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Artigo Original

Sinvastatina e lesao renal aguda isquémica em ratos*

Simvastatin and acute ischemic renal injury in rats

Simuvastatina y lesion renal aguda isquémica en ratas

Claudia Akemi Shibuya Teshima', Mitian Watanabe!, Cassiane Dezoti da
Fonseca', Maria de Fatima Fernandes Vattimo?

RESUMO

Objetivos: O estudo visou verificar a a¢do renoprotetora da sinvastatina em modelo animal de isquemia/reperfusio por 30 minutos. Métodos:
A isquemia foi obtida por meio do clampeamento dos pediculos renais bilaterais por 30 minutos, seguida de reperfusio. Ratos Wistar, machos
foram usados pesando entre 250-300g, distribuidos nos seguintes grupos: SHAM (controle, sem clampeamento renal); Isquemia (isquemia renal
por 30 minutos); Isquemia+Estatina (sinvastatina 0,5 mg/kg, via oral durante trés dias). A func¢io renal (cearance de creatinina, método de Jaffé),
a osmolalidade urinaria, os peréxidos urinarios foram avaliados. Resultados: Os resultados mostraram que a estatina melhorou a fungio renal,
a osmolalidade urinaria e reduziu a excregio de PU. Conclusdo: Em sintese, o estudo confirmou o efeito renoprotetor da estatina, com acio
antioxidante de protegio renal.

Descritores: Lesdo renal aguda; Isquemia; Sinvastatina/efeitos adversos; Ratos

ABSTRACT

Objectives: The study aimed to verify the protective renal action of simvastatin in an animal model of ischemia / reperfusion for 30 minutes.
Methods: Ischemia was obtained by clamping bilateral renal pedicles for 30 minutes, followed by reperfusion. Male Wistar rats were used,
weighing between 250-300g, distributed into the following groups: SHAM (control, without clamping renal), Ischenzia (renal ischemia for 30
minutes), Ischemia + Statin (simvastatin 0.5 mg/kg, orally for three days). Renal function (creatinine clearance, Jaffé method), urinary osmolal-
ity, and urinary peroxides were evaluated. Results: The results showed that the statin improved renal function, and reduced urinary osmolality
along with excretion of PU. Conclusion: In summary, the study confirmed the protective renal effects of statins, with an antioxidant action
that protects the kidney.

Keywords: Acute kidney injury; Ischemia; Simvastatin/adverse effects; Rats

RESUMEN

Objetivos: El estudio tuvo como objetivo verificar la accion renoprotectora de la simvastatina en modelo animal de isquemia/reperfusion por 30
minutos. Métodos: La isquemia se obtuvo por medio del pinzamiento de los pediculos renales bilaterales por 30 minutos, seguida de la reperfusion.
Fueron usadas ratas Wistar, machos que pesaban entre 250-300g, distribuidos en los siguientes grupos: SHAM (control, sin pinzamiento renal);
Isquemia (isquemia renal por 30 minutos); Isquemia+Estatina (simvastatina 0,5 mg/kg, via oral durante tres dias). Fueron evaluadas la funcién
renal (clearance de creatinina, método de Jaffé), la osmolaridad urinaria y los peréxidos urinarios. Resultados: Los resultados mostraron que
la estatina mejord la funcién renal, la osmolaridad urinaria y redujo la excrecién de PU. Conclusion: En sintesis, el estudio confirmé el efecto
renoprotector de la estatina, con accién antioxidante de proteccion renal.

Descriptores: Lesion renal aguda; Isquemia; Simvastatina/efectos adversos; Ratas
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INTRODUCAO

O primeiro transplante renal com doador cadaver foi
realizado no Brasil em 1964. Atualmente, o transplante
renal evoluiu da condi¢ido de procedimento cirurgico
experimental a tratamento consagrado da insuficiéncia
renal cronica em estagio terminal com maior sobrevida
do 6rgao e melhor qualidade de vida para o receptor. O
desenvolvimento de novas técnicas cirargicas, doadores
falecidos ou intervivos, a descoberta de novas drogas imu-
nossupressoras com menor ocorréncia de efeitos adversos,
alegislacao nacional que permite a normatizagio de busca
e captagio de 6rgaos sao os varios fatores que contribuem
para realizacio de um transplante bem-sucedido 2.

A realizacdo de um transplante renal envolve meca-
nismo de isquemia/reperfusio (IR), onde a isquemia é
determinada pela remogao do rim no doador e a implan-
tacao do 6rgao no espago extraperitoneal do receptor. A
implanta¢io do enxerto confere a reperfusio ao 6rgao e
restabelece condi¢es para recupera¢io, porém, desen-
cadeia uma nova lesao mediada pela ativagdo da resposta
inflamatoria e liberagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no leito endotelial da microvasculatura do enxetto.
A disfuncio do enxerto é uma manifestacao clinica com re-
ducio imediata da funcio renal pos transplante, sendo uma
importante causa de lesdo renal aguda isquémica (LRAi) .

Estudos em modelos animais de I/R permitem a
transposicao de situacoes clinicas a bancada, em uma
tentativa de, no isolamento de variaveis nao abordaveis no
humano, poder identificar mecanismos fisiopatologicos
e respostas fisiolbgicas as manipulacdes medicamentosas
ou mecanicas, foco deste estudo. Esses modelos, predo-
minantemente realizados em ratos ou em camundongos,
representam cerca de 40% dos estudos publicados na
Kidney International e Nephrology Dialysis Transplantation no
ultimo triénio®.

O modelo de I/R renal consiste no clampeamento
da artéria renal ou do pediculo renal por um periodo
variado de 15 a 60 minutos com subsequente reperfu-
sa0, reproduzindo o cenario clinico de um transplante
renal. A aplicabilidade e a viabilidade desse modelo siao
resultantes da similaridade da resposta inflamatoria,
congestdo medular e lesdo tubular apresentada quando
comparados com dados obtidos por meio de bidpsia
renal em pacientes com LRA®.

A hipétese deste estudo € que a estatina tenha, por
seus efeitos pleiotrépicos, descolados de sua agio antili-
pidica, de anti-inflamacio e antioxidacio, agao renopro-
tetora no modelo de I/R reproduzido no rato. Evidéncias
recentes confirmam a prevenc¢ao de reagoes vasculares
inflamatorias em estudos clinicos e em modelos animais
com a administracdo de estatinas®”; no entanto, o estudo
ora apresentado avanca na investigacio por seus meca-
nismos antioxidantes.

87

OBJETIVO

Verificar a agdo renoprotetora da sinvastatina em
modelo animal de I/R renal por 30 minutos.

METODOS

Os procedimentos realizados neste estudo estavam
de acordo como os Principios Eticos de Expetimentacio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Expetimentacio
Animal e foram aprovados pela Comissio de Ftica em Fx-
petimentacao Animal do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Sio Paulo. Todos os animais tiveram acesso
livre a 4gua e alimentos permanecendo em condi¢oes térmi-
cas com ciclos de dia e noite durante todo o experimento.

Ratos da raca Wistar, machos e adultos foram usados,
pesando entre 250 — 300 gramas, divididos nos seguintes
grupos: SHAM — controle ciriargico com simulagao do
ato cirurgico, Esfatina — animais condicionados durante
3 dias com Sinvascot®-Baldacci 0,5 mg/kg por gavagem
(v.0), Isquemia — clampeamento bilateral dos pediculos
renais durante 30 minutos, Isguemia + estatina — isquemia
renal em animais précondicionados durante 3 dias com
Sinvascor®-Baldacci 0,5 mg/kg pot gavagem (v.0).

Os animais foram anestesiados com tiopental de
sédio 40-50 mg/kg, intraperitoneal (i.p.) e submetidos a
laparotomia para clampeamento bilateral dos pediculos
renais durante 30 minutos e restabelecimento da perfu-
sao renal, sendo colocados em gaiolas metabdlicas para
coleta de urina de 24 horas. Apds este perfodo, foram
anestesiados novamente com tiopental de sédio 60 mg/
kg para nova laparotomia e coleta de sangue através da
puncio da aorta abdominal para estudos de fun¢ao renal
(FR), funcio tubular e estresse oxidativo.

FR: Avaliada por meio do cearance de creatinina por
meio da mensura¢io de creatinina plasmatica e urinaria
realizada pelo método de Jaffé®.

Funcao tubular: Mensuracao da osmolalidade urinaria
(OU) por meio do osmoémetro — Advanced Osmometer” —
model 3D3.

Estresse oxidativo: Mensurag¢ao dos niveis de peréxi-
dos urinarios (PU) pelo método FOX-2. A mensura¢iao
dos niveis de PU ¢ considerada biomarcador da geracao
de peréxidos de hidrogénio e preditor da extensao de
estresse oxidativo em modelos experimentais in vivo®.

Utilizou-se o método GLM (Anova univariada) e
testes de comparacdes multiplas ajustados para Bonfer-
rone para analise estatistica. Os valores p < 0,05 foram
considerados significantes.

RESULTADOS

Os dados da Tabela 1 apresentam a FR dos diversos
grupos, onde os animais submetidos a isquemia renal
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por 30 minutos apresentaram elevacdo nio significati-
va de fluxo urinario, reducao do clearance de creatinina
(0,20£0,02 vs 0,601+0,07; p<0,05 vs SHAM) e da os-
molalidade urinaria (766+188 vs 17931+191; p<0,05 vs
SHAM), quando comparados com o grupo controle
SHAM, confirmando o modelo de LRA isquémica com
redugdo da filtracdo glomerular e fun¢io tubular. O
precondicionamento com sinvastatina durante trés dias
no grupo isquémico resultou em melhora da IR, com
elevacio na taxa de filtragao glomerular (0,49£0,04 vs
0,20£0,02; p<0,05 vs Isquemia) e maiores valores de
OU (1153£404 vs 766£188; p<0,05 vs Isquemia) em
relacdo ao grupo isquemia.

Tabela 1. Fungio renal global dos diversos grupos.

FU Cler 100 Osmolalidade
Grupos n® (ml/min)  (ml /mix?) Urinaria
(mOsm)
SHAM 6 0,006£0,001 0,60£0,07 1793+191
Estatina 6 0,008%£0,002 0,85%0,19 1849+71
Isquemia 7 0,013£0,008 0,20£0,02° 7661+188°
Isq + Estatina 10 0,016£0,011  0,49+0,04° 1153+404°

Sendo FU — fluxo urinario, Cler 100g — claearance de creatinina por
100 gramas.

*p < 0,05 vs SHAM

bp < 0,05 vs Isquemia

Os dados representam média = desvio padrao

Os dados da Tabela 2 demonstram os valotes de PU
dos animais submetidos a isquemia renal por 30 minutos.
Valores superiores da excre¢io de PU foram observados
nos ratos com isquemia renal quando comparados com o
grupo SHAM, indicando desequilibrio redox e presenca
de lesdo oxidativa. O tratamento com sinvastatina induziu
reducio dos valores de PU, denotando efeito antioxidante
da sinvastatina.

Tabela 2. Valores de peréxidos urinarios dos diversos grupos

Grupos n® Peréxidos Urinarios (nmol/g de creatinina)
SHAM 8 5,6%09
Isquemia 8 13,5%0,8°

Isq + Estatina 8  7,9+1,0°

ip < 0,05 vs SHAM
bp < 0,05 vs Isquemia

Os dados representam média + desvio padrio

Teshima CAS, Watanabe M, Fonseca CD, Vattimo MFF

DISCUSSAO

A estatina, inibidor da HMG-CoA redutase, promove
beneficios que sao independentes de sua fun¢ao primaria de
reducao dos niveis de colesterol sanguineo, incluindo a¢ao
anti-inflamatéria, antioxidante e capacidade de prote¢ao vas-
cular que sio conhecidos como seus efeitos pleitropicos®.

Na pratica clinica, a reducdo da dislipidemia com o
uso de pravastatina em pacientes portadores de doenga
renal cronica determinou diminui¢do da progressao da
doenca e da ocorréncia de eventos cardiovasculares®,
Hstudos em modelos animais também confirmaram
esse dado com a administracdo de estatina e observaram
renoprote¢ao com preservacdo da funcio glomerular,
evitando a progressio da doenca renal cronica®.

Neste estudo, o precondicionamento com sinvasta-
tina em animais submetidos a isquemia renal durante
30 minutos demonstrou prote¢do renal por meio da
elevagao de filtracao glomerular mensurada pelo clearance
de creatinina associado 2 elevacao da OU, confirmando
melhora da funcao tubular e reducio dos niveis de PU
indicando menores niveis de EROs.

Outros estudos em modelos animais reforcaram a acao
das estatinas como protetor renal. O precondicionamento
com cetivastatina durante 5 dias confirmou a protecio
renal em animais submetidos 2 LRAI!?, além disso 2 admi-
nistracio de sinvastatina em modelo de I/R renal induziu
reducio de area de necrose tubular aguda, confirmada com
dados histol6gicos e melhora funcional tubular®?.

Estudos reiteram o poder da estatina como agente
renoprotetor por sua a¢do anti-inflamatéria e antioxidante,
dois significativos mecanismos na LRAI. O efeito anti-infla-
matério também pode ser relacionado a menor rejeicao do
enxerto por meio de efeitos imunomodulatorios e a inibicao
de fatores que ativam a cascata de resposta inflamatéria®. A
administracdo de fluvastatina em individuos dislipidémicos
induz reducao dos niveis de lipides e prote¢ao antioxidante
pela reducao de marcadores de lesiao oxidativa?.

CONCLUSAO

Sumariamente, o precondicionamento com sinvastatina
em animais submetidos a isquemia renal por 30 minutos
conferiu protecdo renal com o aumento do ritmo de fil-
tracdo glomerular, melhora da funcio tubular e reducio
de marcadores de lesio oxidativa. Esses dados confirmam
o efeito renoprotetor da sinvastatina, provavelmente,
determinado pelo seu efeito pleiotrépico de antioxidagio.

Acta Paul Enferm. 2012;25(1):86-89.
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