Efeitos do Tratamento Cronico com Sinvastatina na
Funcédo Renal de Ratos Submetidos a um Modelo
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Objetivos: Avaliar os efeitos do tratamento crénico com sinvastatina na
funcéo renal de ratos submetidos a um modelo experimental de doenca renal
1 Académico do 6° ano de Medicina da FMIt. crbnica. Metodologia: Foram utilizados 30 ratos, machos, adultos jovens, da
2 Farmacéutico-bioguimico. Doutor em linhagem Wistar, com peso entre 200 e 250 g e idade entre 60 e 90 dias. Os
Fisiologia e Farmacologia. Professor Titularde = anjmajs foram divididos aleatoriamente em 3 grupos com 10 ratos cada. Foi
Farmacologia e Bl\l/logdL:ICTr:;% :ﬁgﬂﬂzdiﬂdé realizada a cirurgia seguindo o modelo experimental de doenca renal cronica
JHba, moderada (DRC-M) baseado na metodologia descrita por Ormrod & Miller,
1980. Apos os procedimentos cirdrgicos, os animais receberam os referidos
tratamentos, por um periodo de duas semanas: Grupo 1 - Animais com DRC-
M tratados com agua destilada VO (Gavagem) (n=10). Grupo 2 - Animais
com DRC-M tratados com 5mg/Kg de sinvastatina VO (n=10). Grupo 3 -
Animais com DRC-M tratados com 10mg/Kg de sinvastatina VO (n=10).
Resultados: A inducdo de DRC-M ndo produziu alteragdes significativas
sobre o débito urindrio, ingesta hidrica, ingesta alimentar e parametros da
funcdo renal estudados, quando comparados 0 grupo controle com sinvastatina
5mg/Kg ou com sinvastatina 10mg/Kg ou quando comparados 0s grupos
sinvastatinas entre si. Conclusdo: Esses dados demonstram que o tratamento
com sinvastatina, independente da dosagem do trabalho, ndo produziu
melhora da funcéo renal de ratos submetidos a um modelo experimental de
Doenca Renal Crénica Moderada (DRC-M).
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the effects of chronic treatment with sinvastatin on
renal function in rats subjected to an experimental model of chronic renal
disease. Methods: 30 male rats were young adults, the Wistar strain, weighing
. . between 200 and 250 g and aged between 60 and 90 days were used. The

Recebido em junho de 2014 . L . . .

Aceito em junho de 2014 animals were random!y divided into 3 groups with 10 rats in each. Surgery
was performed following the experimental moderate chronic (CKD-M) model
of kidney disease based on the methodology described by Miller & Ormrod,
1980. After the surgical procedures, animals receive these treatments for a
period of two weeks: Group 1 - animals with CKD-M with distilled water and
treated orally (gavage) (n = 10). Group 2 - animals with CKD-M and treated
with sinvastatin 5mg/kg orally (n = 10). Group 3- animals with CKD-M and
sinvastatin treated with 10mg/kg orally (n = 10). Results: Induction of CKD-
M produced no significant change on urine output, fluid intake, food intake
and renal function parameters studied when comparing the control group with

Correspondéncia: sinvastatin or sinvastatin 5mg/kg or 10mg/kg when comparing groups
André Luiz Rios dos Santos ; ; -

; ; sinvastatin to each other. Conclusion: These data demonstrate that treatment
Rua Monsenhor José Paulino, 368. Apto 01 ith si tatin d ind dent f th K q d . ¢
Centro Pouso Alegre/MG. with sinvastatin dosage independent from the work produced no improvemen
CEP: 37550-000. in renal function in rats subjected to an experimental model of Moderate
E- mail: andre_luiz_rios@hotmail.com Chronic Kidney Disease (CKD-M).
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INTRODUCAO

A insuficiéncia renal crénica (IRC)
¢ 0 resultado de lesdes irreversiveis
provocadas por uma ou por varias doencas
gue tornam os rins incapazes de realizar
totalmente ou parcialmente suas funcdes.'?

A doenca renal cronica (DRC)
geralmente ocorre nos dois rins, sendo raro
acometer apenas um. Muitas vezes,
progride e evolui devido a falta de
informacdo, desconhecimento e descuido
dos pacientes.®*

Varias evidéncias clinicas e
epidemioldgicas mostram uma associa¢do
de varios fatores responsaveis pela
instalacdo e progressdo da doenca. Esses
fatores podem ter causa especifica ou
favorecerem o aparecimento de doenga
renal cronica na auséncia de uma causa
estabelecida.’

A DRC pode ter carater familiar,
implicando em uma predisposi¢do genética
ou ser secundaria a outras doencas, tais
como, hipertensao, diabetes e
hiperlipidemias. Vale ressaltar que a
obesidade, o fumo, o uso cronico de
algumas drogas, como o paracetamol, anti-
inflamatdrios ndo esteroidais e cafeina e o
baixo peso ao nascimento também estdo
relacionados com o aumento da chance de
desenvolver DRC.%®

Fatores ndo variaveis incluem
genética, raca, idade e sexo, com uma maior
evidéncia de progressdo da DRC em idosos,
pacientes do sexo masculino e raga negra.

Dos fatores variaveis, a presenca de

hipertensdo € considerada um dos mais
importantes. Além disso, 0 diabetes
mellitus de ambos os tipos, sobretudo se
mal controlado, acelera a progressdao da
nefropatia diabética, levando a doenca renal
terminal.>*°

Com a leséo inicial, ocorre perda de
néfrons e 0s remanescentes tornam-se
hipertroficos e hiperfiltrantes, a fim de
manter a homeostase do organismo. Essas
alteragdes levam a producgdo de citocinas,
fatores de crescimento e horménios, que
sdo responsaveis pelo processo de
proliferacdo celular, pelo recrutamento de
ceélulas inflamatodrias, pela proliferagdo de
colageno e fibrose. A producdo continua de
fibrose glomerular e intersticial acaba por
determinar perda progressiva dos néfrons e
da filtragdo glomerular."*

Os néfrons remanescentes
aumentam a excregdo fracional de muitos
solutos, mantendo constante o balanco de
sodio, potassio e agua, até fases avancadas
de insuficiéncia renal cronica. O tempo que
a lesdo renal leva para evoluir até
insuficiéncia renal crbnica terminal ¢é
bastante variavel, dependendo da etiologia
da lesdo renal, aspectos raciais, imunitarios,
estado hipertensivo, sobrecarga proteica,
etc.”?

A sinvastatina é um farmaco
pertencente a classe quimica das estatinas,
prescrito no tratamento das dislipidemias,
tendo como objetivo a reducdo dos niveis
de colesterol e lipidios no sangue.****
Através do seu metabolito ativo, o

beta-hidroxiacido, inibe especifica e
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competitivamente a HMG-CoA redutase,
enzima que catalisa a converséo da HMG-
CoA em mevalonato que é uma passagem
precoce e limitante na biossintese do
colesterol.

Desta forma, a sinvastatina &
utilizada para reduzir os niveis plasmaticos
elevados de colesterol total, LDL-
colesterol, apolipoproteina B e
triglicerideos em pacientes com
hipercolesterolemia priméria e
hipercolesterolemia familiar heterozigoética,
guando a resposta a dieta e a outras medidas
ndo medicamentosas, isoladamente, tenham
sido inadequadas. Adicionalmente, eleva de
forma moderada o HDL-colesterol,
reduzindo, portanto, as relagdes LDL/HDL
e colesterol tota/lHDL. Retarda a
progressdo da aterosclerose coronariana,
incluindo a reducdo do desenvolvimento de
novas lesbes e de novas oclusdes em
pacientes com doencas coronarianas. *>*°

A sinvastatina também é indicada
para reduzir o risco de morte por doenca
coronariana e de infarto do miocérdio ndo
fatal, reduzir o risco de acidente vascular
cerebral (AVC) e de ataques isquémicos
transitorios (AIT) e para reduzir o risco de
realizagéo de procedimentos de
revascularizacio de miocérdio.”

Os dados sobre os efeitos da
sinvastatina e de outras estatinas sobre os
rins sdo escassos na literatura. No entanto,
existem evidéncias de estudos clinicos com
sinvastatinas sugerindo uma acgéo protetora
dessas drogas na progressdo da doenca

renal cronica.?

Desta forma, o referido projeto
busca, através de uma metodologia bem
padronizada, elucidar os  possiveis
beneficios da administragdo desse farmaco
em animais submetidos a um modelo

experimental de doenca renal crénica.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Itajuba (FMIt) sob o
protocolo nimero 05/11 e obedeceu a Lei
Federal 11.794 e as orientaces do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Trabalho realizado através de
pesquisa experimental com animais e
pesquisa laboratorial, onde o material
biolégico utilizado foi o0 sangue.

Foram utilizados ratos machos,
adultos jovens, da linhagem Wistar, com
peso variando entre 200 e 250 g e com
idade entre 60 e 90 dias, oriundos do
biotério da Faculdade de Medicina de
Itajubd. Os animais foram mantidos em
gaiolas metabdlicas, passando por ciclo
claro-escuro de 12 horas. Foram
randomizados em grupos de 10 ratos por
grupo (n=10), cujo nimero foi obtido apos
analise da literatura.”>* Todos os animais
passaram por um periodo de adaptacdo que
consistiu na permanéncia minima de 3 dias
em cada ambiente, antes de iniciar 0s
procedimentos experimentais.

Foram excluidos 0s animais que

ndo se enquadraram nos  quesitos
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determinados ou que morreram durante a
experimentagao.

O modelo experimental de doenca
renal cronica desenvolvido neste estudo
baseou-se na metodologia descrita por
Ormrod & Miller (1980), * cujo objetivo
para o projeto foi induzir doenca renal
moderada, baseado nos niveis de uréia
plasmatica.

Os procedimentos cirargicos foram
realizados ap6s anestesia por via
intraperitoneal (I.P) com solucdo de
Ketamina (50mg/Kg)/Xylazina (25mg/Kg).
Apbs a anestesia foram realizados os
procedimentos cirdrgicos descritos abaixo:

Apbs  tricotomia e  assepsia
adequadas, foi feita uma incisdo no flanco
direito, exposicdo do rim direito com
disseccdo da gordura aderente e cépsula
renal, sendo preservada a glandula
suprarrenal. Em seguida, foram removidos
0s poélos superior e inferior do rim
esquerdo, sendo retirado também 1/3 do
tecido cortical remanescente na porgéo
lateral externa do rim esquerdo. Esta
técnica preserva 40% do tecido renal.
Terminado este procedimento a incisdo foi
suturada. Sete dias apos este procedimento,
o animal foi novamente submetido ao
mesmo procedimento anestésico, seguido
de uma incisdo no flanco esquerdo e apos
ligadura da artéria renal esquerda, veia
renal esquerda e ureter esquerdo, 0 rim
esquerdo foi retirado. Foi preservada a
glandula suprarrenal esquerda. Terminado

este procedimento a incisdo foi suturada. A

segunda cirurgia foi considerada como o dia
zero.”

Imediatamente ap6s a recuperacao
da anestesia, com objetivo de produzir
analgesia no pds-operatério, 0s animais
receberam paracetamol (80mg/Kg) (V.0),
uma vez ao dia, durante trés dias.

Apobs os procedimentos cirdrgicos,
os animais foram randomizados em trés
grupos experimentais distintos, com 10
animais por grupo (n=10). Os ratos foram
acondicionados em gaiolas metabolicas
individuais, com agua e racdo “ad libitum”
e receberam os referidos tratamentos
descritos abaixo, por um periodo de duas
semanas (quatorze dias):*®

Grupo 1: Animais com DRC-M e
tratados com 4gua destilada VO
(Gavagem). (n=10)

Grupo 2: Animais com DRC-M e
tratados com 5mg/Kg de sinvastatina VO
(Gavagem). (n=10)

Grupo 3: Animais com DRC-M e
tratados com 10mg/Kg de sinvastatina VO
(Gavagem). (n=10)

O débito urinario dos animais foi
mensurado diariamente e amostras de urina
foram coletadas nos dias 4, 9 e 14.

Foram avaliados o0s seguintes
pardmetros: peso final, ingesta hidrica,
ingesta alimentar, fluxo urinario,
proteindria de 24 horas, creatinina urinaria
e plasmética, ureia plasmética,
osmolaridade urinéria e plasmatica, pH
urinario, clearance de creatinina, clearance

de agua livre e clearance osmolar.
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Os dados foram expressos como
média * erro padrdo da média ou mediana,
quando  apropriado. Foi testada a
distribuicdo normal das variaveis pelo teste
de normalidade Anderson-Darling. Os
resultados que apresentaram distribuicdo
normal foram comparados por analise de
variancia, seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls. Os dados ndo paramétricos
foram comparados por meio do Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunns. As
diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas com o valor

de p < 0,05.

RESULTADOS

O débito urindrio dos grupos
controle, sinvastatina 5mg/Kg e sinvastatina
10mg/Kg estdo mostrados na Figura 1.

O grupo controle, quando
comparado aos grupos que fizeram o uso da
sinvastatina, tanto na quantidade de
5mg/Kg, quanto de 10mg/Kg ndo mostrou
diferenca significativa quanto ao débito
urinario (p>0,05), assim como, quando
comparados entre si 0s grupos submetidos
ao uso de sinvastatina, em ambas as
dosagens, também ndo apresentaram
diferencas significativas quanto ao débito

(p>0,05).
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/'/ =—o—Controle - :Q_
== Sinvastatina 5mg/Kg
Sinvastatina 10mg/Kg
- J

Figura 1 - Débito Urinario (mL/24h) dos grupos controle, sinvastatina 5mg/Kg e sinvastatina
10mg/Kg, durante 14 dias ap0s a cirurgia.

Os dois grupos de tratamento com
sinvastatina ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, quando estudadas a
ingesta alimentar e ingesta hidrica. Ambos
0s grupos,

guando comparados

individualmente com o controle, também
ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05), conforme mostrado nas Figuras 2
e3.
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Figura 2 - Ingesta Hidrica (mL/24h) dos grupos controle, sinvastatina 5mg/Kg e sinvastatina
10mg/Kg, durante 14 dias apés a cirurgia.
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Figura 3 - Ingesta alimentar (mg/24h) dos grupos controle, sinvastatina 5mg/Kg e sinvastatina
10mg/Kg, durante 14 dias apds a cirurgia.

Em relagio aos parametros
bioguimicos da fungdo renal, os resultados
dos grupos controle, sinvastatina 5mg/Kg e
sinvastatina 10mg/Kg sdo apresentados na
tabela 1.

No estudo comparativo do grupo
controle com 0s grupos sinvastatina, nao se

encontrou diferenca significativa entre eles.

Do mesmo modo, quando comparados oS
grupos sinvastatina entre si, fazendo a

andlise sobre os pardmetros bioquimicos da

funcdo renal, ndo foram encontradas
diferencas  significativas entre  eles
(p>0,05).
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Tabela 1 - Pardmetros bioquimicos da fungéo renal dos grupos controle, sinvastatina 5mg/Kg e
sinvastatina 10mg/Kg, durante 14 dias apds cirurgia.

Controle Sinvastatina Sinvastatina p<0,05
5mg/Kg 10mg/Kg

Ureia Sérica (mg/dL) 6.5+1.23 6.5+0.79 6.8+ 1.36 0.54
Clearence de creatinina
(mL/min) 0.05 +0.07 0.07 £ 0.05 0.09 £ 0.06 0.40
Proteina total sérica
(g/dL) 5.0 £ 2.47 6.2+1.34 5.8+1.29 0.47
Albumina sérica (g/dL)

2.4+1.00 2.35+0.36 2.6 +0.15 0.35

DISCUSSAO

Nesse estudo procurou-se avaliar 0s
efeitos do tratamento crbénico com
sinvastatina na funcdo renal de ratos
submetidos a um modelo experimental de
doenca renal cronica.

Embora seja amplamente descrito
na literatura o uso do modelo experimental
de doenca renal crbnica grave 5/6, o
presente estudo optou pelo o uso da
nefrectomia %, uma vez que o modelo
nefrectomia 5/6 é um estigio de doenca
renal cronica muito parecido com de
humanos, onde o0s pacientes ja estdo em
tratamento dialitico, o que dificultaria a
observacdo dos parametros bioquimicos da
fungdo renal com o respectivo tratamento
farmacoldgico usado nesse estudo. Além
disso, 0 modelo de doenca renal crénica
moderada induzida pela nefrectomia % é
muito pouco explorado, sendo escassos 0S
estudos que utilizam esse modelo para
testar este tratamento farmacol6gico para

doenca renal cronica.?

Os resultados adquiridos mostraram
que o tratamento com sinvastatina 5mg/Kg
e sinvastatina 10mg/Kg ndo reverteram a
polidria e polidipsia produzidas pela
indugdo de doenca renal cronica moderada.
Sabe-se que a poliuria e polidipsia presentes
nesse modelo experimental de doenga renal
cronica podem ser atribuidas a alteragdes
nos mecanismos de concentracdo da urina,
e a incapacidade de reabsorcéo de agua no
ducto coletor.”

Como j& sabido, existem evidéncias
de estudos clinicos com sinvastatinas
sugerindo uma agéo protetora dessas drogas
na progressdo da doenca renal cronica,
dificultando assim a evolucdo dessa
doenca.”® Porém, no presente estudo nio
houve uma melhora da funcdo renal dos
ratos submetidos a doenca renal crénica
moderada, provavelmente pelo fato do
presente trabalho ter utilizado metodologias
e dosagens das drogas diferentes das
utilizadas em outros trabalhos publicados

na literatura.*®
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No trabalho desenvolvido por
Marcelino AR (2014), a metodologia
utilizada pelos autores foi idéntica ao
presente estudo, sendo os ratos submetidos
a nefrectomia %; porém, as drogas
utilizadas foram diferentes, como o
alisquireno, que proporcionou no estudo
uma diminuicao dos niveis de IL-1, e IL-

6, diminuindo entao citocinas

inflamatérias.”® Conclui-se entdo que o
estudo de Marcelino foi eficaz para
normalizar a funcdo renal de ratos com

doenca renal cronica moderada,

diferentemente do atual trabalho, que
utilizou a mesma metodologia, baseada na
metodologia de Ornord & Miller, para

submeter o0s ratos a um modelo
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