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RESUMO

Introducao: estatinas sdo farmacos inibidores seletivos e competitivos da
Hidroximetilglutaril coenzima A redutase, enzima que catalisa a etapa inicial da
biossintese de colesterol. Apresentam, além de acdo hipolipemiante, efeitos
pleiotrépicos que podem incluir a nefroprotecdo. Objetivo: analisar os efeitos da
estatina pré e pds-operatéria na doenca renal crénica (DRC) induzida em ratos
Wistar. Método: trata-se de estudo experimental. Quarenta ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus) machos foram randomizados no pré-operatorio: no Grupo 1
(n=15), receberam dez dias de estatina no pré-operatdrio, e mais quinze dias apos
nefrectomia 5/6; no Grupo 2 (n=15), os ratos receberam a droga apenas no poés-
operatério; o Grupo 3 (n=10), sham, recebeu somente a nefrectomia 5/6. A
progressdo de DRC foi avaliada por dosagens seriadas de uréia, creatinina e
proteinaria, em trés momentos distintos do experimento. Os ratos sobreviventes ao
periodo de observacao de trinta dias (n=34) foram submetidos a retirada ex-vivo dos
rins remanescentes, e seus dados submetidos a analise estatistica. Valores de p
menores do que 0,05 indicaram significAncia estatistica. Para analise
histopatoldgica, foram utilizadas trés coloracdes (hematoxilina-eosina, tricrémio de
Gomori e PAS) e quatro indices padronizados (indices de glomeruloesclerose,
mesangiolise, lesdo tubulo-intersticial e lesdo vascular). Resultados: os grupos
tratados com estatina apresentaram menores medias de uréia no pés-operatorio, € 0
Grupo 2, menores médias em comparacao com o Grupo 1 e os sham. O uso de
estatina ndo teve impacto sobre a variavel creatinina. Houve indugéo de proteinaria
em ratos tratados com estatina, no pré-operatorio. Observamos diminuicdo da
proteindria ap6s o décimo dia de pds-operatério em ambos 0s grupos tratados com
estatina. O Grupo 2 apresentou os menores IM e ILTI. Conclusé&o: o uso de estatina
teve impacto na progressado da DRC induzida neste modelo experimental em ratos
Wistar, com melhores resultados no grupo que recebeu a droga somente no poés-
operatorio.

Descritores: Inibidores de Hidroximetilglutaril-CoA Redutases. Insuficiéncia Renal

Crobnica. Nefrectomia. Ratos Wistar.



ABSTRACT

Introduction: statins are selective competitive Hydroxymethylglutaryl-CoA
reductase inhibitors, an enzyme that catalyzes the initial phase of cholesterol
biosynthesis. They have, beyond hypolipemiant action, pleiotropic effects that may
include nephroprotection. Objective: to analyze pre-operative and post-operative
effects of statin on renal chronic disease experimentally induced in rats. Method: it is
an experimental study. Fourty male Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) were pre-
operatively randomized. To Group 1 (n=15), statin was orally administered for ten
days pre-operatively, and then for more fifteen days after 5/6 nephrectomy. Rats of
Group 2 (n=15) just received statin post-operatively. Rats of Group 3 (sham, n=10)
were submitted only to surgery. The progression of renal chronic disease was
assessed by serial dosaging of serum urea, creatinine, and proteinuria at three
different moments of experimentation. Rats that survived after an observational
period of thirty days (n=34) were submitted to ex-vivo excision of the remnant
kidneys. Their data were submitted to statistical analysis, where significance level
was p-value lower than 0,05. Histopathologic analysis was performed by using three
stains (hematoxiline-eosine, Gomori tricromium and PAS) and four standard indexes
(glomerulosclerosis, mesangiolysis, tubulointerstitial and vascular damage indexes).
Results: statin treated groups showed lower means of urea in post-operative period,
and Group 2 had the lesser means. Use of statin did not change creatinine values.
Statin induced proteinuria in healthy rats prior to nephrectomy was also observed.
Proteinuria decreased after ten days after surgery in both statin treated groups.
Group 2 showed smaller mesangiolysis and tubulointerstitial damage scores when
compared to other groups. Conclusion: use of statin had impact to kidney chronic
disease progression in this animal experimentation model. Better results were

obtained in the group that only received statin postoperatively.

Keywords: Hydroxymethylglutaryl-CoA  Reductase Inhibitors. Renal

Insufficiency, Chronic. Nephrectomy. Rats, Wistar.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) € definida pela Kidney Disease Outcome
Quality Initiative (KDOQI) do National Kidney Foundation (NKF)* como:

a) a presenca de anormalidades estruturais ou funcionais do rim, com ou
sem decréscimo da taxa de filtracAo glomerular; manifestada por
anormalidades histopatoldgicas, por alteracbes em marcadores de dano
renal e/ou anormalidades em exames de imagem,;

b) taxa de filtracdo glomerular menor que 60 ml/min/1,73m?;

Trata-se de definicdo clinica da doenca, aplicada a seres humanos que
apresentem estes sintomas por trés meses ou mais®. Nestes pacientes podemos
determinar o estagio de desenvolvimento da doenca baseados no nivel de funcao
renal, independente da etiologia. Atualmente se considera que a doenca pode ser
classificada em seis estagios funcionais, que vao do estagio zero, no qual a funcéo
renal € normal e ainda ndo ha lesdo renal (composto por individuos com
caracteristicas de alto grau de risco para a doenca); até os estagios quatro (doenca
severa) e cinco (doenca terminal)*?.

Lesdes histopatoldgicas sdo precoces, e antecedem a diminuicdo da funcao
renal, estando presentes desde o estdgio um da doenca. Sdo alteracbes

morfoldgicas e ultra-estruturais irreversiveis do parénquima renal®*

e independem da
etiologia da doenca.

A DRC esta associada a complicagbes metabdlicas, cardiovasculares e
neurolégicas®, e a um risco elevado de morte por doenca cardiovascular®’. A maioria
dos individuos morre devido a esta complicagéoz, antes mesmo de progredir a fase
terminal da doenca, que ocorre quando 0s rins Ndo conseguem mais manter a
homeostase do meio interno®. O termo Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) refere-se a
esta fase terminal, na qual se faz necesséaria a instituicdo de terapia renal
substitutiva®?, que inclui modalidades terapéuticas onerosas e nem sempre
disponiveis para todos os pacientes, como a hemodialise, a dialise peritoneal e o
transplante renal®.

O estabelecimento da DRC se d& por progressivas mudancas nos néfrons e

corplsculos renais®, até o estabelecimento de glomeruloesclerose focal e
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segmentar. Esta progressdo, porém, ndo é uniforme. Apds a reducdo da massa
renal, a perda de células renais e sua substituicdo por matriz extracelular levam a
hipertrofia funcional e estrutural dos néfrons restantes®. O aumento do diametro
glomerular (resultante da remocéo ou destruicdo de glomérulos funcionais) é uma
das principais alteragfes hemodinamicas compensatorias a agressao renal, estando
diretamente relacionado ao percentual de tecido renal perdido, como demonstrado
em modelos experimentais®*?.

A diminuicdo da funcdo renal estd associada com resposta inflamatoria,
evidenciada pelo aumento da concentracdo sérica de citocinas e outros marcadores
de inflamac&o, observada em estagios precoces e avancados de disfuncéo renal'®; e
pela presenca de alteracdes histopatolégicas que vém sendo investigadas, com foco
na ativacdo de mondécitos e macréfagos, tendo em vista que a lesdo renal é
acompanhada da presenca de células inflamatérias no glomérulo e no intersticio
tubular'®. O endotélio vascular também representa vélido indicador no processo
regulatério da inflamacdo**!; na patogénese da glomeruloesclerose focal segmentar,
os danos em células endoteliais glomerulares e poddcitos seriam frequentes, bem
como determinantes no desenvolvimento das altera¢des histopatolégicas que levam
a DRC*™,

A microalbumindria é considerada um marcador de nefropatia incipiente, e ao
mesmo tempo, um validado indicador de risco cardiovascular®. Em ratos submetidos
a nefrectomia unilateral, um aumento dos niveis de proteindria € seguido de
hipertrofia e hiperfiltracdo, podendo aquela representar um marcador precoce, que
permita identificar uma doenca renal estagio zero™. Achados clinicos identificam
proteintria e hipertensdo como marcadores sugestivos de elevado risco de
progressdo de DRC em pacientes humanos?®.

A hipertensao arterial, mediada por angiotensina Il, tem papel importante no
desenvolvimento das alteracées patogénicas adaptativas pés-nefrectomia®*?. Ratos
submetidos a nefrectomia 5/6 apresentam pressao sistélica maior que os sham e os
ratos tratados com algumas classes de anti-hipertensivos**3. J4 a monoterapia com
inibidores da enzima conversora de angiotensina (irbesartana, telmisartana) tem se
mostrado benéfica no retardo da progressao de doencas renais experimentalmente

induzidas®+1°.



Dislipidemias sdo comuns em pacientes com DRC, tanto naqueles
submetidos a tratamento conservador, quanto naqueles em diélise, ou mesmo apdés
o transplante renal; determinando um perfil lipidico tipicamente trombogénico, com
predominio de elevacdo dos niveis de triglicérides e reducédo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) - alteracdes que podem ser observadas ja em fases iniciais do
declinio da funcéo renal®. A semelhanca da dislipidemia observada na sindrome
metabdlica, a resisténcia insulinica pode ser um possivel mecanismo fisiopatologico
comum?’.

Os pacientes com DRC que apresentam altos niveis de marcadores
inflamatdrios, especialmente se aliados a dislipidemia de dificil controle, tém maior
risco de desenvolver doenca cardiovascular (DCV)°.

O conjunto de inflamacéo, deficiéncia de HDL, triglicérides séricos elevados e
alteracbes oxidativas das lipoproteinas, caracteristico da DRC, pode causar
aterosclerose e progressdo da propria doenca renal. A producdo e o fluxo
aumentados de lipideos, aliado a seu catabolismo reduzido e defeitos no transporte
reverso de colesterol, também colaboram no desenvolvimento de aterosclerose,
glomeruloesclerose e danos tlbulo-intersticiais®®.

Ha evidéncia de que o tratamento da DRC com estatinas - farmacos
inibidores competitivos da 3-hidroxi 3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase,
enzima que catalisa a etapa inicial da biossintese do colesterol - melhora a estrutura
e a funcdo renal'’. Estatinas podem ter efeitos benéficos sobre a complacéncia
vascular e a funcao endotelial na DRC, através do aumento na producdo de éxido
nitrico, da estabilizacdo de placas de colesterol, da reducdo da oxidacdo das
lipoproteinas, da agregacao plaquetaria e do depésito de trombos plaquetarios”®.

A efetividade das estatinas em diminuir a progressédo da DRC em pacientes
com doenca inicial ou moderada, no entanto, ndo tem sido acompanhada de
sucesso em diminuir o estresse oxidativo, a inflamacéo, a deficiéncia de HDL ou a
mortalidade cardiovascular em pacientes com DRC avancada®.

Estatinas podem reduzir a proteinaria através de dois mecanismos:
diminuicdo da filragdo proteica diretamente no glomérulo'®, e bloqueio da
endocitose de proteinas filtradas - através da inibicdo da prenilacdo da proteina G*°.
Além disso, as estatinas podem diminuir o dano devido a filtragéo proteica residual

por inibir a resposta inflamatéria®. Uma vez que a proteindria esta implicada na



progresséo da perda de funcéo renal®, um efeito benéfico das estatinas na reducéo
daquela poderia dar suporte a hipétese de que as estatinas podem reduzir 0s riscos
de faléncia renal.

Sao varios os estudos desenvolvidos sobre o uso de estatinas nos quadros de

6,18,21-30

inflamacéo e fibrose , seja através de ensaios clinicos (HPS®, CARE?*,

PREVEND IT*, Estudo D4, AURORA®, ALERT*®*®* SHARP®), modelos

62130 in vitro e in vivo, revisdes sistematicas’ e metanalises®®.

experimentais
Pacientes submetidos a intervencBes coronarianas percutaneas parecem se
beneficiar do uso de estatinas previamente ao estudo hemodinamico, na prevencao
da nefropatia por contraste?®. Recentemente um grande ensaio clinico demonstrou
gue a associacdo de estatina e ezetimibe (um inibidor seletivo da absorcao intestinal
de colesterol e fitosterodis) diminuiu a incidéncia de eventos ateroscleréticos em uma
ampla gama de pacientes com DRC*,

O estudo dos efeitos das estatinas em modelos experimentais de DRC é
atrativo, dada o 6&timo desempenho destas drogas na reducdo do risco

cardiovascular em pacientes dislipidémicos®*"

21,22,40,41

, por elas apresentarem efeitos

pleotrépicos sobre outros 6rgaos
» 9,23,24

e pelas evidéncias de que elas teriam
efeitos “nefroprotetores

A DRC manifesta-se clinicamente, na maioria das espécies, quando ha perda
ou comprometimento de 65 a 75% dos néfrons, o que dificulta a elaboracdo de
modelos experimentais capazes de reproduzir a sindrome®. Um dos modelos
propostos - o modelo de nefrectomia 5/6 ou modelo do rim remanescente*?, melhor

42,48

caracterizado em ratos Wistar - tem sido amplamente utilizado na analise da

progressdo da insuficiéncia renal crénica®*****%; em estudos que procuram
correlacionar a uremia e outras alteracdes metabolicas e funcionais da DRC a seu

6,7,44

impacto cardiovascular , € em estudos que analisam possiveis efeitos benéficos

de drogas com efeitos especificos ou pleotrépicos*®*31°,

A reducdo da massa renal é obtida por infarto ou excisdo cirargica de ambos
0s poélos renais esquerdos, acompanhado ou seguido de nefrectomia direita,
obtendo-se reducdo de aproximadamente 75% na taxa de filtracdo glomerular, bem
como niveis altos de creatinina e uréia em relacdo ao grupo sham®, levando a

progressiva faléncia renal e desenvolvimento de glomeruloesclerose®®, o que



possibilita uma série de intervencdes experimentais, tanto no pré quanto no pos-

operatorio.
1.1 OBJETIVO

Analisar os efeitos da estatina pré e pds-operatdria na doenca renal cronica

induzida por nefrectomia 5/6 em ratos Wistar.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DOENCA RENAL CRONICA

Modelos experimentais buscam induzir DRC através de procedimentos
exclusivamente cirargicos (que fazem uso de nefrectomias parciais em diferentes
propor¢cdes; mais comumente 4/5 ou 5/6, ou nefrectomias unilaterais), ou fazendo
uso de procedimentos combinados, que envolvem acesso cirlrgico seguido de
ligaduras (para promover obstrug&o ureteral - uni ou bilateral, ou “nefrectomia 5/6”
por infarto renal), com ou sem nefrectomia contralateral. Em todos os casos, ha a
opcdo de escolher entre procedimentos realizados em um sO momento ou
operacdes seriadas®*?.

Estes modelos sé&o utilizados para estudar a progressao de DRC em diversas
espécies animais, mais comumente ratos, camundongos e coelhos®#7 812131517

Em espécies menores, as dificuldades de cada modelo somam-se limitacfes
impostas pelo tamanho do animal, que interferem com a possibilidade de coleta de
amostras seriadas de sangue periférico ou a realizacdo de exames de imagem que
comprovem a evolucéo da doenca®?.

Costa et al.? fizeram uso do modelo do rim remanescente (nefrectomia 5/6)
em coelhos, através de nefrectomias seriadas (nefrectomia bipolar esquerda,
seguida de nefrectomia direita apds quatro semanas). Obteve-se progressdo para
DRC em todos os animais do grupo experimental, comprovada por alteracdes
significativas nas dosagens séricas de uréia, creatinina, sédio e potassio a partir da
quarta semana, ou seja, imediatamente apdés a nefrectomia direita. Alteracdes
ultrassonograficas, no entanto, foram significativas apenas apos a 162 semana, e o
uso de cintilografia renal com o acido dimercaptossuccinico revelou-se incapaz de
ser interpretada apés a nefrectomia direita.

Por outro lado, o uso de ratos e camundongos possibilita experimentacdes
com um numero maior de animais, devido ao menor custo de sua obtencdo e
manutencao; e apresentam menos complicacdes infecciosas em relacédo a espécies

maiores*1%4547



A inducao de DRC atraves de nefrectomias 5/6, também denominada “modelo
do rim remanescente”, é amplamente utilizada em ratos. E muito Gtil para analise da
progressdo de DRC, e apresenta vantagens em relacdo a modelos similares em
outras espécies, especialmente quando sao utilizados ratos machos da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia)*>“2.

Sao encontradas diferencas nos efeitos da ablacdo renal em relagdo as

diferentes linhagens de ratos***® 4248

, € em relacédo ao sexo do anima
Fleck et al. demonstraram que os sinais histopatologicos de instalagdo da
DRC s&o mais evidentes e precoces em ratos Wistar que em ratos Sprague-
Dawley*.
Ratos Wistar Furth ndo desenvolvem leséo renal mesmo apos reducéo severa

da massa renal*® | 48

. Erdely et al.”™ compararam esta linhagem de ratos com a linhagem
Sprague-Dawley, em um estudo no qual grupos de controle e de individuos
submetidos a nefrectomia 5/6 (cirargica e por ligadura) foram observados por onze
semanas. Seus achados concluiram que a nefroprotecdo observada em ratos da
linhagem Wistar-Furth pode ser atribuida a sua capacidade de regeneracdo da
producdo de o6xido nitrico na cortex renal, aliada ao fato de apresentarem um
namero relativamente maior de néfrons em relagédo aos ratos Sprague-Dawley.

No que concerne ao sexo do animal de experimentacdo, Lemos et al.
observaram que a progressdo da DRC é acelerada em ratos Wistar machos, em
relacdo as fémeas da mesma espécie®®. J4 Fleck et al., ao compararem ratos
adultos da linhagem Sprague-Dawley com os Wistar, observaram que, apos dez
semanas de poés-operatério, enquanto os parametros funcionais indicaram
claramente o desenvolvimento de DRC, as investigacbes morfolégicas mostraram
apenas areas moderadamente fibroticas, tibulos atroficos e infiltracdo linfocitéria,
associados a glomeruloesclerose, preferencialmente em ratos Wistar fémeas®.

Dada a variedade de modelos existentes, a escolha do modelo experimental
de estudo para a DRC depende basicamente das caracteristicas clinicas e/ou dos
efeitos terapéuticos que se deseja estudar. Desta forma, podemos escolher modelos
que desenvolvem DRC mais ou menos rapidamente, modelos que levam ao
desenvolvimento de hipertenséo arterial, modelos com maior ou menos prevaléncia

de complicagbes cardiovasculares; podemos ainda fazer uso de ratos ou



camundongos geneticamente modificados que relinam caracteristicas fenotipicas de
interesse clinico.

Santos et al. estudaram o efeito das nefrectomias parciais (1/2 ou nefrectomia
direita; 2/3 ou nefrectomia direita e nefrectomia unipolar contralateral; 5/6 ou
nefrectomia direita e bipolar esquerda) em ratos Wistar machos, e observaram
aumento significativo dos niveis de creatinina nos grupos submetidos a mais que

50% de ablacdo renal*

. A hipertrofia renal compensatéria, bem como o grau de
lesdo glomerular — expresso por proteindria e esclerose — foram mais evidentes
quanto maior a fracdo de tecido renal extraida. Este estudo também mostrou
satisfatoria recuperacdo funcional do rim remanescente em todos os grupos apés
oito semanas, o que indica uma janela curta para experimentacdo em todos 0s
modelos®.

Kennedy et al., ao replicarem o modelo do rim remanescente em
camundongos, interessados no uso destes animais pela pletora de manipulagdes
genéticas disponiveis atualmente para esta espécie, cauterizaram o0s polos renais
inferior e superior esquerdo, seguido de nefrectomia contralateral em um so6 tempo,
induzindo imediatas hipertensao arterial e alteracdes no relaxamento ativo e passivo
do ventriculo esquerdo®’.

A nefrectomia 5/6 obtida por ligadura (infarto renal) é caracterizada por altos
niveis de renina, como apontado por Kleinknecht et al., enquanto a nefrectomia 5/6
executada de maneira totalmente cirargica (excisional) ndo desenvolve hipertenséo
e 0s niveis de renina sdo normais, além de proporcionar melhor quantificacdo do
grau de ablacéo renal®.

A utilidade de dosagens séricas de uréia e creatinina, bem como o papel da
proteindria na avaliacdo da progressdo de lesdo glomerular, em ratos Wistar
submetidos a nefrectomia 5/6, foi demonstrada por Santos et al*.

McMahon et al., ao estudar estrutura e fungdo miocardica em ratos urémicos,
utiizando o modelo de nefrectomia 5/6 (excisional e ndo seriada), também
demonstraram este aumento nos niveis de uréia e creatinina (em até trés vezes o
encontrado em ratos sham), encontrando, ainda, indicios de hipertrofia concéntrica

do ventriculo esquerdo, na auséncia de hipertenséo®.



2.2 ESTATINAS

As estatinas sdo farmacos inibidores seletivos e competitivos da HMG-CoA
redutase, enzima que catalisa a etapa inicial da biossintese do colesterol ®*’. Sua
descoberta foi relatada por Endo et al. em 1976, que isolaram dois metabdlitos
fungicos com acao hipocolesterolémica, derivados do Penicillium citrinum (citado por
Mahley et al.*}).

Véarios tipos de estatinas estdo disponiveis para uso clinico como
antilipemiantes na atualidade. A primeira a ser aprovada para uso em foi a
lovastatina - isolada do fungo Aspergillus terreus; as mais comumente utilizadas sao
a sinvastatina, a atorvastatina, a pravastatina e a rosuvastatina®. Esta classe de
drogas possuem um grupo lateral estruturalmente semelhante a HMG-CoA, que
compete com esta, reduzindo a formag¢ao de mevolanato, etapa inicial e limitante da
sintese de colesterol™*,

Inicialmente utilizadas apenas como hipolipemiantes, indmeras acodes

pleiotrépicas das estatinas tém sido descritas. Elas reduzem a ativacdo da
protrombina, reduzindo a coagulacdo e favorecendo o processo fibrinolitico; e
possuem efeitos imunomodulatérios, que estimulam a capacidade fagocitica de
macréfagos peritoneais e células esplénicas, bem como a resposta proliferativa das
Gltimas®*>2.
A acdo inibitéria das estatinas sobre a prenilacdo de proteinas especificas
como as Rhos e Ras, que pertencem a familia das GTPases, enzimas capazes de
hidrolizar a guanosina trifosfato (GTP) - que agem via fator nuclear (NF-kB) -
interfere no processo inflamatério, no processo de proliferacdo celular e na
apoptose®®. Como em quadros inflamatérios a reducdo da disponibilidade de 6xido
nitrico tem sido implicada, e a reducéo da prenilacdo da Rho resulta em aumento da
atividade da oOxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) — pela via constitutiva,
dependente de calcio - esta é considerada uma provavel explicacdo para a atividade
antiinflamatoéria das estatinas.

Outras acdes destes farmacos sobre o metabolismo do éxido nitrico incluem:
reducdo na concentracdo da calveolina-1 (0 que aumenta a afinidade de ligacao da

eNOS a calmodulina - proteina dependente de calcio que modula os niveis de
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monofosfato ciclico de adenosina-AMPc e monofosfato ciclico de guanosina-GMPc)
e regulacdo negativa da via NF-kB, estimulando a atividade da eNOS*,

Estudos experimentais sobre os efeitos das estatinas em quadros de
inflamacéo e fibrose foram realizados através de varios modelos, com interesse em
diversos o6rgaos, utilizando-se de uma estatina ou da comparacédo entre as diversas
drogas do grupo.

Moriyama et al., em modelo de fibrose do intersticio renal, obtido através de
obstrucdo ureteral unilateral em camundongos, demonstraram que 0 uso da
fluvastatina diminui significativamente o grau de fibrose, em comparacdo a
pravastatina®. Os autores atribuiram este resultado ao efeito antioxidante da
fluvastatina.

Em modelo similar, realizado em ratos Wistar, o uso de sinvastatina em duas
doses diarias ocasionou significativa reducéo da fibrose intersticial®®.

Estudo realizado por Chade et al., em porcos submetidos a dieta
hipercolesterolémica associada a estenose induzida de artéria renal, com
administracdo oral de sinvastatina, demonstrou que esta diminuiu a fibrose causada
por doenca renovascular experimental®®.

Michli et al. observaram, em estudo que envolveu obstrucdo ureteral
unilateral, desta feita em ratos, que a atorvastatina diminuiu os niveis de
microalbuminuria e ajudou a preservar os niveis de filtracdo glomerular, sem alterar
niveis séricos de colesterol, sugerindo uma funcao renoprotetora pleiotrépica destas
drogas®’.

Haydont et al. estudaram o uso de estatinas in vitro (utilizando cultura de
tecidos humanos e experimentacdo em ratos) concluindo que a pravastatina tem
acao sobre a fibrose intestinal induzida por radiacéo®.

Estatinas também reduziram a fibrose induzida por isquemia miocardica em
ratos, como demonstrado por Abe et al., que estudaram a contratilidade miocardica
em ratos submetidos a ligadura da artéria coronaria descendente anterior
esquerda®’.

Hartner et al. examinaram os efeitos da fluvastatina sobre o desenvolvimento
de DRC na hipertensdo experimental induzida por dieta rica em sal e acetato
desoxicorticosterona (DOCA), em ratos Sprague-Dawley submetidos a nefrectomia
>,

unilatera Os efeitos relatados incluiram auséncia de hipertensdo nos ratos
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tratados com fluvastatina, bem como baixa mortalidade, proteinuria, proliferacdo
glomerular, infiltracdo macrofagica, glomeruloesclerose, dano podocitario e
expressdo de osteopoetina glomerular podocitaria. Por outro lado, fibrose,
inflamacéo e proliferacdo celular intersticiais ndo foram afetados pela fluvastatina®.

Tendo em vista 0 uso cada vez mais frequente das estatinas em pacientes
hipercolesterolémicos, o conhecimento cientifico a respeito desta classe de farmacos
tem se expandido enormemente na literatura cientifica. As evidéncias clinicas
disponiveis indicam que as estatinas reduzem o risco cardiovascular em pacientes
portadores de DRC, e que estas drogas podem apresentar efeitos renoprotetores”®.

Em pacientes portadores de DRC leve a moderada, destacam-se dois
estudos, o HPS (Heart Protection Study)®* e o CARE (Cholesterol And Recurrent
Events)®’. Em andlises post-hoc, evidenciou-se que esta populacdo especifica
beneficia-se do uso de estatinas na mesma propor¢cdo que na populacdo geral,
reduzindo em torno de 30% o risco relativo de eventos cardiovasculares. No
primeiro®, a diminuicdo do risco absoluto foi de 11%, com um nimero necessario a
ser tratado (NNT) de 9.

O estudo PREVEND IT (Prevention of Renal and Vascular End Stage Disease
Intervention Trial), desenhado especificamente para estudar os efeitos do uso de
estatinas em estagios iniciais de DRC, avaliou 1439 pacientes portadores de
microalbumindria, randomizados para receber pravastatina 40 mg/dia ou placebo,
sem demonstrar algum beneficio significativo da intervencdo®.

Em pacientes dialiticos, estudos observacionais registraram reducéo do risco
relativo em torno de 30%, equivalente & encontrada na populacéo geral®, observacéo
qgue discorda do observado no unico ensaio clinico randomizado especificamente
desenhado para pacientes dialiticos, o Estudo 4D>*. Neste, 1.200 pacientes
dialiticos, portadores de diabetes mellitus tipo 2, receberam atorvastatina 20 mg/dia
ou placebo por quatro anos, com reducéo do risco relativo de eventos combinados
de apenas de 8%, sem significancia estatistica.

Strippoli et al., em grande metanalise® que incluiu o estudo 4D, afirmaram
qgue o beneficio da intervencdo nos pacientes dialiticos € similar ao encontrado em
fases mais precoces da IRC (RRR em torno de 15% para eventos cardiovasculares

e para mortalidade cardiovascular).
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O estudo AURORA (A Study to Evaluate the Use of Rosuvastatin in Subjects
on Regular Hemodialysis: an Assessment of Survival and Cardiovascular Events)®
avaliou o efeito da rosuvastatina 10 mg/dia em mais de 2700 pacientes dialiticos,
demonstrando que, apesar da droga diminuir os niveis de LDL, ndo houve efeito
significativo sobre a mortalidade por causas cardiovasculares, sobre infarto agudo do
miocardio ndo-fatal ou sobre acidentes vasculares cerebrais ndo-fatais.

O estudo ALERT (Assessment of Lescol in Renal Transplantation)®®

» por
sua vez, avaliou o efeito da fluvastatina (40 e 80 mg/dia) em 2102 pacientes
receptores de transplantes renais, seguidos por até seis anos. Observou-se que a
fluvastatina melhorou significativamente os valores da dosagem sérica de lipideos
nesta amostra, sem, contudo apresentar algum efeito sobre a perda do enxerto ou
sobre niveis séricos de creatinina®.

Wiesbauer et al., entretanto, observaram que o uso de estatinas em
receptores de transplante renal foi associado com aumento na sobrevida dos
pacientes, ainda que nenhuma diferenca na sobrevida do enxerto tenha sido
detectada®.

Baigent et al.®® publicaram os resultados do estudo SHARP (Study of Heart
and Renal Protection) em 2011. Este ensaio clinico randomizado e duplo-cego
incluiu 9270 pacientes com DRC (3023 dialiticos, 6247 nédo-dialiticos) sem histéria
prévia de infarto do miocardio ou revascularizagdo coronariana, submetidos a
sinvastatina 20 mg/dia e ezetimibe 10 mg/dia versus placebo. Concluiram que a
reducdo do LDL-colesterol diminuiu com seguranca a incidéncia de eventos
aterosclerdticos maiores em uma ampla variedade de pacientes com DRC.

O emprego de estatinas na prevencdo da DRC é menos estudado. Patti et al.
descreveram, em 2008, o uso de estatinas previamente ao estudo hemodinamico,
em pacientes submetidos a intervengdes coronarianas percutaneas, observando a
diminuicdo da incidéncia de nefropatia induzida por contraste em pacientes
saudaveis, conferindo a estes melhor sobrevida livre de eventos a longo prazo?.

Douglas et al., através de metanalise’®, analisaram quinze estudos clinicos
envolvendo 1384 pacientes, seguidos por 24 semanas em meédia. A reducao
proporcional na proteindria mostrou que as estatinas diminuiram a albuminuria (onze
estudos) e a proteindria (quatro estudos) em treze dos quinze trabalhos. Concluiram,

contudo, que, tendo em vista as caracteristicas das coortes estudadas, a analise da
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reducéo da DRC e de eventos cardiovasculares deve ser confirmada por estudos
mais abrangentes.

Pelos resultados apresentados nos artigos pesquisados, o estudo dos efeitos
pleiotrépicos das estatinas, em especial de seus possiveis efeitos renoprotetores,
nos parece promissor, e nos levaram a estudar os efeitos destas drogas na DRC

induzida em ratos Wistar.
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3 METODO

3.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratorio de Técnica Operatéria e Cirurgia

Experimental da Escola de Medicina da Pontificia Universidade Catoélica do Parana.

3.2 AMOSTRA ESTUDADA

Foram utilizados 40 ratos adultos, machos, da espécie Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia, da linhagem Wistar, submetidos a nefrectomia 5/6,
com ou sem terapéutica medicamentosa. Apos aprovacdo pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica do Parana, onde esta registrado
sob 0 N° 572-1°V (Anexo 1), os ratos foram submetidos ao experimento seguindo as
normativas da Lei N° 1.794, de Oito de Outubro de 2008.

3.3 DESENHO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo todos os animais da amostra estudada.
Para fins de analise estatistica, foram utilizados os dados dos ratos que
sobreviveram a nefrectomia 5/6 e suportaram trinta dias de experimentacdo e

observacéo clinica.
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3.5. EXPERIMENTO

Foram estudados quarenta ratos da espécie Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia, da linhagem Wistar, machos, com peso entre 200 e 270g e
idade entre 110 e 180 dias.

Os ratos foram mantidos no Biotério Central da Pontificia Universidade
Catdlica do Parand durante o periodo do experimento, sob condi¢cdes padrdo —
temperatura entre 20 e 24°C, umidade relativa do ar entre 50 e 60%, controle de
luminosidade (ciclos diarios de 12 horas dia/noite, das oito as 20 horas), sendo
ofertados: alimentacdo-padrdo para a espécie e agua ad libitum. Nas doze horas
que precederam o procedimento cirargico, nada foi ofertado via oral exceto agua.

Os animais de experimentacdo foram randomizados em trés grupos (Quadro
1) ao inicio do experimento e todos submetidos a nefrectomia 5/6 para induzir
doenca renal cronica. A eutanasia para os trés grupos foi realizada no trigésimo dia
de pds-operatorio, apds a coleta do rim remanescente para analise histopatoldgica.

Grupos | n Uso de estatina pré- Nefrectomia Uso de estatina p6s-
operatoria 5/6 operatoria
15 10 dias Sim 15 dias
15 N&o Sim 15 dias
3 10 N&o Sim N&o

Quadro 1 — Grupos de experimentagéo

Foram selecionados 15 ratos, de maneira aleatéria, para receber estatina 0,2
mg/ml (Cravo & Canela® Farméacia de Manipulacdo Ltda., Curitiba, Parana) pelo
método de gavagem (através de cateter orogastrico metalico) no periodo pré-
operatorio, em doses de 2mg/kg/dia, durante 10 dias (Grupo 1). Nos animais deste
Grupo foi realizada coleta de sangue para dosagem de uréia e creatinina atraves de
coleta de sangue periférico caudal (Figura 1), preferencialmente, ou por puncédo
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cardiaca (quando ndo se obtinha amostra suficiente em sangue periférico), no dia de
inicio do tratamento, previamente a terapia farmacoldgica.

As dosagens séricas de uréia e creatinina foram realizadas por método
colorimétrico em laboratério especializado (Laboratério Bionostic® Analises
Laboratoriais Ltda., Curitiba, Parand). Foi realizada coleta de urina através de
puncdo vesical percutanea no dia de inicio do tratamento, previamente a terapia
farmacoldgica, para avaliagdo quantitativa de proteinaria em kit especifico
(ChoiceLinel0 Urinalysis, da marca Roche®).

O procedimento cirargico de ablacdo renal (nefrectomia 5/6) foi padronizado
em estudo-piloto, e seguiu 0 mesmo protocolo nos trés grupos de estudo. Os ratos
eram transportados (do Biotério Central para o laboratério de Técnica Operatéria e
Cirurgia Experimental) em suas proprias gaiolas, por funcionario especializado, e

mantidos em ambiente cujas qualidades fisicas eram similares as de origem.

Figura 1 — Coleta de amostras de sangue: coleta de sangue periférico caudal.

Para realizagédo deste procedimento, os animais foram anestesiados através
de injecdo intramuscular da associacdo de cloridrato de ketamina (50mg/kg) e
xilasina (10mg/kg) na regido glatea dos mesmos. Apds anestesia, foi feita tricotomia
abdominal (Figura 2a) e dorsal para permitir melhor acesso a cavidade abdominal e
0 uso de eletrocautério.

Uma vez fixados os animais a mesa operatoria, em decubito dorsal (Figura 2b

e 2c), foi executada antissepsia da regido operatoria com &lcool a 70% e colocacgéo
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de campos cirargicos. Os cuidados per-operatérios incluiram a manutencéo postural
da permeabilidade de vias aéreas (através de protrusdo lingual, Figura 2d), a
prevencdo da hipotermia, a prevencdo de sangramentos através de hemostasia
rigorosa dos tecidos manipulados e a analgesia intraperitoneal ao final do
procedimento cirdrgico.

Todos os animais foram submetidos a nefrectomia 5/6 através de incisdo
mediana xifopubiana (Figura 3). ApOs abertura da cavidade peritoneal, promoveu-se
o afastamento das visceras para localizacédo do rim direito, que era entdo dissecado
(Figura 4) até se obter seguranca na identificagdo do ureter e dos elementos do hilo
renal. Apos ligadura em bloco destes elementos com fio monofilamentar de nylon 4-
0, realizava-se nefrectomia direita. Observamos que ocasionalmente o polo renal
superior direito encontrava-se aderido ao figado. O espécimes cirargicos da

nefrectomia direita ndo sofreram analise anatomopatolégica.

Figura 2 — Cuidados per-operatérios: a) tricotomia abdominal; b) mesa cirdrgica; ¢) posigcdo na

mesa cirlrgica; d) cuidado com vias aéreas.
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Rim Direito

*a

Figura 3 - Dissecc¢éo do rim direito. Hilo renal clampeado.

Mais uma vez afastadas as visceras, desta feita para permitir a visualizacao
do rim esquerdo, os polos renais eram dissecados — primeiro o inferior, tomando-se
especial cuidado com o ureter (Figura 5), depois o0 superior, promovendo minima
tracéo do hilo renal homolateral (Figura 6) — e posteriormente clampeados com pinga
de Bakey delicada (Figura 7), de modo a permitir ressecc¢des polares, para a qual se

fez uso de bisturi frio para o corte e eletrocautério para hemostasia.
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Apés revisdo da cavidade peritoneal, procedemos ao fechamento da parede
abdominal em dois planos, com sutura continua de fio de nylon monofilamentar 4-0
nos planos musculares e sutura em pontos simples do mesmo fio.

A analgesia poOs-operatdria imediata foi realizada com antiinflamatério nao
esteréide (Carprofen 2-5 mg/ml, solucdo injetavel esterilizada da Pfizer® Animal
Health). Para analgesia no primeiro e segundo dia de pds-operatorio foi utilizada

solucéo de dipirona sédica 0,5g/ml, na dose de 8mg/kg, administrada por gavagem.

Figura 4 - Dissecg¢do do pdlo inferior do rim esquerdo.

Figura 5 - Dissecc¢édo do polo superior do rim esquerdo.
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O retorno dos animais as suas gaiolas era realizado imediatamente apds o
término do procedimento, mantendo-se cuidados especificos para se evitar
hipotermia; o retorno ao Biotério Central s6 ocorria apds 0s animais estarem

recuperados do ato anestésico, com sinais vitais e reflexos normais.

Figura 6 - — Nefrectomia polar superior esquerda.

A administracéo de estatina para o Grupo 2 foi realizada de maneira idéntica
a do Grupo 1, na mesma dose, também através de gavagem.

A andlise do desenvolvimento de DRC para os trés grupos foi idéntica,
constituida por trés coletas seriadas de sangue e urina: no pré-operatério, no décimo
dia de pds-operatério e no trigésimo dia de pos-operatério (excecao feita ao grupo 1,
que foi submetido a coleta das mesmas amostras também no dia de inicio da
medicacgéo pré-operatoria).

As coletas de sangue para dosagem de uréia e creatinina através de puncao
intracardiaca ou coleta de sangue periférico foram realizadas pelo menos quarenta e
oito horas antes do procedimento cirargico. As dosagens seéricas de uréia e
creatinina foram realizadas por método colorimétrico em laboratorio especializado
(Laboratério Bionostic® Andlises Laboratoriais Ltda., Curitiba, Parand). Coleta de
urina foi realizada através de puncédo vesical per-operatoria (Figura 8), no momento
da operacdo, para avaliacdo quantitativa de proteindria em kit especifico

(ChoiceLine10 Urinalysis, da marca Roche®).
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Figura 7 — Puncdo vesical per-operatoria.

As coletas do décimo dia de pos-operatorio foram realizadas no Laboratério
de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental observando-se os mesmos cuidados
pré e per-operatorios (jejum de doze horas para sélidos, transporte na propria gaiola
por funcionario especializado, prevencdo da hipotermia, manutencdo da
permeabilidade de vias aéreas durante o procedimento, analgesia per e poés-
operatoria, retorno a gaiola imediatamente ap0s a coleta, para conforto do animal, e
transporte de volta para o Biotério Central apenas depois de bem acordados) e o
mesmo protocolo de anestesia.

As coletas do trigésimo dia de pés-operatorio foram realizadas no Laboratério
de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental, imediatamente antes do
procedimento cirugico de exerese ex-vivo dos rins remanescentes, obedecendo-se
0s mesmos cuidados e protocolos.

A eutanasia dos animais foi realizada imediatamente ap6s o procedimento,
observando-se o0s preceitos éticos estabelecidos, fazendo-se uso de 148mg/kg de
ketamina (DLso).

Os rins remanescentes foram preservados em uma solucdo de formaldeido a

10% e enviados para analise histopatologica.
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3.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os rins foram retirados ex-vivo, sob anestesia geral, apds a coleta dos
exames do trigésimo dia de pds-operatério, e preservados em formaldeido 10%. A
seguir foram incluidos em parafina e cortados em micrétomo Leika cm 1850. As
coloracdes realizadas foram Hematoxilina-Eosina (HE); Tricomio de Gomori (TG) e
Acido-Periédico-Schiff (PAS).

Para analise das alteracbes anatomopatoldgicas foram utilizados quatro
indices padronizados®® para avaliacéo de doenca renal aguda e cronica em modelos
experimentais de DRC: o indice de Glomeruloesclerose (IG), o indice de
Mesangiodlise (IM), o indice de Lesdo Tabulo-Intersticial (ILTI) e o indice de Lesdo
Vascular (ILV).

O IG avaliou o acumulo de matriz mesangial e a esclerose do tufo glomerular
através de um indice de pontuacao que varia de 0 a 4, e foi determinado em secdes
de parafina coradas com HE, TG e PAS®’.

O IM avalia a presenca de mesangiolise, definida como dissolucdo ou
atenuacdo da matriz mesangial e degeneracdo de células mesangiais, através de
um indice semiquantitativo , determinado em sec¢fes de parafina coradas com HE,
TG e PAS, onde foram avaliadas sub-amostras de 100 glomérulos por animal,
obtendo-se resultados de 0 a 4%,

As alteracBes tubulo-intersticiais, definidas como dilatagédo tubular, hipotrofia
tubular, inflamacgéo peritubular, atrofia tubular, fibrose intersticial, e dano vascular
(espessamento e necrose da parede dos vasos regionais), foram acessadas em
secbes de parafina similares as anteriores, usando outro indice semiguantitativo —
ILTI - modificado a partir do proposto por Veniant et al.>°, que variou de 0 a 5, apés
andlise de 10 campos para cada animal. — ver Quadro 2. O ILTI foi descrito®
utilizando-se de 5 entradas (0 a 4), mas optamos por propor a inclusdo de mais uma
entrada (Entrada 1 — lesdes em até 10% da area estudada), para obtermos um maior
refinamento da analise; e foi incluida entre a Entrada O original (“estrutura tubulo-
intersticial normal”) e a Entrada 1 original (“Lesdes envolvendo entre 10 e 25% da

area”).
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O indice de lesdo vascular (ILV) foi utilizado para avaliacdo de vasos

interlobulares e pequenas artérias, e variou de 0 a 4, conforme proposto por Jung et

al.>® - ver Quadro 2.

INDICE indice de
Glomeruloesclerose

(IG)

0 Sem

glomeruloesclerose

1 Expans&o mesangial ou
glomeruloesclerose até
25%

2 Glomeruloesclerose de
25-50%

3 Glomeruloesclerose em
50-75% e/ou fibrose
e/ou proliferacéo

segmentar extracapilar

4 Glomeruloesclerose em
50-75% ou fibrose

segmentar extracapilar

indice de Les&o
Tabulo-
Intersticial (ILTI)

indice de

Mesangidlise (IM)

Sem alteracdes Estrutura tabulo-

capilares intersticial normal

Dilatagdo capilar LesGes tubulo-
e/ou 25% dos

capilares

intersticiais (LTI)
envolvendo até

convolutos (CC) 10% da area

LTI envolvendo
entre 10 e 25% da

area

Dilatacéo capilar
e/ou 25% dos
capilares
convolutos (CC) ou
aneurismas
capilares (AC),
50% de CC

LTI envolvendo 25-

50% da area

AC em 50-75%
dos CC

LTI envolvendo 50-

75% da area

AC > 75% dos CC

- LTI subtotais

indice de Les&o
Vascular (ILV).

Sem
espessamento
de parede
vascular
Espessamento
leve da parede

vascular

Espessamento
moderado da

parede vascular

Espessamento
severo da

parede vascular

Necrose
fibrinoide da

parede vascular

Quadro 2 — indices para avaliag&o histopatoldgica.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram tabulados em software MS Excel® 2007 e depois
transportados para anélise estatistica no software SPSS® 13.0 para Windows.

A estatistica descritiva dos dados foi expressa por médias, medianas, valores
minimos, valores maximos e desvios padrdes, ou ainda por frequéncias e
percentuais, quando apropriado.

A normalidade da amostra foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
uma vez que, apds a exclusdo dos individuos que foram a Obito, obteve-se um
namero de individuos na amostra (n) de 34.

Para comparacdo de variaveis quantitativas nos trés momentos de avaliacéo,
foi considerado o teste ndo paramétrico de Friedman. Para compara¢cdo deste tipo
de variavel, em dois momentos de avaliagdo, foi considerado o teste néo
paramétrico de Wilcoxon.

Para comparacdo dos grupos avaliados, em relacdo a variacdo percentual
entre dois momentos, foi considerado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Valores de p menores do que 0,05 indicaram significancia estatistica.

Para avaliacao dos resultados histopatoldgicos, quando cabivel, foi utilizado o
teste exato de Fischer, correcdo de Bonferroni.

Os momentos de avaliacdo das variaveis de interesse foram: no dia de inicio
da terapéutica clinica pré-operatéria (apenas para o Grupo 1), no pré-operatorio (48
horas antes da cirurgia), dez e trinta dias apés a nefrectomia 5/6.
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4 RESULTADOS

Dos quarenta ratos estudados, trinta e quatro sobreviveram ao procedimento
operatorio e lograram chegar ao término do periodo de observacdo (Quadro 3). Os
resultados deste grupo foram submetidos a andlise estatistica.

Cinco ratos foram a 6bito antes do término do experimento; um no periodo
per-operatorio (6bito por hemorragia em veia cava inferior, por soltura da ligadura),
quatro no periodo pdés-operatério imediato (6bitos por causas indeterminadas no
segundo ou terceiro dia de pds-operatorio). Em um rato, houve desenvolvimento de
um tumor de crescimento rapido, ndo identificado, na articulagdo proximal do
membro anterior esquerdo, no periodo pré-operatério. Este rato foi sacrificado,
através de eutanasia idéntica a realizada no restante dos individuos do experimento.

A mortalidade geral foi de 15%. A morbidade estimada foi de 10%, e incluiu
sangramentos durante a nefrectomia direita (dois casos), em veia cava inferior (dois
casos), lesdo acidental de alca intestinal (um caso) e desenvolvimento de hérnia

incisional (em um caso, Figura 9).

Grupos Uso de estatina pré- Nefrectomia Uso de estatina p6s- n
operatoria 5/6 operatoria

10 dias Sim 15 dias 14

Nao Sim 15 dias 12

3 N&o Sim N&o 8

Quadro 3 — Grupos de experimentagédo. Ratos sobreviventes ao final do experimento.

Aderéncias entre alcas intestinais, figado, baco e pancreas aos polos renais
anteriormente ressecados foram achados comuns na exerese ex-vivo dos rins
remanescentes (Figura 10). O aspecto macroscopico dos rins remanescentes nos

individuos do Grupo 2 era maior e mais arredondado (Figura 11).
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Figura 8 — Complicacao pds-operatéria: hérnia incisional.

Figura 9 — Aspecto do rim remanescente: trigésimo dia de pds-operatério da nefrectomia bipolar

esquerda (Grupo 1).
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Figura 10 — Aspecto do rim remanescente: trigésimo dia de pés-operatorio da nefrectomia bipolar

esquerda (Grupo 2).

4.1 COMPARACAO DOS MOMENTOS DE AVALIACAO EM CADA UM DOS
GRUPOS

Para cada uma das variaveis, em cada grupo, foi verificada a hipétese nula de
resultados iguais em todos os momentos de avaliagdo versus a hipotese alternativa
de pelo menos um momento de avaliagdo com resultados diferentes dos demais. No
caso de rejeicdo da hipdtese nula, os momentos foram comparados dois a dois
testando-se a hipdtese nula de resultados iguais nos dois momentos sob
comparacao versus a hipétese alternativa de resultados diferentes.

Nos itens subseguentes sdo apresentados os resultados associados a cada
uma das varidveis. Para cada uma das variaveis avaliadas sdo apresentadas as
estatisticas descritivas dos resultados obtidos no estudo, bem como o valor de p do
teste estatistico, associado a comparacao dos trés momentos. No caso de rejeicédo
da hipotese de igualdade destes trés momentos, sdo apresentados os valores de p
das comparacbes dos momentos dois a dois. Na sequéncia do grupo de tabelas
para cada variavel é apresentada a representacdo grafica dos resultados
estatisticamente significativos obtidos (Tabelas 1 a 6, Figuras 12 a 14).
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Tabela 1 — Comparagédo de dosagens séricas de uréia em momentos diversos, parte 1.

Variavel Grupo Momento n Média 1° Mediana 3°Q Min Max o Valor de
Q p*

UREIA 1 Cirurgia 14 41,7 36,2 40,3 436 286 753 09 0,001
10°dia 14 67,2 557 63,8 69,0 46,4 128,0 20,3
30°dia 14 78,7 725 77,0 81,6 633 119,7 138
2 Cirurgia 12 37,5 31,0 37,3 42,7 29,7 496 64 0,001
10°dia 12 70,2 65,2 70,7 753 528 92,7 10,2
30°dia 12 65,7 60,6 66,8 70,6 543 763 6,7
3 Cirurgia 8 41,4 373 41,1 465 315 510 6,7 0,001
10° dia 8 931 809 83,8 93,2 76,0 1492 24,2
30° dia 8 101,3 872 97,5 1184 77,0 1254 183

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05

Tabela 2 — Comparacgéo de dosagens séricas de uréia em momentos diversos, parte 2.

Valor de p*
Variavel Grupo Momento n Cirurgia x 10°  Cirurgia x 30°  10° dia x 30° dia
dia dia
UREIA 1 Cirurgia 14 <0,001 <0,001 0,080
10° dia 14
30° dia 14
2 Cirurgia 12 <0,001 <0,001 0,218
10° dia 12
30° dia 12
3 Cirurgia 8 <0,001 <0,001 0,049
10° dia
30° dia 8

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05
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Figura 11 — Gréfico de caixa para variavel uréia.

Tabela 3 — Comparacao de dosagens séricas de creatinina em momentos diversos, parte 1.

Variavel Grupo Momento n Média 1° Mediana 3° Min. Max. ¢ Valorde

Q Q p*

CREATININA 1 Cirurgia 14 0,6 0,3 0,5 0,7 0,2 1,2 0,3 0,001
l0°dia 14 1,0 0,9 1,0 10 07 18 0,2
30°dia 14 1,0 0,8 0,9 09 07 26 05
2 Cirurgia 12 0,5 0,4 0,5 05 03 07 01 0,001
l0°dia 12 0,8 0,8 0,9 09 03 10 0,2
30°dia 12 0,9 0,9 0,9 10 06 10 01
3 Cirurgia 8 0,5 0,5 0,5, o5 04 07 01 0,001
10° dia 8 0,7 0,7 0,7 o7 06 08 0,1
30° dia 8 0,8 0,7 0,8 08 06 09 01

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05
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Tabela 4 — Comparacéo de dosagens séricas de creatinina em momentos diversos, parte 2.

Valor de p
Variavel Grupo Momento n Cirurgia x 10°  Cirurgia x 30° 10 °dia x 30° dia
dia dia
CREATININA 1 Cirurgia 14 <0,001 0,001 0,066
10° dia 14
30° dia 14
2 Cirurgia 12 <0,001 <0,001 0,070
10° dia 12
30° dia 12
3 Cirurgia 0,001 <0,001 0,195
10° dia
30° dia
(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05
31 CREATININA
min - max; 12 quartil - 32 quartil
3 .
2 .
2 .
- ?
1 ] ﬁ T %
Cir 102dia 302dia Cir 102dia 302dia Cir 102dia 302dia
GRUPO1 GRUPO 2 GRUPO3

Figura 12 — Gréfico de caixa para variavel creatinina.
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Tabela 5 — Comparacéo de dosagens de proteiniria em momentos diversos, parte 1.

Variavel Grupo Momento n Média 1°Q Mediana 3°Q Min. Max. g Valor
de p*

PROTEINURIA 1 Cirurgia 14 265,7 47,5 100,0 300,0 30,0 1000,0 329,9 0,010
10°dia 14 216,4 100,0 100,0 300,0 30,0 1000,0 2458
30°dia 14 1364 30,0 30,0 100,0 15,0 1000,0 259,5
2 Cirurgia 12 105,0 100,0 100,0 100,0 30,0 300,0 67,1 0,002
10°dia 12 301,3 250,0 300,0 300,0 15,0 1000,0 243,3
30°dia 12 85,0 30,0 100,0 100,0 150 3000 77,7
3 Cirurgiar 8 1575 15,0 22,5 77,5 15,0 1000,0 3419 0,025
10° dia 8 5575 825 650,0 1000,0 30,0 1000,0 480,44
30° dia 8 650,0 300,0 650,0 1000,0 300,0 1000,0 374,2

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05

Tabela 6 — Comparacao de dosagens de proteindria em momentos diversos, parte 2

Valor de p
Variavel Grupo Momento n Cirx 10°d Cir x 30°d 10°d x 30°d
PROTEINURIA 1 Cirurgia 14 1,000 0,005 0,005
10° dia 14
30° dia 14
2 Cirurgia 12 <0,001 0,545 <0,001
10° dia 12
30° dia 12
3 Cirurgia 8 0,044 0,004 0,254
10° dia
30° dia

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05
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Figura 13 — Grafico de caixa para variavel proteindria.

4.2 COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO AS VARIACOES
PERCENTUAIS

Para cada variavel, foi verificada a hip6tese nula de igualdade dos trés grupos
em relacdo a variacdo percentual nos dois momentos avaliados versus a hipotese
alternativa de pelo menos um dos grupos com variacdo percentual diferente dos
demais. No caso de rejeicdo da hipétese nula, os grupos foram comparados dois a
dois.

Nos itens subsequentes sdo apresentados os resultados associados a cada
uma das variaveis. Para cada uma das variaveis avaliadas sao apresentadas as
estatisticas descritivas dos resultados obtidos no estudo, bem como o valor de p do
teste estatistico, associado a comparacdo dos trés grupos. No caso de rejeicdo da
hipétese de igualdade destes trés grupos, sao apresentados os valores de p das

comparacdes dos grupos dois a dois. Na sequéncia do grupo de tabelas para cada
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variavel é apresentada a representacdo grafica dos resultados estatisticamente

significativos que obtivemos (Tabelas 7 a 11, Figuras 15 a 17).

Tabela 7 — Comparacédo da variagdo percentual de dosagens séricas de uréia em momentos diversos,

parte 1.
Variavel Grupo n Média 1°Q Mediana 3°Q Min. Max. o Valor
de p*
Ureia 10° 1 14 70,2% 38,9%  59,5% 93,2% 18,9% 249,7% 4,9% 0,056
dia - 2 12 93,3% 52,0% 86,6% 102,5% 42,1% 212,1% 51,2%
cirurgia 3 8 127,8% 91,2% 118,8% 144,5% 64,9% 247,0% 58,2%
Ureia 30° 1 14 212%  3,5% 20,2% 29,7% -6,5% 66,8% 21,3% 0,005
dia — 10° 2 12 -52% - -5,3% 3,2% - 149% 12,7%
dia 12,3% 26,9%
3 8 11,4% -1,2% 8,2% 22,8% - 41,0% 20,2%
16,0%

Ureia 30° 1 14 982% 757% 875% 113,5% -3,2% 227,0% 53,7% 0,052
dia - 12 794% 534% 748% 101,5% 38,4% 148,8% 33,6%
cirurgia 3 8 151,9% 91,3% 144,0% 212,0% 785% 236,9% 68,4%

N

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05

Tabela 8 — Comparacao da variagdo percentual de dosagens séricas de uréia em momentos diversos,

parte 2.

Variavel Grupo N Valor de p*

GrixGr2 GrixGr3 Gr2xGr3

14

12

8

14 0,001 0,299 0,035
12

8

14

12

8

Ureia 10° dia — cirurgia

Ureia 30° dia — 10° dia

Ureia 30° dia — cirurgia

W N P W NP W DN

(*) Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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Figura 14 — Gréfico de caixa para variavel uréia: comparacdo da variacdo percentual de dosagens

séricas entre 0s grupos, trigésimo dia em relacéo ao décimo dia.

Tabela 9 — Comparacao da variagdo percentual de dosagens séricas de creatinina em momentos

diversos.

Variavel Grupo n Média 1°Q Mediana 3°Q Minimo Maximo o Valor

de p*

Creatinina 1 14 1345% 31,4% 73,3% 253,3% -16,7%  350,0% 131,2% 0,491
100 dia — 2 12 749%  40,0% 65,0% 106,3% 0,0% 150,0%  50,5%
cirurgia 3 8 47,0%  40,0% 50,0% 63,8% -14,3%  75,0% 28,8%
Creatinina 1 14 -5,8% -20,0% -10,0% 0,0% -27,3%  44,4% 18,5% 0,082
30°dia—-10° 2 12 23,3% -2,5% 11,1% 25,9% -40,0%  233,3% 69,2%
dia 3 8 7,8% 0,0%  0,0% 12,9% -14,3%  50,0% 19,2%
Creatinina 1 14 123,7% 31,4% 55,0% 191,7% -33,3%  420,0% 142,7% 0,260
30°dia - 2 12 95,7% 62,5% 80,0% 112,5% 28,6% 233,3% 56,7%
cirurgia 3 8 54,2%  40,0% 55,0% 63,8% 28,6% 80,0% 7,9%

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05



Tabela 10 — Comparagéo da variagao percentual de proteindria em

35

momentos diversos, parte 1.

Variavel Grupo n Média 1°Q Mediana 3°Q Minimo  Maximo g Valor
de p*
Proteinuria 10° 1 14 150,5% -66,7% 0,0% 225,0% -90,0% 900,0% 337,2% 0,113
dia — cirurgia
2 12 414,3% 200,0% 200,0% 200,0% -95,0%  3233,3%  893,3%
3 8 2908,1% 75,0% 1781,0% 6566,7% -97,0% 6566,7% 3213,5%
Proteinuria 1 14 -31,5% -70,0% -70,0% 0,0% -95,0% 233,3% 84,5% 0,009
30° dia — 10°
dia 2 12 -59,3% -90,0% -66,7% -50,0% -90,0% 0,0% 37,2%
3 8 270,4% 0,0% 100,0% 400,0% -70,0% 900,0% 402,6%
Proteinuria 30° 1 14 180,8% -88,8% -68,3% 0,0% -90,0%  3233,3%  879,4% 0,003
dia — cirurgia
2 12 23,1% -70,0% 0,0% 50,0% -95,0% 233,3% 125,6%
3 8 2703,2% 1046,4%  1900,0% 4066,7% -70,0% 6566,7% 2598,6%

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05

Tabela 11 — Comparagéo da variagao percentual de proteindria em momentos diversos, parte 2.

Variavel

Grupo n

Valor de p*

Proteindria 10° dia - cirurgia

Proteindria 30° dia - 10° dia

Proteindria 30° dia - cirurgia

W N P W DN P W DN

14
12
8
14
12
8
14
12
8

GrixGr2

Oy

Oy

629

306

GrixGr3

0,006

0,000

Gr2xGr3

0,002

0,005

(*) Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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Figura 15 - Gréfico de caixa para variavel proteindria: comparacdo da variacdo percentual entre os

grupos, trigésimo dia em relagdo ao décimo dia.
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Figura 16 - Gréafico de caixa para variavel proteinUria: compara¢éo da variagdo percentual entre os

grupos, trigésimo dia em relagé@o ao dia da cirurgia.
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4.3 COMPARACAO DOS MOMENTOS CLINICO E CIRURGICO

Para cada uma das variaveis foi verificada a hipotese nula de resultados
iguais nos dois momentos de avaliacdo versus a hipotese alternativa de resultados
diferentes. Na tabela abaixo sdo apresentadas as estatisticas descritivas relativas
aos resultados obtidos no estudo, bem como os valores de p dos testes estatisticos.
Na sequéncia é apresentada a representacao grafica dos resultados para a variavel

proteindria (Figura 18).

Tabela 12 — Comparacéo da variagdo percentual das variaveis uréia, creatinina e proteindria, antes

do inicio do experimento e no dia da cirurgia. Grupo 1.

Variavel n Média 1°Q Mediana 3°Q Minimo  Maximo o Valor
de p*
Ureia — 14 38,6 34,6 37,9 40,7 26,2 62,4’ 8,4 0,245
DO Clinico
Ureia — 14 41,7 36,2 40,3 43,6 28,6 75,3 10,9
DO Cirdargico
Variagao % 14 128% -6,5% 9,5% 25,5% -54,2%  93,6% 36,4%
Ureia
Creatinina— 14 0,5 0,3 0,5 0,6 0,3 0,7 0,1 0,367
DO Clinico
Creatinina— 14 0,6 0,3 0,5 0,7 0,2 1,2 0,3
DO Cirdargico
Variacdo % 14 18,5% - 15,5% 62,5% -60,0 100,0% 53,1%
Creatinina 15,0%
Proteindaria— 14 52,9 30,0 30,0 100,0 15,0 100,0 36,8 0,008
DO Clinico
Proteindria— 14  265,7 47,5 100,0 300,0 30,0 1000,0 329,9
DO Cirdrgico.
Var. % 14 556,7% 50,0% 233,3% 816,7% -70,0% 3233,3% 849,8%
Proteindria

(*) Teste ndo paramétrica de Friedman; p<0,05
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Figura 17 - Gréfico de caixa para variavel proteindria. Comparacdo da variacdo percentual de

proteindria no dia do inicio do experimento e no dia da cirurgia. Grupo 1.

4.3.1 Avaliacéo da evolucédo de proteinaria

Para o Grupo 1, testou-se ainda a hipodtese nula de resultados iguais de
proteindria nos 4 momentos avaliados versus a hipotese alternativa de pelo menos
um momento com resultados diferentes dos demais. Na Tabela 13 sdo apresentados
os valores de p do teste estatistico, bem como as estatisticas descritivas de

proteindria nos quatro momentos avaliados.
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Tabela 13 — Comparagédo das dosagens urinarias de proteina antes do inicio do experimento, no dia
da cirurgia, no décimo e no trigésimo dia de pés-operatério. Grupo 1.

Momento n Média 1°Q Mediana 3°Q Minimo Maéaximo o Valor
de p*
Proteindria 14 52,9 30,0 30,0 100,0 15,0 100,0 36,8 0,002
DO-Clinico
Proteindria 14 265,7 100,0 100,0 300,0 30,0 1000,0 329,9
DO-Cirargico
10°dia 14 216,4 100,0 100,0 300,0 30,0 1000,0 245,8
Proteindra 14 136,4 30,0 30,0 100,0 15,0 1000,0 259,5
30° dia

(*) Teste ndo paramétrico de Friedman ; p<0,05

Em funcdo da rejeicdo da hipotese de igualdade dos 4 momentos, estes
foram comparados dois a dois testando-se a hipotese nula de resultados iguais nos
dois momentos sob avaliacdo versus a hipotese alternativa de resultados diferentes.
Na Tabela 14 abaixo sdo apresentados os valores de p dos testes estatisticos. Na

Figura 22 podem ser visualizados os resultados obtidos no estudo.

Tabela 14 — Comparacgdo das dosagens de proteindria: antes do inicio do experimento, no dia da

cirurgia, no décimo e no trigésimo dia de pés-operatério. Grupo: 1.

Momento Valor de p
Proteinuria DO Clinico x Proteintria DO-Cirargico 0,002
Proteinudria DO Clinico x Proteindria 10° dia 0,001
Proteinudria DO Clinico x Proteindria 30° dia 0,769
Proteindria DO Cirlirgico x Proteinuria 10° dia 0,922
Proteindria DO Cirurgico x Proteinaria 30° dia 0,004

Proteinlria 10° dia x Proteintria 30° dia 0,003
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Figura 18 - Gréfico de caixa para variavel proteindria. Comparacdo da variacdo percentual de

dosagens urinarias no dia do inicio do experimento e no dia da cirurgia. Grupo 1.

4.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A analise histopatoldgica é descrita em conjunto com a analise estatistica de

seus resultados, para cada uma das variaveis estudadas.

4.4.1 indice de glomeruloesclerose (IG)

N&o foi observada glomeruloesclerose na amostra estudada.

4.4.2 indice de mesangiolise (IM)

Os achados histopatologicos da regido glomerular incluiram sinais de
mesangiolise, caracterizada por atenuacdo da matriz mesangial, presenca de

capilares convolutos e aneurismas capilares (Figura 20).
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Figura 19 — Mesangiodlise. Na coloracdo PAS podemos observar: a) IM pontuagdo 0 — sem alteracdes
capilares; b) IM pontuagcdo 1 — dilatacdo capilar e/ou 25% dos capilares convolutos; c) e d) IM
pontuacdo 2 - dilatagdo capilar e/ou 25% dos capilares convolutos e/ou aneurismas capilares ou 50%

de capilares convolutos.

Testou-se a hipétese nula de resultados iguais de IM nos trés grupos versus a
hipétese alternativa de pelo menos um dos grupos com resultados diferentes dos
demais. Na Tabela 16 é apresentada a distribuicdo, dentro de cada grupo, dos

resultados obtidos no estudo.



Tabela 15 — indice de Mesangidlise.
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IM Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
0 7 (50%) 11 (91,7%) 0 (0%)
1 6 (42,9%) 1 (8,3%) 3 (37,5%)
2 1 (7,1%) 0 (0%) 5 (62,5%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

O resultado do teste indicou a rejeicdo da hipotese nula (p< 0,001). Em

funcdo disto, os grupos foram comparados dois a dois, testando-se a hip6tese nula

de resultados iguais nos dois grupos sob comparacdo versus a hipotese alternativa

de resultados diferentes. Na Tabela 16 sdo apresentados os valores de p destes

testes estatisticos.

Tabela 16 - indice de Mesangidlise: comparac&o entre 0s grupos.

Grupos sob comparacéo Valor de p
Grupo 1 x Grupo 2 0,012
Grupo 1 x Grupo 3 <0,001
Grupo 2 x Grupo 3 <0,001

4.4.3 indice de les&o tubulo-intersticial (ILTI)

Os achados histopatolégicos da regido tubular, dentre os definidos pelo

indice, incluiram dilatacdo tubular focal, hipotrofia tubular focal e a presenca de

cilindros protéicos (Figura 21).
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Figura 20 — Lesao Tudbulo-Intersticial. Na coloracdo Tricromio de Gomori podemos observar: a) e b)

pontuacdo 1 — estrutura capilar normal; c e d) pontuacéo 2 — LTI envolvendo até 10% da area.

Em cinco ratos do Grupo 1 foram encontradas microcalcificacdes distroficas
intra-tubulares. Infiltrados intersticiais amplos foram encontrados em trés ratos dos
grupos 1 e 3. Ambos os achados serdo objeto de analise estatistica em separado
(ver subcapitulos 4.4.5.2 e 4.4.5.3). s resultados de ILTI sdo apresentados na Tabela
17.

Tabela 17 - indice de Lesdo Tubulo-Intersticial.

ILTI Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1 0 (0%) 12 (100%) 0 (0%)
2 14 (100%) 0 (0%) 8 (100%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Os resultados indicam uma igualdade entre os grupos 1 e 3, havendo resultados
menores no grupo 2 (em funcdo do numero de resultados iguais o teste nao foi

aplicado).

4.4.4 indice de les&o vascular (ILV)

N&o foram observadas lesdes vasculares na amostra estudada.

4.4.5 Outras alteracdes histopatoldgicas

Alguns achados histopatologicos adicionais, ndo previstos pelos indices
padronizados escolhidos foram objeto de nossa atencdo durante o estudo
histopatoldgica, e foram submetidos a andlise estatistica quando procedente.

4.4.5.1 Presenca de abscessos

Nas regides limitrofes da ablac&o cirtrgica (p6los superior e inferior do rim
esquerdo) foram encontradas areas de infiltrado inflamatério, com reacéo
gigantocelular e &reas de necrose, em todos os individuos estudados (n=34).

Em ratos dos Grupos 1 e 2 foram encontrados abscessos
intraparenquimatosos extensos em contiglidade com as areas de corte; e em um
individuo do Grupo 1, portador de abscesso, foram encontrados leucécitos dentro

dos tubulos (ver subcapitulo 4.4.5.4 e Figura 22).
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Figura 21 - Area de abscesso, Grupo 1.

Os grupos foram comparados dois a dois testando-se a hipotese nula de que
a probabilidade de presenca de abscessos é igual nos dois grupos sob comparacao
versus a hipotese alternativa de probabilidades diferentes. Os resultados da variavel
presenca de abscessos sdo apresentados na Tabela 18. Na Tabela 19 séo

apresentados os valores de p das comparacfes dos grupos dois a dois.

Tabela 18 - Presenca de abscessos.

Presenca Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
de
Abscessos
Nao 9 (64,3%%) 8 (66,7%) 8 (100%)
Sim 5 (35,7%) 4 (33,3%) 0 (0%)
Total 14 12 8

Tabela 19 - Presenca de abscessos: comparacao entre 0s grupos.

Grupos sob comparacéo Valor de p
Grupo 1 x Grupo 2 1,000
Grupo 1 x Grupo 3 0,115
Grupo 2 x Grupo 3 0,117

(*) Teste Exato de Fisher; correcdo de Bonferroni — valor de p<0,017
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4.4.5.2 Infiltrado intersticial

Os grupos foram comparados dois a dois testando-se a hipotese nula de que
a probabilidade de presenca de infiltrado intersticial é igual nos dois grupos sob
comparacao versus a hipétese alternativa de probabilidades diferentes.

Os resultados da variavel Infiltrado Intersticial sdo apresentados na Tabela 20.
Na Tabela 21 sao apresentados os valores de p das comparacfes dos grupos dois a

dois.

Tabela 20 — Presenca de infiltrado intersticial.

Infiltrado Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
Intersticial
Nao 12 (85,7%) 12 (100%) 7 (87,5%)
Sim 2 (14,3%) 0 (0%) 1 (12,5%)
Total 14 12 8

Tabela 21 — Presenca de infiltrado intersticial: comparacéo entre 0s grupos.

Grupos sob comparacéo Valor de p
Grupo 1 x Grupo 2 0,483
Grupo 1 x Grupo 3 1,000
Grupo 2 x Grupo 3 0,400

(*) Teste Exato de Fisher; correcdo de Bonferroni — valor de p<0,017

4.4.5.3 Microcalcificagéo distréfica intratubular

Os grupos foram comparados dois a dois testando-se a hipotese nula de que
a probabilidade de presenca de microcalcificacdo distréfica intratubular é igual nos
dois grupos sob comparacdo versus a hipotese alternativa de probabilidades
diferentes.

Os resultados da variavel microcalcificacdo distréfica intratubular, séo
apresentados na Tabela 22. Na Tabela 23 sédo apresentados os valores de p das

comparacoes dos grupos dois a dois.
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Tabela 22 — Microcalcificacéo distréfica intratubular.

Microcalcificagao Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
Distréfica
Intratubular

Nao 9 (64,3%) 12 (100%) 8 (100%)
Sim 5 (35,7%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 14 12 8

Tabela 23 —Microcalcificagao distrdfica intratubular comparagéo entre os grupos.

Grupos sob comparacéo Valor de p
Grupo 1 x Grupo 2 0,042
Grupo 1 x Grupo 3 0,115
Grupo 2 x Grupo 3 1,000

(*) Teste Exato de Fisher; corre¢do de Bonferroni — valor de p<0,017

4.4.5.4 LeucocitUria

Os grupos foram comparados dois a dois testando-se a hipétese nula de que
a probabilidade de presenca de leucocituria € igual nos dois grupos sob comparacéao
versus a hipotese alternativa de probabilidades diferentes. Os resultados de
leucocitlria sdo apresentados na Tabela 24. Na Tabela 25 sédo apresentados 0s
valores de p das comparac¢des dos grupos dois a dois.

Tabela 24 — Leucocituria.

Leucocituria Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
Nao 13 (92,9%) 12 (100%) 8 (100%)
Sim 1(7,1%) 0 (0%) 0 (0%)

Total 14 12 8




48

Tabela 25 — Leucocitiria: comparagéo entre 0s grupos.

Grupos sob comparacéo Valor de p
Grupo 1 x Grupo 2 0,042
Grupo 1 x Grupo 3 0,115
Grupo 2 x Grupo 3 1,000

(*) Teste Exato de Fisher; corre¢éo de Bonferroni — valor de p<0,017
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5 DISCUSSAO

A DRC esta associada a complicagbes metabdlicas, cardiovasculares e
neurolégicas®, a risco elevado de morte por doenca cardiovascular®’ e & progresséo
para IRC®. Em todas estas situacdes, o custo é imenso, em perdas humanas e
materiais®, tornando extremamente importantes a descoberta e o desenvolvimento
de novas modalidades terapéuticas que retardem a progressao e/ou impecam as
complica¢cbes da doenca.

Nas ultimas décadas, o amplo uso de estatinas como hipolipemiantes permitiu

21224041 - antevendo seus Usos

21,22,40,41

a observacado de varios de seus efeitos pleiotropicos

6,17,39

no tratamento de varias doencas, ligadas ou néo ao metabolismo

lipidico. A existéncia de diversos estudos sobre os efeitos da estatina em quadros de

6,18,21-30 9,23,24

inflamacéo e fibrose , evidéncias de seus efeitos nefroprotetores e, mais

especificamente, estudos clinicos e experimentais indicando que estas drogas

Cc9313238 g5 motivaram a

reduzem o risco cardiovascular em pacientes com DR
estudar seus efeitos na doenca renal cronica induzida em ratos.
O modelo do rim remanescente (nefrectomia 5/6), baseado na ablacdo

cirirgica de tecido renal*?

(nefrectomia direita e nefrectomia bipolar esquerda)
permitiu realizar todas as avaliacdes pretendidas. A anestesia, realizada através de
inje¢cao intramuscular de uma associacdo de ketamina e xilazina possibilitou a
realizacdo dos procedimentos de coleta e as operacbes, sem necessidade de
suplementacao de oxigénio e/ou entubacéo orotraqueal na maioria dos casos'** . A
microcoleta de amostras de sangue periférico por puncdo caudal causa menos
impacto hemodinamico que a puncéo cardiaca, em que pese a presenca ou nao de
sinais como hipotermia, hipocoloragdo de mucosas e choque hipovolémico. A
ablacao renal tem sido implicada no desenvolvimento de hipotermia nestes animais,
tendo um estudo® apontado que, ap6s nefrectomia 5/6, a temperatura basal dos
ratos foi significantemente mais baixa que aquela dos animais de controle quando
mantidos em um recipiente de imersao termoneutro.

A administracdo de farmacos por gavagem mostrou-se de facil execucao,
podendo ser realizada sem necessidade de anestesia ou analgesia, permitindo a

administracéo diaria da dose exata da medicacao.



50

Observamos em nosso projeto-piloto que a realizagéo de coleta de sangue no
mesmo dia do procedimento cirargico (nefrectomia 5/6) tem impacto sobre a
mortalidade dos animais. Tendo em vista a existéncia de alteracdes sistémicas
relacionadas com a ablacdo renal operatoria, descritas especialmente em modelos
que fazem uso de ratos e camundongos®, recomendamos especial atencdo na
prevencdo do sangramento per-operatorio através de delicadeza no manuseio
tecidual e hemostasia rigorosa, especialmente nas faces cruentas da nefrectomia
bipolar esquerda. Em coelhos, advoga-se o uso de suturas nas areas cruentas®, o
que julgamos desnecessario realizar em ratos Wistar'>: Estas areas nao
apresentaram complicacdes hemorragicas, e a presenca de infiltrado inflamatério
(com reacdo gigantocelular e necrose) estava restrita as regides limitrofes da
ablacao cirargica, ndo afetando a analise histopatoldgica do tecido renal.

Avaliamos trés varidveis clinico-laboratoriais em nosso estudo: uréia,
creatinina e proteindria; em trés momentos de coleta: pré-operatério, décimo e
trigésimo dias de pds-operatorio.

O aumento da uremia ap6s a nefrectomia 5/6 é inerente ao modelo®124°48

e
foi progressivo em nosso Grupo 3 (p=0,001). Este aumento foi confirmado quando
avaliamos os trés momentos de coleta dois a dois e também entre o décimo e o
trigésimo dias de avaliagdo (aumento observado apenas neste grupo).

O aumento da uremia nos grupos tratados, por outro lado, foi precoce,
compreendido especialmente entre o dia da cirurgia e o décimo dia de pos-
operatoério, sem diferenca significativa entre o décimo e o trigésimo dia, onde, no
Grupo 3, 0 aumento de uréia persistiu (p=0,049).

Quando analisamos as variacdes percentuais de uréia entre 0s grupos, as
médias dos Grupos 1 e 3 sdo maiores no pos-operatério, mas ndo ha diferenca
significativa entre elas. JA o Grupo 2 apresenta médias menores em relacdo aos
outros dois grupos (p=0,001 quando comparado ao Grupo 1 e p=0,035 quando
comparado ao Grupo 3), 0 que sugere que 0 uso de estatina teve impacto sobre os
valores de uréia no grupos tratados, mais evidentemente no grupo que recebeu a
droga somente no pos-operatorio.

23,37 A

O uso da dosagem seérica de creatinina € amplo na pratica clinica e e

observado também em modelos experimentais como o0 do rim

3,12,17,45,48,56

remanescente , €m que pese a inexisténcia de trabalhos analisando o uso
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de estatinas neste modelo. Analises post-hoc de estudos desenhados para testar a

3132 mostraram efeitos

eficAcia das estatinas na reducdo do risco cardiovascular
benéficos destas a funcdo renal®*®, fazendo uso das dosagens séricas e do
clearance de creatinina como marcadores.

Em nosso estudo, os niveis séricos de creatinina aumentaram nos trés
grupos, especialmente dez dias apds a cirurgia. Nao houve diferenca, em nenhum
dos grupos, entre os valores séricos de creatinina obtidos nas coletas do décimo e
trigésimo dias. A analise das variacdes percentuais para dosagens de creatinina
tampouco resultou em achados significativos. Estas evidéncias sugerem que a
estatina ndo teve impacto sobre as dosagens de creatinina na amostra estudada.

Em pacientes ndo-portadores de DRC foi observado que todas as estatinas
podem induzir certo grau de proteindria, que é dose-dependente e diretamente
proporcional & poténcia da estatina empregada, sendo mais comum quando se faz
uso de rosuvastatina em altas doses®, o que pode ser explicado pelo maior grau de
concentracao e excrecao renal desta estatina em relacdo as outras drogas do grupo.
A proteindria induzida pelas estatinas é de padrdo tubular, sendo constituida
basicamente por proteinas de baixo peso molecular - normalmente filtradas pelos
glomérulos e reabsorvidas no tubulo contornado proximal, e ndo representa um
estado patoldgico, podendo representar apenas a capacidade que as estatinas tém
de inibir a reabsorcao tubular de proteinas filtradas®*°.

No Grupo 1, foi realizada uma coleta a mais para as trés variaveis (uréia,
creatinina e proteindria), antes do inicio da administracdo de estatina no pré-
operatoério. O uso do farmaco nao afetou as dosagens de uréia e creatinina, mas foi
observado um aumento de proteindria anterior a nefrectomia 5/6 (p=0,002),
correspondendo a um aumento percentual de 556,7% em média (p=0,008).

Estudos anteriores'®°?° demonstraram a diminuicdo da proteintria associada
ao uso de estatinas, em pacientes portadores de DRC, e sugerem trés mecanismos
para este efeito: diminuicdo da filtragcdo proteica glomerular*®, bloqueio da
endocitose de proteinas filtradas™ e inibicdo da resposta inflamatéria®®. Douglas et
al., em metanalise'® que avaliou quinze ensaios clinicos de estatinas que relatam
medidas basais e de seguimento para albumindria e proteinuria medidas por coleta
de urina de vinte e quatro horas ou por taxas albumina-creatinina, concluiu que as

estatinas tém efeito benéfico sobre a albumindria patolégica. O estudo ALERT®’, por
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outro lado, mostrou que o grau de proteinudria ndo foi afetado pelo uso de fluvastatina
em comparacdo ao grupo placebo. A metanalise realizada por Strippoli et al.
constatou que a discreta reducdo na proteindria observada no grupo de pacientes
tratados com estatinas nao correspondeu a melhora na taxa de filtracdo
glomerular™, questionando se os discretos beneficios encontrados nas avaliacbes
laboratoriais correspondem, a médio e longo prazo, a beneficios clinicos relevantes
para o paciente, tais como aumento no tempo livre de didlise®.

Em nosso Grupo 1, em que pese a presenca de proteinaria ja no pré-
operatorio, houve diminuicdo dos niveis de proteina urindria até o décimo dia de
pés-operatorio (p=0,005 na andlise direta, ndo referendado pela analise da variacédo
percentual), seguida de novo aumento entre o décimo e o trigésimo dia de poés-
operatorio (p=0,005 pela andlise direta, p=0,009 ao avaliarmos a variacao
percentual).

A andlise especifica da evolucado de proteindria no Grupo 1, que recebeu
estatina pré-operatoria, incluindo as dosagens pré-medicacao, confirmou o aumento
desta no pré-operatorio (p=0,002) mas nao encontrou diferenca significativa entre
aquelas e as dosagens finais (trigésimo dia de poOs-operatério), ou entre as
dosagens do dia da cirurgia e as finais, sugerindo efeito benéfico da estatina sobre
esta varidvel na amostra estudada.

Os niveis de proteindria aumentaram entre o dia da cirurgia, o décimo e o
trigésimo dia de pds-operatorio no Grupo 3, sham (p=0,025), como esperado para o0
modelo’?; e foi mais evidente nos primeiros dez dias (p=0,044). Entre o décimo e o
trigésimo dias, a proteinuria ndo aumentou (p=0,254).

No Grupo 2, tratado exclusivamente no pds-operatdrio, observamos um
aumento dos niveis de proteindria nos primeiros dez dias (p<0,001, nado referendado
pela analise da variacdo percentual), seguido de diminuicdo da proteinaria entre o
décimo e o trigésimo dia (p<0,001 na analise direta, p=0,009 na avaliacdo da
variacao percentual), aliados a auséncia de diferenca significativa entre as dosagens
de proteindria do dia da cirurgia e do final do experimento (p=0,545), sugerindo um
possivel impacto do uso de estatina sobre a variavel proteindria neste grupo.

Quando confrontamos 0s grupos, ndo encontramos diferenca estatisticamente

significativas nos valores de proteinuria entre os grupos tratados (1 e 2) entre si, mas
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ambos apresentam valores menores de proteindria em relacdo ao Grupo 3, exceto
nos primeiros dez dias.

Dos quatro indices padronizados® utilizados para andlise das alteracdes
histopatoldgicas, os indices de Mesangidlise e de Lesdo Tubulo-Intersticial foram
Uteis na caracterizagcdo e determinacdo da progressdo da DRC na amostra
estudada, de maneira similar a encontrada por Tsunenari et al. na avaliacdo dos
efeitos renoprotetores da telmisartana™.

A auséncia de glomeruloesclerose e lesGes vasculares na amostra estudada,
inclusive para o Grupo 1 (sham), pode ser explicada pelo tempo de observacao

424849 somente

clinica ter sido de apenas quatro semanas. Alguns trabalhos
obtiveram alteracdes histopatologicas mais evidentes de desenvolvimento de DRC
em periodos de tempo maiores, em torno de dez semanas, e nestes, a
glomeruloesclerose foi mais frequente. Santos et al., porém, ao avaliarem as
diferencas entre os diversos modelos de inducdo experimental de DRC em ratos
Wistar, descreveram recuperacdo funcional do rim remanescente em oito
semanas'?, o que pode significar que estes animais apresentam uma janela curta
para observacao da DRC, e consequentemente, para experimentacao.

Sinais de mesangidlise, que antecedem o0 aparecimento de
glomeruloesclerose, foram mais evidentes no grupo sham (Grupo 3), em
comparacdo aos grupos tratados. No grupo que recebeu estatina somente no pos-
operatorio (Grupo 2), foram obtidos 0s menores resultados, inclusive em
comparagao ao Grupo 1 (p=0,012).

O ILTI também mostrou uma menor pontuagdo para o Grupo 2, enquanto 0s
Grupos 1 e 3 obtiveram resultados semelhantes. No Grupo 2, achados
concomitantes a avaliagcdo dos indices nas areas tubulares renais, sugeriram, em
uma analise subjetiva, menor grau de dilatacao tubular, cilindros protéicos intra-
tubulares mais frequentes (em relacdo ao Grupo 3), auséncia de infiltrados
intersticiais, auséncia de microcalcificacbes distréficas intratubulares ou leucocituria
(presentes exclusivamente no Grupo 1). Estes resultados, porém, ndo foram
corroborados por significancia estatistica. A associacao entre o uso de estatinas e a

presenca de abscessos renais nédo foi relatada até o momento.
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Os achados histopatol6gicos demonstraram que o0 grupo que recebeu estatina
exclusivamente no pds-operatorio apresenta, em comparagdo com 0S outros grupos,
menor grau de lesdo glomerular e tubular.

Os efeitos do uso de estatina sobre o desenvolvimento de DRC nesta amostra
- diminuicdo dos valores de uréia nos grupos tratados, especialmente no grupo que
recebeu a droga somente no pds-operatério; a inducdo de proteinaria em individuos
normais; a diminuicdo da proteindria apos o décimo dia de pds-operatorio nos
grupos tratados; menor indice de Mesangidlise no grupo que recebeu a droga no
pos-operatério e menor Indice de Lesdo Tubulo-Intersticial no grupo que recebeu
estatina no pds-operatério - sdo promissores, podem corroborar achados clinicos e
criam a perspectiva de aprofundarmos este estudo através de analise imuno-
histoquimica do material coletado.

O modelo do rim remanescente (nefrectomia 5/6) nos parece util para estudar
os efeitos de outras drogas sobre o desenvolvimento de DRC em ratos. Dosagens
seriadas de ureia, creatinina e proteindria podem ser utilizadas para comparar 0s

efeitos de outras drogas entre si, e em relacdo a estatina.
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6 CONCLUSAO

O uso de estatina teve impacto na progressao da DRC induzida neste modelo
experimental em ratos, evidenciado pela diminuicdo dos valores de ureia sérica e
proteindria, e por menores indices de mesangiolise e lesdo tubulo-intersticial nos
grupos tratados. Melhores resultados foram obtidos no grupo que recebeu a droga

exclusivamente no pés-operatorio.
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