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Ventura S. Canagliflozina previne lesdo renal aguda isquémica em ratos ndo-diabéticos.
[Trabalho de Conclusédo de Curso- TCC]. Séo Paulo: Escola de Enfermagem,
Universidade de S&o Paulo

RESUMO

Introducdo: Metandlises recentes mostraram que os inibidores do cotransportador de sodio-
glicose 2 (SGLT-2) impedem a lesdo renal aguda (LRA) em pacientes diabéticos. O objetivo
desse estudo foi investigar o efeito protetor da canagliflozina na LRA por isquemia e reperfusao
(I/R) em ratos nao diabéticos. Metodos: Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos:
CANA: canagliflozina (ratos que receberam 30 mg/kg, V.O, durante 5 dias); I/R: ratos
submetidos a isquemia renal (clampeamento do hilo renal, 30 minutos); CANA+I/R: ratos que
receberam canagliflozina (30mg/kg, V.O.; 5 dias antes do I/R). Foram avaliados parametros de
funcdo renal (creatinina sérica, clearance de inulina); perfil oxidativo (peréxidos urinarios -
FOX, peroxidacdo lipidica - TBARS). Resultados: O grupo I/R apresentou reducdo de
clearance de inulina (I/R: 0,2 £ 0,03 vs CANA: 1,7 + 0,5) e aumento da creatinina sérica (I/R:
2,1 +0,7vs CANA: 0,4 £ 0,3), bem como aumento dos metabdlitos oxidativo FOX (I/R: 14,4
+4,1vs CANA: 4,0 £ 1,1), TBARS (I/R: 18,7 + 1,5 vs CANA: 1,5 £ 0,3). Enquanto o grupo
CANA+I/R mostrou reducdo da creatinina sérica (CANA+I/R: 0,2 £ 0,08 vs I/R: 2,1 £ 0,7) e
aumento do clearance de inulina (CANA+I/R: 2,0 + 0,4 vs I/R: 0,2 + 0,03), bem como

diminuicdo dos metabolitos oxidativos FOX (CANA+I/R: 3,7 + 1,2 vs I/R: 14,4 + 4,1) TBARS
(CANA+I/R: 1,6 + 0,4 vs I/R: 18,7 + 1,5). Conclusdo: O tratamento com Canagliflozina

preveniu a reducdo da funcdo renal induzida pela isquemia, visto que se observou melhora da
funcdo renal e reducdo da atividade oxidante. Portanto, a Canagliflozina confirmou relevante

efeito renoprotetor na vigéncia de isquemia renal.

Descritores: Lesdo Renal Aguda, Isquemia, Reperfusdo, Inibidores do Transportador 2 de

Sédio-Glicose.



Ventura S. Canagliflozin prevents ischemic acute kidney injury in non-diabetic rats.
[Trabalho de Concluséo de Curso- TCC]. Sao Paulo: Escola de Enfermagem,
Universidade de S&o Paulo

ABSTRACT

Introduction: Recent meta-analyses have shown that sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT-
2) inhibitors prevent acute kidney injury (AKI) in diabetic patients. The aim of this study was
to investigate the protective effect of canagliflozin on AKI by ischemia and reperfusion (I/R)
in non-diabetic rats. Methods: Wistar rats were divided into: CANA: canagliflozin (30 mg/kg,
once, daily, 5 days); I/R: ischemic group (30-minute bilateral renal clamping); CANA+I/R: as
described. Renal hemodynamics such as renal blood flow (RBF) and renal vascular resistance
(RVR); renal function (inulin clearance, plasma creatinine); oxidative metabolites (urinary
peroxides, TBARS) were analyzed. Results: The I/R group showed a reduction in inulin
clearance (I/R: 0.2 £ 0.03 vs CANA: 1.7 + 0.5) and an increase in serum creatinine (I/R: 2.1 +
0.7 vs CANA: 0.4 £0.3), as well as an increase in FOX oxidative metabolites (I/R: 14.4 £ 4.1
vs CANA: 4.0 = 1.1), TBARS (I/R: 18.7 £ 1.5 vs CANA: 1.5 + 0.3). While the CANA+I/R
group showed a reduction in serum creatinine (CANA+1/R: 0.2 £ 0.08 vs I/R: 2.1 £ 0.7) and an
increase in inulin clearance (CANA+I /R: 2.0 £ 0.4 vs I/R: 0.2 + 0.03), as well as a decrease in
FOX oxidative metabolites (CANA+I/R: 3.7 + 1.2 vs I/R: 14.4 + 4.1) TBARS (CANA+I/R: 1.6
+ 0.4 vs I/R: 18.7 = 1.5).Conclusion: Canagliflozin did not induce hypoglycemia and has
significant potential as a therapeutic intervention to ameliorate renal injury after renal I/R and

attenuate oxidative stress.

Keywords: Acute kidney disease, Ischemia, Reperfusion, Sodium-Glucose Transporter 2

Inhibitors.
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1. INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) é uma sindrome caracterizada por um declinio subito da
funcdo renal [, Dentre as suas classificagdes, encontram-se a pré-renal e renal que podem estar
associadas a eventos de isquemia, como sepse, choque, infeccBes, uso de contrastes

radiolégicos e toxicidade por medicamentos 21,

Segundo a Kidney Disease: improving global outcomes (KDIGO), 1 em cada 5 adultos
(21,6%) e 1 em cada 3 criangas (33,7%) apresentaram LRA no mundo. Clinicamente, esta
sindrome é definida como aumento de 0,3mg/dL ou 1,5 vezes na creatinina sérica basal em 48h,

ou reduc&o do fluxo urinario para menos que 0,5mL/Kg durante 6h [,

O rim recebe cerca de 20% do débito cardiaco do corpo, 0 que confirma a sua alta
vulnerabilidade a qualquer reducéo de perfusao e oxigenacao. No cenario de diminuigdo grave
/ prolongada do fluxo sanguineo ou hipo6xia nos rins ocorre 0 comprometimento da integridade
e metabolismo celular renal e, em Gltima instancia, a disfuncéo vascular, glomerular e tubular.
O dano se caracteriza pela taxa de filtracdo glomerular (TFG), que diminui no cenario de les&o.
Porém, a TFG nem sempre se relaciona com a condi¢do de base do paciente, demonstrando a

complexidade dos processos vasculares e tubulares na disfungéo renal I,

A fisiopatologia da LRA pode ser descrita por uma sequéncia de eventos que
compreendem desde o insulto agudo até os mais definitivos como em casos de doencas renais
cronicas. Esses eventos desencadeiam mecanismos compensatorios nos rins, como a
hiperfiltracdo compensatdria inicial e a hipertrofia dos néfrons viaveis remanescentes. A
medida que este insulto perdura, alteracdes histopatoldgicas subsequentes que incluem a
distorcdo da arquitetura glomerular, funcdo podocitaria anormal e a interrup¢do da filtracdo

levando a esclerose renal se sucedem [,

Essa sindrome afeta 30-60% dos pacientes gravemente enfermos e esta associada a
morbidade e mortalidade agudas . Além disso, ha evidéncias que demonstram que grande
parte dos pacientes acometidos pela LRA evoluem da fase aguda para a doenca renal cronica
(DRC), progresséo acelerada para doenca renal em estagio terminal (ESRD), aumento do risco
de complicagbes cardiovasculares, episodios recorrentes de LRA e mortalidade [, levando a

baixa qualidade de vida, incapacidade e altos custos terapéutico de longo prazo [,
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Estudos buscam atenuar as complicagbes da LRA em pacientes cujas reservas
hemodinimicas e imunoldgicas sdo restritas 1911 Tratamentos ainda em discussdo sdo
necessarios para reduzir a alta morbidade e mortalidade e melhorar a recuperacdo da funcéo
renal. Em alguns casos, como quando ha identificacdo de risco pré-operatorio para doenca renal
ou risco cirurgico, 0 momento do insulto é conhecido e tem-se a oportunidade de implementar
medidas preventivas para preservar a fungdo renal. Alternativamente, pode-se intervir apds o
paciente ter sido diagnosticado com LRA para tentar melhorar a recuperacdo e reduzir a

progressdo para DRC / ESRD em pacientes de alto risco [*2,

Uma das terapias farmacoldgicas mais usadas para o controle da progressdo da doenca
renal sdo os medicamentos inibidores de enzima conversora de angiotensina, no entanto,
ensaios clinicos recentes avaliaram o impacto de inibidores do co-transportador sodio-glicose
2 (SGLT2) que poderiam estar associados a menor incidéncia de desfechos renais no Diabetes
Mellitus (DM). O estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego e placebo controlado,
CREDENCE avaliou os efeitos do inibidor da SGLT2, a canaglifozina, nos desfechos renais de

pacientes portadores de doenca renal por DM do tipo 2 [*],

As gliflozinas, inibidores da proteina SGLT2, provocam eliminagdo de maior
guantidade de glicose na urina, baixando os niveis de glicose no sangue. A proteina SGLT2
estd localizada no tubulo proximal do néfron e faz com que a glicose que foi filtrada pelo
glomérulo seja reabsorvida. Logo, os inibidores de SGLT2 bloqueiam a reabsorc¢do renal de
glicose e tém efeitos protetores no rim (e no coracio) 4. Além de estarem associados a uma

reduco substancial da albumindria e risco reduzido de progressao para albumintria 251,

Considerando que estudos com modelos animais de isquemia/reperfusdao permitem a
transposicao de situacdes clinicas a bancada, em uma tentativa de, no isolamento de variaveis
ndo abordaveis no humano, identificar mecanismos fisiopatoldgicos e respostas fisioldgicas as
terapias farmacoldgicas ou ndo farmacoldgicas e que ainda sao inconclusivos os estudos sobre
os efeitos e mecanismos renais dos medicamentos antidiabéticos, as gliflozinas, a hipotese desse
estudo é que esses agentes desempenhem papel protetor sobre a fungéo renal e a oxidacao renal
na LRA.
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2. OBJETIVOS

Geral:
e Avaliar o efeito de medicamento antidiabético, canagliflozina, em modelo animal de
lesdo renal aguda isquémica.
Especificos:
e Avaliar o efeito da gliflozina sobre a fungéo renal de ratos submetidos ao modelo de
lesdo renal aguda isquémica;
e Auvaliar o efeito da gliflozina sobre a perfil oxidativo renal de ratos submetidos ao

modelo de lesdo renal aguda isquémica;
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3. METODOS

3.1 ANIMAIS

Os procedimentos necessarios para realizacdo deste estudo estdo de acordo com o0s
Principios Eticos de Experimentacio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O estudo foi submetido ao Comité de Etica para Uso de
Animais da Faculdade de Medicina da USP (CEUA-FMUSP).

Foram utilizados ratos Wistar, (n), machos, adultos, pesando entre 250-300g, fornecidos
pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. Os animais foram mantidos com livre acesso a
agua e racao durante todo o experimento e permaneceram em condi¢fes térmicas adequadas e

ciclo alternado entre dia e noite.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

e Grupo CANA (n=5) - animais que receberam Canagliflozina, por gavagem, 30mg/kg,
1 vez ao dia, por 5 dias.

e Grupo I/R (n=5) — animais que receberam cloreto de sodio 0,9% por gavagem 1 vez
ao dia, por 4 dias. No 5° dia submetidos a laparotomia com campleamento bilateral dos
pediculos renais por 30 minutos com clamps vasculares ndo traumaticos para
reproducdo do modelo de Isquemia/Reperfusao.

e Grupo CANA+I/R (n=5) — animais que receberam Canaglifozina, por gavagem,
30mg/kg, 1 vez ao dia, por 4 dias. No 5° dia submetidos a I/R.

No 6° dia, os animais sdo colocados em gaiola metabdlica para coleta de urina 24 horas.
Apobs a coleta da urina, no 7° dia, os ratos foram anestesiados com quetamina/xilazina
(100mg/kg e 10mg/kg) e submetidos a laparotomia para coleta de sangue, por meio da puncéo
em aorta abdominal, para posterior dosagem de creatinina sérica.

Ao término do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados segundo as
normas éticas para manuseio de animais em laboratorio, utilizando sobredose de anestésico (3

vezes a dose terapéutica).

3.3 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

3.3.1 Clearance de inulina
A taxa de filtracdo glomerular foi determinada por meio da técnica de clearance de
inulina. O animal foi anestesiado com Xilazina® (xilazina: 30 mg/kg) i.p. Ketamina (ketamina:

50 mg/kg) e foi realizada a cateterizacdo da veia jugular para infusdo de inulina. Uma dose
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inicial de 100 mg/kg peso de inulina diluida foi administrada seguida da infus&o continua de 10
mg/kg peso durante 2 horas de experimento, em velocidade de 0,04 ml/min. Apds um periodo
de estabilizacdo de 30 minutos, foi iniciada a coleta de urina a cada 30 minutos por meio da
cateterizacdo da bexiga e coleta de amostra sanguinea a cada 60 minutos, para analise da
concentracdo de inulina urinaria e plasmatica pelo método de Antrona. O clearance de inulina

foi expresso em ml/min/100g (6171,

3.3.2 Creatinina sérica
A funcéo renal foi avaliada também por meio do creatinina plasmatica por meio do

método de Jaffé 18l

3.4 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

3.4.1 Peroxidos urinérios

Os peroxidos sdo considerados potenciais indicadores da formacdo ou resultantes de
espécies reativas de oxigénio. A mensuracao direta de perdxidos pode ser realizada por meio
do método FOX-2, o qual consiste na utilizacdo de ferro-xilenol laranja para determinacéo dos

niveis de peréxidos urinarios 19,

3.4.2 Peroxidacao lipidica
O Malondealdeido (MDA) é frequentemente analisado para a determinacgdo dos indices
de peroxidacédo lipidica por ser um dos principais produtos desta cascata. Um método para

deteccéo deste produto é a dosagem do acido tiobarbiturico ao qual ele reage 2%,

3.5 ANALISES

A anélise dos dados sera realizada por meio do método ANOVA, onde o nivel de
significancia sera de < 0,05, considerando que o efeito de pelo menos um dos grupos seja
diferente dos outros. Os testes multiplos de comparacdo 2 a 2 de Tukey serdo utilizados para

avaliar quais grupos diferirdo ou ndo entre si.

3.6 LOCAL
O estudo sera desenvolvido no Laboratorio experimental de Modelos Animais (LEMA)
da escola de enfermagem da Universidade de S&o Paulo (EEUSP), coordenado pela Profé Dr2

Maria de Fatima Fernandes Vattimo.
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4. RESULTADOS

Os resultados de funcédo renal e hemodinamica renal sdo apresentados nos graficos 1 e
2, por meio dos pardmetros de creatinina sérica e clearance de inulina; e nos graficos 3 e 4,
por meio dos parametros de fluxo sanguineo renal (FSR) e resisténcia vascular renal (RVR),
respectivamente.

O grupo CANA apresentou valores que foram considerados como referéncia de
normalidade (creatinina sérica: 0,4 + 0,3 e clearance de inulina: 1,7 £ 0,5), (FRS: 75+ 15¢e
RVR: 12,1+ 2)9).

Ratos com IRA induzida por isquemia renal bilateral temporaria por 30 min
apresentaram reducdo significativa da depuragdo de inulina e FSR, bem como, aumento da
creatinina sérica quando comparado ao grupo CANA, indicando injuria renal aguda.

O pré-condicionamento com canagliflozina mostrou reducdo da creatinina sérica e
aumento do clearance de inulina quando comparado ao grupo I/R, no entanto, nao diferiu
significativamente (CANA 1,7 £ 0,5 versus CANA+I/R: 2,0 + 0,4, p < 0,05) dos ratos do grupo
controle, confirmando o efeito renoprotetor da intervencédo por gliflozina neste grupo.

Sabe-se que a isquemia aumenta a RVR. Ratos isquémicos que foram tratados com
canagliflozina exibiram uma diminuicdo significativa na RVR em comparacdo com ratos
isquémicos nao tratados (I/R 52,5 £ 3,2 versus CANA+I/R: 13,2 + 1,6, p < 0,05).

Grafico 1. Clearance de inulina Gréafico 2. Creatinina sérica
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* p<0,05 versus CANA,; ** p<0,05 versus I/R
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Gréfico 3. FSR Gréfico4. RVR
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O grafico 4 demonstra o perfil oxidativo, por meio dos métodos FOX e TBARS, sendo
gue o grupo CANA apresentou valores que foram considerados como referéncia de normalidade
(FOX:2,5+1,1e TBARS: 1,5+ 0,3).

Ratos isquémicos ndo tratados com IRA apresentaram aumento significativo na
concentracdo urinaria de perdxidos e peroxidacdo lipidica em comparacdo ao grupo controle,
confirmando o estresse oxidativo reproduzido no modelo de isquemia e reperfusdo (FOX: I/R
5,9 0,4 versus CANA: 25+ 1,1; TBARS: I/R 18,5 + 1,5 versus CANA 1,5 £ 0,3, p < 0,05).

Em contraste, 0 grupo CANA+I/R apresentou diminui¢do dos niveis de FOX e TBARS
guando comparado aos grupos CANA e I/R. A presenca de ROS no grupo ndo tratado acarretou
uma elevacdo adicional em relacdo ao grupo CANA + I/R. (FOX: I/R 5,9 + 0,4 versus
CANA+I/R: 3,7 £1,3; TBARS: I/R 18,5 + 1,5 versus CANA+I/R 1,7 £ 0,4, p < 0,05).

Os dados sugerem que o pré-condicionamento com canagliflozina reduz os defeitos
induzidos por isquemia na concentracdo urinaria. Assim, ratos isquémicos que foram pré-
condicionados com canagliflozina apresentaram recuperacao da funcéo renal, FSR, RVR e
funcdo tubular normais.

Gréfico 5. Perfil oxidativo
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5. DISCUSSAO

Por ser amplamente conhecido que a IRA é um processo multifatorial, o objetivo deste
estudo foi avaliar o potencial efeito terapéutico de um medicamento antidiabético, pertencente
a classe das gliflozinas, canagliflozina, no insulto de leséo renal aguda isquémica em ratos nao-

diabéticos.

As complicagOes da fungéo renal decorrente da I/R foram demonstradas no modelo
experimental que consistiu na hipoperfusdo transitéria de 30 minutos decorrente do
clampeamento dos pediculos renais desencadeando uma resposta a isquemia renal. Esse achado
se confirmou pelos resultados dos parametros de funcao renal e estresse oxidativo caracteristico

do insulto.

O insulto de I/R envolve varios mecanismos fisiopatologicos complexos, lesdo e
disfuncdo em células endoteliais e tubulares, resposta inflamatéria e formagdo de espécies
reativas de oxigénio 2. Esses animais apresentaram comprometimento da funcio renal
demonstrado pela reducéo do clearance de inulina, elevacdo da creatinina sérica e intensificacdo
do mecanismo redox, corroborando os achados em outros estudos experimentais com 0 mesmo

modelo de lesdo aguda 22231,

As lesdes tubulares agravadas durante a I/R estdo relacionadas a mecanismos de
producdo EROs em que se observou que animais submetidos a I/R tiveram aumento dos
metabdlitos oxidativos (peroxidos urinarios e TBARS). Os perdxidos de hidrogénio, cuja
excrecdo urinria demonstrou-se elevada nos animais I/R, contribui com a ocorréncia de

peroxidacéo lipidica, e consequente dano estrutural e funcional das células afetadas 24}

O condicionamento da canagliflozina foi associado a melhora dos parametros de fungéo
renal e confirma pelo aumento do clearance de inulina e diminuicdo da creatinina sérica. Neste
estudo a mensuracdo de creatinina sérica e clearance de inulina do grupo que recebeu o
medicamento foi semelhante ao grupo controle. Além disso, ndo houve alteragéo sistémica no
animal embora seja um medicamento € hipoglicemiante. Isso indica que a canagliflozina pode

ser usada na prevencdo de leséo renal aguda isquémica.

Além disso, a canagliflozina desencadeou uma melhora nos parametros relacionados a
oxidacgdo, evidenciada por uma reducdo dos peroxidos urinarios e TBARS. Essa melhora
provavelmente esta relacionada as propriedades anti-inflamatorias da canagliflozina,

comprovadas em outras investigagoes.
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Estudos confirmam que os inibidores de SGLT2 promovem a¢des anti-inflamatorias e
antifibréticas, melhoram a oxigenacao renal e os efeitos sobre hipertensdo glomerular reduzida
e hiperfiltracdo. Modelos experimentais ligaram SGLT2 com reducBes no estresse oxidativo
utilizando marcados de inflamacéo (fator nuclear K B, interleucina 6, mondcito, proteina
quimioatraente-1, infiltracdo de macréfagos) e fibrose (fibronectina, fator de crescimento
transformador — b) e evidéncia histoldgica atenuada de nefropatia no nivel estrutural. A inibicdo
de SGLT2 reduz a lesdo glomerular e no tabulo intersticial em varios modelos animais de

diabetes [2526],

Os inibidores de SGLT2 também reduz a lesdo isquémica renal. O fornecimento de
oxigénio tubular proximal esta relacionado a mudanca no hematocrito. Estudos sugeriram que
0 aumento no hematdcrito com a inibicdo de SGLT2 é devido a normalizacdo da oxigenacao
cortical renal, restaurando assim a funcdo celular normal para as células produtoras de

eritropoietina no rim, que aumenta os niveis de hematdcrito 271,

Portanto, a canagliflozina mostrou-se renoprotetora na LRAI em ratos ndo-diabéticos.
Outros estudos precisam ser realizados para aprofundar esse achado a fim de contribuir ainda
mais com estudos de prevencéo da lesdo renal aguda.
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6. CONCLUSAO

O tratamento com canagliflozina, ou Gliflozina, em ratos submetidos ao modelo de
isquemia renal, resultou em prevencdo da lesdo renal, pois o pré-condicionamento do
medicamento evitou a LRA, demonstrado pela equivaléncia do clearance de creatinina entre 0s
grupos controle versus grupo tratado. A atividade antioxidante do medicamento foi confirmada
pela diminui¢do dos metabdlitos oxidativos e dos perdxidos urinarios o que reduziu a lesdo no
glomérulo e no tabulo intersticial. Os resultados corroboram os beneficios terapéuticos desse

medicamento.
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ANEXO — APROVACAO COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA)

: i Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

MEDICINA Avenida Dr. Amaldo, 455
—[L—Sp— Pacaembu — Sdo Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Medicamentos anti-diabéticos
podem prevenir a lesao renal”, registrada com o n® 1624/2021, sob a
responsabilidade de Maria de Fatima Fernandes Vattimo e Sara Ventura,
apresentada pela Escola de Enfermagem da USP - que envolve a produgdo,
manutencdo e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n© 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimenta¢io Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em

reunido de 10/02/2021.

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao Inicio: 01-09-2020 Término: 31-08-2021
Espécie/linhagem/raca Rato wistar
N©° de animais 4 40
Peso/Idade 8 semanas
Sexo machos
Origem Biotério ICB

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 10 de fevereiro de 2021

_——
g

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissiao de Etica no Uso de Animais

Comissé&o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br



