GUSTAVO LIGERI PEREIRA DO PRADO

ESTUDO DA TEXTURA NUCLEAR EM RATOS WISTAR
INTOXICADOS POR CHUMBO

CAMPINAS
Unicamp

2008



GUSTAVO LIGERI PEREIRA DO PRADO

ESTUDO DA TEXTURA NUCLEAR EM RATOS WISTAR
INTOXICADOS POR CHUMBO

Dissertagao de Mestrado apresentada a P6s-Graduacdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas para a obtencdo do titulo de Mestre em
Fisiopatologia Médica, drea de concentragdo Biologia

Estrutural, Celular e do Desenvolvimento.

ORIENTADOR: DR KONRADIN METZE

CO-ORIENTADOR: DR JOSE ANTONIO ROCHA GONTIJO

CAMPINAS
Unicamp

2008



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Licia Pereira — CRB-8% / 6044

Prado, Gustavo Ligeri Pereira do
P882e Estudo da textura nuclear em ratos wistar intoxicados por chumbo.
/ Gustavo Ligieri Pereira do Prado. Campinas, SP : [s.n.], 2008.

Orientadores : Konradin Metze; José Antonio Rocha Gontijo
Dissertagdo ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Analise de textura. 2. Chumbo. 3. Rim. I. Metze,
Konradin. II. Gontijo, José Antonio Rocha. III. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Titulo em inglés : Study of nuclear texture of wistar rats after lead
poisoning

Keywords: - Texture analysis
 Lead
- kidney

Titulagc@o: Mestre em Fisiopatologia Médica
Area de concentracao: Biologia Estrutural, Celular e do Desenvolvimento
Banca examinadora:

Profe. Dre. Konradin Metze
Profe. Dre. José Francisco Figueiredo
Profe. Dre. Licio Augusto Velloso

Data da defesa: 25 - 07 - 2008



Banca examinadora de Dissertacio de Mestrado

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Koradin Metze

Membros:
Professor (a) Doutor (a) José Francisco Flguenedoqﬁr r-‘" =
Lo/? [/
Professor (a) Doutor (a) Licio Augusto Velloso /7/ V1t (’f /4,!// /(3-7
{ /7
Professor (a) Doutor (a) Konradin Metze MUL/Ll [ K,x v U\j\
]

Curso de pods-graduagdo Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas.

Data: 25/07/2008

iii




DEDICATORIA

Aos meus pais, Vivaldo e Maria Liicia,

as pessoas mais importantes da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus;

Aos meus pais Vivaldo e Maria Licia, pela vida, amor, presenca constante,

apoio, conselhos, tudo;

Ao Prof. Dr Konradin Metze, pela oportunidade, atencao, forca, confianga, por

acreditar nesse projeto;

A Profa. Dra. Grasiela Dias de Campos Severi-Aguiar e Profa. Dra. Patricia
Aline Boer, por me conduzirem em meus primeiros passos na pesquisa cientifica e na

carreira académica;
Ao Prof. Dr José Antonio Rocha Gontijo, pela co-orientacao;
A Profa. Dra Luciana Meirelles, pela colabora¢do na microscopia eletronica;

Ao Dr Randall Luis Adam e seus softwares, ajuda na segmentagdo, cdlculos e

explicacdes matemadticas;
Ao meu avd Roque;

Aos meus tios Jorge, Maria Helena, Ana Maria, Adenil, Carlos, Mercedes,

Béne e Anto6nio.
As minhas irmas, por op¢do, Aline, Kathy, Mariana, Monica e Marcela;
As amigas Carla e Mariana Souza;
A amiga Malu;

Aos amigos Mario, Gustavo, Ricardo e Leonardo;



A Amanda e Fldvia, pela ajuda nos experimentos, amizade, risadas, apoio,

companherismo, conversas, almocos, cafés;
A Beth, por sua indispensavel ajuda nas dosagens bioquimicas;
Aos que me acolheram e ajudaram na FCM:

Sérgio, Monica, Maria do Carmo, Beth, Luis, Rita, Vera, Claudinha, Priscila,

Lucinha e Dona Gé;

Aos demais professores, residentes e funciondrios do Nucleo de Pesquisa,

Laboratorio de Hematologia, FCM / Unicamp;

Ao Laboratério de Sistemas de Informagdo - Instituto de Computagdo /

Unicamp;

A Fapesp, que financiou esse projeto, através dos

processos 0752015-0R e 06/58775-4

Vi



"Todo o futuro da nossa espécie, todo o governo das sociedades, toda a

prosperidade moral e material das nacoes dependem da ciéncia, como a vida do homem
depende do ar. Ora, a ciéncia é toda observagado, toda exatiddo, toda verificagdo
experimental. Perceber os fenomenos, discernir as relacdes, comparar as analogias e as
dessemelhangas, classificar as realidades, e induzir as leis, eis a ciéncia, eis, portanto, o
alvo que a educagdo deve ter em mira. Espertar na inteligéncia nascente as faculdades
cujo concurso se requer nesses processos de descobrir e assimilar a verdade, é o que

devem tender os programas e os métodos de ensino."

Rui Barbosa

vii



SUMARIO

PAG.

RESUMO.......oo ettt ettt et e e e e tae e s bae e s ssee e s sseeesnseeenssaeennes Xxv

ABSTRACT ...ttt e et e et e e et e e s tae e ssaaeeesbaeessseeensseeas Xvii

1- INTRODUGAO.........oooioeieeeeeeeeeeeeeee e 19

L1- O chumbo......co.oooii e 20

1.2- Alteracoes na Atividade Enzimatica...................c.cooocoeviininiiincneneenen. 22

1.3- Manifestacoes Renais................cccooviiiiniiiiniiiniiieeeeeeeeee e 23

1.4- Textura e Funcio Biolégica de Nucleos................c.occeeviieiiniinnnennnnnn 23

2- OBJETIVOS. ...ttt sttt st 25

2.1- Objetivos Gerais do Estudo..................cccocooviiiiiiiiiiieieceeee e, 26

2.2- Objetivos ESPecificos...............ccccoevuiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 26

2.3- HIPOLESES. ..ottt ettt et et e re e ett e aeeeaee e 26

3- MATERIAL E METODOS...........oosiriiiriinnrieseeesnseeessseessssssssssessssseens 27

Bu1- ADEIMALS. ..ottt et 28

3.2- Administracio dos Compostos Quimicos nos Ratos Wistar................. 28

3.3- Estudo da Funcao Tubular Renal pelo Clearance de Litio................... 28

3.4- Obtencao das Amostras de Tecido e Técnicas Citoldgicas.................... 29

3.5- Andlises Bioquimicas...............ccccooiiiiiiiniiiiiiiieecce e 29
3.5.1- Determinacdo das Concentracdes de Sdédio, Litio, Potdssio e

Ceatinina Plasmdticas € na Urina...........ccoceerieeniiiniiennicniicenieeieene 29

3.5.2- Quantificacdo do Acido Delta-Aminolevulinico Urindrio................ 29

3.6- ANAliSe de TeXIUTA...c.ueriuieriieriiinieeieerte ettt 30

3.7- Andlises EStatiStiCas........cceueerueerieriieniieieenieeieeeee e 36

viil



4- RESULTADOS.......cccooviniiiiiinieenne.

4.1- Acido Delta-Aminolevulinico UrinArio.................ocoovevveoeeeeeoeoeeeen,

4.2- Funcao Renal..................................

4.2.1- Clearance de Litio..................

4.2.2- Clearance de Creatinina.........

4.2.3- Aporte Proximal de SOdI0..........coevuiiiniiiiniiiiiieiieeeeeeee e

4.2.4- Aporte Pos-Proximal de SOdIO........c.eeevviieiniiiiniiiiiiiiiiceieceieeae

4.2.5- Delivery Distal de Sédio........

4.2.6- Fracdo de Excrecdo Pos-Proximal de SOdio..........cooveeeviiennieennncen.

4.3- Morfologia.............ccooeevvevnrennnnnn.

4.3.1- Microscopia Ofica..................

4.3.2- Microscopia EIetroniCa.........cccuveevveeerieeeniieeiiee e

4.4- Analise de Textura.........................
5- DISCUSSAO...........coooiirreeerereeren.
6- CONCLUSAO...........cccooovveeerrerrernnn.
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

37
38
39
39
41
42
43
44
45
46
46
51
59
68
76

78



LISTA DE ABREVIATURAS

ALA
ALA-D
ALA-pirrol
ALA-S
ALA-U
ANOVA
APPNa
C

CCI
CCr
CENa
CK

CLi
CNa
DDNa
FEK
FENa
FEPNa
FEPPNa
FFT
H&E

HC

Acido Delta-Aminolevulinico

Enzima Acido Delta-Aminolevulinico Desitradase
Acido Delta-Aminolevulinico-pirrol

Enzima Acido Delta-Aminolevulinico Sintase
Acido Delta-Aminolevulinico Urindrio
Andlise de Variancia

Aporte Pés-Proximal de Sédio

Clearances Renais

Centro de Controle de Intoxicacio

Clearance de Creatinina

Carga Excretada de Sédio

Clearance de Potassio

Clearance de Litio

Clearance de Sédio

Delivery Distal de S6dio

Fragdo de excrecdo de Potéssio

Fracdo de Excrecdo de Sddio

Fracdo de Excre¢do Proximal de Sédio
Fracao de Excrec¢dao Pés-Proximal de Sédio
Transformada Rapida de Fourier — Fast Fourier Transform
Hematoxilina e Eosina

Hospital de Clinical



i. p.
LiCl

LSD

Pb

PNa

R1

R11

R2

R3

RFG

U
UNICAMP

\Y%

Intraperitoneal

Cloreto de Litio

Diferenca Minima dos Quadrados — Least Square Difference
Niveis Plasméticos de Creatinina ou Litio, por periodo
Chumbo

Concentracdo Plasmatica de Sodio

Valor de Energia - Faixa de Freqiiéncia 1

Valor de Energia - Faixa de Freqiiéncia 11

Valor de Energia - Faixa de Freqiiéncia 2

Valor de Energia - Faixa de Freqiiéncia 3

Taxa de Filtracdo Glomerular

Concentracdo Urindria

Universidade Estadual de Campinas

Fluxo Urindrio por minuto

xi



LISTA DE FIGURAS

PAG.
Figura 1- Software Limiar, disposi¢do inicial do software antes do inicio da
SEZMENTACAO. ....eeeereiiieieiiiieetteteeeeereirrerteeeeesesnrrereeeeeeeeseeamrrereeeeeeenns 32
Figura 2- Imagem em processo de segmentagdo no software Limiar. Os
quadrados numerados indicam a ordem e quais nucleos ja foram
SEZMENLAAOS. .evieeiiiiieiiieeiieeeiteeetee et ee et ee e et e e sbee e s e e saaeeeaseees 33
Figura 3- Imagem de nticleo segmentado (Thresholding Image)...................... 34
Figura 4- Faixas de freqii€ncias espaciais das imagens FFT................c........... 35
Figura 5- Concentracdo do Acido Delta-Aminolevulinico na urina (ALAU)
dos ratos intoxicados por chumbo, comparados a um grupo
controle (Sem INTOXICAGAOD).......cuevuiruiruiiiiiiiiieiie i 38
Figura 6- Valores do Clearance de Litio (CLi) dos ratos intoxicados por
chumbo, comparados a um grupo controle (sem intoxicagdo)........... 40
Figura 7- Valores do Clearance de Creatinina dos ratos intoxicados por
chumbo, comparados a um grupo controle (sem intoxicagao)........... 41
Figura 8- Valores do Aporte Proximal de Sodio dos ratos intoxicados por
chumbo, comparados a um grupo controle (sem intoxicagdo)........... 42
Figura 9- Valores do Aporte Pés-Proximal de Sédio dos ratos intoxicados
por chumbo, comparados a um grupo controle (sem intoxicagao)..... 43
Figura 10- Valores do Delivery Distal de Sodio dos ratos intoxicados por
chumbo, comparados a um grupo controle (sem intoxicagdo)........... 44
Figura 11- Valores da Fracdo de Excrecdo Proximal de Sédio dos ratos

intoxicados por chumbo, comparados a um grupo controle (sem

INEOXICAGAD)....uviiiiiiiiiiiiic ittt 45

xii



Figura 12-

Figura 13-

Figura 14-

Figura 15-

Figura 16-

Figura 17-

Figura 18-

Figura 19-

Figura 20-

Figura 21-

Figura 22-

Figura 23-

Figura 24-

Aparéncia morfoldégica dos corpuisculos renais, de um rato controle.

(H&E - Aumento 1000X)......ccooueeiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Aparéncia morfolégica dos corpisculos renais, de um rato

intoxicado por chumbo durante 30 dias. (H&E - Aumento 1000......

Aparéncia morfologica dos tibulos contorcidos proximais renais,

de um rato controle. (H&E - 1000X).........cccoeviiiiiiiiiiiii

Aparéncia morfoldgica dos tubulos contorcidos proximais renais de

um rato intoxicado por chumbo durante 08 dias. (H&E - 1000x)......

Aparéncia morfoldgica dos tibulos contorcidos proximais renais de

um rato intoxicado por chumbo durante 15 dias. (H&E - 1000x)......

Aparéncia morfolégica dos tubulos contorcidos proximais renais de

um rato intoxicado por chumbo durante 60 dias. (H&E - Aumento

Ultraestrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato

controle. (6.300X).....ccoouiiiiiiiiii

Ultraestrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato

intoxicado por chumbo durante 8 dias. (6.300X).......ccccccevcvverrreennnee.

Ultraestrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato

intoxicado por chumbo durante 15 dias. (8.000X).......ccccervveernieennnn.

Ultraestrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato

intoxicado por chumbo durante 30 dias. (10.000X)........cccccveerrurennne.

Ultraestrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato

intoxicado por chumbo durante 30 dias. (6.300X).......cccccevveernieennnn.

Ultraestrutura dos tubulos contorcidos proximais renais de um rato

intoxicado por chumbo durante 30 dias. (12.500X)........cccecveeeruveennne.

Ultraestrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato

intoxicado por chumbo durante 60 dias. (6.300X).......cccccevvevrnieennen

Xiii

46

47

48

49

49

50

51

52

53

54

55

56

57



Figura 25-

Figura 26-

Figura 27-
Figura 28-
Figura 29

Figura 30-
Figura 31-
Figura 32-

Figura 33-

Ultraestrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato

intoxicado por chumbo durante 60 dias. (1.600X)..........

Area dos ntcleos das células dos tubulos contorcidos proximais

TEIALS ..o eeeeteeeeneeeeeeeteeaeaeeeeseeeeeeaeanaaeseeesessaansnnessseeesesnnnnnnssssesseennnns

Segundo Momento ANGUIAT.........c.c.ceevvieerieeeiieeeieeeee e

Entropia da matrix de co-ocorréncia Haralick........c....cccoceeiniiennncen.

DImensao Fractal........cooooeeeeeoieeee e

Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia 1 (R1)....
Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia 2 (R2)....
Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia 3 (R3)....

Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia 11 (R11)

Xiv

58

60

61

62

63

64

65

66

67



RESUMO




Chumbo (Pb) é um dos mais importantes metais pesados que ocorrem naturalmente, com
efeitos toxicos, apds exposicOes agudas e crOnicas, no figado, sistema nervoso,
hematopoese e especialmente os rins. O objetivo desse estudo foi analisar o transporte de
sddio através dos tubulos proximais renais durante uma intoxicacdo cronico por chumbo
comparando com as alteracoes morfoldgicas das células dos tibulos renais proximais.
Ratos Wistar Hannover machos foram intoxicados cronicamente com inje¢des didrias de
2,5 ml/kg de uma solucdo de acetato de chumbo 1%, intra-peritoneal e sacrificados apos 8,
15, 30, 45 e 60 dias. Amostras de tecido dos rins foram examinadas através da microscopia
Otica e eletronica, e também através da andlise de textura computadorizada. Clearance
renal, aporte proximal e pos-proximal de sédio foram estudados. A reabsorcao de sédio no
tabulo contorcido proximal renal decaiu apds uma semana mas, se recuperou apos uma meés
e alcancou um nivel maior que o dos animais controle antés do fim do experimento. A
andlise ultra estrutural demonstrou edema mitocondrial com degeneracdo e perda das
microvilosidades (“brush border”). porém, nenhuma alteracdo significativa do nicleo das
células dos tubulos contorcidos proximais renais foram observadas nas duas primeira
semanas. A cariometria revelou um aumento do tamanho do nucleoentre durante o
experimento. A textura da cromatina mudou significativamente entre o décimo quinto e
trigésimo dia concomitantemente com o aparecimentos das inclusdes nucleares. Os valores
de Energia derivados das imagens geradas através da transformada rapida de Fourier foram
mais eficientes em detectar diferencas entre os grupos em relagdo as varidveis derivadas da
matrix de co-ocorréncia dos niveis de cinza. Alteragdes nucleares ocorreram entre quinze e
trinta dias da intoxicagcdo cronica por chumbo, paralelo a normalizagdo da capacidade
fisiolégica renal de reabsorcdo de ions. A formacgdo das inclusdes nucleares, regeneracao
mitocondrial e o aumento da produ¢do de proteinas antioxidantes podem esatar envolvidas

€m um mecanismo compensatorio.

Resumo
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ABSTRACT

XVil



Lead (Pb) is one of the most important naturally occurring and ubiquitous heavy metals,
with toxic effects after acute or chronic exposure on liver, the nervous system,
hematopoesis, and, especially the kidneys. The aim was to study the time course of the
renal tubular sodium handling during chronic experimental lead poisoning in rats
comparing it with the morphologic changes of epithelial cells of the proximal tubule. Male
Wistar-Hannover rats were chronically intoxicated with daily 1.p. injections of 2.5 ml/kg of
1% lead acetate solution and sacrificed after 8, 15, 30, 45 and 60 days. Kidney samples
were examined by light and electron microscopy and by computerized texture analysis.
Renal clearance as well as fractional proximal and postproximal renal sodium handling was
studied. Sodium reabsorption at the proximal tubule decreased significantly after one week
but recovered after one month and achieved a higher level than in controls until the end of
the experiment. Ultrastuctural examinations showed mitochondrial swelling with
degeneration and loss of microvilli but no striking alterations of the epithelial cell nuclei in
the first two weeks. Karyometry revealed an increase in nuclear size during the experiment.
The chromatin texture changed significantly between the 15th and 30th day concomitantly
with the appearance of inclusion bodies. Energy values derived from Fast-Fourier-
transformed images were more efficient in detecting differences between the groups than
variables derived from the gray value co-occurrence matrix. Significant nuclear alterations
occur between 15 and 30 days of chronic lead intoxication, paralleled by a normalization of
the physiological renal ion reabsorption capacity. The formation of inclusion bodies,
mitochondrial regeneration as well as an increased production of antioxidant proteins may

be involved in this compensatory mechanism.

Abstract
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1- INTRODUCAO




1.1- O Chumbo

O chumbo € reconhecidamente um contaminante ambiental de grande
importancia, em conseqiiéncia de seu emprego industrial, como por exemplo, na inddstria
extrativa, petrolifera, de acumuladores, de tintas e corantes, ceramica, grafica e bélica

(Larini, 1997).

Ele € um metal ductil, maledvel, de cor prateada ou cinza-azulada, resistente a
corrosao e pertence ao Grupo IV B da tabela periddica. Entre suas propriedades fisicas e

quimicas, destacam-se peso atdmico 207,2, densidade especifica 11,35 a 20°C, ponto de

fusdo 327,5°C e ponto de ebuli¢do 1740°C. Os complexos de Pb2+ sio estdveis. Dentre os
compostos inorganicos de chumbo destacam-se o acetato de chumbo bivalente

Pb(CH;3COO); (pode ser anidro, tri-hidratado ou decaidratado (Larini, 1997; Oga, 1996).

Nos tltimos anos, a demanda de chumbo tem sofrido uma mudanga quanto ao
tipo de utilizagdo. A contaminacio de dgua pelo chumbo, em areas urbanas e suburbanas,

tem aumentado consideravelmente.

No setor industrial, além do chumbo metélico, sdo comuns os compostos de
acetato de chumbo, cloreto de chumbo, cromato de chumbo, nitrato de chumbo, éxido de
chumbo, fosfato de chumbo e sulfato de chumbo (Oga, 1996). A contaminacdo do solo
pode advir de forma natural ou geoldgica, ou pode decorrer das atividades exercidas pelo
homem, como minerag¢do, indistria e transporte. O teor de chumbo nos solos varia
conforme a regido; em regides proximas de vias de trifego intenso, os teores sdo mais

elevados que em dreas isoladas (Larini, 1997).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) sugere que o limite aceitdvel de
chumbo, na dgua potdvel, seja de S0ug/L (0,05 ppm) (Gidlow, 2004).

Em relacdo a quantidade de chumbo introduzida diariamente no organismo
humano tem-se o valor de 300 a 460 ug, que correspondem fundamentalmente a ingestio
de alimentos (220 a 400 ug), de dgua (10 a 100 pg) e inalagdo do ar urbano (20 a 80 ug).
Estudos recentes revelam que, mesmo o individuo nido exposto ocupacionalmente ao
chumbo, pode absorver cerca de 28 a 38 pg desse metal por dia

(Cezard e Maguenoer, 1992).

Introducio
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As intoxicacdes do homem ou trabalhador podem ocorrer por exposicao
intensa, moderada ou leve, a curto, médio ou longo prazo, dependendo do grau de
contaminac¢do e tempo de exposi¢do no ambiente em que vive ou ainda em que trabalha.
Como saturnismo ou plumbismo, se entende a moléstia decorrente da intoxicacdo pelo

chumbo a longo prazo (Larini, 1997; Weil, 1975).

Cerca de 75% do chumbo absorvido em exposicdes agudas, € excretado pela
via renal. Os mecanismos de excrecdo, quando de exposi¢Oes agudas, sdo a filtragdo
glomerular e a secre¢do tubular ativa. No caso de plumbemias normais, no entanto, o tinico
mecanismo de excre¢do € a filtracdo glomerular. Os compostos de chumbo sdo excretados,
geralmente, na forma de fons livres. Uma pequena parte destes compostos plimbicos

podem ser eliminados complexados com substancias orginicas de pequeno peso molecular.

(Hsu e Yu, 2001).

A excrecdo urindria do chumbo ¢ influenciada por alguns fatores, a saber

(Onuki, 2000):
a) Idade: a excrecdo urinaria do chumbo aumenta com a idade;

b) Sexo: segundo alguns autores, a plumburia é mais elevada nos homens do

que nas mulheres;

¢) Estado fisiolégico dos rins: toda les@o renal favorece a retencdo do chumbo
nos tecidos, fazendo que, mesmo em casos de concentracdes elevadas de

chumbo no organismo, a plumbiiria permane¢a normal;

d) Ciclo circadiano: a excre¢do renal do chumbo € menor durante a noite e pela
manha, quando comparada com a excre¢do do metal ap6s o meio dia e a
tarde. Acredita-se que esta diferenca seja devido a menor filtragdo
glomerular e maior reabsor¢do tubular observada para o chumbo no periodo

da noite/manha;

e) Agentes quelantes que se complexam com o chumbo, formando compostos

de peso molecular elevado e que ndo podem sofrer reabsor¢ao.

Introducio
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Os compostos organicos de chumbo sdo excretados pela urina (cerca de 72%),

geralmente sob a forma de metabdlitos, especialmente como Pb inorganico.

O chumbo provoca diversas alteragdes bioquimicas, todas elas deletérias, nao
existindo evidéncias de uma fun¢do essencial do mesmo no organismo humano. O chumbo
pode provocar alteracdes nas estruturas tercidrias de moléculas bioquimicas e, a0 mesmo

tempo, alterar ou destruir a fun¢ao bioquimica normal (Larini, 1997; Lavicoli, 2002).

1.2- Alteracoes na Atividade Enzimatica

O chumbo interfere em vérias fases da biossintese do grupo heme, provocando
a inibicdo da enzima 4cido delta-aminolevulinico desitradase (ALA-D) e da hemessintetase
estd perfeitamente caracterizada. A enzima acido delta-aminolevulinico sintetase (ALA-S),
essencial na formacdo do 4cido delta-aminolevulinico (ALA), a partir da glicina e succinil
CoA, tem sua ag¢do in vitro inibida pelo chumbo e por outro lado também foi observado um
aumento na atividade dessa enzima durante a exposi¢do in vivo ao chumbo (Cordeiro e

Lima-filho, 1995).

Segundo estudos mais recentes, o aumento da atividade da ALA-S € induzido
pela diminui¢do da sintese do heme e, portanto, por processo de retroalimentacdo que
procura manter os niveis de formagdo do heme e, conseqiientemente, a elevacdo da
atividade da ALA-S ndo ocorre por agdo direta do chumbo. A combinagdo do aumento da
atividade da -ALA-S e da inibi¢do da atividade da ALA-D resulta no aumento acentuado
dos niveis de 4cido delta-aminolevulinico no sangue e na urina, conhecido como &4cido

delta-aminolevulinico urinario (ALA-U) (Cordeiro et al., 1996; Tomokuni et al., 1993).

Em geral, o organismo dos individuos expostos ao chumbo sintetizam duas
vezes mais ALA-S. A concentracdo urindria da ALA comeca a se relacionar com a
plumbemia a partir de valores de 40 pg de chumbo / 100 ml de sangue

(Sithisarankul et al, 1998; Sem et al., 2002).
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1.3- Manifestacoes Clinicas Renais

A manifestacdo dos sinais e sintomas pode ocorrer quando a absorcdo do metal
¢ aumentada ou apds um longo periodo de exposi¢do a baixas concentragdes ou ainda,
quando ocorre uma acidose, descalcificagdo ou outro fator que provoque a mobilizacdo ao

metal armazenado (Wedeen et al., 1975)

No sistema renal de adultos e criancas, o chumbo provoca dois efeitos distintos
em nivel renal: um dano no tibulo proximal e uma lenta e progressiva deficiéncia renal,
envolvendo reducdo na func¢do glomerular associada a danos vasculares e fibrose. A lesdao
tubular € caracterizada pela triade de Falconi e nefropatia cronica, que € caracterizada por
alteracdes arteriosclerdticas e degeneracao hialina dos vasos, com conseqiiente alteragdao na

excrecdo renal (Lin et al, 2003; Hsu e Yu, 2001).

1.4- Textura e Funcio Biologica de Niicleos

A textura € uma caracteristica que descreve a aparéncia de parte de uma
imagem e € freqliéntemente expressa como macia, arenosa, regular, grosseira, granular, etc

(Haralick et al. 1973).

A textura da imagem histoldgica ou citoldgica dos tecidos estd intimamente
relacionada com o estado fisiol6gico e com o distirbio fisiopatolégico do organismo, o que

€ a base da analise microscépica.

A textura da cromatina dos nucleos estd relacionada com fendmenos
epigenéticos, tais como metilacdo ou modificacio das histonas, que remodela
profundamente a arquitetura nuclear caracteristica de cada tipo de tecido. Mudancas
fisiolégicas ou patoldgicas podem ainda influenciar neste processo, explicando a grande
variedade da estrutura da cromatina (Cremer et al., 2005; Gilbert 2005; Misteli, 2005;
Orr et al., 2005).
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Portanto, o estudo da textura nuclear tornou-se cada vez mais importante para a
histopatologia e citopatologia. O tamanho, a forma e a textura dos nucleos sdo de

fundamental importancia na avaliacdo citoldgica (Bedin, 2004; Adam, 2002).

Tradicionalmente, a andlise da textura microscopica histoldgicas e citolégicas é
feita pela opinido do “expert”, do especialista treinado. Esse tipo de avaliacdo, porém,
contém um forte componente subjetivo, o que explica o considerdvel grau de discordancia
entre os especialistas em todos os campos da histopatologia ou citopatologia (Christopher e
Hotz, 2004). Isso explica as tentativas de objetivar o processo diagndstico, utilizando-se
ferramentas matemdticas aplicadas, na andlise de imagens microscopicas

(Metze e Adam, 2005).

Descritores de textura nuclear demonstraram grande utilidade na diferenciacao
de tecidos com estruturas normais em comparacdo com o mesmo tipo de tecido, porém
acometido por alguma alteracdo patoldgica, identificando alteracdes que ndo sao
perceptiveis ao observador (Metze et al., 2005a; Metze et al., 2005b; Metze et al., 2005c;
Bedin, 2004; Adam et al., 2004a; Adam et al., 2004b; Adam et al., 2004c; Metze et al.
2004). Porém, ndo se encontrou, na literatura, analise de textura da cromatina de células
dos rins de ratos Wistar intoxicados por chumbo, visando correlacionar aspectos

fisiopatoldgicos e andlise de textura.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivos Gerais do Estudo

Detectar, através da andlise de imagem, alteragdes nucleares das células dos
tibulos proximais renais ndo perceptiveis ao observador e relacionar com alteragdes

fisiopatoldgicas da funcdo renal dos animais estudados.

2.2- Objetivos Especificos

A) Avaliar alteragdes histopatoldgicas nos 6rgados de ratos Wistar causadas pela

intoxicacao por chumbo em fun¢do do tempo;
B) Avaliar a alterac@o da func¢ao renal no decorrer da intoxicacao;

C) Relacionar as alteragdes funcionais com as caracteristicas histopatélogicas;

2.3- Hipoteses

Ho: Os dados morfométricos, da analise da textura nuclear das células dos
tibulos proximais renais e da funcdo renal, nio mudaram durante a

intoxicac¢ao por chumbo

Hi: Os dados morfométricos, da analise da textura nuclear das células dos
tibulos proximais renais e da fun¢do renal, mudaram durante a intoxicagao

por chumbo

Objetivos
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3.1- Animais

Sessenta ratos Wistar, machos adultos, pesando entre 200 gramas, foram
divididos em trés grupos, com 20 ratos cada, sendo cinco animais controle, e os 15 restantes
receberam uma dose do composto quimico diariamente, por periodos que variaram de 8 a

60 dias.

Os animais tiveram acesso a dgua e racdo sem restricdes e ficaram expostos a

ciclos claro-escuro de 12 horas, a temperatura ambiente (25°C,+ 2°C)

3.2- Administracdo dos Compostos Quimicos nos Ratos Wistar

Cada animal recebeu uma dose didria de 0,5 ml de solu¢do de acetato de

chumbo 1% e os controles 0,5 ml d4gua destilada, via intraperitoneal

3.3- Estudo da Funcao Tubular Renal pelo Clearance de Litio

Os estudos foram realizados em gaiolas metabdlicas individuais com inicio dos
ensaios as 8:00 pm. Os animais receberam LiCl 0.06 mEq/100 g de peso corporal,
administrados por gavagem 14 horas antes do inicio dos experimentos. A partir deste
momento cada rato foi colocado em gaiolas metabdlicas individuais, sem restricdo de
movimentos, em jejum para racdo sélida, ingerindo dgua ad libitum. Os animais foram
submetidos a um periodo experimental de 120 minutos em estado vigil. Para a obtencao de
um fluxo urindrio regular e estavel, neste intervalo de tempo, os animais receberam uma
sobrecarga hidrica por gavagem de 5% do peso corporal 90 e 30 minutos antes do inicio
experimental. Em seguida, foi feita a coleta de urina destes animais através de funis
adequadamente adaptados sob as gaiolas metabdlicas, em tubos cOnicos graduados com
divisdes de 0.2 ml. As aliquotas de urina foram congeladas (-20°. C) para a realizacio das
dosagens porteriormente. Em seguida, o animal foi anestesiado com éter etilico e coletou-se
uma amostra de 2,5 ml de sangue através de sua cauda. Estas foram centrifugadas a 5000
rpm por 10 min, o plasma foi aliquotado e armazenado juntamente com as amostras de

urina, sob refrigeracio (-20°. C) para posterior dosagem.
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3.4- Obtencao das amostras de tecido e técnicas citologicas

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilasina (75mg/kg e 10mg/kg
respectivamente, intraperitoneal.). Logo apods, realizou-se laparotomia medial e os rins
foram expostos rebatendo-se os intestinos e figado. A artéria renal do rim esquerdo foi

clampeada e o rim esquerdo retirado.

Através de laparotomia medial, rebatendo-se a arcada dorsal, foi possivel
vizualizar o coracdo e, identificando-se a drea cardiaca correspondente ao ventriculo
esquerdo, introduziu-se uma agulha até o arco adrtico, conectada ao sistema de perfusdo. A
drenagem da solug¢do foi obtida pela seccdo da auricula direita. Deu-se entdo inicio a
perfusdo, inicialmente com 100 ml de liquido pré-perfusdo constituido por salina
heparinizada 2%. Em seguida perfundiu-se com paraformaldeido 4% em tampao fosfato de
sédio 0,1M pH 7.4. Os tecidos foram retirados e seccionados sagitalmente na regido
mediana, sendo armazenados em cdpsulas histoldgicas. As amostras de tecido foram
mantidas na mesma solucdo fixadora e desidratados em série etandlica crescente,
diafanizados e incluidos em parafina (Histosec-Merck/RJ). Cortes de 5 um, obtidos através
de mocrétomo, foram corados com hematoxilina e eosina (H&E). Todao os cortes
hitolégicos foram preparados, corados e cortados pelo mesmo técnico do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental do Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), a fim de

minimizar a variacdo de qualidade dos reagentes e tempo de exposi¢cdo das laminas a luz.

3.5- Analises Bioquimicas

3.5.1- Determinag¢do das Concentracoes de Sodio, Litio, Potdssio e Creatinina

Plasmaticas e na Urina

A concentracdes plasmaticas de sddio, litio e potdssio foram determinados por
fotometria de chama (Micronal, B262, Sao Paulo, Brasil), enquanto as concentra¢des de
creatinina foram determinadas espectrofotométricamente (Instruments Laboratory, Genesys

V, USA).
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3.5.2- Quantificacio do Acido Delta-Aminolevulinico Urindrio

As dosagens do 4cido delta-aminolevulinico urindrio foram realizados pelo
laboratério do Centro de Controle de Intoxicacdes (CCI) do Hospital de Clinicas (HC) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Foi utilizado o método de Tomokuni e
Ogata. Adicionou-se a 1ml da urina coletada, uma aliquota 0,2 ml de acetato de etila, 1ml
de tampao fosfato (pH 4,6) e 1ml de dgua destilada, colocou-se a amostra em banho-maria
fervente durante 10 minutos. Apds o aquecimento, adicionou-se 1ml de acetoacetado de
etila a amostra, agitando-a no mixer durante um minuto e logo apds centrifugou-se por
cinco minutos a 2.000 rpm para acontecer a separacdo das fases organica e aquosa. Em
seguida, retirou-se 1ml do sobrenadante (fase aquosa) e adicionou-se uma aliquota de 1ml
do reativo de Erlich modificado, que induz a forma¢do de um composto colorido, pela
reacdo entre a Acido delta-aminolevulinioco-pirrol (ALA-pirrol) e o reativo de Erlich
modificado, que teve sua absorvancia resultante medida a 553 nm em espectrofotdometro.
Os valores obtidos foram corrigidos através da concentragdo de creatinina na mesma
amostra. A constru¢cdo de uma curva padrao foi realizada utilizando-se aliquotas com

concentracdes previamente conhecidas de dcido delta-aminolevulinico.

3.6- Analise da Textura

As laminas foram selecionadas aleatoriamente adquirindo-se no minimo 20 e
no maximo 30 imagens digitalizadas dos tibulos proximais renais, de cada um dos animais.
As aquisicdes das imagens foram feitas sem conhecimento do tempo de intoxicacdo para

evitar viés de aquisicao.

A aquisicdo das imagens foi realizada através do uso de camara digital de alta
resolucdo (12 megapixels), lente objetiva com aumento de 100 X e dleo de imersdo; no
sistema Leica DC 500 e software IrfanView, Microsoft®. As imagens foram salvas, sem
compactagdo, no formato bitmap colorido de 8 bits (extensao BMP), com tamanho

1300 x 1030 pixels.
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As imagens adquiridas foram segmentadas, totalizando 100 nucleos
segmentados por animal, através do software Limiar (Figura 1, 2 e 3), transformadas em
escala de cinza e analisadas através de programas de andlise de imagem (Morph). A
imagem de cada nudcleo segmentado foi convertida para a escala de cinza com niveis de

luminéncia entre 0 € 255, sendo 255 o mais claro (Adam et al, 2006)

Todas as imagens digitalizadas das laminas e segmentadas foram nomeadas

automaticamente pelo programa, eliminando a possibilidade de erro durante a tarefa.
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Figura 1- Software Limiar, disposi¢ao inicial do software antes do inicio da segmentacao..
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Figura 2- Imagem em processo de segmentagdo no software Limiar. Os quadrados

numerados indicam a ordem e quais ntcleos ja foram segmentados.
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Sesmented AD1-2-0002. bmp

Figura 3- Imagem de niicleo segmentado (Thresholding Image).

Foram calculados os seguintes parametros:

1 — Varidveis derivadas da imagem original e da imagem tranformadas através

da Transformada Répida de Forier (Fast Fourier Transform - FFT).

Apés a suavizagdo das bordas dos nidcleos, foram criadas a partir dessas
imagens suavizadas, novas imagens utilizando a FFT e calculados os valores de energia de

11 (onze) faixas de freqiiéncias.
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Faixa de freqiiéncia espacial Valor em pm

R1 Infinito — 4,80um
R2 4,80um — 2,40um
R3 2,40um — 1,60um
R4 1,60pm — 1,20um
RS 1,20pm - 0,96um
R6 0,96pm — 0,80um
R7 0,80pum — 0,68um
RS 0,68um — 0,60um
R9 0,60um — 0,53um
R10 0,53um — 0,48um
R11 0,48um — 0,44um

Figura 4- Faixas de freqiiéncias espaciais das imagens FFT.

O nivel de cinza (luminancia) de cada pixel (menor elemento que compde a
imagem) define a altura do eixo Z em uma representacdo tridimensional da imagem
original, criando assim, uma paisagem que, no contexto da andlise de Fourier, pode ser
interpretada com o resultado do acimulo de fun¢gdes harmonicas. Deste modo, as imagens
FFT fornecem uma informagdo precisa sobre as estruturas repetidas inerentes a imagem
original. Padrdes periddicos de textura sdo detectadas com regides claras na imagem FFT

alusivos a direcdo e periodicidade.

Os valores de energia das imagens FFT, que sdo equivalentes as amplitudes das
ondas harmdnicas que constrem a imagem microscopica, caracterizam a presenca de

padrdes repetitivos na imagem original.

Mudangas das baixas faixas de freqiiéncias sdo equivalentes a grosseiras
alteracdes na cromatina, enquanto que alteracdes nas altas faixas de frequencia indicam
alteracdes finas, sutis. Altos valores de energia nas baixas freqii€éncias (anéis 1, 2, 3, 4)
indicam presenga de estruturas contrastadas e relativamente grandes na cromatina enquanto
alteracdes nas altas freqiiéncias (anéis 8, 9, 10, 11) sdo equivalente a um padrdo de sal e

pimenta ou branco e preto (Adam et al, 2008; Herreros et al, 2007; Auda et al, 2006)
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2 — Dimensao Fractal de Fourier das imagens, que estima a complexicidade da

cromatina (Rocha et al 2008; Rocha et al, 2006; Adam et al, 2006);

3 — Segundo Momento Angular da Matriz de co-ocorréncia Haralick que

representa a suavidade da imagem (Theodridis e Koutroumbas, 2006);

4 — Entropia da Matriz de co-ocorréncia Haralick, que mede o nimero de

transi¢Oes entre os diferentes graus de cinza na imagem. (Kayser et al, 2007).

3.7- Analises Estatisticas

Os clearances renais (C) foram calculados por formulas padroes (C=VU/P),
sendo V o fluxo urindrio por minuto, U a concentragdo urindria e P os niveis plasmaticos de
creatinina ou litio para cada periodo. Calculou-se o clearance de creatinina (CCr) como
estimativa da taxa de filtracdo glomerular (RFG) e o clearance de litio (CLi") usado para
avaliar a manipulagdo tubular renal de s6dio. Obteve-se os valores da excre¢do fracional de
sédio (FENa") e de potdssio (FEK") como CNa*/CCr e CK'/CCr, respectivamente, onde

CNa" e CK" correspondem aos clearances de fons e CCr ao clearance de creatinina.

As fragdes de excre¢do proximal (FEPNa') e pés-proximal (FEPPNa®) de
sédio, foram calculadas como CLi*/CCr x 100 e CNa'/CLi x 100, respectivamente. O
aporte distal de sédio a partir dos tibulos proximais (DDNa"), foram determinados como

CLi" x PNa" onde PNa" € a concentragio plasmatica de sédio.
Todos os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrio.

Na andlise de imagem a distribuicdo das varidveis foi avaliada com o teste de
Kolmogorov —Smirnov. Dados obtidos estudando varidveis continuas foram analisados
usando Andlise de Varidncia (ANOVA). Para comparagdes post hoc entre médias
selecionadas utilizou-se o teste da Diferenca Minima dos Quadrados (Least Square
Difference - LSD) quando a anélise inicial pela ANOVA indicou diferenca estatistica entre

os grupos experimentais. Um valor p<0,05 foi considerado indicativo de significancia.

Em todas as anélises realizadas utilizou-se os programas Winstat.
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4- RESULTADOS
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Todos os ratos sobreviveram até o ultima dia de experimentacdo, cada qual em

seu respectivo grupo e dias de intoxicacgao.

4.1- Acido Delta-Aminolevulinico Urinério

As concentragdes do Acido Delta-Aminolevulinico urindrio (ALA-U)

aumentaram constantemente durante o experimento atingindo valores muito elevados

(Figura 5).
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Figura 5- Concentracio do Acido Delta-Aminolevulinico na urina (ALAU) dos ratos
intoxicados por chumbo, comparados a um grupo controle (sem intoxicagdo). A

diferenca entre todos os grupos foi significativa. * = p<0,05.
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4.2- Funcao renal

A porcentagem de reabsorcdo de sodio nos tubulos contorcidos proximais
renais caiu de 84% — valores normais — para 77% apds uma semana mas entao aumentaram
para 89% apdés um més. S6dio e Potdssio plasmdticos permaneceram sem alteragcdes

durante o experimento.

4.2.1- Clearance de Litio

A taxa de absorcdo do tibulo contorcido proximal renal, que € estimada pelo
Clearance de Litio (CLi), foi significativamente elevado aos oito dias de intoxicagdo, que
foi seguida por um declinio também significativo. Apds 45 dias de intoxicagdo, os valores
se mantiveram constantemente abaixo dos valores dos ratos controle, sem intoxicacao

(Figura 6).
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24_- ............ S T S TN 7
S e m— R -
1™ T ¥ | X
o s e
G ]
- o 144
— = ]
o E 172 4.
é 104
— ] ]
0 } } } } }
Controle g dias 15 dias 20 dias 45 dias 60 dias

Dias de Intoxicacao

Figura 6- Valores do Clearance de Litio (CLi) dos ratos intoxicados por chumbo,
comparados a um grupo controle (sem intoxica¢do). O grupo de 8 e 15 dias de
intoxicacao tivem um aumento significativo em relagdo ao grupo controle e os

grupos de 30, 45 e 60 dias de intoxicagdo. * = p<0,05.
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4.2.2- Clearance de Creatinina

Diferencas significativas do Clearance de Creatinina (CCr) ndo foram

detectadas durante o estudo.

Clearance de Creatinina
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Figura 7- Valores do Clearance de Creatinina dos ratos intoxicados por chumbo,
comparados a um grupo controle (sem intoxicacao). Nao houve diferencas

significativas entre os grupos. ANOVA: p=0,09.
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4.2.3- Aporte Proximal de Sédio

O Aporte Proximal de S6dio (APNa) revelou seu valor maximo apds 30 dias de

intoxicacdo e seu menor valor apos oito dias de intoxicagdo. (Figura 8).
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Figura 8- Valores do Aporte Proximal de Sédio dos ratos intoxicados por chumbo,
comparados a um grupo controle (sem intoxicacdo). Nao hd diferenca
significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de intoxicagao, mas ha diferenca
entre esses grupos em comparacdo com o grupo controle e os demais

grupos. * = p<0,05.
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4.2.4- Aporte Pés-Proximal de Sédio

O Aporte Pés-Proximal de S6dio (APPNa) revelou seu valor mdximo apds oito
dias de intoxicacdo e seu menor valor, abaixo nos ratos controle, apds 30 dias de

intoxicagdo. (Figura 9).
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Figura 9- Valores do Aporte Pés-Proximal de Sédio dos ratos intoxicados por chumbo,
comparados a um grupo controle (sem intoxica¢do). Nao hd diferenca
significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de intoxicacdo, mas ha diferenca
entre esses grupos em comparagdo com o grupo controle e os demais grupos.

* = p<0,05.
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4.2.5- Delivery Distal de Sédio

O Delivery Distal de S6dio (DDNa) aumentou consideravelmente durante as
primeiras duas semanas de intoxicacdo, mas regressou aos valores normais apds um meés

ficando significativamente abaixo do DDNa dos ratos controle (Figura 10).
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Figura 10- Valores do Delivery Distal de Sédio dos ratos intoxicados por chumbo,
comparados a um grupo controle (sem intoxicagdo). Nao hd diferenca
significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de intoxicacdo, mas hé diferenca

entre esses grupos em comparagdo com o grupo controle e os demais grupos.

ANOVA: p=0,00001.
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4.2.6- Fracao de Excrecdo Proximal de Sédio

Os valores da FEPNa dos ratos com oito e 15 dias de intoxicagdo tiveram

aumentos significativos. (Figura 11).
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Figura 11- Valores da Fracdo de Excre¢dao Proximal de Sédio, em porcentatem (%), dos
ratos intoxicados por chumbo, comparados a um grupo controle (sem
intoxicac¢do). Nao hé diferenca significativa entre os grupos com 8 e 15 dias de
intoxicac¢ao, mas hd diferenca entre esses grupos em comparacdo com o grupo

controle e os demais grupos. * = p<0,05.
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4.3- Morfologia
4.3.1 Microscopia Otica

Foram observadas alteracdes nos corpusculos renais e tibulos contorcitos

proximais renais. As alteracdes foram tempo dependentes em relacdo a intoxicacao do rato.

A Figura 12 e Figura 13 mostram a morfologia nomal e alterada,

respectivamente, dos corpusculos renais.

Figura 12- Aparéncia morfoldgica dos corptisculos renais, de um rato controle. Pode-se ver
a morfologia normal de um corpusculo renal, sem alteracdoes. Barra = 10 pm.

(H&E - 1000x).
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Figura 13- Aparéncia morfolégica dos corpisculos renais, de um rato intoxicado por
chumbo durante 30 dias. Pode-se ver a morfologia do espaco de Bowman
(Bo) que se apresenta dilatado e com lobulagdo do tufo de capilares (*) e

coloragdo rarefeita da matriz mesangial. Barra = 10 um. (H&E - 1000x).
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Observa-se, na Figura 14, a aparéncia morfolégica dos tibulos contorcidos

proximais renais, preservados, sem nenhuma alteracio.

Figura 14- Aparéncia morfoldgica dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato
controle. Nota-se a disposicao periférica dos nucleos, alta organizacdo e a
bordadura em escova (setas) em perfeitas condi¢des. Barra = 10 pm.

(H&E - 1000x).

Ap6s o inico da intoxica¢do, em oito dias pode-se observar a perda da bordarura

em escova do interior do tibulo contorcido proximal renal (Figura 15)

Ap6s 15 dias de intoxicagdes por chumbo, observa-se que a perda da bordadura
em escova persiste e hd cariomegalia (Figura 16). As inclusdes nucleares surgem a partir
dos 30 dias de intoxica¢do e tendem a aumentar se a intoxicagdo persistir, apresentando-se
como caracteristica tempo dependente. Células do epitélio tubular sdo descamadas,

localizando-se na luz tubular ou em processo de descamacao (Figura 17).
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Figura 15- Aparéncia morfoldgica dos tiibulos contorcidos proximais renais de um rato
intoxicado por chumbo durante oito dias. Nota-se a perda parcial da bordadura

em escova (setas). Barra =10 um. (H&E - 1000x).

Figura 16- Aparéncia morfoldgica dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato
intoxicado por chumbo durante 15 dias. Nota-se a que a perda da bordadura

em escova (setas) persiste e ha cariomegalia. Barra = 10 ym. (H&E - 1000x).

Resultados

49



Figura 17- Aparéncia morfoldgica dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato
intoxicado por chumbo durante 60 dias. Presenca de inclusdes nucleares (In),
dilatacdo tubular e descamacdo de células da membrana basal (seta). Barra =
10 pm. (H&E - 1000x).
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4.3.2- Microscopia Eletronica

Bordadura em escova sem alteragdes e mitocOndrias integras foram

observadas nas imagens da ultra estrutura dos ratos controle (Figura 18)

Figura 18- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato controle.
Presenca de bordadura em escova, sem alteracdes (seta) e mitocOndrias

integras, com formato ovalado (Mi). Barra = 1,98 pm. (6.300X)

Resultados

51



Aos oito dias de intoxicagdo (Figura 19) houve uma presenca marcante de
edema mitocondrial com perda de cristas centrais, também presente aos 15 dias de
intoxicacdo (Figura 20). Concomitantemente, houve edema e vacuolizagdo da bordadura
em escova com perda de microvilosidades. O nicleo ndo apresentou alteracdes. Células
epiteliais descamadas puderam ser encontradas na luz dos tdbulos contorcidos proximais

renais, mas eram pouco freqiiéntes.

Figura 19- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado
por chumbo durante oito dias. Presenca edema (Ed) e diminui¢do da bordadura
em escova (seta), com locais de interrupcdo (It), mitocondrias edemaciadas

(Mi) com fissdo mitocondrial (Fi). Barra = 1,98 um. (6.300X)
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Figura 20- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado
por chumbo durante 15 dias. Presenca edema (Ed) e diminui¢do da bordadura

em escova (setas). Barra = 1,6 um. (8.000X)
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As primeiras inclusdes nucleares puderam ser observadas aos 30 (trinta) dias de
intoxicagdo, podendo ser uma inclusdo ou mais As inclusdes nucleares puderam ser vistas
no nucleo na forma de corpos esféricos muito eletrondensos com um nucleo dento e uma
regido fibrilar como um sol radiante ou como uma estrutura granular compactada em

contato com a heterocromatina (Figura 21 e Figura 22).

Figura 21- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado
por chumbo durante 30 dias. Presenca de inclusdo nuclear, bem definidas com

aspecto de sol radiante (In). Barra = 1,25 pm. (10.000X)
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Figura 22- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado
por chumbo durante 30 dias. Presenca de inclusdo nuclear dupla (In). Barra =

1,98 um. (6.300X)
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Aumento do volume das mitocondrias com perda de cristas centrais s@o
aspectos morfolégicos marcantes durante a intoxicagcdo por chumbo, assim como freqiiéntes

mitocondrias em processa de fissao (Figura 23).

Figura 23- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado

por chumbo durante 30 dias. Presenca de mitocondrias edemacias (Mi) e

fissura mitocondrial (Fi). Barra = 1,0 um. (12.500X)
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Finalmente, aos 60 dias de intoxicagdo, observou-se grandes inclusdes
nucleares, devido ao longo tempo de exposicdo ao metal (Figura 24). Em muitos tdbulos
contorcidos proximais renais, a bordadura em escova quase ndo estava mais presente,

apresentando-se muito diminuida (Figura 25).

Figura 24- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado

por chumbo durante 60 dias. Presenca de grandes inclusdes nucleares (In).

Barra = 1,98 ym. (6.300X)
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Figura 25- Ultra estrutura dos tibulos contorcidos proximais renais de um rato intoxicado

por chumbo durante 60 dias. Nota-se a grande diminuicdo da bordadura em

escova (Bd). Barra = 7,8 um. (1.600X)
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4.4 Analise de Textura

A érea dos nucleos dos tibulos contorcidos proximais renais aumentou durante

a intoxicagdo por chumbo (Figura 26)

ANOVA revelou diferencas significativas entre os grupos experimentais em
relacdo ao segundo momento angular dos graus de cinza da matrix de co-ocorréncia Haralik
(p=0,00562). Nao houve diferencga significativa entre o grupo controle e os grupos de 8 e 15
dias de intoxicacdo. Entre os grupos de 15 e 30 dias de intoxica¢do observous-e uma
diminui¢do dessa varidvel. A partir dos 30 dias de intoxicacdo ndo houve mudangas

significativas (Figura 27)

Analisando-se os valores para a varidvel entropia, observou-se alteragdes
significativas entre os grupos. Um aumento foi detectado entre os grupos com 15 e 30 dias
de intoxicacdo. Antes e depois desses periodos de intoxicacdo ndo houve alteracdes

significativas (Figura 28).

ANOVA mostrou diferengas significativas na dimensao fractal (p=0,00234).
N3ao houve alteracdes significativas entre o grupo controle, oito e 15 dias de intoxicagao,
mas entre os grupos de 15 e 30 dias de intoxicacdo, a dimensdo fractal mostrou-se muito

elevada, mas sem alteracdes significativas entre o segundo grupo citado (Figura 29).

Foi demonstrado, usando ANOVA, que ha diferencas significativas entre os
grupos para os valores de energia em todas as faixas de freqiiéncia examinadas. No estudo
em questdo, os valores de energia indicaram um padrdo mais contrastado e repetitivo nas
imagens microscOpicas. Para a faixa de freqiiéncia 1 (Range 1), houve perda de energia
consideravel no grupo de 45 dias de intoxicagao e 60 dias de intoxicag¢do. Entre os grupos
com oito, 15 e 30 dias de intoxicacdo ndao foram encontrados diferencas significativas

(Figura 30).

Valores de energia na faixa de freqiiéncia 2 (Range 2) demonstraram uma
tendéncia oposta: aumentaram com o tempo de intoxicacdo. O primeiro aumento
significativo foi visto no grupo de 15 dias de intoxicagdo e o segundo depois de 45 dias de

intoxicacao (Figura 31).
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Uma tendéncia similar foi observada para os valores de energia nas faixas de
freqiiéncia 3 (Range 3) (Figura 32) até a faixa de freqiiéncia 11 (Range 11) (Figura 33). O
grupo controle, oito e 15 dias de intoxicacdo demonstraram baixos valores de energia sem
diferencas significativas detectiveis entre eles, entdo, ap6s 30 dias de intoxicacdo, os

valores de energia tiveram um aumento significativo e se mantiveram em um nivel elevado.

Area
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Figura 26- Area dos nucleos das células dos tibulos contorcidos proximais renais. Ha
diferencas significativas entre os grupos experimentais em relacdo a darea.

Houve um aumento significativo dessa varidvel entre os grupos. * = p< 0,05.

Resultados

60



0,0016

0,0014

0,0012

0,0010

Segundo Momento Angular

0,0008

0,0006

Figura 27-

Segunto Momento Angular

E T -
" —
+ Desv. Padréo I 1
T —
Control l g days l 15 days I 20 days I 45 days I B0 days

Dias de Intoxicacédo

Segundo Momento Angular. Ha diferencas significativas entre os grupos
experimentais em relacdo ao segundo momento angular dos graus de cinza da
matrix de co-ocorréncia Haralik. Nao houve diferencas significativa entre o
grupo controle e os grupos com oito € 15 dias de intoxicacdo. Houve uma
diminui¢do significativa dessa varidvel entre os grupos com 15 e 30 dias de

intoxicagao. * = p< 0,05.
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Figura 28- Entropia da matrix de co-ocorréncia Haralick H4 um aumento significativo da
entropia entre os grupos com 15 e 30 dias de intoxicacdo. Nao houve diferenca
entre o grupo controle e os grupos com oito e 15 dias de intoxicagdo ou entre

os grupos com 30, 45 e 60 dias de intoxicagdo. * = p<0,05.
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Dimensao Fractal
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Figura 29- Dimensao Fractal. H4 um aumento significativo na dimensdo fractal entre os
grupos com 15 e 30 dias de intoxica¢do. Nao hd diferenca entre os grupos
controle, oito e 15 dias de intoxicacao ou entre os casos dos grupos com 30, 45 e

60 dias de intoxicagdo. * = p<0,05.
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Energia (R1)
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Figura 30- Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia 1 (R1). H4 uma diminuicao
significativa de energia entre os grupos com 30 e 45 dias de intoxica¢do. Hao
houve diferencgas entre os grupos controle e os grupos com oito e 15 ou 30
dias de intoxicacdo ou entre os casos dos grupos com 45 e 60 dias de

intoxicagao. * = p<0,05.
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Energia (R2)
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Figura 31- Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia 2 (R2). H4 aumento significativo
de energia entre os grupos com oito e 15 e entre 30 e 45 dias de intoxicagao.
N3ao houve diferengas entre o grupo controle e os grupos com oito, 15 e 30 dias

de intoxicacdo ou entre os grupos com 45 e 60 dias de intoxicacdo. * = p<0,05.
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Energia (R3)
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Figura 32- Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia Range 3. H4 aumento
significativo de energia entre os grupos com 30 e 40 dias de intoxica¢do. Nao
houve diferengas entre o grupo controle e os grupos com oito, 15 e 30 dias de

intoxicacdo ou entre os grupos com 45 e 60 dias de intoxicacdo. * = p<0,05.
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Energia (R11)
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Figura 33- Energia das imagens FFT, faixa de freqiiéncia Range 11. H4 aumento
significativo de energia entre os grupos com 15 e 30 dias de intoxica¢do. Nao
houve diferencas entre o grupo controle e os grupos com oito, 15 dias de
intoxicacdes ou entre os grupos com 30, 45 e 60 dias de intoxicagdo.

* = p<0,05.
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5- DISCUSSAO
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Segundo Cranfield (2003), o chumbo existente no ambiente pode ser
introduzido no organismo através de inalacdo (ar atmosférico), ingestdo (contaminacdo da

agua, alimentos e solo), bem como por via cutanea (compostos chumbo lipossoliveis).

A absor¢do do chumbo pelas vias citadas ndo depende unicamente de sua
concentracdo e tempo de exposicdo mas, também, de fatores relacionados as propriedades
fisico-quimicas do composto considerado e, ainda, de fatores intrinsecos ao
individuo - idade, estado fisiolégico, dos niveis de célcio, magnésio, ferro, fésforo e

vitamina D presentes na dieta (Lauwerys e Hoet 1993).

Ap6s ser absorvido, o chumbo € distribuido pelo sangue aos diversos érgaos e
sistemas. No sangue liga-se aos eritrocitos numa proporcao superior a 90% e o mecanismo
desta ligacdo ndo estd perfeitamente definido, o mesmo ocorrendo em relacio a sua

transferéncia do sangue aos diversos tecidos

Na distribuicio do chumbo no organismo, dois compartimentos sdao de
fundamental importancia: o chamado compartimento de permuta constituido pelo sangue e
tecidos moles e o chamado compartimento de armazenamento, constituido principalmente
pelos ossos. O teor total de chumbo no organismo humano normal oscila de 100 a 400 mg e

aumenta com a idade (Larini, 1987).

O chumbo segue o movimento do célcio no organismo, depositando-se nos
ossos como fosfato de chumbo, sendo que até 94% do chumbo absorvido podem ser
armazenados nesse local. A concentragdo do chumbo nos ossos varia de acordo com a
idade e o tipo de osso. Este armazenamento ocorre na superficie inorgdnica dos 0ssos,
basicamente na matriz inorgdnica Ossea, formada pelos cristais de hidroxiapatita

[Ca3(PO4),CaOH] (Mitchell et al., 1977).

O chumbo absorvido é excretado principalmente através da urina e fezes. A
eliminacdo renal envolve um processo de filtracdo glomerular e transporte transtubular. E
importante ressaltar que o teor de chumbo na urina nao representa com fidelidade o grau de
absorcdo e este fato € explicado em funcdo de variacdes individuais tais como, por

exemplo, alteragdes da func¢do renal, quantidade de liquido ingerido e gravidade especifica
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da urina. Os rins excretam quantidades elevadas de chumbo somente quando a
concentracdo sanguinea € elevada e uma correspondéncia entre o chumbo urindrio e
absorvido € encontrada somente para os compostos organicos. Todavia, a determina¢do do
teor urindrio de chumbo pode ser ttil na indicacdo de exposi¢do quando acompanhada de

outros parametros mensuraveis (Costa, 1997; Lin et al., 2003).

A determina¢do do ALA-U tem sido proposta para o monitoramento da

intoxicacao por chumbo quando ndo se pode dosar diretamento o metal no sangue (Pb-S).

Caldeira et al. (2000), demostraram que hd uma boa correlacdo entre os valores
de ALA-U e o de Pb-S e que concentracdo da ALA-U pode ser utilizada principalmente em
individuos expostos ao metal, os quais que ainda nao possuem Pb-S acima dos valores de

referéncia e podem fornecer um diagnéstico precoce da intoxicacao.

A toxicidade do chumbo se manifesta principalmente em quatro sistemas:
gastrointestinal, renal, nervoso e hematopoiético, sendo esse tltimo de grande importancia
no monitoramento bioldgico a exposicdo a este metal. O principal efeito do chumbo nesse
sistema € a reducao dos niveis do grupo prostético Heme, causado pela inibi¢do de algumas
enzimas utilizadas na sintese da hemoglobina, devido a ligacdo do chumbo a enzima
ALA-D, causando o acimulo do ALA no sangue e urina (Alessio e Fod, 1983; Atsdr, 1990;
Landrigan, 1989; Paolielo et al., 1993).

Entdo, um fator importante é, talvez, o aumento continuo do 4cido delta-
aminolevulinico (ALA), um precurso do grupamento Heme que se acumula durante a
intoxicacdo por chumbo. A autooxidacdo do 4cido delta-aminolevulinico gera espécies
reativas de oxigénio, os quais contribuem para com 0s mecanismos mencionados acima

(Hermes-lima et al., 1991).

A bordadura em escova das células do tdbulo contorcido proximal renal €
considerada o caminho pelo qual o chumbo chega ao interior celular, bem como a partir do
lado basolateral através de transporte ativo com um ion livre. Esse processo pode envolver
uma ligacdo a sitios de ligagdo ndo especificos na membrana, seguidos por internalizacdo

através de endocitose (Sivaprasad et al., 2004).
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Uma vez que o chumbo tem uma forte afinidade com o grupo sulfidril, amino,
carboxyl e grupos hidroxil de amino acidos, € mais provavel que todas as enzimas possam

ser inativada pelo chumbo (Piomelli, 2002).

Especialmente enzimas ricas em grupos SH sdo muito sensiveis a essa toxina e,
portanto, talvez essas enzimas que transportam ions com o Ca®* ATPase, Na'/K* ATPase e

anidrase carbdnica também sdo inibidas no rim (Patel et al., 2006)

Ha evidéncia que a intoxicacdo por chumbo causa estresse oxidativo, o qual
poderia aumentar a peroxidacdo de membranas lipidicas e diminuir a capacidade

antioxidante (Sivaprasad et al., 2004)

Todos esses mecanismos explicam as importantes alteragcdes morfoldgicas do
citoplasma das células tubulares proximais renais, o encurtamento e a perda das
microvilosidades e as invaginagdes basolaterais, bem como a perda da integridade de

vesiculas, edema mitocondrial e cristolise (Herak-Kramberger e Sabolic, 2001).

O dano morfolégico ocorreu paralelamente a diminuicdo da capacidade da
reabsor¢do de sédio e potdssio, dos tibulos contorcidos proximais renais, nas primeiras 2

semanas de intoxicacao.

Mudangas na fisiologia celular sdo freqiiéntemente acompanhadas por subitas

alteracdes da arquitetura nuclear. Portanto incluiu-se metodos cariométricos neste estudo.

A quantificacdo das alteracdes dos niucleos podem ser feitas através de
diferentes métodos como o simples procedimento de contagem de caracteristicas nucleares
ou das subestruturas dos mesmos e analise computadorizada da textura (Cia et al.,1999;
Irazusta et al., 1998; Metze et al., 1999; Metze et al., 1999; Lorand-metze et al., 1998;
Oliveira et al., 2001; Mello et al., 2008; Adam et al., 2008; Herreros et al., 2007;
Auada et al., 2006; Rocha et al., 2008; Rocha et al., 2006; Adam et al., 2006;
Kayser et al., 2007)

Esse ultimo pode reveler mudancgas da arquitetura nuclear as quais ndo podem
ser vistas ou objetivadas por um observados humano. Uma vez que ainda ndo ha um
conceito unificador de textura, varios métodos para sua avaliagdo tem sido descritos como a

mensuragdo das caracteristicas obtidas a partir da matriz de co-ocorréncias dos valores de
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cinza (Mello et al., 2008; Adam et al., 2008; Herreros et al., 2007; Auada et al., 2006;
Rocha et al., 2008; Rocha et al., 2006; Adam et al., 2006).

Toda essa variedade de técnicas produziram resultados semelhantes nesta
investigacdo. Uma das principais constatacdes foi que mudancas na cromatina nao puderam
ser detectadas entre o grupo controle e o grupo apds 8 dias de intoxicagdo o que, estd de
acordo com a microscopia eletronica analisada. Por outro lado, alteragdes ultraestruturais
do citoplasma, como perda da bordura em escova, e importantes alteracdes fisiopatolégicas

com a diminui¢do da reabsorcao de sédio foram proeminentes.

Essas mudangas estavam presentes no 8° dia de intoxicacdo, mas nesse periodo
experimental somente uma varidvel indicou mudancas na textura nuclear. Os valores de
energia da faixa de freqiiéncia 2 (R2) das imagens FFT aumentaram, o que equivale a uma
arquitetura da cromatina ligeiramente mais contrastada e grosseira. Esse achado ndo € uma
supresa, uma vez que foi recentemente demonstrado que os valores de energia para baixas
faixas de freqiiéncia de imagens FFT podem ser mais sensiveis que variaveis derivadas da

matriz de co-ocorréncia dos niveis de cinza (Auada et al., 2006).

Analisando os achados morfolégicos e patofisiol6gicos juntos pode-se postular
que a intoxicacdo por chumbo afeta inicial e predominantemente as arquiteturas

citoplasmaticas.

No 30° dia de intoxicagdo, os parametros fisioldgicos em relacdo ao transporte

de sodio se normalizaram.

A andlise ultraestrutural revelou que a partir do 30° dia h4 danos persistentes na
bordadura em escova. No entanto, vacuolizacdo citoplasmatica e o grau de alteragdes
estruturais mitocondriais parecem ter diminuido progressivamente com o tempo.

Duplicagdo mitocondrial através de fissdo puderam ser vistas.

Neste estudo, inclusdes intranucleares tipicas, uma marca da intoxicacdo por

chumbo, foi detectada pela primeira vez no 30° dia de intoxicagao.
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E evidente que a grande maioria as varidveis da textura nuclear tiveram
mudancas significativas entre o 15° e o 30° dia de intoxicacdo. Uma diminui¢do do segundo
momento angular € o aumento da entropia indicam um citoplasma mais irregular e mais
contrastado (com mais areas de alto contraste) devido a presenca das inclusdes nucleares
com centro claro e periferia escura. Isso é confirmado pelo aumento dos valores de energia
na faixa de freqiiéncia 3 (R3) até 11 (R11), que sdo equivalentes granularidades de
tamanho pequeno e médio na cromatina. A partir do 30°, dia até o fim do experimento,

nenhuma outra mudanga importante na textura nuclear foi observada.

No 45° e 60° dia de intoxicacdo, a reabsorcao de sddio e potdssio demonstraram

um ligeiro aumento significativo quando comparado com os valores do grupo controle.

Esse achado foi inesperado, pois muitas células, do tibulo contorcido proximal
renal, mostraram uma diminui¢do ou auséncia da bordadura em escova nesse periodo

experimental e alteracdes mitocondriais moderadas ainda eram presentes.

Assim, a questdo se coloca: como pode a capacidade de reabsor¢ado fisiologica
de fons ser restaurada no 30° dia e até ser mais eficiente que no grupo com 45 e 60 dias de

intoxicacao?

As inclusdes nucleares sdo compostas por um complexo chumbo-proteina e ha
uma forte evidéncia que essa formagdo atenua a toxicidade do chumbo, pois a inabilidade

de sua formacdo aumenta demasiadamente a toxicidade renal do chumbo (Qu et al., 2002).

A primeira vista, este estudo parece estar de acordo com essa teoria, ja que as
inclusdes nucleares puderam ser vistas a partir do 30° dia de intoxicacdo, justamente

quando a capacidade de reabsorcao proximal foi normalizada.

E dificil, no momento, explicacdes mais detalhadas sem ser de carater
especulativo. A fim de garantir a capacidade de transporte de ions, tem-se que, no minimo,
normalizar a suprimento de energia e o nimero de transportadores de fons nas tibulos

contorcidos proximais renais.

Discussao

73



Hipertrofia tubular e hiperplasia t€ém sido descritas como conseqiiéncia dos

danos ao tibulos contorcidos proximais renais (Wolf, 1999; Wolf, 1995; Jarrar, 2003).

Grandes areas com necrose tubular aguda ndo foram observadas apds o 8° ou
15° dia de intoxicacdo, nem a excrecdo de sddio foi compdtivel com essa situagcdao

fisiopatoldgica.

Contudo, perda de células individuais no interior da luz tubular indica necrose
celular isolada. Entdo pode-se esperar que haja uma hipertrofia regenerativa tubular
compensatdria, no minimo focal. Mas esse fendmeno ndo explicaria a normaliza¢do da
manipulacdo de sédio depois de 30 dias de intoxicagdo por chumbo e o aumento da
reabsor¢do de sédio a partir do 45° dia. Com a continuidade da intoxica¢do durante o
experimento, estas celilas recém-formadas devem ser mais resistentes a intoxicagdo por

chumbo.

Ha evidéncia de uma relagdo reciproca entre o nivel de eficiéncia da atividade

renal mitocondrial e manipulagdo tubular do ion sédio (Bento et al., 2007).

Essas mitocOndrias poderiam, talvez, ser mais resistentes a intoxica¢do por

chumbo, acompanhada pelo aumento dos niveis de ALA.

Assim, o comprometimento da fun¢do mitocondrial pode ter contribuido para a
diminuicdo da reabsor¢do de sédio durante as 2 primeiras semanas de intoxicacdo por
chumbo em nosso experimento, mas ao final do mesmo, o suprimento de energia

mitocondrial deve ter sido suficiente para manter o aumento da reabsor¢do de sédio.

Andlises ultraestruturais revelaram duplica¢do mitocondrial a partir do 8° dia de
intoxicagdo. Esse achado € indicativo da geracdo de novas mitocondrias, um fendmeno o
qual tem sido descrito em outras tipos de intoxica¢do, como por exemplo, no excesso de

ions de cobre (Kaduk et al., 1980).

Dois grupos de pesquisa demonstraram que uma tUnica dose de chumbo
provoca, dentro de 24 horas, reducio da excre¢do de sédio que dure no minimo 24 horas e

entdo volta para o nivel basal depois de 72 horas (Huguet et al., 1982; Vargas et al., 2003).
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Vargas et al. (2003) demonstraram que uma tunica inje¢do de chumbo produz
um aumento na atividade da heme oxigenase (HO-1) nos rins de ratos, aumentando em 12
vezes sua atividade. HO-1 é considerada uma proteina de estresse do tipo das proteinas de
choque térmico (Heat Shock Proteins - HSPs). Ela é ativada por estresse oxidativo como
parte de um mecanismo agudo de defesa como diferentes estimulos de estresse. Sua agao
nao é muito bem conhecida, mas pode causar uma produ¢cdo aumentada de biliverdinas e
bilirrubina, que atuam como metabdlitos antioxidantes, neutralizando os radicais reativos

de oxigénio e inibindo a peroxidacao lipidica.

Por isso, podemos hipotetizar que os efeitos renais na intoxicacdo por chumbo

sejam mediados através da inducao de HO-1 ou outros antioxidantes.

Embora este experimento tenha se baseado em intoxicagdo cronica por chumbo
e embora a diminuicdo da excrecdo de sdédio foi notada pela primeira vez apds seis
semanas, ndo € possivel excluir que um mecanismo patofisiolégico similar tenha
participado, desde que altos niveis de enzimas antioxidantes eritrocitdrias tenham sido

descritas em pacientes com intoxicac¢ao cronica por chumbo (Hermes-lima et al., 1991).

O aumento da capacidade de reabsor¢do de sdédio no tubulo contorcido
proximal renal apds seis semanas de intoxicacdo cronica por chumbo ndo é totalmente

compreendido até o momento e requer investigacao mais aprofundada.
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6- CONCLUSAO
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Pode-se concluir a partir dos resultados obtidos no presente estudo:

1- O transporte de sédio sofre alteracdes no inicio da intoxica¢do por chumbo
que ocorrem em paralelo com alteracdes ultraestruturais no citoplasma dos
tibulos contorcidos proximais renais. Os nucleos parecem inicialmente

inalterados, mesmo com alteragdes citoplasmadticas evidentes.

2- Inclusdes nucleares parecem exercer um efeito protetor nos tubulos
contorcidos proximais renais, ja que com o inicio de sua formacao, aos 30
dias de intoxica¢do, houve uma recuperacao da fisiologia renal normal dos

ratos mesmo com alteracdes citoplasmaticas ainda persistentes.

3- Assim como as inclusdes nucleares de chumbo, regeneracao mitocondrial, o
aumento de produgdo de proteinas anti-oxidantes podem estar envolvidas no
mecanismo de recuperacdo da fisiologia renal, durante a intoxicagdo por

chumbo.
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