface of mesangial cells (22). Endogenous estrogens have in general been considered to have
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anti-fibrotic and anti-apoptotic effects on the kidney (23). On the other hand androgens present
proapoptotic and profibrotic properties (24). Estrogen reduces proliferation of mesangial cells,
collagen synthesis, renin-angiotensin system activity and superoxide production, while
testosterone potentiates these effects (10,12,25). These data may also suggest that sex hormone
could directly interfere with GAGs synthesis.

Urinary GAGs are considered mainly the result of glomerular metabolism, with some
contribution of tubular and urinary tract cells, justifying the higher concentration in urine
compared to blood (26). A pooled sample of animal groups was used to analyze uGAGs in
agarose gel. No gender-related difference in uGAGs was observed in accordance to (26,27).
Molecular weights of uGAGs were similar for all groups. In females, however, regions of
metachromasia were observed near to the origin, and it might suggest the presence of higher
molecular weight molecules (Figure 5), like the presence of hyaluronic acid from urogenital
system (28).

Although uGAGs were similar in all groups, CRF males showed a reduction of
sulfated GAGs and the presence of non-sulfated GAGs, reflecting a qualitative change of
GAG:s in this group (Figure 6). Conversely, female groups did not change the uGAGs profile.
A reduction of uGAGs was found in diabetic rats and in experimental glomerulonephritis
suggesting that uGAGs excretion can vary with the renal baseline pathology (1,29,30).

Evidences show that alterations in the glomerular basal membrane (GBM) are the
main cause of PTN. Charge selectivity of the GBM has been widely associated with the
electrostatic property of HS, and an inverse correlation between HS and PTN is suggested
(2,31,32). Mechanisms linking changes in GAGs and, especially HS, compromising glomerular
permeability leading PTN are still unclear (1,2,33,34). Regardless of functional involvement on
the charge of the glomerular barrier, HS is also involved in other biological functions.

Conformational changes of HS molecule are able to maintain constant activation of residents
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(epithelial and mesangial) and recruited cells, these mechanisms are also linked to sex
hormones (22). Changes caused by endosulfatases and/or heparanases (35,36) and reactive
oxygen species may remove few, but essential epitopes to the biological functions of HS (10),
contributing to the dysfunction of the glomerular filtration barrier, causing PTN.

Early structural changes in the acetylation and sulfation of HS disaccharides, such as
those occurring in glomerular maturation (37), give rise to an enormous structural diversity,
which corresponds to the variety of biological functions mediated by HS including its role in
inflammation. (38). These modifications may have occurred in CRF males, altering the
functionality of the de-novo synthesized HS molecule in the glomerular filtration barrier.
However, the present study did not analyze rGAGS structure.

Apparent paradoxical data from CRF males, i.e, simultaneous increase of HS and
PTN, was observed, but the reversion of this pattern in castrated animals may favor the
hypothesis of a functionally compromised HS molecule. Contributes to this conclusion the CRF
females behavior, where a reduction in HS and as expected an increase on PTN was observed,

additionally, these data remained unchanged after castration.
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Conclusion

Summarizing the data it is feasible to hypothesize that male sex hormones may play a
role in the synthesis of rGAGs on early stage of CRF, interfering in renal remodeling of ECM.
Thus, gender-dependent quantitative differences were observed in the CRF model when
measuring HS and PTN. Further studies analyzing rGAGs structure in both sexes are needed to

clarify how sex hormones and GAGs contribute to gender-depended differences in CRF.
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Table 1: Data of the groups after 30 days
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BW
()]

KW
(mg/100gBW)

CreCl
(mL/min/100gBW)

rGAGs
(1g/mg dry tissue)

UGAGs
(mg/mg Cre)

Males Females
CM CMc CRFM CRFMc CF CFc CRFF CRFFc
338+11 316+10 254420 " 263120 " 238+10 285+8 ° 188+9 ° 202+7 °
0.29+0.01  0.29+0.02 0.41+0.10 °  0.40+0.04 " 0.45+0.01 0.36+0.02 0.51+0.03 * 0.48+0.03 *
0.51+0.04  0.41+0.05 0.30+0.06 © 0.30+0.03 " 0.55+0.01 0.41+0.05 0.34+0.05 ° 0.27+0.07"°
1.2840.05 1.55+0.12 2.46+0.13° 1.87+0.19* 2.27+0.18 2.28+0.26 1.63+0.18 ** 1.45+0.19 **
0.10+0.03  0.12+0.01 0.15+0.02 0.13+0.01 0.19+0.03 0.14+0.02 0.18+0.02 0.18+0.05

Mean+SE; p<0.05: ~ vs control male groups; *vs CRFM; ®vs CF;* vs CFc; * vs all female groups.

BW= body weight; KW= kidney weight; CreCl= creatinine clearance; rGAGs= total renal glycosaminoglycans;

glycosaminoglycans in 24 h-urine; C= control; c= castration; CRF= chronic renal failure; M= male rat; F= female rat.

UGAGs= total excreted
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Figure 1: Schematic representation of the study design combining castration and CRF.

C= control; c= castration; CRF= chronic renal failure; F= female rat; M= male rat;

= no surgical procedure.
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Figure 2: Proteinuria (mg/24h) after 30 days.
p< 0.05: + vs all; * vs CM; 1 vs CMc; m vs CF; ¢ vs CFc.

C=control; c= castration; CRF= chronic renal failure; F= female rat; M= male rat.
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Figure 3: Agarose gel electrophoresis of rGAGs after toluidine blue staining.
rGAGs=renal total glycosaminoglycans; GAGs Std=mixture of standard glycosaminoglycans:
CS= chondroitin sulfate, DS= dermatan sulfate and HS= heparan sulfate; C= control; c=

castration; CRF= chronic renal failure.
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Figure 4. Total GAGs (A), Heparan (B) and Condroitin + Dermatan sulfate (C) in kidney
from male and female rats. p<0.05: * vs respective control groups; + vs M; @ vs CRFM. C=

control; c= castration; CRF= chronic renal failure; GAGs= glycosaminoglycans.
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Figure 5: Polyacrylamide gel electrophoresis of the rGAGs and uGAGs from male and female
rats. rtGAGs= total renal glycosaminoglycans; uGAGs= total excreted glycosaminoglycans in

24-h urine; MW std= molecular weight standard; C= control; c= castration; CRF= chronic

renal failure.
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Figure 6: Agarose gel electrophoresis of UGAGs pool after Toluidine blue and Stains-All
stainings. GAGs Std=Mixture of standard GAGs: CS= Chondroitin Sulfate, DS= Dermatan

Sulfate and HS= heparan sulfate; C= control; c= castration; CRF= chronic renal failure; F=

female rat; M= male rat.
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Summary

Chronic renal failure (CRF) is characterized by adaptive mechanisms secondary to
the loss of functioning nephrons. Clinical and experimental studies suggest participation of
gender-related hormones on renal function and progression of CRF.

We evaluated the effect of castration (c) on renal alterations in males (M) and
females (F) Wistar control (C) rats (CM, CMc, CF, CFc) and after 30 days of chronic renal
failure (CRF) induced by 5/6 nephrectomy (CRFM, CRFMc, CRFF, CRFFc).

CRFM group showed higher proteinuria (PTN). Glomerular hypertrophy was similar
among groups. Podocyte morphology showed disorders of foot processes and thickening of
the basement membrane in CRFM. CRFF group showed fewer alterations compared to males.
Castration changed the profile in CRFM animals and the filtration barrier was preserved.
CRF males showed the presence of alfa-smooth muscle actin (a-SMA) suggesting an early
prefibrotic event in this group. After castration this phenomenon was not observed.
Noteworthy, in females, castration exacerbated the presence of a-SMA.

In summary, proteinuria was higher in males and appears early in the course of
CRF, probably contributing to fibrotic events. Data were influenced by gender suggesting that

male sex hormones aggravate renal alterations.

Keywords: Alfa-smooth muscle actin, Castration, Chronic renal failure, Gender, Proteinuria.
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Introduction

Chronic renal failure (CRF) is characterized by structural and functional responses
of remnant nephrons, which ultimately led to glomerulosclerosis and tubulo-interstitial injury
(Remuzzi et al., 2006). The unbalance between synthesis and degradation of extracellular
matrix (ECM) components, associated to loss of size and/or charge-selectivity of the
glomerular barrier, have been pointed as important mechanisms in the process of mesangial
expansion and glomerulosclerosis (Ruiz-Torres et al., 2005).

Alterations in glomerular permselectivity lead to proteinuria (PTN) and abnormally
filtered proteins interact with the mesangium and tubular cells promoting progressive
glomerular and interstitial injury (Hischberg and Wang, 2005). In this context, myofibroblasts
appear to play an important role in the onset of early renal changes. Myofibroblasts are
fibrogenic cells, which have similar characteristics to smooth muscle cells and fibroblasts; and
are characterized by expressing a-smooth actin (a-SMA). Studies have shown that mesangial
and interstitial cells can transdifferentiate into myofibroblasts in a step that precedes
glomerulosclerosis (Klien et al., 1996; Zhang et al., 2005). The proliferation of myofibroblasts
correlates significantly with glomerular and interstitial lesions, thereby perpetuating the
disease and is an excellent marker of renal disease progression (Ng et al., 1998; Yang et al.,
1998). The correlations between glomerular and interstitial abnormalities are related to
pathophysiological processes in the progression of CRF (Petrica et al., 2000).

Although the mechanisms of glomerular filtration are not completed elucidated, it is
clear that podocyte is an important component in this process. Podocytes stabilize glomerular
architecture and the contractile structure of the pedicels is sensitive to vasoactive hormones,
and therefore able to modulate the ultrafiltration coefficient (Miner, 2003; Shakland, 2006).

Changes in podocyte morphology, including retraction of the pedicels, and detachment of
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podocytes have been implicated in early stages of the process of PTN and glomerulosclerosis
(Pavenstadt, 2000; Ichikawa et al., 2005). Injury that initially reached only the podocytes
appears to spread to other resident cells by still unknown mechanisms (Hayden et al., 2005).
Thus, in a parallel step to remodeling, abnormally filtered proteins interact adversely with the
mesangium and cells lining the tubular space causing interstitial changes similar to those
observed in the glomerulus (Remuzzi et al.,, 2006). Nephrotoxicity caused by the
accumulation of macromolecules, mainly in the mesangium, may trigger a local inflammatory
process, leading to cell proliferation, changes in quantitative or qualitative components of the
mesangial matrix (MM), glomerulosclerosis, and finally loss of glomerular filtration
(Ruggenenti and Remuzzi, 2000). Actually, more than a marker of glomerular injury, PTN
can be considered as an indicator of the severity of renal disease.

Several studies suggest that the impact of gender on renal disease progression
reflects genetically determined differences between genders in renal structure and function, as
well as direct effects of sex hormones on mesangial cells. Sex hormones probably interfere in
cellular proliferation, matrix accumulation, synthesis and release of cytokines, vasoactive
agents and growth factors actions (Silbiger and Neugarten, 1995; Ji et al., 2005). Progression
of renal disease is faster in male, and some authors suggest that estrogens may contribute to
the protective effect of female gender in renal disease progression (Lemos et al., 2005;
Sandberg, 2008; Silbiger and Neugarten, 2008). The present study evaluated early gender-
related differences on chronic renal failure, studying castrated and non-castrated subtotally

nephrectomized animals.
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Material and Methods

Experimental model

Randomly, male (M) and female (F) Wistar rats with 5 weeks old were divided in
castrated (c) and non castrated groups;after castration, animals were separated in 4 groups:
Castrated and non castrated control (c) groups (CMc, n=7; CFc, n=7; C: CM, n=7; CF, n=7).
At seven weeks old, animals randomly undergone 5/6 nephrectomy (CRF) and separated in
castrated and non castrated (CRFMc, n=10; CRFFc n=8; CRFM, n=8; CRFF, n=7). Surgical
procedures were performed with animals anesthetized intraperitoneally with sodium
thiopental (50 mg/Kg body weight). In male rats, castration was performed through the
removal of the testicles; in female, the ovaries were removed through bilateral lumbar
incision. Reduction of total renal mass was performed through abdominal incision, and left
renal artery was isolated and 2 or 3 branches were ligated; right nephrectomy was then
performed through lumbar incision. Nephrectomy 5/6 was performed on day O, and the
animals were maintained on a standard rat chow and water ad libitum until the end of the
study (30 days). The animals received proper care according to the “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” published by the US National Institutes of Health (NIH
Publication no 85-23, revised 1996). All experimental procedures were previously approved
by the Ethics and Research Committee for the Care and Use of Experimental Animals of the
Institute of Biology of State University of Rio de Janeiro (UERJ, Rio de Janeiro/RJ, Brazil).

General data

The general data were verified after 30 days post-5/6 nephrectomy. The systolic blood
pressure (SBP) was measured in conscious rats, using the non-invasive method of the tail-
cuff plethysmography (RTBP 1007, kent Scientific CO, Litchfield, USA). This procedure

was performed in a quiet room on trained unasnesthetized animals. Measurement of
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creatinine and proteinuria (PTN) were performed in 24-hour urine samples, collected
from metabolic cages (Nalgene), where animals were previously trained and received
only water ad libitum. Urine volumes were measured, and urine stored at -20°C. PTN
was measured by sulfossalicylic method (Schwartz and Bidani, 1991). After the collection
of 24-hour urine samples, animals were anesthetized and a blood sample was taken for
creatinine determination. Urinary and serum creatinine were determined by Kinetic
modified Jaffé method in the Central Laboratory of Pedro Ernesto Hospital. Renal function
was determined by creatinine clearance corrected by 100g of body weight (CreCl/100g).
Kidneys were perfused with 4% p-formaldehyde in phosphate buffer, pH 7.4, were removed,
weighed, fixed in formalin and embedded in paraffin to subsequent morphologic

evaluations. Kidneys from 2 animals per group were perfused with 2.5% glutaraldehyde in

0.1M cacodylate buffer, pH 7.2 for transmission electron microscopy analysis.

Morphologic data

Morphological evaluations were made in Periodic Acid-Schiff (PAS) and Masson’s
trichrome stained sections. Glomerular volume (GV) was calculated from the formula 4/37r°
(Weibel et al., 1966); the maximum and minimum individual glomerular diameters between
the internal edges of Bowman’s capsule were measured and GV was estimated as the mean of

10 measurements.

Immunohistochemistry

Kidney tissue sections of 3-4 ym were evaluated for a-smooth muscle actin (a-SMA)

tissue distribution. Antigen retrieval was performed with citrate buffer, pH 6.0, endogenous
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peroxidase was quenched with Methanol/hydrogen peroxide 10% and nonspecific binding
was inhibited with phosphate-buffered saline/bovine serum albumin 3%. Sections were
incubated with anti-a-SMA antibody (1:100; Dako, Denmark). The reaction was amplified
with a biotin-streptavidin system (Universal DakoCytomation LSAB + Kkit, Peroxidade,
Glostrup, Denmark). The reaction was visualized after incubation with 3,3’ Diaminobenzidine

tetrachloride (DakoCytomation) an sections were counterstained Mayer's hematoxylin.

Transmission Electron Microscopy

Small pieces (~1mm?) of the kidney were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1M
cacodylate buffer (pH7.2) and 0.25% tannic acid (Merck), for 4 hours and post-fixed with 1%
osmium tetroxide (Sigma-Aldrich) and 0.8% ferrocyanide in 0.1 M cacodylate buffer (pH7.2).
After, the species were dehydrated in ascending grades of alcohol and embedded in Epon.
Later, semithin (1um) and ultrathin (100nm) sections were cut in ultramicrotome (Leica
Ultracut-UCT, Viena), collected on copper grids, and contrasted with uranyl acetate and lead
citrate. Ultrastructural analyses were performed with a transmission electron microscope

(Zeiss EM 906; Carl Zeiss, OberKdchen, Germany) at 80 kV.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error. The differences between groups were
tested by one-way analysis of variance (ANOVA) and it was used Duncan post-hoc test by

comparing the groups. Significance was assigned as p<0.05 (SPSS version 13.0, IBM, USA).
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Results

All animals started the study with the same age (7 weeks). Body weight was 30%
lower in females compared to male rats. Systolic blood pressure (SBP) was similar in control
animals. Castrated and non-castrated CRF groups showed higher levels for SBP compared to
controls (p <0.05). Castration reduced SBP in CRF males, but not in CRF females. Kidney
weight (KW) corrected by 100g of body weight (BW) showed hypertrophy of the remaining
renal tissue in CRF groups. Glomerular volume (GV) was not different among groups,
although CRF groups showed a tendency of increasing this parameter when compared to their
controls. Creatinine clearance (CreCl) as expected was reduced in CRF groups (Table 1).

Figure 1 shows that proteinuria (PTN) (mg/24h) was significantly higher in CRF
groups compared to controls (CRFM = 112 + 16 vs CM = 39 + 3.6; CRFF = 56.6 + 13.6 vs
CF=9.6+1.8and CFc=8.7+0.9 mg/24 h, p <0. 05). Castration reduced PTN in control and
CRF males (CMc=12 £ 2.6 mg/24 h; CRFMc= 58.1 + 10.5 mg/24 h) when compared to non-
castrated (p<0.05). CRF females, did not change PTN after castrations, (CFc = 8.7 £ 0.9
mg/24 h; CRFFc=83.9 + 10.5 mg/24h), however CRFFc group showed a tendency to increase

the PTN.



Tablel: General data after 30 days.
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GROUPS SBP KW/BW GV CreCl
(n) (mmHg) | (mg/100g BW) | (x 10° um®) | (mL/min/100g BW)
CM 119 0.35 8.9 0.51
(7) +2.2 0.01 0.9 0.04

CMc 115 0.42 6.7 0.41
(7) 1.1 0.04 0.4 0.05
CRFM 155 + 0.53* 10.0 0.26 *
(8) 0.7 0.10 1.8 0.06
CRFMc 147 +*°® 0.47 10.7 0.30%
(10) 3.2 0.01 0.9 0.03
CF 114 0.40 5.2 0.55
(7) 2.3 0.05 0.6 0.04
CFc 116 0.41 5.3 0.41
(7) 2.2 0.04 0.5 0.05
CRFF 151 + 0.59 +¢ 8.0 0.34 +
(7) 1.2 0.02 15 0.05
CRFFc 155 + 0.54 8.9 0.27 +
(8) 0.8 0.10 1.0 0.07

*Mean+SE; p < 0.05: # vs CM; " vc CRFM; * vs CRFFc; + vs control M and F

simultaneously; ¢ vs CF and CFc. C=control; c=castration; M=male; F=female; CRF=chronic

renal failure, SBP= systolic blood pressure; KW/BW= kidney weight by 100g of body weight;

GV= glomerular volume; CreCl= creatinine clearance.
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Morphological evaluation did not present glomerular or tubulo-interstitial alterations,
the same was observed in castrated groups (Fig.2).

Electron microscopy showed preserved filtration barrier in control groups in both
genders, with a normal relationship of the foot process with the endothelial cells and
glomerular capillaries (Fig. 3). Pedicels anchored to the basement membrane of glomerular
capillary, with regular spacing between them and containing preserved “slit" diaphragm.
CRFM group showed a thickening of the basement membrane (arrow), while in CRFF
glomerular filtration barrier was preserved, but presented a slight shortening of podocyte foot
processes. Castration changed the profile in CRFM animals and the filtration barrier was
better preserved.

Immunostaining for a-SMA in control groups (castrated or not) was present only in
blood vessels (Fig. 4). CRF groups presented gender differences: CRFM showed
immunostaining of tubular basement membranes, periglomerular region, Bowman’s space and
mesangial matrix, while in CRFF group the presence of a-SMA was limited to blood vessels,
similar to control groups. After castration, gender differences were also observed, males did

not show alterations while in females it was more prominent.

Discussion

It is suggested that gender differences exist with regard to the evolution of chronic
kidney disease (CKD). By other hand, the burden of CKD occurs in a population of
postmenopausal women. However there are some evidences that cellular differences exist
regarding gender. The scarcity of information about the role of sex hormones after menopause
and sex-specific tissue responses make this issue unclear.

The present study evaluated renal alterations in castrated and non castrated CRF

male and female rats, in order to assess gender dependent renal changes. Castration was
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performed immediately prior the onset of puberty to avoid interference of sex hormones on
renal function.

Compensatory hypertrophy of the remaining renal tissue is a well known
phenomenon. Animals submitted to unilateral (Baylis and Wilson, 1989) and subtotal (Lemos
et al., 2005) nephrectomy showed higher kidney weight compared to intact animals. We found
renal hypertrophy 30 days after 5/6 nephrectomy in both genders, suggesting that renal
hypertrophy is likely to occur early in the remnant kidney model.

Blood pressure plays a role in the progression of renal failure (Hannedouche et al.,
1993). Spontaneously hypertensive rats (SHR) exhibit gender differences in SBP, where males
present higher levels compared to females (Lopes-Ruiz et al., 2008), other studies showed that
castration reduces SPB in SHR animals (Sartori-Valinotti et al., 2007; Toot et al., 2008). Our
data showed similar SBP in CRF animals, except in CRFMc group that presented a slight
decrease in this parameter compared to CRFM.

PTN is considered by many as a major risk factor for progression of CRF (Strutz,
2009; Gagliardini et al., 2010) and, gender differences are also implicated. One study shows
that in men urinary albumin excretion was the strongest independent predictor of renal
function decline (Halbesma et al., 2008). However, another study showed that differences in
renal disease progression were no longer significant, after adjusting for baseline PTN and
mean arterial pressure comparing males and females (Coggins et al., 1998).

We found a higher PTN in CRFM group compared to its control and to CRFF. This
finding is in accordance with Lombet et al. (1989), that found higher PTN in male rats 3
weeks after 5/6 nephrectomy compared to females. Castration of male rats was associated to
PTN reduction in hyperlipidemic rats (Sakemi and Baba, 1993). In the present study, after
castration, PTN was reduced in CRF males while increased in females. These data suggest

gender participation in PTN.
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PTN is also associated to changes in podocytes morphology which in turn are
secondary to changes in the expression of specific proteins such as nephrin, a-actin-4 and
podocin (Tryggvason and Wartiovaara, 2001; Koop et al., 2008). These changes trigger
abnormal interactions between podocytes and the glomerular basement membrane (GBM) due
to actin cytoskeleton reorganization, especially in pedicels (Shakland, 2006). These alterations
lead to foot process effacement, loss of the podocytes slit and finally total denudation of the
glomerular capillary wall (Lahdenkari et al., 2004). Ultrastructural analysis showed
morphological alterations in the glomerular filtration barrier of CRF groups. These alterations
did not change with castration, suggesting therefore that sexual hormones did not participate
in these processes early in the course of CRF.

Histopathological data did not show glomerular nor tubulo-interstitial alteration,
neither glomerular hypertrophy, in CRF groups after 30 days. The same was observed by
Badid et al. (2000) after 4 weeks; and significant morphological alterations were present only
after 8 weeks. However, Tapia et al. (2003) showed glomerular hypertrophy after 30 days.
Schwartz and Bidani (1991) studying Wistar-Kyoto rats six weeks after 5/6 nephrectomy,
observed compensatory renal hypertrophy, however, it was not followed by injury. Castrated
hyperlipidemic male rats presented glomerular hypertrophy after 24 weeks (Sakemi and Baba,
1993). These apparent discrepancies are likely to be due to strains differences. Thus, it seems
that 30 days after nephrectomy, in Wistar rats, is a short period of time to detect significant
histopathological alterations in both genders.

In normal kidney, interstitial fibroblasts are rare and myofibroblasts are not present
(Hischberg and Wang, 2005). Myofibroblasts originated from the trans differentiation of the
resident renal cells, which express a-SMA, is implied in the early process of CKD injury;
some data corroborate the theory that the presence of myofibroblasts precedes glomerular and

tubulointerstitial injury (Ng et al., 1998; Yang et al., 1998; Strutz, 2009). After 30 days of 5/6
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nephrectomy, CRF males showed the presence of a-SMA, both in periglomerular and
tubulointerstitial regions, suggesting an early prefibrotic event in these animals.

It has been suggested that the impact of gender on renal disease progression, may
reflect direct receptor-mediated effects of sex hormones (Kwan et al., 1996) since estradiol
and testosterone receptors are expressed on mesangial cells ( Neugarten and Silbiger, 1995;
Pawluczyk et al., 2009). The faster kidney function decline in men has been attributed to the
specific proapoptotic and profibrotic properties of androgens ( Elliot et al., 2007; Metcalfe et
al., 2008). Besides, female sex hormones reduced inflammation and oxidative stress in kidney
of SHR (Sullivan et al., 2007). Considering these hormones as protective for females, we
could explain the absence of a-SMA in female CRF group despite the increased PTN.

In summary, PTN was an early finding and was associated to the presence of a-SMA
in males, while castration inhibited these alterations. Conversely, castrated females presented
an increase of a-SMA. Although available data still do not allow to a definitive conclusion,
higher PTN probably contributing to fibrotic events, seems to be influenced by gender,

suggesting a link of renal alterations with male sex hormones.
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Figure 1: Proteinuria after 30 days.

Mean+SE; p< 0.05: + vs respective controls; * vs CRFM; e vs CMc.

C=control; c=castration; CRF=chronic renal failure.

Figure 2: Photomicrographs of Masson's trichome stained sections: CM (a), CMc (b), CRFM
(c), CRFMc (d), CF (e), CFc (f), CRFF (g), CRFFc (h). (Original magnification x 200).
C=control; c=castration; M=male; F=female; CRF=chronic renal failure.
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Figure 3: Electron microscopy image of groups after 30 days: CM (a; 27800x), CMc (b;
27800x), CRFM (c; 21560x), CRFMc (d; 21560x), CF (e;27800x), CFc (f; 27800x), CRFF (g;
27800x), CRFFc (h; 16700x).

C=control; c=castration; M=male; F=female; CRF=chronic renal failure.

Figure 4: Photomicrographs of immunohistochemical expression of a-smooth muscle actin:
CM (a), CMc (b), CRFM (c), CRFMc (d), CF (e), CFc (f), CRFF (g), CRFFc (h). (Original
magnification x 200).

C=control; c=castration; M=male; F=female; CRF=chronic renal failure.



