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RESUMO

A vancomicina (VCM) é um antibiotico glicopeptido comumente utilizado contra cocos Gram-
positivos resistentes a meticilina e a sua utilizacdo tem sido associada a Lesdao Renal Aguda
(LRA), um evento adverso, com incidéncia que varia entre 5% e 43% dos pacientes,
tornando-se assim, um importante problema clinico. O mecanismo de nefrotoxicidade n&o
esta bem elucidado, estudos sugerem que o estresse oxidativo € um dos mecanismos
responsaveis pela sua fisiopatogénese, bem como que o0 uso de antioxidantes poderia
prevenir o dano renal. Nessa perspectiva o composto [8]-gingerol (8G), substancia bioativa
proveniente do gengibre (Zingiber officinale), surge com propriedades antioxidantes e
anti-inflamatdrias. O composto metilsulfonilmetano (MSM) € um organosulfurado natural que
tem sido amplamente utilizado como suplemento dietético, apresentando efeitos protetores
contra varios disturbios através de suas propriedades ant-iinflamatorias e antioxidantes.
Ambos compostos poderiam exercer um efeito renoprotetor. O presente trabalho tem como
objetivo investigar o potencial nefroprotetor dos compostos 8G e MSM na LRA induzida por
VCM. Os protocolos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho Nacional de
Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA)-UFC sob numero de protocolo 9270120318. Foram utilizados
camundongos Swiss machos. Primeiramente realizou a caracterizagéo do tempo de inducdo
(3, 5 e 7 dias) da LRA por VCM (400mg/kg/dia i.p.). Em termos de nefrotoxicidade optou-se
pelo tempo de 7 dias de inducéo. Para bloco experimental tratamento com os compostos 8G
e MSM, dividiu-se os animais em 5 grupos (n=6-8): controle (CTR), Lesdo (VCM) e os
grupos tratamentos 8G (VCM+20 mg/kg/dia de 8G) e MSM (VCM+500 mg/kg/dia de MSM e
VCM+700 mg/kg/dia de MSM) administrado por via oral (gavagem) na dose 20mg/kg para
8G e as doses 500mg/kg e 750mg/kg para o MSM, administradas duas vezes ao dia pelo
mesmo periodo de tempo escolhido de inducdo da LRA. Percorrido periodo experimental de
inducdo de VCM realizou-se a coleta das amostras de urina de 24hs para 0s ensaios
bioguimicos, em seguida os animais foram eutanasiados para coleta de amostras de plasma
para dosagem de ureia e creatinina plasmaticas. Os rins coletados, pesados e utilizados
para as analises histopatoldgica, atividade da mieloperoxidase (MPO) e transcricdo génica
de mediadores inflamatérios, antioxidante e biomarcadores precoce de lesdo renal por
reacdo da polimerase em cadeia tempo real (gPCR). O composto 8G alterou
significativamente o peso renal, creatinina e ureia plasmatica, proteina e volume urinério,
NGAL, TNFa, NFkBp65, IL- 18, STAT-3, JNK e aumentou a expresséo de SOD-1 e SIRT-1
(P<0,05). O MSM na dose 1g/kg/dia atenuou de forma significativa (P<0,05) a creatinina e
ureia plasmatica, MPO, NGAL, IL-18, CXCL-1 e STAT-3. O MSM na dose 1,5g/kg/dia foi o
grupo que apresentou os melhores resultados, refletidos nos achados de peso renal,
creatinina e ureia sérica, proteina e volume urinario, MPO, KIM-1, NGAL, IL-1B, TNFaq,
CXCL-1, NFkBp65 e STAT-3. Foi observado melhora no parédmetro histolégico de perda de
borda em escova nos tubulos renais para ambos os compostos. Conclui-se que o presente
estudo estabeleceu um modelo de LRA induzido por VCM e que os compostos 8G e MSM
foram capazes de proteger a disfungdo morfofuncional renal desencadeada pela VCM,
através de acles anti-inflamatérias e antioxidante, possivelmente pela supressédo da
atividade de NFkBp65/STAT-3/INK e o envolvimento de SIRT-1.

Palavras-chave: Lesdo renal aguda, Vancomicina, Zingiber officinale, Composto Sulfurado.



ABSTRACT

[8]-GINGEROL AND METHYLSULFONYLMETHANE ATTENUATE
VANCOMYCIN-INDUCED ACUTE KIDNEY INJURY IN A MURINE MODEL

Vancomycin (VCM) is a glycopeptide antibiotic commonly used against methicillin-resistant
Gram-positive cocci and its use has been associated with Acute Kidney Injury (AKI), with an
incidence of between 5% and 43% of patients, making it an important clinical problem. The
mechanism of nephrotoxicity is not well understood, but studies suggest that oxidative stress
is one of the mechanisms responsible for its pathophysiology, and that the use of
antioxidants could prevent kidney damage. From this perspective, the compound [8]-gingerol
(8G), a bioactive substance from ginger (Zingiber officinale), has antioxidant and
anti-inflammatory properties. The compound methylsulfonylmethane (MSM) is a natural
organosulfur that has been widely used as a dietary supplement, showing protective effects
against various disorders through its anti-inflammatory and antioxidant properties, both
compounds could exert a renoprotective effect. This study aims to investigate the
nephroprotective potential of the compounds 8G and MSM in VCM-induced AKI. The
protocols were carried out in accordance with the rules of the National Council for Animal
Control and Experimentation (CONCEA) and approved by the Animal Use Ethics Committee
(CEUA)-UFC under protocol number 9270120318. Male Swiss mice were used. Firstly, the
time of induction (3, 5 and 7 days) of AKI by VCM (400mg/kg/day i.p.) was characterized. In
terms of nephrotoxicity, an induction time of 7 days was chosen. For the experimental block
treatment with the compounds 8G and MSM, the animals were divided into 5 groups (n=6-8):
control (CTR), Lesion (VCM) and the treatment groups 8G (VCM+8G) and MSM (M5+VCM
and M7+VCM) administered orally (gavage) at a dose of 20mg/kg for 8G and the doses
500mg/kg and 750mg/kg for MSM, administered twice a day for the same period of time
chosen for AKI induction. After the experimental period of VCM induction, 24-hour urine
samples were collected for biochemical tests, after which the animals were euthanized to
collect plasma samples to measure plasma urea and creatinine. The kidneys were collected,
weighed and used for histopathological analysis, myeloperoxidase (MPO) activity and gene
transcription of inflammatory mediators, antioxidants and early biomarkers of kidney damage
by real-time polymerase chain reaction (QPCR). The induction of AKI by VCM significantly
altered the parameters of kidney weight, plasma creatinine and urea, urinary protein and
volume, MPO, GSH, KIM-1, NGAL, IL-1B, TNFa, CXCL-1, NFkBp65, HO-1, SOD-1, SIRT-1,
STAT-3, JNK and histopathological parameters (P<0.05). Compound 8G significantly altered
kidney weight, plasma creatinine and urea, urinary protein and volume, NGAL, TNFa,
NFkBp65, IL-1B, STAT-3, JNK and increased the expression of SOD-1 and SIRT-1 (P<0.05).
MSM at a dose of 1g/kg/day significantly (P<0.05) reduced plasma creatinine and urea,
MPO, NGAL, IL-1B, CXCL-1 and STAT-3. MSM at a dose of 1.5g/kg/day was the group that
showed the best results, reflected in the findings of kidney weight, serum creatinine and urea,
urinary protein and volume, MPO, KIM-1, NGAL, IL-18, TNFa, CXCL-1, NFkBp65 and STAT-
3. Improvement in the histological parameter of border loss was observed for both
compounds. It is concluded that the present study established a model of VCM-induced AKI
and that the compounds 8G and MSM were able to protect the renal morphofunctional
dysfunction triggered by VCM, through anti-inflammatory and antioxidant actions, possibly
through the suppression of NFkBp65/STAT-3/INK activity and the involvement of SIRT-1.

Keywords: Acute kidney injury, Vancomycin, Zingiber officinale, Sulfur Compounds.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lesao renal aguda: aspectos fisiopatolégicos e epidemioldgicos.

A lesdo renal aguda (LRA) esta relacionada com declinio abrupto e rapido
da taxa de filtracdo glomerular, resultando na incapacidade do sistema renal excretar
compostos nitrogenados, como ureia e creatinina, um marcador da funcao excretora
renal, compostos estes provenientes do metabolismo organico e na reducdo do
débito urinario (oligdria), um marcador quantitativo da producdo de urina (Koza,
2016; Kellum et al., 2021).

A LRA compde uma diversidade de condi¢des funcionais renais, que séo
denominadas como doenca e disturbios renais agudos (DRA), podendo variar de
leves e autolimitadas, a graves e persistentes. A Tabela 1 apresenta a classificagao
da LRA, onde esta possui duracdo no maximo de 7 dias e apds esse periodo séo
classificadas como disturbio/doenca renal. O termo “doenca renal aguda” foi
recentemente sugerido para descrever LRA prolongada. Ressalta-se que LRA e
DRA ocorrem frequentemente em pacientes com ou sem DRC precedente (Levey et
al., 2020).

Tabela 1 - Critérios de classificacdo para lesao renal aguda (LRA), doenca/distirbio
renal agudo (DRA) e doenca renal cronica (DRC)

Duracao Critérios funcionais Critérios estruturais

Aumento da Creatinina sérica em 50%;
LRA < 7 dias Aumento da Creatinina sérica maior N&o definidos
gue 0.3mg/dL;

Oliguria maior ou igual a 6 horas.

LRA ou taxa de filtracdo glomerular Aumento da
TFG<60mI/min/1.73m?; albumindria e
DRA <3 meses | Reducéo da TFG maior que 35%; hematuria (mais

Aumento da Creatinina Sérica >50%. comum)

DRC >3 meses | TFG < 60ml/min/1.73m?2. Aumento da
albumindria

Fonte: adaptado de Kellum et al. (2021).
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No intuito de padronizar, definir e classificar a LRA, grupos de consensos
interdisciplinares vem propondo nos ultimos anos critérios de classificacdes, a saber:
AKIN (Akute Kidney Injury Network), RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End Stage) e
KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes), esse ultimo criou novas
diretrizes para ajudar a melhorar o diagndstico da LRA, com base nas definicbes
propostas por AKIN e RIFLE. Em ambos os critérios de classificacdo, o estagio da
doenca é determinado com base nas alterac6es dos valores basais de creatinina
sérica, taxa de filtracdo glomerular ou diurese (Zhou et al., 2016). Em 2009 surge um
novo método de avaliacdo da LRA, que leva em consideracdo a cinética da
creatinina sérica (CK), ou seja, 0 aumento absoluto ao longo de 24h e 48h (Waikar;

Bonventre, 2009), conforme simplificado na Tabela 2.

Tabela 2 - Critérios de diagnostico da LRA de acordo com as classificacdes RIFLE,
AKIN, KDIGO e CK

Classificacdo Definicdo de IRA Estagio Critérios

2> 1,5 vezes o valor basal

Risco Diurese <0,5 mL/Kg/h em 6h

2 2 vezes o valor basal

Injaria Diurese <0,5 mL/Kg/h em 12h

= 3 vezes o valor basal ou 20,5
Falha mg/dL até chegar a 4,0 mg/dL
Andria por 12h

Aumento de SCr 2
RIFLE 50% dentro de 7

dias LRA persistente = perda

Perda completa da funcao renal > 4
semanas

Doenca renal em estagio

Estagio final terminal > 3 meses

20,3mg/dLoude1,5a1,9
[ vezes o valor basal.
Diurese <0,5 mL/Kg/h em 6h

> 2-2,9 vezes o valor basal
Aumento de SCr 2 Diurese <0,5 mL/Kg/h em 12h

AKIN 0,3 mg/dL ou 50% = 3 vezes o valor basal, ou = a
dentro de 48h 0,5 mg/dL para pelo menos 4,0
M mg/dL ou TSR
Diurese <0,3 mL/Kg/h em 24h
ou anuria por 12h

Fonte: adaptada de Waikar, Bonventre (2009); Zhou et al., (2016); Yagub et al., (2022); Scr: creatinina
sérica, TSR: terapia de substituicdo renal.
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A incidéncia de LRA é variavel, em parte devido aos diferentes critérios
gue definem e a falta de um “padrao ouro” para sua identificacdo. A LRA foi estimada
em 21% em paises de baixa a média renda e entre 3,0% e 18,3% em paises de alta
renda. Relatorio publicado pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) em
2018, no qual analisou as tendéncias de hospitalizacédo por IRA nos EUA de 2000 a
2014, indicou que a taxa de hospitalizacbes por IRA aumentou, passando de 3,5
para 11,7 por 1.000 pessoas, 0 que representou um aumento de 230%
(Chang-Panesso, 2022).

A LRA é responsavel por 5% das hospitalizacbes e aproximadamente
30% das internacdes nas unidades de terapia intensiva (Nunes et al., 2010; Quiros et
al., 2011). A sua incidéncia em pacientes hospitalizados varia de 5% a 7,5% e
podendo chegar a 50%-60% em pacientes gravemente enfermos (Yoon et al., 2022).
Além disso, apresenta uma taxa de mortalidade em média de 23%, podendo a
chegar a 49% em pacientes que necessitam de terapia de substituicdo renal (Kellum
et al.,, 2021) e que nos ultimos anos tem permanecido elevada, excedendo as taxa
de mortalidade por cancer de mama, por insuficiéncia cardiaca e por diabetes
(Lewington; Cerda; Mehta, 2013), foi projetado que até 2040, a DRC se tornara a
quinta principal causa de morte em todo o mundo (Kamt; Liu; Yan, 2023).

No Brasil, no periodo de 2012 a 2022, a partir dos dados coletados do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde (DATA/SUS), foram
registrados no pais aproximadamente 1,2 milhdes de internacdes hospitalares por
insuficiéncia renal, sendo a regido Sudeste a representar o maior indice,
correspondendo 46%, seguido do Nordeste (22%), Sul (19%), Norte (7%) e Centro-
oeste (6%). Quando se avaliou os dados de mortalidade (dividindo pelo nimero de
internacdes), observou-se que no Brasil foi registrado uma taxa de mortalidade entre
0s pacientes de 12,74%, sendo as regides Nordeste (13,44%) e Norte (13,96%), a
apresentarem o0s maiores numeros de 6bitos, o que pode ser explicado pelos seus
indicadores socioecondmicos e a falta de centros especializados, dificultando assim
0 acesso ao tratamento (Duarte et al., 2023)

De acordo com os critérios KDIGO, as estimativas de incidéncia de LRA
em populacdes hospitalizadas variam amplamente entre paises e regiées, como
cerca de 22,3% na Ameérica do Norte, 20,8% na Europa Ocidental, 19,4% no Leste
Asiético, 16,9% na Australia e Nova Zelandia e 23,5% na Africa Central (Gui et al.,
2023).
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Embora a etiologia da LRA seja multifatorial, dentre os diversos fatores de
risco associados incluem os fatores ambientais, socioeconémicos, culturais, bem
como fatores relacionados aos proprios pacientes (sexo e idade) e as comorbidades
existentes. Dos fatores relacionados aos pacientes, podem ser modificaveis
(hipotensdo, desidratacdo, anemia e uso de farmacos nefrotéxico) ou néo
modificaveis (diabetes, doenca crbnica renal, cardiaca, hepatica ou gastrointestinal,
infeccbes graves e sepse). Outros fatores de risco sao importantes para
desenvolvimento da LRA, como: doencga renal pré-existente, trauma grave, faléncia
aguda de Orgados, hipovolemia, grandes cirurgias (como exemplo cirurgias
cardiacas), permanéncias na UTI com uso de farmacos nefrotoxicos, quimioterapias,
transplante renal, doencas autoimunes, obstru¢cdo do trato urinario, venenos de
animais, infecgdo por HIV e recentemente a COVID-19 tem se apresentado um fator
de risco relevante para LRA em todo o mundo (Kellum et al., 2021).

De acordo com estudo multinacional, a idade média dos pacientes com
LRA sdo de 60 anos, mas isso pode se reduzir com diminuicdo das condi¢gbes
socioeconbmicas do individuo para 45-50 anos nos paises de baixa a média-baixa
renda, e que independente das condi¢cdes econdmicas, 60% dos pacientes com LRA
sdo do sexo masculino. No que diz respeito as diferencas étnico-racial, estudo
realizado nos EUA apontou que as condi¢des socioeconbmicas eram responsaveis
pelo maior risco de LRA em individuos afro-americanos do que em individuos
brancos (Grams et al., 2014; Mehta et al., 2016).

Ao contrario de outras patologias, a LRA ndo apresenta sintomas
alarmantes de inicio imediato, mas o seu diagnostico tem como base na creatinina
sérica, TFG e no débito urinario, sendo a TFG o melhor indice da funcéo renal, mas
sua medicao é dificil, pois sua mensuracdo € estimada usando niveis séricos de
creatinina. No entanto varios estudos demonstraram que pequenos aumentos na
creatinina sérica estdo associados a piores desfechos de LRA, por ser um
biomarcador tardio com pouca especificidade e sensibilidade, pois o seu aumento
pode demorar de 48h a 72h apds um insulto renal e pode ser afetado por diversos
fatores. Outro pronto € relagdo néo linear entre a creatinina e a TFG, pois grandes
alteracbes na TFG significam apenas pequenas alteracées na creatinina, que em
grande parte é negligenciada por estarem dentro do intervalo de referéncia (Makris;
Spanou, 2016; Oh et al., 2020; Kellum et al., 2021).

Nas Uultimas décadas, um numero crescente de estudos tém sido
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conduzidos para padronizar a definicho e o diagndstico, bem como melhor
compreensao da LRA, nesse sentido biomarcadores estdo sendo estudados no
intuito de identificar precocemente a LRA. Tem sido demonstrado potenciais
biomarcadores urinarios e séricos de LRA que sejam capazes de detectar os
estagios iniciais da leséo, no qual se destacam, lipocalina associada a gelatinase de
neutrofilos (NGAL), molécula de leséo renal 1 (KIM-1), cistatina-C, interleucina-6 (IL-
6), interleucina-8 (IL-8), interleucina 18 (IL-18), proteina de ligacdo a &cidos graxos
do tipo figado (L-FABP) e inibidor tecidual de metaloproteinases-2 (TIMP-2) (Oh et
al., 2020; Yoon et al., 2022) (Figura 01).

Esses marcadores podem refletir diferentes estagios da fisiopatologia da
LRA, portanto a utilizagdo de um painel de varios biomarcadores cobrindo diferentes
fases desta sindrome pode fornecer uma melhor ferramenta de diagndstico precoce
para LRA, além de fornecer alvos para tratamentos futuros. Nesse sentido o
diagnoéstico precoce da LRA é vital, pois permite tempo habil para implicacbes
terapéuticas para o tratamento da LRA e pode prevenir o desenvolvimento do dano
renal crénica (Gameiro et al., 2020; Bufkin; Karim; Silva, 2024).

Figura 01 — Biomarcadores e os locais especificos de alteracao relacionada a Lesao

Renal Aguda
Néfron cortical Néfron justamedular
74 ' Tubulo Distal
g | N NGAL
Filtragdo ' Tubulo
Glomerular Proximal
Cistatina-C ; KiM-1

IL-18
L-FABP

Parada Célular

TIMP-2

Fonte: Adaptado de Bufkin, Karim, Silva (2024)
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1.1.1 Lesao renal aguda induzida por farmacos

A nefrotoxicidade induzida por medicamentos é uma causa comum de
LRA, dependendo do tipo de estudo e da definicao utilizada, os medicamentos estédo
associados nos casos de LRA entre 14% a 37,5% em pacientes adultos
hospitalizados, enquanto em criangas podem chegar até 12% (Perazella, 2018). Vale
ressaltar que a maior incidéncia dos casos ocorre em pacientes em unidades de
terapia intensiva. E dentro desse cenario os antibidticos representam um dos
maiores grupos de medicamentos envolvidos (Kwiatkowska et al., 2021; Perazella;
Rosner, 2022).

O potencial nefrotéxico dos medicamentos é um processo complexo que
envolve uma combinacdo de fatores de riscos que incluem o préprio fator inerente
do farmaco (estrutura, dose, tempo de tratamento, via excretora através do rim e
dentre outras), assim como as caracteristicas ligadas do paciente (comorbidades,
fatores genéticos para metabolizacdo de farmacos, resposta imunologica e
inflamatoria do paciente) que contribui para o aumento do risco de lesédo renal, como
também o metabolismo e excrecdo do medicamento pelo rim (Perazello, 2018,
2019).

Como o rim metaboliza e excreta (através de filtracdo e secrecao tubular)
0os medicamentos ingeridos, a interagcdo dessas substancias com diferentes partes
do néfron pode estar associada a nefrotoxicidade, sendo os tubulos a regido mais
exposta a essas lesdes por diferentes mecanismos. Em resumo, a lesdo renal por
medicamentos se desenvolve por meio de trés possiveis mecanismos: 1) necrose
tubular aguda (NTA), sendo essa a causa mais comum das lesdes renais, que
consiste em um mecanismo dose-dependente, onde a causa esta relacionada ao
contato apical com medicamentos ou seus metabdlitos, assim como o seu transporte
da superficie apical e da secrecdo de farmacos da superficie basolateral para o
[imen tubular, 2) nefrite intersticial aguda (NIA), que se trata de um mecanismo
independente da dose e 3) nefropatia cristalina (Petejova et al., 2020; Kwiatkowska
et al., 2021).

A lesao tubular induzida por medicamentos pode ser causada por varios
mecanismos (lesdo mitocondrial, lesdo oxidativa, dano ao DNA) que levam a
apoptose, necrose e morte celular. E esse tipo de lesdo tubular ocorre com

diferentes classes de medicamentos, como agentes antimicrobianos,
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guimioterapicos, inibidores de calcineurina e agentes de contraste (Perazello, 2019).

O mecanismo de nefrotoxicidade de cada medicamento interage em
partes distintas do néfron. na Figura 02 observa-se esquematicamente 0s
mecanismos comuns de nefrotoxicidade e exemplos de farmacos envolvidos. Como
ja mencionado anteriormente, o0s antibidticos sdo amplamente prescritos e
associados a LRA. Neste contexto, a vancomicina farmaco com caracteristicas de
nefrotoxicidade, adentra as células tubulares proximais por endocitose mediada por
receptor de urina e por secrecdo mediada por transportador da circulagéo
peritubular. O seu acumulo na célula estimula a fosforilagdo oxidativa e o consumo
de oxigénio, levando aumento da producdo de EROs, que induzem a peroxidacéo
lipidica, resultando em dano mitocondrial, que consequentemente induz a liberagcédo
de citocromo C, ativacdo de caspases e apoptose celular (Filippone; Kraft; Farber,
2017; Pais et al., 2020). Outro mecanismo relacionado a vancomicina € formacéao de
cilindro tubular obstrutivo composto de agregados nao cristalinos de vancomicina
com uromodulina, que pode contribuir para a LRA ao obstruir principalmente os
tubulos distais (Luque et al., 2017).

Os aminoglicosideos, como a gentamicina e a amicacina estao
associados a LRA em 10% a 25% dos pacientes expostos (Perazello; Rosner, 2022).
Os aminoglicosideos séao livremente filtrados e subsequentemente reabsorvidos pela
megalina, ao chegar dentro da célula se acumula nos lisossomos, no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi. Ao atingir um limiar de concentracdo
esvaziam-se no citosol, levando a disfungcdo mitocondrial, induzindo apoptose e
necrose das células epiteliais tubulares (Campbell; Chen; Edelstein, 2023).

A cisplatina € um dos medicamentos antineopldsicos mais eficazes
utilizados para o tratamento de varios tipos de céncer e a nefrotoxicidade é o efeito
adverso mais importante, que ocorre em 30-40% dos pacientes tratados (Volarevic
et al., 2019).

A cisplatina é transportada para dentro da célula através do transportador
de cations organicos humanos-2 (OCT-2) e excretada por varios transportadores
apicais para o espaco urindrio. O acumulo intracelular de cisplatina € devido ao
aumento da captacdo basolateral ou ao efluxo deficiente dos transportadores
hMATE1 na urina levando a nefrotoxicidade através da producédo de uma série de
substancias (EROs, mediadores inflamatdrios), que promovem a toxicidade

mitocondrial (Prazello, 2019; Kwiatkowska et al., 2021).
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Figura 02 — Mecanismo de nefrotoxicidade induzida por medicamentos
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Fonte: Adaptado de Campbell, Chen, Edelstein (2023).

NTA: necrose tubular aguda; ERO: espécie reativa de oxigénio; OAT: transportar de anions
organicos; OCT: transportar de cations organicos; hMATE-1: transportador humano de proteinas
de extrusdo de multiplas drogas e toxinas.
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1.2 Vancomicina: Caracteristicas gerais, propriedades Farmacocinéticae

Farmacodinamica e Efeitos adversos.

A Vancomicina (VCM) é um antibiético glicopeptideo comumente
utilizado no tratamento de infeccbes graves, como sepse, osteomielite ou
pneumonias causadas por organismos Gram-positivos multirresistente desde sua
aprovacao pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos em 1958.
Atualmente é o antibidtico de escolha (padrdo ouro) para infecgbes, com
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina, Enterococcus sp., Actinomyces sp., Clostridium sp. e
Eubacterium sp. (Petejova et al., 2020; Kim et al., 2021; Kunming et al., 2023).

A VCM é altamente hidrofilica com peso molecular de 1450 Da e estrutura
molecular CesH75CI2N9O24 (Figura 03), sendo comercializada para infusdo venosa na
forma de um po6 branco estéril liofilizado. Recomenda-se que sua reconstituicao,
diluicdo e infuséo sejam realizadas durante uma hora para evitar reagbes adversas
(Brunton, 2012; Kan et al., 2022).

Figura 03 — Estrutura quimica da Vancomicina

Fonte: PubChem (2025).
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A dose recomendada de administracdo endovenosa (EV) de vancomicina
em pacientes com funcéo renal normal, de acordo com as diretrizes da Sociedade
Americana de Doencas Infecciosas, é de 15-20 mg/Kg/dose a cada 8-12 horas, ndo
excedendo 2g por dose (Liu et al, 2011).

A VCM é bem absorvida por via endovenosa, apresentando um volume de
distribuicdo entre 0,4 a 1L/Kg. Ligam-se as proteinas plasmaticas na ordem de 10%
a 64% dependendo dos niveis totais de proteinas séricas. Em individuos adultos
com funcao renal normal (depuracdo de creatinina), possui meia-vida de eliminacao
de 4 a 6 horas e sua excrecdo se da principalmente por filtragdo glomerular com
80-90% da vancomicina na forma ndo metabolizada (Kan et. al., 2022).

A molécula da VCM forma interac6es de ligacdes de hidrogénio com as
porcdes terminais D-alanil-D-alanil da parede do peptidoglicano, essa ligacao leva a
uma alteracdo conformacional que impede a transpeptidacdo, onde ocorrem as
ligacbes cruzadas, levando assim a decomposicdo da parede celular e a lise
bacteriana. A estrutura complexa da VCM (Figura 03) impede a sua penetragdo na
membrana externa das bactérias Gram-negativas, limitando assim seu efeito (Cong;
Yang; Rao, 2020).

A eficacia terapéutica da VCM, juntamente com seu baixo preco, o torna o
antibiotico mais frequentemente prescrito e responsavel por até 35% dos pacientes
hospitalizados com infecgdes (Diallo et al., 2020; Mitevska et al., 2021) e o aumento
dessa incidéncia nos ultimos anos, tem proporcionado com que VCM seja cada vez
mais amplamente distribuida e sendo um dos antibiéticos mais administrados nos
ambientes hospitalares (Elyasi et al., 2013; Rhodes et al., 2016; Takigawa et al.,
2017).

Estudo realizado por Liu e colaboradores (2021) na China, demonstrou
gue a VCM é o segundo medicamento mais comum que causa LRA adquirida em
hospital induzida por medicamentos e sua administragdo apresenta um risco
aumentado de 2,5 vezes mais a desenvolver tal lesdo (Ray et al., 2016). Além da
nefrotoxicidade, a VCM pode provocar outros efeitos adversos apds a sua
administracao intravenosa como: hipotensao, tontura, dor ou espasmos musculares,
respiracao ofegante ou falta de ar, reacéo alérgica e flebite (Kan et al., 2022).

Os fatores risco associados para o desenvolvimento da LRA por VCM sao
diversos, incluindo fatores relacionados ao paciente (sexo, peso corporal, doencas

concomitantes), ao medicamento (dose méxima, duracdo da terapia) e a uso de
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medicamentos nefrotoxicos concomitantes (exemplo: aminoglicosideos, piperacilina—
tazobactam, agentes antivirais e anti-inflamatorios ndo esteroides) (Kim et al., 2022).
O tempo de duragéo da terapia e a concentragdo da VCM tende a estar associada a
um risco aumentado de LRA, assim tempos maiores que 7 dias tém apresentado
associados significativos importantes (Filippone et al., 2017; Kunming et al., 2021).
Estudo realizado mostrou que a incidéncia de LRA relacionada a concentracao de
VCM em pacientes tratados com 10-15, 15-20, 20-35 e >35 mg/L de VCM foi
respectivamente de 3,1%, 10,6%, 23,6% e 81,8% (He et al., 2021).

A incidéncia de nefrotoxicidade induzida por VCM tem sido relatada entre
5% e 43% em diversos estudos/cenarios clinicos (Kim et al., 2021; Kan et al.,
2022). Minejima e colaboradores (2011) relataram essa incidéncia em 19% dos
pacientes apoOs a terapia com vancomicina. Da mesma forma, em um estudo
retrospectivo realizado por Hanrahan e colaboradores (2015), apontou que
8,8% dos 159 pacientes que receberam vancomicina apresentaram uma lesao
renal de novo inicio. Em uma revisdo de literatura realizada por Elyasi e
colaboradores (2012), demonstrou que toxicidade renal de vancomicina apresentou
uma faixa de 10-20% em pacientes que usaram doses convencionais, enquanto o
intervalo foi de 30-40% para aqueles tratados com doses mais elevadas. Um
estudo recente realizado na China com pacientes adultos com endocardite
infecciosa, apresentou uma incidéncia de 17% de LRA por VCM. E diversos
estudos realizados em diferentes paises tém apontado uma incidéncia entre 10-
15% em pacientes adultos em geral (Kunming et al., 2023).

Embora o mecanismo exato da nefrotoxicidade induzida por VCM néao
esteja bem elucidado, estudos sugerem que a oxidagao pro-inflamatéria, a disfuncéo
mitocondrial e a apoptose celular como os principais mecanismos patogénicos. A
fosforilacdo oxidativa pela VCM induz radicais livres de oxigénio e, assim, reduz a
atividade defensiva de enzimas antioxidantes, incluindo superdxido dismutase e
catalases (Elyasi et al., 2013; Bamgbola, 2016; Im et al., 2017).

A producdo de superoxido pela VCM provoca a despolarizagdo do
potencial da membrana mitocondrial com liberacdo do citocromo C e uma ativagéo
subsequente de ambas as caspases 9 e 3, sendo a caspase 3 envolvida na morte
celular por apoptose (Arimura et al., 2012; Humanes et al., 2015; Im et al., 2017; Shi
et al., 2021) (Figura 04).
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Figura 04 — Mecanismo proposto na Lesdo Renal Aguda Induzida por VCM
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Fonte: Adaptado de SHI et al. (2018).

A ativacao da via NFkB tem um papel fundamental no dano as células
epiteliais tubulares e esta associado ao aumento dos niveis da proteina
pré-apoptética Bcel-2 e do efetor de morte celular caspase-3 (He et al., 2021). Estudo
demonstrou que o VCM pode aumentar a expressdo de NFkB e produzir citocinas
pré-inflamatérias IL-13 e TNF-a, o que leva a danos renais em ratos (Qu et al., 2019) e
que a regulacdo de sirtuina-1 e NFkB atenuou a lesao renal, reduzindo assim a
inflamacé&o das células epiteliais e a apoptose associada ao estresse oxidativo (Qi et
al., 2018).

Além disso, a via molecular do fator nuclear eritréide relacionada ao fator-
2 (NrF-2)/heme oxigenase-1 (HO-1) representa um papel importante na orquestracao
de genes antioxidantes perante a elementos de resposta antioxidante. A atividade
transcricional de NrF2 é suprimida por estar ligada a proteina 1 associada a Kelch
(Keapl) no citoplasma. No entanto, diante do aumento do estresse oxidativo, 0 NrF2
dissocia-se do Keapl e transloca-se para o nucleo e aumenta a expressao de varias
enzimas antioxidantes, como HO-1, protegendo as células renais contra intoxicacao
oxidativa e apoptose (Tian et al., 2017; Khalaf et al., 2022).

Estudos em animais sugerem necrose nas ceélulas tubulares renais

proximal por acumulacdo de VCM como mecanismo de nefrotoxicidade. Maiores
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concentracbes de farmaco e maiores taxas metabdlicas nos tabulos proximais
aumentam a suscetibilidade a toxicidade do farmaco e, consequentemente, 0s
tubulos proximais se tornam um alvo priméario da nefrotoxicidade por VCM (King;
Smith, 2004; Dimondi; Rafferty, 2013; Elyasi et al., 2013; Carreno; Kenney;
Lomaestro, 2014).

A VCM pode alterar a funcéo de reabsorcao renal dependente da energia
do tdbulo proximal e alteracdo da fungdo mitocondrial. Com base nestes dados de
animais, a isquemia tubular renal devido aos efeitos oxidativos da vancomicina € o
principal mecanismo conhecido (Elyasi et al., 2013).

Embora a maioria dos eventos nefrotéxicos de VCM sejam considerados
reversiveis, o mesmo é responsavel pelo prolongamento da hospitalizagdo, aumento
da taxa de mortalidade e maior incidéncia de doenca renal de estado inicial. Por
essa razao surge a necessidade de estratégia para a sua prevencao, incluindo a
perfusdo renal adequada, que deve ser mantida assegurando a existéncia de
hidratagdo intravenosa e o monitoramento de medicamentos terapéuticos em
melhorar a eficacia, reduzir os efeitos adversos e otimizar o custo-beneficio em
individuos de alto risco (Bamgbola, 2016).

Diversos estudos estdo se utilizando de substancias com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias na prevencdo do desenvolvimento da lesdo renal
por VCM em modelos experimentais em animais, como erdosteina, vitamina E,
vitamina C, N-acetilcisteina, éster fenetil do acido cafeico, curcumina, rutina, luteina
e escopoletina em virtude do estresse oxidativo ser descrito como mecanismo
principal da sua fisiopatologia. Tais compostos foram capazes de reduzirem o0s niveis
de peroxidacdo lipidica/malondialdeido, aumentarem da atividade da defesa
antioxidante (superoxido dismutase, glutationa redutase, catalase) e atenuar o
processo inflamatério e apoptético celular (Oktema et al., 2005; Ocak et al., 2007,
Ahmida, 2012; Qu et al., 2019; Emeka et al., 2021; He et al., 2021; Khalaf et al.,
2022)



27

1.3 Zingiber officinale (Gengibre), Gingeradis e suas caracteristicas.

O gengibre (Zingiber officinale) é uma das principais espécies
pertencentes a familia Zingiberaceae. E uma planta herbacea perene com haste
frondosa, nodoso, carnudo, de cor amarela e coberto de cicatrizes semelhantes a
anéis e com rizoma ramificados e aromaticos (Figura 05), originaria e nativa do leste
e sul da regido asiética, cultivada nas regides tropicais e semitropicais. A familia do
gengibre € composta por 53 géneros e mais de 1300 espécies (Capoé et al., 2007,
Pérez et al.,, 2010; Kumar et al., 2011, Kumar et al., 2013, Shaharajabian; Sun;
Cheng, 2019).

Figura 05 - Zingiber officinale (Gengibre) Planta e Rizoma
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Fonte: Singletary (2023).

O gengibre é considerado um importante recurso natural, estando entre
0s produtos fitoterapicos com grande valor econdémico, fornecendo muitos produtos
Uteis para alimentos, especiarias, medicamentos, corantes e perfumes, sendo um
dos produtos que apresentaram uma disparada na sua demanda em residéncias,
industrias farmacéuticas e alimenticias, cervejeiras e outras industrias relacionadas
(Barreto; Toscano; Fortes, 2011; Kumar et al., 2013; Bag, 2018; Sowley; Kankam,
2019).

Os beneficios do gengibre para a saude humana tém sido estudados e
reportado nas ultimas décadas em razdo de suas propriedades medicinais e seus

efeitos terapéuticos ja tem sido datado desde o século Xlll (Singletary, 2010).
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Indmeros estudos tém relatado diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo:
efeito nos disturbios gastrointestinais (dores de estdmago, espasmo abdominal,
nauseas, vomitos e colite ulcerativa), anti-inflamatdria, antioxidante, anti-obesidade,
anti-asmatico, antialérgico, anti-diabético, sindrome metabdlica, antimicrobiano, anti-
carcinogénica, efeito cardioprotetor e hepaprotetor e nefroprotetor (El-Sharaky;
Newairy; Kamel, Eweda, 2009; Rodrigues et al., 2014; Qian et al., 2016; Ajayi;
Adedara; Farombi, 2015; Halawany et al., 2017; Ballaster et al., 2021; Sampath et
al., 2021; Zhu et al., 2021).

As propriedades medicinais oriundas do gengibre sdo explicadas pela
presenca de diversos componentes quimicos, mais de 400 componentes bioativos ja
foram encontrados no gengibre, como: gingerdis, shogaois, paradois e zingerones,
que sdo os principios ativos responsaveis pela atividade biologica e farmacolégica.
Os gingerdis e o0s shogaois sdo responsaveis pela caracteristica pungente do
gengibre, principalmente o [6]-gingerol, um dos homdlogos dos gingerdis que
apresentam maior pungéncia (Ajayi; Adedara; Farombi, 2015; Mele, 2019; Zhang et
al., 2021).

Os compostos gingerois sao os polifendis mais abundantes no gengibre
fresco e compartilham entre si uma porgcdo cetona aromatica, mas se diferem pelo
namero de carbonos na sua cadeia lateral: 10, 12, 14 4tomos de carbonos, dando
origem ao [6]-, [8]- e [10]-gingerol, sendo o [6]-gingerol a forma mais abundante no
gengibre, seguindo pelo [10]-gingerol e [8]-gingerol. A Figura 06 apresenta a
estrutura quimica destes principais homologos de gingerol, que apos a desidratacao
formam os shogaois correspondentes e a hidrogenacdo dos shogaois produz os
paradois (Stoner, 2013; Bernard; McConnery; Hoskin, 2017).

Em doses usuais utilizadas para fins dietéticos ou médicos, o0 gengibre
nao apresenta toxicidade aguda registrada. Ensaios clinicos em humanos e estudos
em animais demonstraram que o gengibre até a concentracdo de 2g por dia é bem
tolerado (Lashgari et al., 2021), considerado um ingrediente seguro de acordo com
FDA do USA (Mukkavilli et al., 2018). Estudo realizado na China avaliou a relacao
entre o consumo diario de gengibre e o risco de doencas crénicas em adultos. Os
resultados demonstraram que o consumo de gengibre entre homens e mulheres
neste estudo foi de aproximadamente 6,9 e 4,0 g/dia para um homem de 78 Kg e
para uma mulher de 60 Kg respectivamente e que o consumo de gengibre foi

associado a diminuic&o do risco de doencas cronicas (Wang et al., 2017).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mukkavilli%20R%5BAuthor%5D
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A absorcéo, distribuicdo, metabolismo e eliminagcdo dos compostos
quimicos do gengibre tém sido demonstrados em diversos estudos clinicos em
humanos, dentre eles, ao administrarem capsulas de p6 da raiz de gengibre em
individuais na dose de 2g/dia, foi observado que os Gingerdis e shogaols foram
rapidamente absorvidos, e detectados no plasma na forma livre e conjugada
(glicuronideo ou sulfato). Quando os dados desses experimentos sdo considerados
em conjunto, 0 Tméx (o tempo para atingir a concentracao plasmatica maxima) foi de
45 a 120 minutos, e a meia-vida plasmatica (t%2) de todos os metabdlitos de gingerol
foi de 1 a 3 horas (Mukkawvilli et al., 2018; Singletario, 2023).

Figura 06 - Estruturas Quimicas/Moleculares dos compostos de Gingerois
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Fonte: Alharbi et al. (2022).

Experimentos com roedores confirmaram a r4pida absorcdo e
identificacdo dos gingerodis e shogaols no plasma sanguineo na forma livre e
conjugada. E interessante notar que os gingerois, os shogaols e a zingerona se
distribuiram ampla e rapidamente em varios tecidos, e alguns foram até detectados
no cérebro, pois varios gingerois e shogaols foram capazes de penetrar a barreira
hematoencefalica por difusdo passiva (Mukkavilli et al., 2017; Li et al 2019; Simon et
al., 2020; Singletario, 2023).

Estudos realizados por Ahmed e colaboradores (2000), demonstraram


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mukkavilli%20R%5BAuthor%5D
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que a utilizacdo de gengibre na dieta dos animais no modelo de estresse oxidativo
por pesticida (malation) atenuou o dano oxidativo, reduzindo a peroxidacao
lipidica e aumentando as concentracdes enzimaticas da SOD e da glutationa
peroxidase. Resultados semelhantes foram observados em um estudo que avaliou
os efeitos do extrato aquoso de gengibre (100mg/kg) no edema da pata induzido por
carragenina 1%, apresentou uma diminuicdo acentuada na espessura do edema,
tamanho e porcentagem de inflamagéo. Além disso, este achado foi confirmado pela
determinacdo da atividade antioxidante contra a inflamacdo, com aumento das
atividades de SOD, CAT GPx (Zammel et al., 2021).

Fracdo enriquecida de gingerois apresentou propriedades renoprotetoras
no modela de nefrotoxicidade induzida por gentamicina em ratos, apresentando
melhora nos parametros da funcao renal, reducéo no dano oxidativo, diminuicdo na
peroxidacao lipidica e aumento na atividade das enzimas SOD e glutationa reduzida
(GSH) e reducdes significativas na transcricdo de mRNA para TNF-a, IL-2 e IFN-y
(Rodrigues et al., 2014).

Estudos realizados por Zhang e colaboradores (2017) ao analisarem os
efeitos dos [6]-, [8]- e [10]-gingerol no modelo de colite ulcerativa por dextrana
sulfato de sédio (DSS) em ratos, demonstrou que 0s compostos de gingerois
atenuaram o dano oxidativo e inflamatoério, diminuindo as concentracfes de
malondialdeido e aumentando a atividade das enzimas antioxidantes, suprimindo as
concentragoes IL- 18 e TNF-a e a atividade da mieloperoxidase (MPO).

O tratamento oral de longo prazo com [6]-gingerol, um importante
componente bioativo do gengibre, atenuou os expressdes de TNF-qa, IL-183, IL-6, NF-
KB (p65), proteina quimioatraente de monocitos-1 (MCP-I) e ciclooxigenase-2 (COX-
2) e aumentou a expressao de IL-10 na colite ulcerativa induzida por dextrana sulfato
de sédio (DSS) em camundongos (Ajayi; Adedara; Farombi, 2018).

Os compostos [6]- e [10]-gingerol foram capazes de suprimirem a lesao
renal aguda induzida por sepse. Ambos compostos fendlicos repararam a funcéo
renal através da atividade antioxidante relacionada a diminuicdo do estresse
oxidativo/nitrosativo e de citocinas pro-inflamatorias possivelmente pela modulagéo
na producédo de dimetilamina e metilsulfonilmetano (Rodrigues et al., 2018).

Nos danos renais ocasionados no modelo de LRA induzida por cisplatina
em camundongos, foi observado que o [8]-gingerol na dose 50mg/kg,

apresentou atividade nefroprotetora, melhorando a taxa de filtracdo glomerular,
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reduzindo a concentracdo de proteina na urina, 0 estresse oxidativo e a
inflamacédo (Santos, 2019).

Tem sido reportado que 0S compostos de gingerois exercem seus
efeitos através de vias de sinalizagdo especificas associadas a
funcbes/mecanismos celulares, como autofagia, metabolismo celular, proteina
quinase ativada por mitbgeno (MAPK) e outras sinalizacbes e
desenvolvimento/diferenciacao (Kiyama, 2020).

Diversos estudos vém demonstrando as possiveis vias sinalizacdo dos
compostos de gingerdis: envolvimento nas vias de sinalizacéo relacionadas a MAPK,
como a via ERK1/2/JNK/AP-1 para os efeitos inibitérios do [6]-gingerol na apoptose,
as vias da MAPK e da proteina quinase A (PKA) para os efeitos inibitorios do [8]-
gingerol na melanogénese, a via p38 MAPK / NFkB / ROS para os efeitos protetores
do [6]-gingerol contra lesdo de isquemia e reperfusdo intestinal e a MAPK
(ERK/INK/p38) / via de apoptose mitocondrial para a inducdo de apoptose por [10]-
gingerol (Huang et al, 2013; Radhakrishnan et al., 2014; Ryu; Chung, 2015; Li et al.,
2017).

Recentemente dados publicados por Ferreira e colaboradores (2023),
demonstraram que [8]- e [10]-gingerol atenuaram os danos urotelial na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida, apresentando propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérios mediante a estimulacdo da expressdao de IL-10, que por
consequentemente ativa intracelularmente a via de sinalizagdo JAK/STAT/FOXO.

1.4 Metilsulfonilmetano: caracteristicas e propriedades.

O Metilsulfonilmetano ((CH3)2SO2 / MSM) ou dimetilsulfona (DMSO2) é
composto organosulfurado natural, contendo enxofre que corresponde 34% da sua
composicdo, presente em diversas plantas verdes, frutas, vegetais, graos, carne,
peixe, ovo e leite. Sendo o primeiro produto metabdlico oxidado do dimetilsulfoxido
((CH3)2SO / DMSO) e a principal substancia do corpo para manter o equilibrio do
enxofre bioldgico, considerado um precursor importante na sintese dos aminoacidos
metionina e cisteina. (Magnuson, Appleton, Ames, 2007; Amirshahrokhi; Khalili,
2017; Velusamy; Tamizhselvi, 2018; Toguchi et al., 2023).

MSM e DMSO apresentam propriedades fisicas distintas, o primeiro

em condigcbes de temperatura e pressao padrdo € encontrado como um sélido
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branco cristalino, jA o DMSO é encontrado no estado liquido. DMSO € um solvente
aprotico altamente polar, miscivel em agua e um excelente ligante. O MSM é menos
reativo que o DMSO, pois o aomo S da sulfona j4 estda em seu estado de

oxidagdo mais elevado (Ahn et al., 2015).

Figura 07 - Estrutura Molecular do MSM e DMSO
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Fonte: KEEG adaptado (2024).

O MSM tem sido amplamente utilizado nos ultimos 20 anos como
suplemento dietético em virtude ao seu potencial beneficio na saude humana,
principalmente para aliviar os sintomas da artrite (Ahn et al., 2015; Karabay et al.,
2016). Em estudos realizados em animais, 0 MSM demonstrou ser bem tolerado na
dose aguda de 2g/kg (Horvath et al., 2002) e ndo causou qualquer toxicidade
materna ou efeito teratogénico na dose até 1g/kg/dia (Magnuson et al., 2007). Essas
concentracfes utilizadas séo cinco vezes maiores que as doses utilizadas em
humanos (Karabay et al., 2016).

Estudos farmacocinéticos demonstraram que o MSM € absorvido
rapidamente e atinge eficientemente a corrente sanguinea, com concentragdes
méaximas dentro de 2 horas apds a sua administracdo oral e sendo rapidamente
eliminado principalmente pela urina (Magnuson et al., 2007; Magnuson; Appleton;
Ames, 2007). A rapida eliminagdo do MSM (aproximadamente 60% em 24 horas)
sugere a necessidade de administracdes repetidas para manter os niveis teciduais,
para assim proporcionar os seus efeitos benéficos em condi¢gfes cronicas de saude
(Karabay et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Magnuson%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17258373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Magnuson%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17258373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Magnuson%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17258373
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Tem sido demonstrado que o MSM melhora os sintomas da dor e da
funcdo fisica em pacientes com osteoartrite do joelho, protege contra distarbios
metabdlicos induzidos pela obesidade (hiperglicemia, hiperinsulinemia, resisténcia a
insulina e inflamagéo), na inflamagdo das membranas mucosas, cistite intestinal,
rinite alérgica, colite, melhora a cicatrizacéo de feridas, atenua os danos no figado,
pancreas e pulmbes, em razdo das suas propriedades anti-inflamatorias e
antioxidante, e isso vem despertando nos pesquisadores o interesse de investigar
seus efeitos biolégicos de forma mais elaborada (Amirshahrokhi; Bohlooli;
Chinifroush, 2011; Sousa-Lima et al., 2016; Butawan; Benjamin; Bloomer, 2017;
Velusamy; Tamizhselvi, 2018; Miao et al., 2022).

E conhecido que o MSM apresenta uma defesa notavel contra o estresse
oxidativo, em razdo da acdo antioxidante em eliminar as espécies reativas de
oxigénio (ERO) e sua capacidade de aumentar as concentracfes de enzimas
antioxidantes como superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GSH) e
catalase (CAT) e reduzir os niveis de malondialdeido (MDA) em modelos murinos de
colite, hepatotoxidade e lesdo aguda de pulmdo (Amirshahrokhi; Bohlooli
Chinifroush, 2011; Bohlooli et al., 2013; Amirshahrokhi; Khalili, 2017).

As propriedades antioxidantes do MSM estéo relacionadas provavelmente
pela influéncia de modulacédo de pelo menos quatro tipos de fatores de transcricao:
NFkB, transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo (STAT), p53 e NrF-2. A
regulacao de tais fatores, o MSM atua no equilibrio de ERO e enzimas antioxidantes
(Butawan et. al. 2017).

O MSM foi relatado como uma molécula com propriedades anti-
inflamatdria com agao inibitéria na sinalizacdo do NFkB e atenuando a expressao de
citocinas proé- inflamatorias (IL-1B8, TNFa, IL-6) e reduzindo a producédo mitocondrial
de EROS em células RAW264.7(cultura de macrofagos) estimuladas por
lipossacarideo (LPS) (AHN et al.,, 2015). O pré-tratamento com MSM também
demonstrou proteger lesdes hepaticas, reduzindo os niveis de TNFa e IL-6 via
inibicdo na transcricdo do NFkB (KIM et al., 2009; KAMEL; EL MORSY, 2013), assim
como em células cardiacas submetidas ao processo inflamatério por TNFa (Miller,
2018).

Tem sido demonstrado que o MSM atenuou a expressao ou a atividade
dos fatores de transcricdo de STAT em varias linhagens celulares de cancer in vitro

(Butawan et. al. 2017). Estudos apresentaram que o MSM melhorou diferenciagao in
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vitro de osteoblastos através da ativacdo das vias de sinalizacdo janus quinase 2 e
transdutor de sinal e ativador da transcricdo 5b (JAK-2/STAT-5b) (JOUNG et al.,
2012) e inibicdo da via sinalizagdo do NFkB e STAT-3 em macréfagos derivados da
medula 6ssea (Joung et al., 2016).

A via JAK/STAT esta envolvida na regulacdo de genes relacionados a
apoptose, diferenciacdo e proliferacdo, todos os quais geram ERO como um
componente de sinalizacdo necessério (Holl et. al. 2016; Redza-Dutordoir;
Averill-Bates, 2016). E a regulagédo negativa dessa via pode atenuar a producao de
EROs e diminuir a expressao de oxidases (Manea et. al. 2010).

Tem sido reportado ainda que o MSM suprime o crescimento do cancer
de mama regulando negativamente as vias do STAT-3 e STAT-5b (LIM et al., 2012).
Os efeitos protetores do MSM foram associados a supressao do NFkB e quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) / quinase c-Jun N-terminal (JNK) - via de
proteihas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) na traqueia e células HD11
(Miao et al., 2022).

Rodrigues e colaboradores (2018) demonstraram que animais tratados
com o0s compostos [6]- e [10]-gingerol apresentavam aumento da excrecdo do
metabdlito endégeno MSM. Contudo, a excrecdo deste mesmo metabdlito foi
extremamente potencializada quando os animais foram submetidos ao modelo de
sepse experimental e tratados com 0s compostos de gingeroéis. Este resultado
hipotetiza que o composto MSM pudesse ser um marcador de progndstico, haja vista
gue o tratamento com 0s gingerois reverteram os efeitos lesivos renais frente ao
modelo de sepse utilizado.

Mesmo ndo possuindo aprovacdo do FDA, o MSM é considerado um
composto seguro, por nao apresentar toxicidade em humanos em estudos ja
realizados. Tem sido reportado pela literatura em estudos clinicos e experimentais 0s
potenciais efeitos preventivos e terapéuticos do MSM, demonstrando fortes
atividades antioxidantes e anti-inflamatérias (Amirshahrokhi; Bohlooli, 2013;
Amirshahrokhi; Khalili, 2017).

Diante do exposto e a partir dos possiveis mecanismos terapéuticos
proveniente dos compostos [8]-gingerol e MSM, somando a isso a existéncia de
poucos estudos que relatem sua acao nefroprotetora, aqui € proposto investigar os
possiveis efeitos de tais compostos na lesdo renal causada pelo tratamento com
VCM.
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2 JUSTIFICATIVA

A VCM é um antibidtico que tem sido amplamente utilizado nos ultimos
anos nos ambientes hospitalares no tratamento de infec¢cdes graves e isso vem
ocasionando e proporcionando o aumento de duracdo da antibidticoterapia e o uso
de doses maiores. A sua utilizacdo estd associada com efeito adverso de
nefrotoxicidade, com ocorréncia relativamente significativa entre os pacientes, com
incidéncia entre 5% e 43%, constituindo assim uma principal questdo clinica de
insuficiéncia renal (Takigawa et al., 2017; Rhodes et al., 2017; Kim et al., 2021; Kan
et al., 2022).

Diante deste fato, surge a base para pesquisa de novas terapias
alternativas que possam promover efeitos que amenizem ou evitem complicagdes
provenientes dos eventos adversos renais ocasionados pelo tratamento com a VCM
e/ou outros farmacos.

Estudos realizados com o extrato de gengibre ou com seus compostos
isolados tém demonstrado a capacidade de protecdo sobre a funcdo renal em
modelos experimentais (nefrotoxicidade por farmacos e dano renal por
isquemia-reperfusdo) (Khuad et al., 2006; Uz et al., 2009). Estudos realizados por
nosso grupo demonstraram que a fracdo enriquecida com os compostos gingerois
apresentou protecdo e efeito antioxidante e anti-inflamatério na funcéo renal diante
do dano causado na nefrotoxicidade por gentamicina (Rodrigues et al., 2014). Foi
demonstrado que o tratamento com os compostos [6]- e [10]-gingerol reverteu os
danos lesivos renais no modelo de sepse e aumentou a excrecdo de
metilsulfonilmetano (MSM) (Rodrigues et al., 2018).

E recentemente foi proposto que [8]- e [10]-gingerol atenuaram os danos
urotelial na cistite hemorragica induzida por ifosfamida, apresentando propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérios mediante a estimulacdo da expresséo de IL-10 via
de sinalizacdo JAK/STAT/FOXO (Ferreira et al., 2023) E que o0 MSM melhorou a
viabilidade celular de HK-2 frente a lesdo por VCM in vitro, reduzindo o estresse
oxidativo celular, apoptose e necrose, podendo esta relacionado com a sinalizagcao
das vias NrF-2/Keap-1 e RAF-1/PPAR-y (Rodrigues, 2022).

Diante do exposto, e no intuito de descobrir alternativas que venham
favorecer, ou até mesmo reverter os efeitos causados pelos processos oxidantes no

dano renal pelo uso da VCM, os compostos [8]-gingerol e MSM poderiam ser uma
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alternativa farmacologica promissora. Vale ressaltar que os efeitos desses compostos
no modelo experimental de lesdo renal sdo escassos na literatura, o que torna
relevante a pesquisa desses parametros. Portanto, essa pesquisa se propde a
investigar e demonstrar os possiveis efeitos nefroprotetores do [8]-gingerol e MSM

no percurso da leséo renal aguda (LRA) por VCM em camundongos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial terapéutico nefroprotetor dos compostos [8]-gingerol

e metilsulfonilmetano (MSM) na LRA induzida por VCM em camundongos Swiss.

3.20bjetivos especificos

- Caracterizar o modelo de lesdo renal aguda (LRA) induzida por VCM em

camundongos Swiss

- Verificar os efeitos dos compostos [8]-gingerol e MSM sobre os parametros de

funcao renal em camundongos submetidos ou ndo a LRA por VCM,;

- Identificar as possiveis alteragBes histologicas na presenca ou auséncia de
tratamento oral com [8]-gingerol e MSM em camundongos submetidos a LRA por
VCM;

- Investigar a atividade de mieloperoxidade (MPO) na LRA por VCM em
camundongos tratados ou ndo com o composto [8]-gingerol e MSM;

- Avaliar o perfil molecular da expressdo de mRNA de biomarcadores precoces
associados com o processo de lesdo renal (KIM-1 e NGAL) em camundongos
tratados com os compostos [8]-gingerol e MSM submetidos ou n&o ao dano renal por
VCM;

- Verificar o possivel efeito anti-inflamatorio e antioxidante dos compostos [8]-
gingerol e MSM sobre os marcadores moleculares de lesédo inflamatoéria (IL-1 (,
TNFa, CXCL-1, NFkBp65), atividade antioxidante (SOD-1, HO-1 e NrF-2) e via de
sinalizagdo SIRT-1 e STAT-3 desencadeados na LRA por VCM;
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- Analisar a expressao proteica dos marcadores NFkBp65, IL-18 e Janus Quinase
(JNK) na lesdo renal em camundongos tratados ou ndo com os compostos [8]-

gingerol e MSM;



39

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Comité de Etica

Foram utilizados camundongos Swiss machos (20-25 gramas; n= 4-8 por
grupo), provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Cear4d (UFC). Os animais ficaram
mantidos em condi¢des controladas em estantes ventiladas com ciclo claro/escuro
(12/12 horas), temperatura mantida em 22+2°C e acesso a alimento e agua ad
libitum.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara,

com o numero de protocolo n°® 9270120318.

4.2 Substancia utilizada

O composto [8]- gingerol foi isolado conforme descrito previamente por
Silva et al., (2012) e cedido gentiimente pelo Prof. Dr. James Almada da Silva da
Universidade Federal de Sergipe. O Metilsulfoniimetano (MSM) e os demais
produtos quimicos e substancias aqui mencionadas foram adquiridas da
Sigma-Aldrich® USA ou Vetec® Brasil.

O composto [8]-gingerol foi dissolvido no Tween-80 2% em salina, para
aplicacao na dose de 20mg/Kg por gavagem (RODRIGUES et al, 2014; FERREIRA
et al, 2023). O composto MSM foi dissolvido em solucéo salina 0,9% e aplicado nas
doses de 500mg/Kg e 750mg/kg duas vezes ao dia por gavagem (Velusamy;
Tamizhselvi, 2018).

4.3 Caracterizacdo dainducao da lesédo renal aguda por vancomicina

Para a inducdo da LRA, os animais receberam doses diarias de
vancomicina (VCM) 400mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) pelo periodo de 3, 5e 7
dias em grupos distintos. O grupo controle recebeu o volume equivalente de solucéo

salina 0.9% (0,1ml/10g de peso do animal) i.p., conforme a distribuicdo no


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velusamy%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29971769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamizhselvi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29971769
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fluxograma representado na Figura 08 (Takigawa et al., 2017; Im et al., 2017).

Figura 08 - Fluxograma de distribuicdo dos animais experimentais de acordo com o

tempo de administragdo da vancomicina.

BLOCO EXPERIMENTAL 1
Duracao de tratamento 3-10 dias
N= 30

CONTROLE (Salina i.p)
N=12

EXPERIMENTAL (Vancomicina
400mg/kg i.p)
N=18

TEMPO DE ADMINISTRAGAO

TEMPO DE ADMINISTRACAO

3 dia (n=4/12) _
5 dias (n=4/12) 3 d_la (n=6/18)
7 dias (n=4/12) 5 dias (n=6/18)

7 dias (n=6/18)

Fonte: Elaborado pelo Autor

4.4 Grupos experimentais

Inicialmente realizaram-se dois blocos experimentais: primeiramente
grupo de caracterizacdo do tempo de inducdo da LRA por VCM (item 4.3) que
determinou o estagio mais critico da fisiopatogenia induzida pela VCM a ser utilizado
na pesquisa. O segundo grupo experimental foi o grupo experimental de
tratamento onde foram avaliados os efeitos nefroprotetores dos compostos
[8]-gingerol e MSM perante a LRA induzida por VCM, contendo as seguintes

subdivisdes:

4.4.1 Padronizacao do tempo de inducédo da lesdo renal aguda por vancomicina

o Grupo Controle (CT) — Os animais (n=4) receberam solu¢éo salina
0,9% por via intraperitoneal i.p., durante 3, 5 e 7 dias em 3 grupos distintos.

o Grupo Leséao (VCM) — Os animais (n=6) foram submetidos a inducéo
de leséo renal por VCM 400mg/Kg.dia, por via intraperitoneal (i.p), durante 3, 5 e

7dias em 4 grupos distintos.
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Figura 09 — Desenho experimental dos grupos caracterizacdo do tempo de inducéo
de LRA por VCM
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Percorrido periodo experimental de inducdo da lesdo renal, os animais
foram anestesiados com ketamina 90mg/kg e xilazina 7,5 mg/kg i.p. para realizacéo
de coleta de sangue e dos rins. As amostras de sangue foram coletadas por punc¢éo
cardiaca em seringa de 1mL agulhada e heparinizadas. As amostras sanguineas
foram centrifugadas a 4.500 rpm, 4°C por 5 minutos e o plasma foi imediatamente
armazenado a -80 °C para posteriormente serem conduzidas aos ensaios
bioguimicos (ureia e creatinina seérica). Os rins foram coletados, pesados em uma
balanca de precisdo analitica e o rim direito foi armazenado em cassetes
histol6gicos em formol 10% tamponado que serdo posteriormente processados para
analise histopatologica. O rim esquerdo foi armazenado a -80 °C para serem
utilizados na determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e atividade da
mieloperoxidase (MPO) e para os ensaios de expressao génica de RNA por PCR

guantitativo em tempo real (QPCR).
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4.4.2 Grupo experimental tratamento

Os animais camundongos Swiss machos foram divididos em 5 grupos
(n= 8 animais) e distribuidos de forma aleatéria conforme a distribuicdo representada
no fluxograma da Figura 10. Todos os animais foram transferidos e mantidos
individualmente em gaiolas metabdlicas por periodo de adaptacéo de 3 horas diarias
por 6 dias e no sétimo dia do protocolo permaneceram nas gaiolas metabdlicas por
24 horas.

Figura 10 - Fluxograma de distribuicAo dos animais no bloco experimental

tratamento como os compostos [8]-gingerol e Metilsulfonilmetano.

BLOCO EXPERIMENTAL 2

N=40
Grupo Controle EXPERIMENTAL (Vancomicina
Salina i.p / Tween80 2% v.0 400mgyg/kg i.p)
N=8 N=32

Grupo Lesao Renal
VCM i.p / Tween80 2% v.o0
N=(8/32)

Grupo Tratamento 8G
VCM i.p / [8]-gingeral v.0
N=(8/32)

Grupo Tratamento M5VCM
VCM i.p / MSM v.0
N=(8/32)

Grupo Tratamento M7VCM
VCM i.p / MSM v.o
N=(8/32)

Fonte: Elaborado pelo Autor
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¢ Grupo Controle (CT) — Os animais (n=8) receberam solucédo salina
0,9%/dia i.p. por um periodo de 7 dias e administracdo de Tween-80 2% por via oral
(v.0.) duas vezes ao dia, uma hora antes e duas horas ap6s a administracdo de
solucéo salina 0,9% (i.p.) pelo mesmo periodo de tempo.

¢ Grupo Leséao (VCM) — Os animais (n=8) foram submetidos a inducéo
de leséo renal por vancomicina (VCM) 400mg/Kg/dia i.p. por um periodo de 7 dias e
receberam administragdo de Tween-80 2% v.o0., uma hora antes e duas horas apos
a administragdo de VCM pelo mesmo periodo de tempo.

¢ Grupo tratamento (8G+VCM) — Os animais (n=8) foram submetidos a
inducdo de lesédo renal por VCM 400mg/Kg/dia i.p. por um periodo de 7 dias e
receberam administracéo de [8]-gingerol 20mg/kg v.o. duas vezes ao dia, uma hora
antes e duas horas ap6s a administracao de VCM pelo mesmo periodo de tempo.

¢ Grupo tratamento (M5+VCM) — Os animais (n=8) foram submetidos a
inducdo de lesédo renal por VCM 400mg/Kg/dia i.p. por um periodo de 7 dias e
receberam administracdo de MSM 500mg/kg v.o. duas vezes ao dia, uma hora antes
e duas horas apés a administracéo de VCM pelo mesmo periodo de tempo.

¢ Grupo tratamento (M7+VCM) — Os animais (n=8) foram submetidos a
inducdo de lesédo renal por VCM 400mg/Kg/dia i.p. por um periodo de 7 dias e
receberam administracdo de MSM 750mg/kg v.o. duas vezes ao dia, uma hora antes

e duas horas apés a administracéo de VCM pelo mesmo periodo de tempo.
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Figura 11 — Desenho experimental dos grupos tratamento como 0s compostos [8]-

gingerol e Metilsulfonilmetano (MSM) na lesado renal por VCM
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Percorrido periodo experimental de inducdo da lesdo renal, e realizado a
coleta das amostras de urina em 24 horas, os animais foram anestesiados com
ketamina 90mg/kg e xilazina 7,5 mg/kg i.p. As amostras de sangue foram coletadas
por puncdo cardiaca em seringa de 1mL agulhada e heparinizadas. As amostras
sanguineas foram centrifugadas a 4.500 rpm, 4°C por 5 minutos e o plasma foi
imediatamente armazenado a -80 °C para posteriormente serem conduzidas aos
ensaios bioquimicos. Os rins foram coletados, pesados em uma balanca de precisao
analitica e o rim direito foi armazenado em cassetes histolégicos em formol 10%
tamponado que serdo posteriormente processados para analise histopatologica. O
rim esquerdo foi armazenado a -80 °C para serem utilizados na determinacédo dos
niveis de glutationa reduzida (GSH) e atividade da mieloperoxidase (MPO) e para os

ensaios de expressao génica de RNA por PCR quantitativo em tempo real (qPCR).
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4.5Analise da Funcédo Renal

4.5.1 Marcadores bioquimicos de Funcao Renal.

A mensuracdo da creatinina plasmatica e urinaria foi realizada por meio
do método de Jaffé modificado, utilizando o kit comercial Creatinina K® do
fornecedor Labtest®. A funcdo renal dos animais foi avaliada pela estimativa da
Taxa Filtragcdo Glomerular (TFG) pelop clarance de creatinina (Clcr), calculado por
meio da seguinte forma (Yamabe et al., 2007):

Clcr = (crU x Vu / crP) x (1/1440)

Onde:

crU = concentracao urinaria creatinina (mg/dL); Vu = volume urinario (mL);

crP = concentracdo plasmatica de creatinina (mg/dL). Os valores do Clcr

serdo expressos em mL/min/g

Para as dosagens de ureia plasmética e proteina urinéria foram utilizados
os kits Ureia CE e SensiProt. Todos esses kits seréo fornecidos comercialmente pelo
fabricante Labtest®. Os protocolos de diagndstico seguiram as recomendacdes do

fabricante e os resultados foram expressos em mg/dL e mg/24h.

4.6 Avaliacao da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO foi avaliada como um marcador bioquimico da
infiltracdo neutrofilica. Enzima essa presente nos granulos azurofilicos dos
neutrofilos re outras células da origem mieldide. Amostras de rim foram
homogeneizadas com brometo de hexadecitrimetilaménio a 0,5% (HTAB; pH 6,0)
em tampdo de fosfato de potassio para preparar um homogenato a 10%. O
homogeneizado foi centrifugado a 5000 rpm por 7 min a 4°C, e o sobrenadante foi
utilizado para a andlise. A atividade da MPO foi aferida utilizando perdxido de
hidrogénio (H202) a 1% como substrato para essa enzima. Durante o ensaio, a
medida que o H202 é degradado, ocorrerd a producdo de &anion superoéxido,
responsavel pela conversdo de o-dianosidina em um composto de cor marrom
(Bradley et al., 1982). Os resultados serdo expressos em unidades de MPO por

miligramas (UMPO/mg) de tecido.
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4.7 Avaliacao da atividade antioxidante

4.7.1 Avaliacdo dos niveis de Glutationa reduzida (GSH)

O principio do teste consiste na utilizagdo do DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico)), usado para analisar a atividade da glutationa reduzida (GSH) em
amostra de tecidos. O DTNB reage com GSH formando o acido 2-nitro-5-mercapto-
benzoico (TNB), de cor amarela, que pode ser detectado por espectrofotometria
(Sedlak; Lindsay, 1968).

Para avaliacdo das alterac6es no conteudo tecidual de glutationa reduzida
foi feito um homogenato a 10% em solugéao gelada de EDTA 0,02 M. Foi utilizado 40
ML de cada amostra (homogenato a 10% em tampéao fosfato), que foi adicionado 160
ML de agua destilada e 40 yL de TCA (acido tricloroacético) 50%. O material foi
centrifugado a 3000g por 15 min e retirado 200 yL do sobrenadante, ao qual
adicionou 400 pL de tampao TRIS 0,4M (pH=8,9) e 10 pL de DTNB 0,01M. A curva
padrdo foi obtida mediante leitura de vérias concentracdes de GSH padrao (1,56;
3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 pg). Todo o ensaio foi avaliado na absorbancia de

412nm e os resultados expressos em pg/mg de tecido.

4.8 Avaliacdo dos marcadores inflamatorios, antioxidante e de les&o renal por
PCR gquantitativo em tempo real (QPCR)

4.8.1 Extracdo do RNA Total

Foi realizado um homogenato com trizol (Sigma Aldrich® EUA), onde
cada tecido foi exposto em contato com uma esfera de metal estéril e macerado no
equipamento Tissue lyzer LT (Qiagen®, EUA) e em seguida centrifugado a 4°C a
12000G por 15 min. Apos a centrifugacgéo, coletou-se o sobrenadante e adicionou-se
200 uL de Cloroformio (Sigma Aldrich® EUA), homogeneizou-se no vortex por 15
seg e incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a
12000G por 15 min. Em seguida separou cuidadosamente o0 sobrenadante
transparente (contém o RNA) em um novo microtubo de 1,5 mL. Foram adicionados
500 uL de isopropanol ao sobrenadante, vortexou-se e centrifugou-se a 4°C a

12.000G por 20 min. Apos a centrifugacdo observa-se um precipitado de RNA. Este
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precipitado foi lavado com 1mL de alcool etilico a 75%, vortexou-se por 15 seg e
centrifugado a 7.500G a 4°C por 5 min. Este processo foi repetido 3 vezes. Apos a
finalizagdo do processo de extragdo, 1uL de RNA total de cada amostra foi
quantificada no Nanodrop (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA) e no
Fluorimetro Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA) com a
finalidade de verificar qualidade das amostras e quantificar suas concentracdes para

fornecer RNA para transcricdo em DNA complementar (CDNA).

4.8.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA sera realizada com o GoScript cDNA Synthesis Kit
(Promega®, Wisconsin, EUA) de acordo com as instrugbes do fabricante. O
protocolo da reacdo contera 2 yL da enzima transcriptase reversa, 4 uL do GoScript
Reaction Buffer (solucdo constituida de oligonucleotideos tampéao salino e oligo dT),
um volume da amostra de RNA uniformizado para 500ng/pL e completado a reacao
com &gua livre de nuclease em volume suficiente para completar 20uL. O protocolo
padrdao do termociclador Veriti Applied Biosystems (ThermoFisher Scientific®,
Massachusetts, EUA) a 25°C por 5 min., 42°C por 60 min., e 70°C por 15 min. O
cDNA foi armazenado em freezer a -20° C até sua a amplificacdo pela Reacédo de

Polimerase em Cadeia em Tempo Real (QPCR).

4.8.3 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

De acordo com os resultados obtidos a partir dos experimentos in vivo
delinearemos o estudo molecular da expressdo dos RNAs relacionados com
biomarcadores de lesdo renal (KIM-1, NGAL), processo inflamatorio (IL-1B8, TNFa,
CXCL-1 e NFkB) e atividade antioxidante (SOD, HO-1 e Nfr2). Na Tabela 03 mostra
a sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores de DNA (primers) dos genes
investigados, obtida na plataforma eletrbnica National Center for Biotechnology

Information (NCBI), e as condi¢cdes de anelamento para cada gene investigado.
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Tabela 03 - Sequéncia de iniciadores de PCR para os genes avaliados.

Genes Sequéncia de iniciadores Finalidade
KIM-1 S- TGGTTGCCTTCCGTGTCTCT Biomarcador
AS- | TCAGCTCGGGAATGCACAA precoce de Leséo
NGAL S- ATTGTCACCTCCATCCTGGT renal
AS- | ATTTCCCAGAGTGAACTGGC
IL-1B S- CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG
AS- | GATCCACACTCTCCAGCTGCA
TNFa S- CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA Marcador de
AS- | TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC processo
CXCL-1 |S- GCTGGGATTCACCTCAAGAA inflamatorio

AS- | TGGGGACACCTTTTAGCATC
NFkBp65 | S- AGGCTTCTGGGCCTTATGTG
AS- | TGCTTCTCTCGCCAGGAATAC
SOD-1 S- GGACAATACACAAGGCTGTACC

AS- | CAGTCACATTGCCCAGGTCTC Marcador de
HO-1 S- GCCACCAAGGAGGTACACAT atividade
AS- | GCTTGTTGCGCTCTATCTCC antioxidante

NrF-2 S- ATCTCCTAGTTCTCCGCTGCT
AS- | CTCCAAGTCCATCATGCTGAGG

Marcador de

SIRT-1 S- ACTGGAGCTGGGGTTTCT atividade
AS- | CTTGAGGGTCTGGGAGGT antioxidante e
anti-inflamatoério
STAT-3 S- CACCTTGGATTGAGAGTCAAGAC Via de sinalizacao
AS- | AGGAATCGGCTATATATTGCTGGT
GADPH S- TGGCCTTCCGTGTTCCTAC Gene de
AS- | GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA referéncia

Fonte: Elaborado pelo Autor

Nota: KIM-1: molécula de injaria renal-1; NGAL: IL-13; TNFa CxCL-1: ligante de quimiocina 1; NF-
KBp65: fator nuclear kB; SOD-1: Superdxido dismutase-1; HO-1: heme oxigenasse-1; NrF-2: fator
nuclear eritréide-2; SIRT-1: sirtuina-1; STAT-3: ; GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. S —
iniciador senso (5’-3’) e AS — iniciador anti-senso (3'-5).

Para a reacdo foram utilizados 7,5 yL de GoTaq gqPCR Master Mix
(Promega®, Wisconsin, EUA), 1,0 yL de cada iniciador (0,8 nM) e 1,0 uL de cDNA
das amostras, completando com &gua livre de nuclease até um volume final de
15uL. Inicialmente a enzima foi ativada por um periodo de 2 min. a 95°C.
Transcorridos todos o0s ciclos previstos, cada marcador teve uma etapa de
desnaturacao por 15 seg a 95°C seguido por um passo de anelamento e extenséo
por 1 min a 60°C. Todas as amplificagBes foram avaliadas quanto a curva de fusao,
realizada para assegurar a especificidade da amplificagéo e detectar a ndo formacgao

de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecifico. Para tanto a
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temperatura foi acrescida em 0,5°C a cada 5 seg iniciando em 60°C até 95°C Os
dados foram obtidos com o software do sistema Quant Studio5 (ThermoFisher
Scientific®, Massachusetts, EUA) e foram baseados nos valores do ciclo de limiar,
em que a fluorescéncia observada é de 10 vezes maior do que a fluorescéncia basal
para cada ensaio de gPCR.

Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou Ct) para os genes testados foram
exportados para o Microsoft Excel (Microsoft®, EUA) e os niveis relativo de RNAmM
serdo calculados de acordo com a metodologia 2-22CT qual como descrito por Livak
e Schmittgen (2001).

4.9 Expressao proteica de NFkB, IL-18, JNK por Western Blotting

A avaliacdo da expressao protéica de NFkB, IL-18 e JNK no tecido renal
foi realizado pela técnica de Western Blotting. As amostras de tecido renal dos
animais (aproximadamente 30mg) juntamente com 200 pl de tampao RIPA (Tris 50
mM; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Triton 1%) foram macerados com auxilio do Tissue
lyzer LT (Qiagen®, EUA) e centrifugado a 1500G por 10min. Os sobrenadantes
foram separados em tubos devidamente identificados. A quantidade total de
proteinas de cada amostra foi mensurada utilizando-se o Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, EUA) com uma curva de BSA de 7
pontos (1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 pg/mL). Os volumes foram ajustados para
gue as quantidades de proteinas fossem equivalentes em cada amostra para, entao,
separar as proteinas por eletroforese num gel SDS-PAGE.

Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas, por eletroforese,
para uma membrana de nitrocelulose durante 2h a 100V. Seguida a transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com solucdo de BSA (do inglés, Bovine Serum
Albumin) a 5% em tampé&o TBS-T (Tris-NaCl com 1% de Tween 20) por 1 h sob
agitacdo. Apoés esse periodo, as membranas foram lavadas 4 vezes, cada lavagem
com 5 minutos de duracédo, utilizando o tampdo TBS-T. Os anticorpos primarios
NFkB, IL-18 e JNK (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) ou (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) foram diluidos em solu¢édo BSA 5%
na proporgao de 1:200, e deixados em contato com a membrana sobre refrigeracéo
e agitacdo branda durante todo o periodo noturno (over night).

Seguidas 16-18h, as membranas foram novamente lavadas (4-5 vezes
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por 5 min cada) e foram incubadas com anticorpos secundarios, diluidos em BSA a
5% na proporcdo 1:1000, durante 1,5 horas sob agitacdo. Apos esse periodo uma
nova lavagem (4-5 vezes por 5 min cada) foi realizada e as marcagbes foram
reveladas utilizando o Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Califérnia, EUA) no transluminador (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, EUA). As bandas foram quantificadas utilizando o programa ImageJ
versdo 1.5a (National Institutes of Health, EUA) e exportadas para uma planilha no
Microsoft Excel® versdo 15/Office 2013 (Redmond, Washington, USA). A
intensidade das bandas das proteinas alvos foram divididos pela intensidade das

bandas de GADPH para normalizacao.

4.10 Analise histopatolégica

Os tecidos renais (rim direito) dos animais foram seccionados
transversalmente e uma quantidade foi armazenada em cassetes histol6gicos e em
formol 10% tamponado. Posteriormente as amostras foram processadas para
realizacdo do exame histolégico em processador automatico de tecidos
(histotécnico). Logo ap6s foram desidratadas em &lcool em concentracdes
crescentes de 70 a 100%. ApdOs o processamento, utilizando o banho histologico, os
blocos de parafina foram cortados em 5 ym de espessura, utilizando um micrétomo
de impacto. O material foi colocado em laminas histologicas para coloracdo pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram analisadas segundo o
trabalho de Kuhad e colaboradores (2006), com algumas adaptacdes.

Foram feitas analises dos escores onde foram avaliados 0s seguintes
critérios: perda de borda em escova, edema intersticial, dilatagdo tubular, necrose
epitelial, elencos hialinos e infiltracdo de células inflamatorias. Para cada critério foi
dado um escore para a gravidade do dano: nenhum dano (0), leve (1), moderado (2),
grave (3) e severo (4). As laminas foram analisadas em microscopia Optica
convencional e a avaliadas por histopatologista habilitado. A anélise histopatolégica
foi realizada pelo Prof°. Dr. Mario Rogério Lima Mota, sendo posteriormente

registradas através de fotomicrografias.



51

4.11 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e identificacdo de metabaolitos

plasmaticos

4.11.1 Espectros de RMN e identificagdo dos metabdlitos

As amostras (plasmas) foram preparadas em tampéao fosfato (NaH2PO4 +
D20 + TSP NaN3) (pH= 7,4) na propor¢éo 1:1 em tubos de RMN de 5 mm para
andlise. Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
realizados em um espectrometro Bruker DRX 500 NMR (11,7 T; 500,13 MHz; Bruker
BioSpin Ltd, Fallanden, Suica) equipado com uma sonda de observacdo de banda
larga BBO de 5 mm (*H/*3C) a 300 K. Os dados foram analisados em triplicata com a
sequéncia de pulso de espectroscopia de realce de Overhauser Nuclear
Unidimensional (NOESY) com pré- saturacdo (noesyprld) e o sinal do solvente
aquoso foi suprimido por irradiacdo durante o tempo de saturacdo. Para aquisicao
dos espectros foram utilizadas largura de pulso calibrada em 90° (10,02 ps), 16
varreduras, 100k pontos no dominio do tempo com uma janela espectral de 20,0
ppm, tempo de aquisi¢édo de 5,0 s, tempo de recuperacédo de 22,0 s e valor de ganho
do receptor predefinido de 8. Os espectros foram processados pela aplicacdo de
multiplicacdo exponencial dos FIDs por um fator de 0,3 Hz e transformacdo de
Fourier de 64k pontos. A correcao de fase foi realizada manualmente e a correcao
de linha de base foi aplicada em toda a faixa espectral. Os deslocamentos quimicos
(6) foram expressos em ppm (Alves Filho et al., 2018). Os experimentos de RMN
bidimensionais foram realizados utilizando sequéncias de pulso padrdo da biblioteca
do espectrémetro. Os experimentos *H-'H gCOSY foram obtidos utilizando largura
espectral de 9.615,4 Hz em ambas as dimensofes; matriz de dados 1442 x 200; 16
scans por incremento t1 e tempo de recuperacdo de 1,0 s. Os espectros dos
experimentos 'H-3C gHSQC foram adquiridos com um tempo de evolucéo de 3,425
ms (tempo de transferéncia) para uma constante de acoplamento J(C,H) de 146 Hz;
matriz de dados 1442 x 200; 48 scans por incremento tl; larguras espectrais de
9.615,4 Hz em f2 e 30.154,5 Hz em fl e tempo de recuperagcdo de 1,0 s. Os
experimentos 'H-3C gHMBC foram registrados com um tempo de evolucdo de 62,5
ms para constante de acoplamento “RJ(C,H) de 8 Hz; matriz de dados 1442 x 200;
96 scans por incremento t1; larguras espectrais de 9.615,4 Hz em f2 e 36.182,7 Hz

em f1 e tempo de recuperacéo de 1,0s.
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4.11.1.1 Analise Quimiométrica

Os dados da RMN de !H foi composto pelo plasma sanguineo de
amostras de camundongos controle (sem efeito da vancomicina) apés 3, 5 e 7 dias,
e camundongos sob efeito da vancomicina durante 3, 5 e 7 dias de lesdo, todos os
espectros adquiridos em triplicata experimental, totalizando 90 espectros. Portanto,
para destacar entre 0s marcadores compostos relacionados ao efeito da
vancomicina na composicdo do plasma sanguineo de camundongos, foi
desenvolvida uma analise quimiométrica supervisionada por Partial Least Squares
Discriminant Analysis (PLS- DA) considerando o estagio de tratamento com
vancomicina como variavel categorica (3, 5 e 7 dias). Para avaliacdo quimiométrica,
foi construida uma matriz numérica através da conversao dos espectros da RMN de
'H em arquivos American Standard Code for Information Interchange (ASCII) e
importada pelo programa Origin™ 9.4. Em seguida, foram extraidas quatro
submatrizes da matriz original: 3, 5 e 7 dias de experimento com e sem 0 uso da
vancomicina; e contendo apenas amostras sob uso da vancomicina durante 3, 5e 7
dias. Essas matrizes foram exportadas individualmente para modelagem de
classificagdo multivariada por PLS-DA usando o software PLS Toolbox (versdo 8.6.2
- Eigenvector Research Inc., Manson, WA USA). Foram aplicados nas variaveis as
seguintes corre¢des: algoritmos para correcao de linha de base, alinhamento de
variaveis usando COW (Correlation Optimized Warping) com segmento de 50 pontos
de dados e slack de 5 pontos de dados, além da normalizacdo de sinal para area
(Alves Filhos et al., 2018). Os dados das amostras foram centralizados na média e o
algoritmo SIMPLS (Simplified PLS) foi aplicado para decompor as matrizes em
scores, loadings, erros, influéncia das amostras na modelagem e figuras de mérito.
O “método de persianas venezianas” (10 divisbes e espessura cega igual a 1) foi
aplicado na modelagem de validag&o cruzada (CV) com nivel de confianca de 95%.
O numero de Variaveis Latentes (LV) foi selecionado de acordo com os erros de
modelagem obtidos por RMSEC (Erro Quadratico Médio de Calibracdo) e RMSECV
(Erro Quadrético Médio de Validagédo Cruzada), valores de viés e viés CV, bem como
a seletividade de modelagem (Verdadeiro Positivo), especificidade (Verdadeiro
Negativo), Taxa de Falsos Positivos e Taxa de Falsos Negativos obtidos pela analise
da Matriz de Confusdo (Wise et al., 2007; Kjeldahl; Bro, 2010; Bevilacqua et al.,
2017).
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4.12 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPadPrism®,
versdo 5.0. Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste
Kolmogorov-Smirnov. Foi realizado o teste de multiplas comparacdes por meio de
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Bonferronni (dados parameétricos)
ou aplicacdo do teste Kruskal-Wallis seguido do poOs-teste de Dunn (dados ndo
paramétricos). E os dados de qPCR serdo analisados pelo teste de Mann-Whitney.
Os resultados serdo expressos como meédia = erro padrdo médio (E.P.M) ou valor
mediano, maximo e minimo. Os resultados serdo considerados estatisticamente

significativos para P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagcdo do tempo de inducao de les&o renal aguda por vancomicina

Primeiramente realizou-se um protocolo experimental para definir o tempo
de inducdo que demonstrasse o estagio mais critico da fisiopatologia de lesdo renal
aguda (LRA) induzida pela vancomicina (VCM) na dose 400mg/kg/dia a ser utilizado
na pesquisa, principalmente nas cepas de animais provenientes do biotério setorial
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFC. Para isso foram analisados 3
(trés) tempos de inducdo (3, 5 e 7 dias), que correspondem ao nuamero de
administracdes diarias que os animais foram submetidos. Os resultados a seguir
apresentam os dados encontrados que justificam a escolha do tempo de inducéo
utiizado no grupo experimental tratamento com [8]-gingerol (8G) e
metilsulfoniimetano (MSM).

5.1.1 Vancomicina aumenta o Peso renal na inducdo da LRA em camundongos

Swiss

A administracao intraperitoneal de VCM aumentou significativamente o
peso renal dos animais que receberam inducéo por 5 dias (498,7 + 25,24 mg/20g de
peso animal) e 7 dias (449,1 + 18,32 mg/20g de peso animal) quando comparados
ao grupo CTR (312,4 + 11,46 mg/20g de peso animal) representando assim um
aumento de 59,63% e 43,75% respectivamente. Contudo, no tempo de 3 dias (393,7
+ 25,24 mg/20g de peso animal) ndo foi observado esse aumento significativo,

conforme demonstrado na Figura 12.

5.1.2 Vancomicina altera os parametros bioquimicos plasméaticos renais na

inducao da LRA em camundongos Swiss

Ao analisar os parametros bioquimicos renais (creatinina e ureia
plasmatica), observou-se que a administracdo de VCM foi capaz de aumentar suas
concentracbes nos periodos avaliados. Na Figura 13A observa-se que VCM

aumentou as concentracdes de creatinina nos tempos de inducéo de 5 dias (0,46 +
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0,04 mg/dL) e 7 dias (0,54 = 0,09 mg/dL) significativamente em relacdo ao grupo
CTR (0,22 = 0,01 mg/dL), o que ndo se observou no grupo de 3 dias (0,40 + 0,03
mg/dL). J& a ureia plasmatica, conforme demonstrado na Figura 13B, apresentou
um aumento significativo (P<0,05) nos trés tempos de inducéo: 3 dias (81,71 + 16,72
mg/dL), 5 dias (110,7 £ 10,07 mg/dL) e 7 dias (110,4 = 8,87 mg/dL) em relacdo ao
CTR (40,44 + 2,62 mg/dL).

Figura 12 - Administragéo de Vancomicina aumenta o peso renal na caracterizagao

do tempo de inducédo da LRA em camundongos Swiss
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Os valores representam o peso renal na indugcéo da LRA por VCM. Os resultados foram reportados
pelas médias + EPM. #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. A analise foi realizada pelo teste 1 way
ANOVA seguido por Bonferroni’s.
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Figura 13 - Administracdo de Vancomicina aumenta 0s niveis plasmaticos de

Creatinina e Ureia na caracterizacédo do tempo de inducdo da LRA em camundongos
Swiss
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Os valores representam o aumento dos niveis plasmatico de creatinina (A) e ureia (B) na inducédo da
LRA por VCM. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM. #P< 0,05 em relagédo ao grupo
CTR. A andlise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA seguido por Bonferroni.
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5.1.3 Vancomicina altera os niveis de Mieloperoxidase (MPO) e Glutationa

reduzida (GSH) renais na inducédo da LRA em camundongos Swiss

A Figura 14 apresenta os efeitos da VCM na atividade de MPO no
percurso do tempo de inducdo da LRA. Pode-se perceber que os tempos de 3 dias
(8,14 £ 1,10 UMPO/mg de tecido) e 5 dias (9,16 £ 1,25 UMPO/mg de tecido) néao
alteraram significativamente a atividade de MPO, mas somente o tempo de inducéo
de 7 dias (9,81 £ 0,79 UMPO/mg de tecido) foi capaz de alterar os niveis de MPO
em comparacdo ao grupo CTR (5,83 = 0,49 UMPO/mg de tecido). Ao analisar a
atividade de GSH, verificou-se que os tempos de 5 dias (263,6 + 22,54 mg/g de
tecido) e 7 dias (292,2 + 24,34 mg/g de tecido) foram capazes de reduzir de forma
significativa a atividade de GSH em relacdo ao CTR (413,2 + 18,48 mg/g de tecido)
(Figura 15).

Figura 14 - Administracdo de Vancomicina aumenta a atividade de MPO no tecido

renal na caracterizacao do tempo de inducdo da LRA em camundongos Swiss
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Os valores representam a atividade de MPO na inducdo da LRA por VCM. Os resultados foram
reportados pelas médias + EPM. #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. A analise foi realizada pelo
teste 1 way ANOVA seguido por Bonferroni.
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Figura 15 - Administracdo de Vancomicina atenua a atividade de GSH no tecido

renal na caracterizacao do tempo de inducdo da LRA em camundongos Swiss
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Os valores representam a atividade de GSH na inducdo da LRA por VCM. Os resultados foram
reportados pelas médias + EPM. #P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. A andlise foi realizada pelo
teste 1 way ANOVA seguido por Bonferroni.

5.1.4 Vancomicina modula a expressdo génica de marcadores precoces de
esao renal, inflamatério e antioxidante na inducdo da LRA em camundongos

Swiss

Ao realizar a expressdo génica da molécula de injaria renal (KIM-1), um
marcador precoce de LRA, verificou-se que a administragdo de VCM foi capaz de
aumentar sua expressao nos trés periodos de inducdo de LRA de forma significativa,
conforme apresentado na Figura 16A: 3 dias [145,8 (69,3-197,4)], 5 dias [123,4
(93,93-209,9)] e 7 dias [164,5 (8816-240,4)] em relacdo ao CTR [0,66 (0,36-1,83)].

A Figura 16B demonstra que VCM aumentou significativamente a
expressdo de Interleucina-1B (IL-1B) nos tempos de indugéo de LRA de 3 dia [5,98
(4,07-8,77)], 5 dias [48,64 (24,57-59,11)] e 7 dias [95,02 (66,08-171,6)] quando
comparados ao grupo CTR [0,83 (0,40-1,95)].
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Figura 16 - Administracdo de Vancomicina aumenta a expressao génica da KIM-1 e

IL-18 no tecido renal na caracterizagdo do tempo de indugdo da LRA em

camundongos Swiss
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Os valores representam a expresséo génica de KIM-1 (A) e IL-1B (B) na inducdo da LRA por VCM.
Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max). P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. A
andlise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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A Figura 17 mostra que a expressao génica de superoxido dismutase
(SOD-1) foi diminuida pela inducdo de VCM nos trés periodos de tempos
analisados: 3 dias [0,50 (0,25-0,89)], 5 dias [0,43 (0,35-0,45)] e 7 dias [0,37
(0,24-0,64)] versus ao grupo CTR [0,97 (0,63-2,71)].

Figura 17 - Administracdo de Vancomicina atenua a expressao génica de SOD-1 no

tecido renal na caracterizacdo do tempo de inducdo da LRA em camundongos
Swiss.
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Os valores representam a expressdo génica de SOD-1 na inducdo da LRA por VCM. Os
resultados foram reportados pelas medianas (min-méx). P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. A
andlise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.

Ao avaliar a expressao génica da hemoxigenase-1 (HO-1), foi observado
que a administracdo de VCM foi capaz de aumentar de forma significativa a sua
expressdo nos periodos de indugdo: 3 dias [5,38 (1,79-9,63)], 5 dias [5,64
(3,74-11,7)] e 7 dias [3,82 (2,54-7,87)] quando comparados ao CTR [0,87 (0,64-1,17)]
conforme mostrado na Figura 18.
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Figura 18 - Administracdo de Vancomicina aumentou a expressao génica de HO-1
no tecido renal na caracterizacdo do tempo de inducdo da LRA em camundongos
Swiss
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Os valores representam a expressao génica de HO-1 na inducé@o da LRA por VCM. Os resultados
foram reportados pelas medianas (min-méax). P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. A andlise foi
realizada pelo teste Mann-Whitney.

5.1.5 Vancomicina altera as estruturas histoldgicas na inducdo da LRA em

camundongos Swiss

A avaliacao histopatologica foi realizada com base nos seguintes escores:
ausente (0), leve (1), moderado (2), grave (3) e severo (4) como demonstrado na
Tabela 04. Foi possivel observar que o grupo controle (Figura 19A) nao apresentou
alteracOes estruturais. O tempo de inducdo de 3 dias apresentou alteracdes de
moderadas/grave, mas de forma nao significativa em comparac¢ao ao grupo controle
(Figura 19B). J& os periodos de 5 e 7 dias apresentam alteracbes histologicas
semelhantes de grave a severo (Figura 19C e D).
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Figura 19 - Administracao de Vancomicina altera as analises histopatolégicas no

As figuras expressam a morfologia dos tecidos representativos dos seguintes grupos: A (Salina), B
(VCM 3 dias), C (VCM 5 dias) e D (VCM 7 dias). Dilatacéo tubular (Seta preta); Necrose de células
epiteliais (seta verde), elencos hialinos (seta azul), infiltrado inflamatoério (seta amarela)

Tabela 04 - Administragdo de Vancomicina altera as estruturas histolégicas no tecido
renal na caracterizacao do tempo de inducdo da LRA em camundongos Swiss

Perda de Edema Dilatacao Necrose Infiltrado Cilindros

Grupo borda intersticial tubular epitelial inflamatoério Hialinos
Controle 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0)
VCM 3D 2 (2-3) 2(1-2) 3(2-3) 2(1-3) 2 (0-2) 3(2-3)

VCM 5D 4 (4-4)# 3(2-3)# 4 (4-4) # 4 (4-4) # 3(3-3)# 4 (4-4) #

VCM 7D 4 (4-4) # 3(3-3)# 4 (4-4) # 4 (4-4) # 3(2-3)# 4(3-4)#

Os valores representam 0s scores microscopicos das alteragdes morfoldgicas na indugdo da LRA por
VCM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max). #P< 0,05 em relagéo ao grupo CTR.
A analise foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s.
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5.1.6 Variabilidades dos compostos organicos (metabdlicos) plasmaticos por

RMN em diferentes tempos induc¢éo de vancomicina

A andlise 1H RMN acoplada ao método quimiométrico supervisionado por
PLS- DA foi realizada para avaliar a variabilidade dos compostos organicos no
plasma sanguineo de camundongos sob diferentes tempos de tratamentos: controle
(sem vancomicina ap0s 3, 5 e 7 dias); e sob influéncia da vancomicina durante 3,5 e
7 dias de tratamento. Inicialmente foi avaliada a variabilidade natural dos compostos
organicos no plasma sanguineo de 3 a 7 dias, ou seja, sem o efeito da vancomicina
(grupos controle). A Figura 20 ilustra os respectivos resultados da classificacédo
multivariada de acordo com a evolucdo do periodo.

Os resultados da classificacdo apresentados na Figura 20ab revelaram
claramente a diminuicdo do &cido lactico e dos &cidos graxos insaturados (cargas
negativas de LV1) em camundongos controle com a progressao do periodo, de 3a 7
dias de experimento. Além disso, o0 sistema de pontuagdo mostrou maior diferenca
desses compostos acima mencionados de 3 a 5 dias de experimento do que de 5 a
7 dias (ambos com pontuacdes LV1 positivas). Informacdes relevantes sobre o eixo
LV2 foram as maiores quantidades de acido lactico e menores quantidades de
acidos graxos saturados e insaturados em camundongos controle durante 7 dias de
experimento (pontuagcbes positivas de PC2) em comparacdo com aqueles
camundongos durante 5 dias em pontuacdes negativas de PC2. A Figura 20c ilustra
gue apesar das amostras de plasma apresentarem altos erros de classificacédo
(residuos Q), elas néo influenciaram negativamente a analise devido a influéncia

relativa baixa da modelagem (Hotelling T2).



Figura 20 - Resultados PLS-DA de plasma sanguineo de camundongos controle
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NOTA: a) sistema de coordenadas de pontuagdo 2D (LV1 x LV2), amostras apés 3 dias de
tratamento em vermelho, 5 dias em azul, e 7 dias em verde; b) cargas relevantes para classificacao
das amostras; c¢) Residuos Hotelling T2 x Q.

Apds a compreensdo da variabilidade dos compostos de acordo com a

avaliacdo do periodo natural (sem o efeito da vancomicina), foram desenvolvidas

modelagens de classificacdo considerando apenas camundongos que foram

submetidos a inducdo de LRA por VCM (3, 5 e 7 dias) que foram utilizadas como

variaveis categoricas (classes de amostras) plotados na Figura 21.
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Figura 21 - Resultados PLS-DA de plasma sanguineo de camundongos na inducéo

de LRA por VCM
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Residuos Hotelling T2 x Q.

A Figura 21 mostrou efeito semelhante na inducdo de VCM nos periodos

de tempo de 5 e 7 dias pela tendéncia de agrupamento em escores positivos de

LV1, que ocorreu por maiores quantidades de glicose, creatinina e citrato. O plasma

sanguineo de camundongos no periodo de 3 dias agrupou-se em pontuagdes

negativas de LV1 e LV2 por maiores quantidades de &cidos graxos insaturados e

saturados. O eixo LV3 foi importante para enfatizar a separacdo das amostras com
base na duracdo do tempo de indugdo com VCM.
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5.2 O tratamento com [8]-Gingerol e Metilsulfanilmetano na lesdo renal aguda

por Vancomicina.

A partir dos resultados apresentados anteriormente na caracterizagédo do
tempo de inducdo da LRA por VCM, optamos por utilizar o tempo de 7 dias para
inducdo da LRA para dar seguimento aos grupos experimentais de tratamento com
[8]-Gingerol (8G) na dose 40mg/kg/dia e MSM nas doses 1g/kg/dia e 1,5g/Kg/dia em
grupos de animais distintos. Os dados a seguir representam os resultados obtidos.

5.2.1 Os tratamentos com 8G e MSM atenuam o Peso renal na inducdo da LRA
por VCM.

Na Figura 22 representa os efeitos dos compostos 8G e MSM no peso
renal desencadeado pela VCM. Podemos observar uma diferenca significativa entre
o grupo CTR (327,3 = 11,81 mg/20g de peso animal) e o grupo VCM (542,6 + 12,52
mg/20g de peso animal) e que os tratamentos com 8G (433,6 £ 22,71 mg/20g de
peso animal) e MSM na dose 1,5g/dia (421,9 + 22,76 mg/20g de peso animal)
reduziram o dano quando comparados ao grupo lesdo e que a dose 1g/dia de MSM

(516,3 + 16,59 mg/20g de peso animal) ndo apresentou reducao significativa.

5.2.1 Os tratamentos com 8G e MSM melhoram os parametros bioquimicos de

funcéo renal nainducédo da LRA por VCM.

A administracdo de VCM aumentou significativamente os niveis de
creatinina (0,526 + 0,018 mg/dL) em comparacao ao seu grupo CTR (0,313 = 0,024
mg/dL), em contrapartida, os tratamentos com 8G (0,326 + 0,018 mg/dL), MSM
1lg/dia (0,038 + 0,030 mg/dL) e MSM 1,5g/dia (0,291 + 0,024 mg/dL) atenuaram de

forma significativa os niveis plasmaticos de creatinina (Figura 23A).
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Figura 22 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano atenuam o Peso Renal na inducao da

LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam o peso renal na inducdo da LRA por VCM e dos tratamentos com 8G e MSM.
Os resultados foram reportados pelas médias + EPM. #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. *P< 0,05

em relacao ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA seguido por Bonferroni.

Ao avaliar os niveis plasmaticos de ureia, observa-se que a VCM (139,3 +

11,03 mg/dL) foi capaz de aumentar significativamente a sua concentracdo em

relacdo ao grupo CTR (43,8 = 2,33 mg/dL) e que ambos os tratamentos avaliados

foram capazes de reduzir as concentracdes de ureia: 8G (51,71 + 4,59 mg/dL), MSM
lg/dia (102,2 + 7,77 mg/dL) e MSM 1,5g/dia (59,00 + 6,33 mg/dL), conforme

apresentado na Figura 23B.
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Figura 23 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano atenuam os niveis de creatinina e ureia

plasmatica na inducdo da LRA por VCM em camundongos Swiss.
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Os valores representam os niveis plasmaticos de creatinina (A) e ureia (B) na inducao da LRA por
VCM e dos tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM. #P<
0,05 em relacdo ao grupo CTR. *P< 0,05 em relacdo ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo teste
1 way ANOVA seguido por Bonferroni.
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5.2.3 Os tratamentos com 8G e MSM melhoram o volume de urina excretada,

Clearance de creatinina e proteina urinaria na inducéo da LRA por VCM.

A Figura 24 apresenta os dados do volume de urina excretada em 24
horas. Podemos observar que administragdo de VCM (3603 * 417,4 uL/24h) e o
grupo tratamento MSM 1g/dia (3983 +496,9 pL/24h) foram capazes de aumentar
esse fluxo em comparacéo ao grupo CTR (1254 + 213,0 pL/24h) Ja os tratamentos
com 8G (1209 * 240,3 pL/24h) e MSM na dose 1,5g/dia (1060 + 232,6 uL/24h)

reduziram esse volume em comparagéo ao grupo VCM.

Figura 24 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano alteram dos parametros de volume

urinério de 24 horas na inducéo da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam o volume urinario excretado em 24 horas na induc¢éo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM. #P< 0,05 em
relacdo ao grupo CTR. *P< 0,05 em relagdo ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo teste 1 way
ANOVA seguido por Bonferroni.

Para o Clearance de Creatinina foram observados os seguintes resultados
apresentados na Figura 25 a seguir. Podemos observar que esse parametro nao foi
modificado estatisticamente pela administracdo de VCM e pelos tratamentos com 8G
e MSM, mas percebe-se uma reducdo de aproximadamente de 41,65% na média do

grupo VCM (0,00388 + 0,00041 mL/min por g peso animal) em relagcdo ao grupo
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CTR (0,00665 = 0,00049 mL/min por g peso animal) e tratamentos apresentaram
uma melhora do Clearance de Creatinina de aproximadamente 46%, 74,90% e
52,32% respectivamente para os grupos 8G (0,005665 = 0,00011 mL/min por g peso
animal, MSM 1g/dia (0,006786 = 0,00069 mL/min por g peso animal e MSM 1,5g/dia
(0,00591 £+ 0,00011 mL/min por g peso animal em relacéo ao gripo VCM.

Figura 25 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano melhoram os valores de Clearance de
Creatinina na inducéao da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam o Clearance de Creatinina na indugdo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM. A andlise foi realizada pelo
teste 1 way ANOVA seguido por Bonferroni.

Pode-se observar na Figura 26 que VCM (6,307 = 0,7629 mg/dL/24h)
apresentou uma perda significativa da proteina urinaria em relacdo ao grupo CTR
(2,357 £ 0,4817 mg/dL/24h). O tratamento com 8G (2,136 + 0,4454 mg/dL/24h) e
MSM na dose 1,5g/dia (2,687 + 0,7170 mg/dL/24h) foram capazes de reduzir
significativamente essa perda de proteina na urina em relacédo ao grupo VCM, o que
nao foi observado com o MSM na dose 1g/dia (6,017 £ 0,7196 mg/dL/24h).



71

Figura 26 - [8]-Gingerol e Metilsulfoniimetano atenuam a excrecdo de proteina

urinaria na inducéo da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a excre¢éo de proteina urinaria na LRA por VCM e dos tratamentos com 8G
e MSM. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM. #P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR.

*P< 0,05 em relacdo ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA seguido por
Bonferroni.

5.2.4 Os tratamentos com 8G e MSM reduzem a atividade de MPO na inducéo
da LRA por VCM.

Na Figura 27 observa-se que a VCM (11,63 + 0,7698 UMPO/mg de
tecido) aumentou significativamente a atividade de MPO em comparacdo ao grupo
CTR (4,570 £ 0,5606 UMPO/mg de tecido). Os tratamentos com MSM nas doses
1lg/dia (8,513 + 0,3937 UMPO/mg de tecido) e 1,5¢g/dia (6,540 + 1,008 UMPO/mg de
tecido) reduziram a atividade de MPO em relacdo ao grupo VCM. O tratamento 8G
(9,619 + 1,577 UMPO/mg de tecido) ndo apresentou diferenca significativa, mas uma
reducgéo de 17,30% na média de atividade de MPO em relagéo ao grupo VCM.
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Figura 27 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano reduzem a atividade de MPO na

inducédo da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a atividade de MPO na LRA por VCM e dos tratamentos com 8G e MSM. Os
resultados foram reportados pelas médias + EPM. #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. *P< 0,05 em
relacdo ao grupo VCM. A analise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA seguido por Bonferroni.

5.2.5 Os tratamentos com 8G e MSM modulam a expressdo génica de

biomarcadores precoce nainducéo da LRA por VCM.

Ao investigar os efeitos dos tratamentos com 8G e MSM a niveis de
expressdo molecular, observa-se na Figura 28A que a VCM [3,6 (2,08-6,36)], assim
como os tratamentos com 8G [2,75 (1,59-3,86)] e MSM nas doses 1g/dia [2,49
(1,18-4,89)] e 1,5g/dia [1,81 (1,33-2,49)] aumentaram estatisticamente a expressao
génica de KIM- 1 em comparag¢do ao grupo CTR [0,89 (0,35-1,62)]. Quando se
comparou com grupo VCM [1,13 (0,65-2,00)], percebe-se que somente o tratamento
MSM 1,5¢g/dia [0,57 (0,42-0,78)] foi capaz de reduzir significativamente a expressao

de KIM-1, conforme observado na Figura 28B.
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Figura 28 - [8]-Gingerol e Metilfenilmetano modulam a expresséo génica de KIM-1 na
inducédo da LRA por VCM em camundongos Swiss.
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Os valores representam a expressdo génica de KIM-1 na indu¢éo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A) Expressao génica
de KIM-1 em relagéo ao grupo CTR. B) Expresséo génica de KIM-1 em relagdo ao grupo VCM. #P<

0,05 em relagao ao grupo CTR. *P<0,05 em relagdo ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo teste
Mann- Whitney.
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Ao avaliar a expresséo génica de NGAL, foi observado que a inducéo da
LRA por VCM [229,2 (168,9-437,5)] e os tratamentos como os compostos 8G [157,5
(123,1-307,5)] (123,1-307,5)] e MSM nas doses 1l1g/dia [111,1 (89,77-143,6)] e
1,5g/dia [69,86 (42,52-124,4)] aumentaram significativamente a expressao génica de
NGAL em relacdo ao grupo CTR [0,89 (0,18-1,35)] (Figura 29A). Mas quando se
compara a expressao génica dos grupos tratamentos com o grupo VCM, observa-se
gue os compostos 8G [0,70 (0,17-0,96)] e MSM nas doses 1g/dia [0,55 (0,45-0,71)] e
1,5g/dia [0,35 (0,21-0,62)] atenuam a expressao génica de NGAL em comparacéo
ao grupo VCM [1,14 (0,84- 2,17)], conforme apresentado na Figura 29B.

Figura 29 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressdo génica de
NGAL na indugéo da LRA por VCM em camundongos Swiss

A

500+ T

400+

3004 I ! E—
3007

2004

Expressao relativa NGAL

Vancomicina 400mg/kg/dia

Os valores representam a expressao génica de NGAL na inducéo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A) Expressédo génica
de NGAL em relagdo ao grupo CTR. #P< 0,05 em relacéo ao grupo CTR. A analise foi realizada pelo
teste Mann-Whitney.
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Figura 29 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressdo génica de

NGAL na inducéo da LRA por VCM em camundongos Swiss (Continuacéo)
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Os valores representam a expressao génica de NGAL na inducdo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — méx). B) Expressédo génica
de NGAL em relacdo ao grupo VCM. *P<0,05 em relagdo ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo
teste Mann-Whitney.

5.2.6 Os tratamentos com 8G e MSM modulam a expressdo génica de

marcadores inflamatérios na inducao da LRA por VCM

Na Figura 30A observa-se um aumento significativo na expressao génica
de IL-1B nos grupos VCM [7,045 (3,03-20,35)], 8G [4,61 (2,70-8,50)] e MSM
lg/dia [3,05 (1,40-9,08)] em relagéo ao grupo CTR [1,09 (0,35-2,97)], mas o grupo
MSM 1,5¢g/dia [2,84 (2,18-7,09)] n&o apresentou diferenca com o grupo CTR. Porém
na Figura 30B, ao comparar os tratamentos com 8G [1,02 (0,49-2,52)], MSM 1g/dia
[0,63 (0,29-1,63)] e MSM 1,5¢g/dia [0,51 (0,39-1,27)], foram observados que somente
os tratamentos com MSM apresentaram reducdo significativa na expressdo génica
de IL-1B em relagdo ao grupo VCM [1,33 (0,73-3,65)], tal resultado nao foi
encontrado com o tratamento com 8G.
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Figura 30 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expresséo génica de IL-13
na inducao da LRA por VCM em camundongos Swiss.
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Os valores representam a expressao génica de IL-1p na inducéo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A) Expressédo génica
de IL-1B em relagdo ao grupo CTR. B) Expressdo génica de IL-1B em relagdo ao grupo VCM. #P<
0,05 em relagdo ao grupo CTR. *P<0,05 em relacéo ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo teste
Mann- Whitney.
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Ao avaliar a expressdo génica de TNFa, podemos observar na Figura
31A que todos os grupos avaliados aumentaram a sua expressao génica: VCM
[2,58 (1,83- 3,77)], 8G [1,82 (0,93-2,78)], MSM 1g/dia [2,44 (0,97-3,34)] e MSM
1,5¢g/dia [2,02 (1,97-2,35)] em relacdo ao grupo CTR [1,02 (0,53-1,91)]. Porém ao
comparar os grupos tratamentos 8G [0,77 (0,40-1,18)], MSM 1g/dia [1,04 (0,41-1,42)]
e MSM 1,5¢g/dia [0,86 (0,84-1,18)] com o grupo VCM [1,09 (0,78-1,60)], observou-se
gue somente os tratamentos com 8G e MSM na dose 1,5g/dia foram capazes de

atenuarem a expressao de TNFa, conforme observado na Figura 31B.

Figura 31 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressdo génica de TNFa

na inducao da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressdo génica de TNFa na inducdo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — méax). A) Expressao génica
de TNFa em relagédo ao grupo CTR. #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. A analise foi realizada pelo
teste Mann-Whitney.
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Figura 31 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expresséo génica de TNFa

na inducado da LRA por VCM em camundongos Swiss (Continuagao)
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Os valores representam a expressdo génica de TNFa na indugdo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). B)
Expressdo génica de TNFa em relagao ao grupo VCM. *P<0,05 em relagado ao grupo VCM. A
andlise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.

A Figura 32A demonstra um aumento significativo na expresséo génica
de CXCL-1 nos grupos VCM [107,4 (43,99-484,1)], 8G [294,4 (93,59-458,7)],
MSM 1g/dia [50,28 (13,64-76,71)] e MSM 1,5g/dia [34,4 (13,85-69,61)] em
comparacao ao grupo CTR [0,92 (0,71-1,05)]. Quando se realizou a comparacao
com grupo VCM [1,16 (0,48-5,23)], os tratamentos com MSM nas doses 1g/dia [0,54
(0,15-0,83)] e 1,5g/dia [0,37 (0,15-075)] reduziram significativamente a expressao
desse gene, mas o contrario foi observado no grupo 8G [3,18 (1,01-4,95)], conforme

demonstrado na Figura 32B.
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Figura 32 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressdo génica de
CXCL-1 na inducao da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressdo génica de CXCL-1 na inducdo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A)
Expressao génica de CXCL-1 em relacdo ao grupo CTR. B) Expresséo génica de CXCL-1 em relagéo
ao grupo VCM. #P< 0,05 em relagéo ao grupo CTR. *P<0,05 em relacdo ao grupo VCM. A analise foi
realizada pelo teste Mann-Whitney.
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Pode-se verificar na Figura 33A que somente os grupos VCM [1,86 (1,06-
3,87)] e MSM na dose 1lg/dia [1,64 (0,74-2,49)] apresentaram aumento
significativo na expressao génica de NFkBp65 quando comparados ao grupo CTR
[1,17 (0,49-1,58)], mas né&o foi observado o aumento dessa expressdo nos grupos
tratamentos com 8G [1,018 (0,52-1,80)] e MSM na dose 1,5g/dia [1,22 (0,78-1,62)].
Ao avaliar os grupos tratamentos em relacdo ao grupo lesdo VCM (Figura 33B),
observa-se que os tratamentos com 8G [0,60 (0,28-1,00)] e MSM na dose 1,5g/dia
[0,67 (0,43-0,89)] atenuaram de forma significativa a expressao génica de NFkBp65
em comparacdo ao grupo VCM [1,02 (0,59-2,14)], porem 0 mesmo nado foi
observado no grupo MSM na dose 1g/dia [0,90 (0,41-1,38)].

Figura 33 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressdo génica de
NFkBp65 na indugcédo da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressdo génica de NFkBp65 na indugdo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A)
Expressdo génica de NFkBp65 em relagdo ao grupo CTR. #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. A
andlise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 33 - [8]-Gingerol e Metilfenilmetano modulam a expressao génica de NFKBp65 na
inducédo da LRA por VCM em camundongos Swiss (Continuacgéo)
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Os valores representam a expressao génica de NFkBp65 na indugcdo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — méax). B)
Expressao génica de NFkBp65 em relagao ao grupo VCM. *P<0,05 em relagado ao grupo VCM. A
analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.

5.2.7 Os tratamentos com 8G e MSM modulam a expressdo génica de
marcadores antioxidantes na indug¢éo da LRA por VCM

Na Figura 34A observa-se que a VCM [0,76 (0,36-0,92)] foi capaz de
reduzir de forma significativa a expressao génica de SOD-1 quando comparado com
grupo CTR [1,00 (0,73-1,75)] e que os tratamentos com MSM na dose 1g/dia [0,70
(0,44- 0,93)] e 1,5¢g/dia [0,63 (0,45-0,97)] ndo foram capazes de reverter tal reducéo.
O contrario foi observado no grupo 8G [0,97 (0,73-1,43)], pois ndo se diferenciou do
grupo CTR. Ao se comparar os tratamentos com grupo VCM, somente o tratamento
com 8G [1,25 (0,94-1,85)] foi capaz de aumentar a expressao de SOD-1, porém os
tratamentos com MSM nas doses lg/dia [0,91 (0,57-1,20)] e 1,5g/dia [0,82
(0,58-1,25)] ndo modularam a sua expressao, isso quando comparados com grupo
VCM [0,98 (0,47-1,19)], como apresentado na Figura 34B.
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Figura 34 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expresséo génica de SOD-

1 na inducao da LRA por VCM em camundongos Swiss.

A
‘_|| 20'
)
3
1.5-
s . ? N
E 1.0 . .
(O] .UA
b T ]
% 0.54 1 T
2 i
X
W 0.0 T T T T T
& R
v ) &
S > W
< ¥ &
Vancomicina 400mg/kg/dia
B
*
~ 2.01
A —_—
3
S 1.54
2
% T T
@ 1.04 | | I
Q
D —1 I
g 0.5- S
o
x
W o0 . T T T
& & &
RS & O
S Q7 W
A\ ¥ RY

Vancomicina 400mg/kg/dia

Os valores representam a expressdo génica de SOD-1 na inducdo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A)
Expressdo génica de SOD-1 em relagdo ao grupo CTR. B) Expressédo génica de SOD-1 em relagéo
ao grupo VCM. #P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. *P<0,05 em relagdo ao grupo VCM. A analise foi
realizada pelo teste Mann- Whitney.
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Quanto a expressao génica de HO-1, observa-se na Figura 35A um aumento
significativo na expressao do gene no grupo VCM [2,12 (1,09-4,08)] em relacéo ao
grupo CTR [0,86 (0,55-1,07)], porém o mesmo ndo foi observado nos grupos
tratamentos com 8G [0,94 (0,37-1,38)], MSM nas doses 1g/dia [1,15 (0,33-2,24)] e
1,5g/dia [0,58 (0,40-1,35)]. Ao comparar com o grupo VCM [1,07 (0,55-2,06)],
percebe-se uma diminuicdo na expressado nos grupos 8G [0,48 (0,19-0,70)] e MSM
na dose 1,5g/dia [0,29 (0,20-0,68)], mas nao foi observada essa diminuicdo no grupo
MSM na dose 1g/dia [0,58 (0,15-1,43)] (Figura 35B).

Figura 35 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressao génica de HO-1
na inducao da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressao génica de HO-1 na inducdo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A) Expressédo génica
de HO-1 em relacdo ao grupo CTR. #*P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. A andlise foi realizada pelo
teste Mann-Whitney.
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Figura 35 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressdo génica de HO-1

na inducdo da LRA por VCM em camundongos Swiss (Continuacao)
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Os valores representam a expressao génica de HO-1 na inducdo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). B) Expressado génica

de HO-1 em relagdo ao grupo VCM. *P<0,05 em relacdo ao grupo VCM. A andlise foi realizada pelo
teste Mann-Whitney.

Na Figura 36A representa a analise da expressado génica de NrF-2, pode-
se observar que estatisticamente nao ocorreu diferenca entre os grupos VCM [1,75
(1,24- 2,93)], 8G [1,47 (1,17-2,20)], MSM 1g/dia [1,42 (0,98-2,18)] e MSM 1,5¢g/dia
[1,78 (1,44-2,60)] em relagdo ao grupo CTR [1,06 (0,50-1,99)] e o mesmo foi
observado quando se compara 0s grupos tratamentos: 8G [1,05 (0,84-1,57)], MSM
lg/dia [1,05 (0,70-1,55)] e MSM 1,5¢g/dia [1,27 (1,03-1,86)] com o grupo VCM [1,25
(0,89-2,09)] (Figura 36B).
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Figura 36 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expressdo génica de NrF-2

na inducdo da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressao génica de NrF-2 na inducéo da LRA por VCM e dos tratamentos
com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — méax). A) Expressao génica
de NrF-2 em relacdo ao grupo CTR. B) Expressao génica de NrF-2 em relacéo ao grupo VCM.
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5.2.8 Os tratamentos com 8G e MSM modulam a expressdo génica dos
marcadores SIRT-1 e STAT-3 na inducédo da LRA por VCM

Conforme apresentado na Figura 37A, observa-se um aumento
significativo na expressdo de SIRT-1 no grupo VCM [4,90 (1,22-10,69)] e no grupo
tratamento com 8- G [2,92 (0,80-8,17)], mas ndo se observou esse aumento nos
grupos tratamento com MSM nas doses 1g/dia [1,94 (1,32-2,73)] e 1,5g/dia
[1,51 (0,69-3,79)], quando comparados ao grupo CTR [1,35 (0,19-2,85)]. Como
demonstrado na Figura 37B, a expressao de SIRT-1 foi atenuada de forma
significativa nos grupos tratamento com MSM nas doses 1g/dia [0,79 (0,54-1,11)] e
1,5g/dia [0,62 (0,28-1,54)] em comparagcdo com grupo VCM [1,99 (0,50-4,35)],
porém nao verificou essa atenuacéo no grupo 8G [1,19 (0,33-3,32)]

Figura 37 - [8]-Gingerol e Metilsulfonilmetano modulam a expresséo génica de SIRT-
1 nainducgéo da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressdo génica de SIRT-1 na inducdo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — méax). A)
Expresséo génica de SIRT-1 em relacdo ao grupo CTR. #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. A andlise
foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 37 - [8]-Gingerol e Metilfenilmetano modulam a expressao génica de
SIRT-1 na inducédo da LRA por VCM em camundongos Swiss (Continuacao)
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Os valores representam a expressdo génica de SIRT-1 na indu¢do da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — méax). B)
Expressdo génica de SIRT-1 em relagdo ao grupo VCM. *P<0,05 em relacdo ao grupo VCM. A
andlise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.

Ao analisar a expressao génica de STAT-3, percebe-se um aumento
significativo no grupo VCM [3,21 (1,87-5,66)] em relacdo ao grupo CTR [1,24 (0,36-
1,61)], porém esse aumento ndo foi observado nos grupos tratamentos com 8G
[1,84 (0,78-2,52)] e MSM nas doses 1g/dia [1,73 (0,58-2,03)] e 1,5g/dia [1,17
(0,60-1,67)], conforme apresentado na Figura 38A. Ao realizar a comparagdao com
grupo VCM [1,63 (0,95-2,88)], percebe-se que ambos os tratamentos: 8G [0,81
(0,40-1,24)], MSM 1g/dia [0,88 (0,29-1,03)] e MSM 1,5g/dia [0,60 (0,30-0,85)] foram
capazes de impedir a ativacdo de STAT-3 observado no grupo VCM (Figura 38B).
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Figura 38 - [8]-Gingerol e Metilfenilmetano modulam a expresséao génica de STAT-3
na inducdo da LRA por VCM em camundongos Swiss.
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Os valores representam a expressdo génica de STAT-3 na inducdo da LRA por VCM e dos
tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min — max). A)
Expresséo génica de STAT-3 em relacdo ao grupo CTR. #P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. B)
Expressao génica de STAT- 3 em relagdo ao grupo VCM. *P<0,05 em relacdo ao grupo VCM. A
analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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5.2.9 Os tratamentos com 8G e MSM alteram a expressao proteica de IL-18,
NFkB e Janus Quinase (JNK) na indugcao da LRA por VCM

Ao avaliamos a expressao proteica, identificamos que os niveis de NFkB,
IL-18 e JNK se alteram significativamente entre os grupos, conforme demonstrados
nas Figuras 39A, 39B e 39C. Podemos observar que o grupo VCM aumentou 0s
niveis de NFkB [0,06 (0,04-0,13)] e JNK [0,57 (0,30-0,98)] em compara¢do aos seus
respectivos grupos controles [0,01 (0,001-0,04)] e [0,098 (0,01-0,13)]. Nao foi
observado uma alteracéo significativa no aumento do nivel de IL-1p3 entre 0 grupo
VCM e CTR. O composto 8G foi Unico capaz de atenuar significativamente o
aumento dos niveis de NFkB [0,008 (0,001-0,04)], IL-18 [0,007 (0,004-0,028)] e JNK
[0,024 (0,14-0,70)] em comparacao aos seus respectivos grupos VCM [0,06 (0,04-
0,13)], [0,05 (0,035-0,18)] e [0,57 (0,30-0,98)].

Figura 39 - [8]-Gingerol e Metilfeniimetano atenuam os niveis de expresséo proteica
de NFkB, IL-18 e JNK na indug&o da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressao proteica de NFkB (A), IL-18 (B) e JNK (C) na indugdo da LRA
por VCM e dos tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min —
max). #P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. ‘P< 0,05 em relagéo ao grupo VCM A andlise foi realizada
pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 40 - [8]-Gingerol e Metilfenilmetano atenuam os niveis de expressao proteica

de NFkB, IL-18 e JNK na inducdo da LRA por VCM em camundongos Swiss
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Os valores representam a expressao proteica de NFkB (A), IL-18 (B) e JNK (C) na indugdo da LRA
por VCM e dos tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min —
max). #P< 0,05 em relacdo ao grupo CTR. "P< 0,05 em relagdo ao grupo VCM A andlise foi realizada

pelo teste Mann-Whitney.
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5.2.10 Os tratamentos com 8G e MSM alteram as estruturas histoldgicas na
inducédo da LRA por VCM

A avaliagdo histopatoldgica foi realizada com base nos seguintes escores:
ausente (0), leve (1), moderado (2), grave (3) e severo (4) como demonstrado na
Tabela 05. Foi possivel observar que o grupo controle (Figura 40A) ndo apresentou
alteracOes estruturais. O grupo VCM (Figura 40B) apresentou alteracbes de
leve/grave se diferenciando estatisticamente para perda de borda, dilatagéo tubular,
necrose tubular, infiltrado inflamatério e cilindros hialinos em comparacao ao grupo
controle. Os grupos tratamentos com 8G e MSM (Figura 40C, D e E) apresentaram
leve alteracbes nos parametros analisados, se diferenciando significativamente na

perda de borda em relag&o ao grupo VCM.

Tabela 05 - [8]-Gingerol e Metilfeniimetano atenuam as alteragdes histopatoldgicas

no tecido renal na inducédo da LRA por VCM em camundongos Swiss

Perda Edema Dilatac&o | Necrose Infiltrado | Cilindros
Grupo de intersticial | tubular epitelial | inflamatorio | Hialinos
borda
Controle | 1(1-1) 1(1-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

VCM | 3(33)" | 1(1-2) | 3(2-3)° |15(12F| 1(1-2)F 1 (1-2)

8G 10" | 1@ [15@-3F | 1(0-2F 1 (0-1) 1 (0-1)

MSM | 111y | 1(1-1) 1(1-2) | 1127 1(1-1) 1(1-1)
1g/dia

MSM 1 (1_1)* 1(1-2) 1(1-3) 1(1-1)* 1(1-1)* 1(1-1)*
1,5g/dia

Os valores representam os escores microscopicos das alteragdes morfologicas na inducao da LRA
por VCM e dos tratamentos com 8G e MSM. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-
max). #¥P< 0,05 em relagdo ao grupo CTR. *P< 0,05 em relacdo ao grupo VCM. A andlise foi realizada
pelo teste Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn’s.
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Figura 40 - [8]-Gingerol e Metilsulfoniimetano atenuam as alteracdes histopatolégicas

no tecido renal na inducédo da LRA por VCM em camundongos Swiss

As figuras expressam a morfologia dos tecidos representativos dos seguintes grupos: A (Controle), B
(VCM), C (MSM 1g/dia + VCM) e D (MSM 1,5g/dia + VCM) e E (8G + VCM). Dilatagdo tubular (Seta
preta); Necrose de células epiteliais (seta verde), elencos hialinos (seta azul), infiltrado inflamatério
(seta amarela)



Tabela 06 - Resumo dos resultados encontrados na pesquisa

GRUPO RESULTADO ENCONTRADO
PR, CRE, URE, VO, PU, MPO, KIM-1,
I NGAL, IL-1B, TNFa, CXCL-1, NFkBp65,
LRA (VCM) HO-1, SIRT-1, STAT-3, JNK
l |csH sopt
l PR, CRE, URE, VO, PU, NGAL, TNFa,
NFkBp65, STAT-3, IL-18, INK
[8]-gingerol T |sop1 skra
l CRE, URE, MPO, NGAL, IL-1B, CXCL-1,
MSM 1g/dia SIRT-1, STAT-3
PR, CRE, URE, VO, PU, MPO, KIM-1,
MSM 1,5¢g/dia l NGAL, IL-1B, TNFa, CXCL-1, NFkBp65,

HO-1, SIRT-1, STAT-3

Fonte: Elaborado pelo Autor. PR: peso renal; CRE: creatinina; URE: ureia; VO:

volume urinario; PU: proteina urinaria
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6 DISCUSSAO

A véncomicina (VCM) é um dos antibiéticos mais utilizados em ambiente
hospitalar, sendo responsavel por aproximadamente 35% dos pacientes
hospitalizados por infec¢des. Dentre os varios efeitos colaterais da VCM, destaca-se
a nefrotoxicidade, que pode ocorrer em 5% a 43% dos pacientes que utilizam este
antibiético (KAN et al., 2022). O presente estudo teve como objetivo, estabelecer um
modelo animal de lesdo renal aguda (LRA) induzida por VCM em camundongos
Swiss machos e avaliar o potencial nefroprotetor do [8]-gingerol e do
metilsulfoniimetano (MSM).

O composto [8]-gingerol e 0 MSM foram escolhidos como possiveis
atenuantes da LRA induzida por VCM em virtude de suas atividades antioxidantes e
anti-inflamatérias ja descritas na literatura. O [8]-gingerol e os demais gingerois ja
foram objeto de estudo por nosso grupo de pesquisa, demonstrando seu papel
protetor na cistite hemorragica induzida por ifosfamida e na LRA induzida por
gentamicina, sepse e cisplatina (Rodrigues et al., 2014; Rodrigues et al., 2018;
Santos, 2019; Silva, 2021; Ferreira et al., 2023).

Como ja descrito, foi realizado um experimento inicial para estabelecer o
tempo ideal de inducdo da LRA por VCM. Foram analisados os periodos de 3,5 e 7
dias e realizados alguns parametros de analises, a fim de determinar a LRA, foram
estes: peso renal, creatinina e uréia plasmaticas, MPO, GSH, marcadores
moleculares de LRA, inflamacdo e atividade antioxidante, além de alteracdes
morfolégicas no tecido renal e variabilidade de compostos organicos plasmaticos.

Foi observado que houve um aumento significativo no peso renal nos
periodos de 5 e 7 dias. Esse achado corrobora com dados descritos em outros
estudos na literatura ao demonstrar o aumento do peso renal em camundongos que
receberam administracdo de VCM (Takigawa et al., 2017; Takigawa et al., 2019; Yin
et al.,, 2023). A creatinina e ureia plasmatica sao utilizadas como biomarcadores
clinicos da avaliacdo da lesdo renal e, no presente estudo. ambos 0s parametros
bioquimicos foram alterados pela VCM, resultado esse semelhante ja observado em
experimentacdo animal e na clinica (Velez et al., 2018; Takigawa et al., 2019; He et
al., 2021; Kellum et al., 2021; Altowayan et al., 2023; Deng et al., 2023).

Para avaliar o estresse oxidativo utilizamos a identificacdo do conteudo

de GSH como biomarcador, ja que em sua forma reduzida, pode eliminar EROs
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(Couto et al.,, 2016; Hegazy et al.,, 2016). J& o MPO foi utilizado como um
biomarcador indireto da inflamacao tecidual, por ser uma enzima presente nos
granulos azurdfilos de neutréfilos (Aratani, 2018). Tem sido observado em outros
estudos que a LRA causada por VCM reduz os niveis de GSH no tecido renal de
ratos, assim como aumenta os niveis de MPO tecidual desses animais (Elaidy, 2013;
Kandemir et al., 2018; Raza; Naureen, 2020), conforme encontrado em nosso
estudo, em que esses dois parametros teciduais foram alterados pela VCM.

Na presente pesquisa foram avaliados marcadores moleculares precoces
de LRA, inflamatdrio e antioxidante. O KIM-1 (molécula de injaria renal-1) € descrito
como um biomarcador precoce e especifico de LRA induzida por VCM, sendo um
preditor de danos histopatoldgicos (Pais et al., 2020; Kim et al., 2021). Foi observado
que a IL- 1B, uma citocina proé-inflamatéria, teve seus niveis elevados em tecido renal
de animais tratados com VCM (Kandemir et al., 2018). A SOD1 e a HO-1 sao
marcadores de estresse oxidativo, que tém seus parametros alterados apdos o
tratamento com VCM, os niveis de SOD1 séo reduzidos e o de HO-1 aumentados
(Dieterich et al., 2009; Pais et al., 2020; He et al., 2021). Em nossa pesquisa, todos
esses parametros foram alterados nos animais apés a administracdo da VCM.

No geral, nossos resultados sugerem que, ao reduzir a atividade
antioxidante (reducdo de SOD1), a VCM pode aumentar a producdo de ERO. A
disfuncdo do estresse oxidativo pode ser responsavel, pelo menos em parte, para o
desenvolvimento da necrose tubular observada.

Os achados histopatologicos em nosso estudo estdo de acordo com o que
a literatura relata em relacéo ao dano tecidual ocasionado pela VCM, apresentando
degeneracdo de células epiteliais tubulares, como necrose e perda da borda em
escova, alteracdes tubulares como a vacuolizacdo, dilatacdo e a formacdo de
cilindros, e infiltrado inflamatério (Pais et al., 2019; He et al., 2021; Deng et al., 2023).
O resultado de variabilidade de compostos organicos (metabdlicos) encontrados no
presente estudo corroboram o resultado encontrado na avaliacdo da creatinina
plasmatica.

Estudos recentes tém investigado o perfil metabolémico relacionado a
LRA, no intuito de uma identificacdo mais precoce e especifica da lesédo renal.
Conforme destacado por Lao e colaboradores (2022), o perfil plasmatico permite
identificacdo precoce de alteragcbes metabolicas, em especial alteracdes lipidicas,

apresentando vantagens sobre a utilizacdo da urina para analises de metabdlitos
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(Lao et al., 2022).

Os resultados do presente estudo demonstram alteracbes metabdlicas
plasmaticas significativas em camundongos tratados com VCM, em especial a partir
do quinto dia, a andlise revelou elevacdes de glicose, citrato e creatinina. Esses
achados sao consistentes com os descritos por Cao e colaboradores (2022), que
analisaram os metabolitos em urina de ratos, observando aumento no numero de
biomarcadores com o tempo (15, 22 e 37 nos dias 2, 4 e 7). As vias alteradas
incluem o ciclo da ureia, o metabolismo de arginina/prolina e o ciclo do acido citrico,
confirmando também um padrdo de toxicidade dependente do tempo de exposicéo
(Cao et al., 2022). Alguns estudos obtiveram resultados semelhantes, onde foram
observadas alteracbes no metabolismo de aminoacidos, do acido citrico, além de
processos relacionados a inflamagéo e ao estresse oxidativo. Demonstraram ainda,
gque a VCM acumula-se nos tubulos e promove a liberacdo de lisofosfolipideos,
sugerindo dano a membrana plasmatica (Du et al., 2020; Cui et al., 2022). Esses
resultados corroboram com o presente estudo, onde podemos observar que a
nefrotoxicidade induzida pela VCM esta envolvida ao estresse metabdlico, disfuncéo
renal e comprometimento energético.

Todos os parametros anteriormente mencionados, foram alterados pela
administracdo de VCM durante 7 dias na dose de 400 mg/kg/dia, enquanto apenas
alguns foram alterados nos periodos de 3 e 5 dias. Dessa forma, o periodo 7 dias de
inducao foi escolhido para dar prosseguimento com os tratamentos com [8]-gingerol
e MSM. A dose de [8]-gingerol administrada foi a de 40 mg/kg/dia, na qual foi dividida
em duas doses de 20 mg/kg, enquanto que para o MSM foram testadas duas doses,
1 g/kg/dia e 1,5 g/kg/dia, nas quais eram divididas em duas doses de 500 mg/kg e
750 mg/kg, respectivamente.

Nosso grupo de pesquisa possui um historico em estudos com gengibre e
seus derivados. J& foi demonstrado que uma fracdo enriquecida com gingerois
apresentou acao nefroprotetora frente a nefrotoxicidade induzida pela gentamicina
em animais (Rodrigues et al., 2014). Em outro estudo foi observado que o
[6]-gingerol e o [10]-gingerol suprimiram a LRA causada pela sepse em modelo de
experimentacdo animal; (Rodrigues et al., 2018). Demonstramos que com o [8]-
gingerol e [10]-gingerol apresentaram papel uroprotetor na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida (Ferreira et al., 2023), e o composto [8]-gingerol apresentou

acao nefroprotetora na LRA induzida por cisplatina (Santos, 2019).
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O MSM por sua vez, é amplamente utilizado em suplementacdo dietética
devido a sua atividade antioxidante e anti-inflamatéria, principalmente em casos
de artrose e artrite reumatdide (Ahn et al., 2015; Karabay et al., 2016; Kim et al.,
2023; Akpinar et al., 2024; Choi et al., 2024). No estudo mencionado anteriormente,
Rodrigues e colaboradores (2018) propuseram que a LRA induzida por sepse foi
suprimida devido a modulacdo do metilsulfoniimetano e da dimetilglicina pela
administragao de [6]- gingerol e [10]-gingerol. A partir desses achados hipotetizamos
gue estes compostos, tanto o [8]-gingerol como o MSM, poderiam ser eficazes em
atenuar a LRA induzida por VCM.

Partindo desse achado que demonstrou o envolvimento do MSM
produzido de forma enddgena, despertou a necessidade por parte do n0osso grupo
de pesquisa a investigar seus efeitos no percurso na nefrotoxicidade desencadeada
por farmacos. Recentemente foi investigado e demonstrado que o0 MSM se mostrou
um composto de uso seguro, com toxicidade baixa e IC50 de 42,25 mg/mL para as
células renais humanas e apresentando acao nefroprotetora frente a leséo renal por
VCM (Rodrigues, 2022).

Inicialmente foi avaliado nos grupos experimentais com tratamentos o
peso renal, onde foi possivel observar que houve uma hipertrofia nos rins dos
animais do grupo lesionado, corroborando com o0s achados histopatolégicos
mencionados anteriormente, como a dilatacdo e a vacuolizacdo tubulares. Esse
evento pode ocorrer como uma forma de compensacédo, para que 0S rins possam
tentar recuperar sua capacidade de filtracdo (Zhang et al., 2022). No presente
estudo, tanto a dose de 1,5 g/dia do MSM quanto o [8]-gingerol causaram uma
diminuicdo significativa no peso renal em comparagcdo ao grupo lesionado. Ja foi
observado que o extrato alcodlico do gengibre foi capaz de atenuar o aumento de
peso renal na nefropatia diabética induzida por estreptomicina (Tzeng et al., 2013).

A presente pesquisa também investigou os efeitos do MSM e do [8]-
gingerol nas fung¢des renais dos animais apos a inducdo de LRA por VCM. Foi
possivel observar que ambas as doses de MSM e o [8]-gingerol foram capazes de
diminuir significativamente os niveis de creatinina e uréia plasmatica, corroborando
assim com achados na literatura, que indicam que o MSM foi capaz de melhorar os
parametros de funcdo renal em um modelo de LRA induzida por glicerol em ratos,
assim como o [8]-gingerol exerceu o mesmo papel na LRA induzida por cisplatina em
camundongos (Al Laham, 2018; Santos, 2019).
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Foi possivel ainda observar que o volume urinario no grupo lesionado
aumentou em relacdo ao grupo controle. Ja os tratamentos com MSM na dose de
1,5 g/dia e [8]- gingerol, respectivamente, diminuiram esse volume em relacdo ao
grupo lesionado. Da mesma forma, o clearance de creatinina foi avaliado e
observamos que houve uma melhora no clearance de aproximadamente 74,90%,
53,32% e 46% respectivamente para os grupos MSM 1 g/kg/dia, MSM 1,5 g/kg/dia e
[8]-gingerol 40mg/kg/dia.

Ainda se tratando da funcdo renal, foi avaliado a proteindria, que
apresentou seu nivel elevado na LRA induzida pela VCM, porém seus niveis foram
reduzidos com os tratamentos com MSM na dose de 1,5 g/dia e [8]-gingerol.
Resultados semelhantes foram encontrados somente em estudos com 0S compostos
provenientes do gengibre (Rodrigues et al., 2018; Santos, 2019).

Podemos entdo sugerir que 0s tratamentos com o0s compostos do
gengibre exibem efeitos renoprotetores, aumentando a TFG, seguido por reducdes
nos niveis de creatinina e ureia plasmatica e atenuando a proteina urinaria. Tais
achados corroboram com os resultados encontrados em outros estudos (Tzeng et
al., 2013; Rodrigues et al., 2018), melhorando assim a disfuncao tubular induzida
pelo tratamento com Vancomicina.

Se tratando de marcadores classicos e especificos de avaliagcdo da
funcdo renal, assim como biomarcadores precoces da LRA, como a expressao
génica de KIM-1 e NGAL, o presente trabalho apresentou resultados importantes,
pois o tratamento com MSM foi capaz de reduzir parcialmente a expresséo de KIM-1
e NGAL, resultado ainda inédito na literatura.

A NGAL é um marcador de lesdo tubular distal que € regulado
positivamente quando as células tubulares sé@o estruturalmente danificadas e € um
biomarcador precoce de varios insultos isquémicos, sépticos ou nefrotéxicos ao rim
(Lago et al., 2016; Moledina et al., 2017), e seu aumento foi encontrado apds a
administracdo de VCM. E ambos os tratamentos (MSM e 8G) reduziram sua
expressao.

Diante disso tem sido demonstrado que o tratamento com extrato de
gengibre diminui a concentracdo de NGAL urinario na nefrotoxicidade induzida por
contraste iodado (Sherif et al.,, 2018) e o tratamento com [6]-gingerol atenuou a
expressdo génica de KIM-1 na nefrotoxicidade por cisplatina (Silva, 2021), mas

resultados semelhantes ndo tinham sido observados ap6s administracdo com o [8]-
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gingerol no mesmo modelo de leséo renal (Santos, 2019).

Véarios marcadores inflamatérios foram avaliados no presente estudo, a
fim de compreendermos o possivel mecanismo de acdo do MSM e do [8]-gingerol.
Porém, para um melhor entendimento desses mecanismos, é preciso mencionar a
correlacéo entre esses marcadores inflamatorios.

O NFkB é um fator de transcri¢ao nuclear que esta envolvido no processo
inflamatdrio, estresse oxidativo e apoptose. A via do NFkB pode ser ativada por
estresse oxidativo, ocasionando a producdo de citocinas e quimiocinas, como o0
TNFa, CxCL-1 e IL1B (Zhao et al., 2022). O TNFa causa dano renal através da
inducdo de apoptose em células epiteliais, células tubulares e células mesangiais,
isso pode ser inibido através do bloqueio dessa citocina (Lin et al., 2021).

Ja a quimiocina CxCL-1 exerce uma funcdo essencial no recrutamento de
neutrofilos, faz parte da familia CXC sendo produzida por células epiteliais do tubulo
renal, exercendo funcao importante no processo inflamatério. Essa quimiocina pode
ativar a infiltracdo de neutréfilos até o local lesionado (Huang et al., 2006; Ravindran
et al., 2013; Burke et al., 2014). Desta forma, sua ativacao pode elevar os niveis da
enzima MPO. A IL-1B é uma citocina secretada principalmente por infiltrado de
leucdcitos (células dendriticas, macréfagos e neutréfilos), podendo induzir a
producdo de EROs em células epiteliais tubulares (Lin et al., 2021).

Como j& mencionado anteriormente a NGAL é um membro da
superfamilia da lipocalina, possuindo diversas func¢des, como inducdo da apoptose,
supressdo do crescimento bacteriano e modulacdo da resposta inflamatéria. Essa
molécula ja se mostrou ser um bom biomarcador precoce para LRA causada por
VCM e sendo ativada pela via do NFkB. Porém, ela também ativa a via do NFkB
gerando uma retroalimentacao, elevando ainda mais o processo inflamatorio, sendo
possivelmente o motivo pelo qual o NGAL se eleva em pacientes com LRA de
gualquer origem (Bahmani et al., 2010; Hjortrup et al., 2013).

Na presente pesquisa a administracdo VCM elevou a expresséo génica
de NFkB, TNF-a, CxCL-1, MPO, IL-1B. Porém, foi possivel observar que o tratamento
com MSM na dose de 1,5 g/dia e o [8]-gingerol foram capazes de diminuir
significativamente a expressao de NFkB em relagao ao grupo controle e a expressao
de TNF-a em relacédo ao grupo lesionado. Ja em relacdo a expressdo do CxCL-1,
somente os tratamentos com MSM, nas duas doses avaliadas, foi capaz de diminuir

a expressdo dessa quimiocina. Da mesma forma, o MSM foi capaz de reduzir a
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concentracdo de MPO no tecido renal e somente o MSM na dose de 1,5 g/dia foi
capaz de atenuar a expressao de IL-18 em relacdo ao grupo controle e nas duas
doses avaliadas em relacdo ao grupo lesionado.

Ao realizamos a expresséo proteica para NFkB e IL-13, percebemos que
somente o tratamento com o [8]-gingerol foi capaz de atenuar os niveis desses
marcadores inflamatorios, corroborando assim com diversos achados ja
demonstrados aqui, no qual apresentam as propriedades anti-inflamatérias
provenientes do gengibre e de seus componentes.

Esses resultados corroboram com achados encontrados na literatura,
onde o [8]- gingerol por via oral diminuiu as concentracdes de TNF-a em modelo de
colite ulcerativa em ratos (Zhang et al., 2017) e em outro estudo com um modelo de
lesdo semelhante, onde foi demonstrado que o tratamento com [6]-gingerol diminuiu
as expressoes de NFkB, TNF-a, IL1B (Ajayi; Adedara; Farombi, 2018). E o MSM ja foi
relatado como uma molécula capaz de inibir a sinalizacdo do NFkB, atenuando a
expressao de IL-1B, TNFa e IL-6 em células RAW264.7 (cultura de macréfagos)
(AHN et al., 2015).

Tem sido observado que gingerois e shogaols presentes no rizoma do
gengibre diminuem os marcadores hepéaticos de inflamacéo ao inibir a atividade do
NFkB ap6s o consumo de uma dieta rica em gordura (Li et al., 2012). E a inibicdo do
TNFa leva a modulagéao da resposta inflamatéria, resultando na regulacédo negativa
da sinalizacdo do NFkB.

Estudos realizados por Amirshahrokhi e Khalili (2017) demonstraram que
o tratamento com MSM apresentou efeito protetor na colite ulcerativa atenuando os
niveis de IL-18, TNFa e MPO. Além disso, a capacidade do MSM de inibir as
citocinas pro-inflamatorias foi demonstrada em modelos de obesidade em
camundongos e em células de cancer de célon (Karabay et al., 2016; Sousa-Lima et
al., 2016).

Dessa forma, os resultados encontrados no presente estudo, em que o
MSM diminui a expressédo de CXCL-1, assim como a concentragdo de MPO esta de
acordo com os achados na literatura, visto que CXCL-1 é ativado por NFkB e pode
elevar os niveis de MPO no tecido renal, pois tem sido relatado que o efeito protetor
do MSM esta relacionado a uma reducao na via de sinalizacdo do NFkB, onde o
efeito inibitério do MSM na ativagdo do NFkB resulta na regulacdo negativa na

expressao para IL-1, TNF-a (Butawan et al.,, 2017) e, consequentemente, na
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expressdo de CXCL-1.

Nossos resultados demonstraram que a VCM diminuiu a expressao de
SOD1 e aumentou a expressdo de HO-1, porém nédo alterou a expressdo de NrF2.
Sabe-se que essas enzimas antioxidantes podem ser ativadas através da via do
fator nuclear eritroide 2 (NrF2), protegendo a célula de substancias endégenas,
toxinas e radiacdo (Huang et al., 2015; Silva, 2021).

Apenas o composto [8]-gingerol foi capaz de elevar a expressdo de SOD1
ao patamar do grupo controle. Porém, o MSM nas duas doses avaliadas e o [8]-
gingerol mantiveram a expressdo de HO-1 no patamar do grupo controle. Ja foi
relatado na literatura que os compostos de gingerois elevam os niveis de HO-1 em
modelo de lesédo hepatica por sepse em camundongos (Hong et al., 2020) no qual se
diverge com 0 nosso resultado, assim como o extrato aquoso do gengibre eleva a
atividade de SOD (Zammel et al., 2021), conforme encontrado no presente estudo.

O MSM é muito conhecido por sua atividade antioxidante, tendo a
capacidade de aumentar a concentracdo de enzimas antioxidantes como a SOD
(Amirshahrokhi; Bohlooli; Chinifroush, 2011; Bohlooli et al., 2013; Amirshahrokhi;
Khalili, 2017), mas esse resultado nédo foi evidenciado em nosso estudo.

Contudo, quando analisamos o0s resultados da HO-1 nos grupos
tratamentos, verificamos que nenhum apresentou diferenca significativa em relacao
ao grupo controle. Devemos enfatizar que nosso tratamento € realizado pré e pés a
administracdo de VCM e que os niveis de HO-1 se elevam apenas em decorréncia
de uma resposta ao estresse oxidativo e lesdo renal, como um mecanismo de defesa
do rim. Ou seja, nos grupos tratados nado foi necessario ativar esse mecanismo de
defesa devido ao tratamento que ja estava sendo realizado. Trabalho realizado por
Silva (2021) apresentou resultados semelhantes com o [6]-gingerol no modelo de
nefrotoxicidade por cisplatina.

Sirtuina-1 ou SIRT-1 € uma proteina desacetilase dependente de NAD",
altamente expressa no rim, sendo necessaria para muitos processos biologicos
como, reparo de DNA, apoptose, estresse oxidativo, inflamacédo, autofagia e
homeostase mitocondrial. SIRT-1 modular uma variedade de proteinas como o
NFkB, exercendo efeitos anti-inflamatorios através da inativacdo dessa via por
desacetilacdo da subunidade p65 do NFkB, inibindo a atividade transcricional do
NFkB, reduzindo a inflamacgao e proporcionando protegéo ao rim (Kauppinen et al.,

2013). E estudos tém demonstrado que SIRT-1, juntamente com HO-1, sé&o
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reguladas positivamente pelas ERO e atuam inibindo a expressdao de NFkB na
prevencao de lesdes em multiplos érgdos em ratos com choque hemorragico (He et
al., 2021).

Evidéncias sugerem que o SIRT-1 esta envolvido em vérias doencas
renais, incluindo LRA, doenca renal diabética, doenca renal do envelhecimento,
entre outras, fornecendo protecdo contra estresses celulares associados a leséo
renal (Gao et al., 2014; Zhong et al., 2018; Ye et al., 2021). Foi demonstrado que o
SIRT-1 pode interagir com STAT-3 através do fator de transcricdo FOXO. Isso ocorre
pois SIRT-1 pode agir sobre FOXO, acetilando ou desacetilando esse fator de
transcricdo, dessa forma ele pode ativar ou desativar FOXO. Em contrapartida
FOXO pode regular a expressdo de SIRT-1 através de um feedback positivo ou
negativo (Kobayashi et al., 2004; Xiong et al., 2011). J4 o STAT-3 pode ativar ou ndo
a expressdo de FOXO, como foi demonstrado por Ho e colaboradores (2011) onde
células deficientes em STAT-3 teriam uma regulacdo negativa de FOXO1 e FOXO3a
(Oh et al., 2011). Dessa forma, partimos do principio que a ativagdo ou desativacao
da expressao de STAT-3 pode ativar ou desativar a expressao de SIRT-1. Nosso
estudo demonstrou que o MSM, diminuiu a expressdo de STAT-3 e por
consequéncia de SIRT-1.

STAT-3 é um membro de uma familia de proteinas composta por sete
membros. Essa familia de proteinas faz parte da via de sinalizacdo JAK/STAT
expressa em células e participam de varios processos bioldgicos vitais, como
proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, regulacdo imunoldgica e inflamacéo
(Weimbs; Talbot, 2013; Yu et al., 2023) e além de ter um papel fundamental na
transcricdo de muitas respostas inflamatérias envolvidas em lesdes renais (Chuang e
He 2010), assim como estudo demonstrado por Hassanein e colaboradores (2020),
gue apontou o papel da via JAK/STAT-3 na nefrotoxicidade induzida por
gentamicina.

Alguns estudos evidenciaram que a via JAK2/STAT-3 é ativada com a
inativacdo da via Nrf2/HO-1 promovendo o aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias (Maumoud et al., 2019; Tong et al., 2021). Demonstramos também que
o SIRT-1 e STAT-3 tiveram suas expressdes elevadas com o tratamento com VCM.
Porém, o MSM nas doses avaliadas nao alterou as expressao de mRNA de SIRT-1
e STAT-3 desencadeado pela VCM. Como foi observado, a administracdo de VCM

aumentou a expressao de SIRT-1 e pressupomos gue esse aumento seja em virtude
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de um mecanismo compensatério renal na busca de debelar o processo
inflamatorio/oxidativo que esta sendo desencadeado pelo efeito lesivo da VCM e
pelo préprio rim apresentar fisiologicamente uma alta expressédo de SIRT-1, contudo
esse efeito compensatorio ndo foi necessario jA& que o MSM evitou que esse efeito
fosse ativado.

O composto [8]-gingerol foi capaz de aumentar a expressao de SIRT-1 em
relacdo ao grupo controle. Um achado interessante e diferente do MSM, ja que a
expressdo de SIRT-1 permaneceu aumentada e mantida com o tratamento [8]-
gingerol. Supomos entdo que além da acdo compensatéria do proprio 6rgao
renal, o composto de [8]-gingerol poderia estar envolvido nesse processo, pois
ja foi demonstrado que o [6]-gingerol foi capaz de ativar SIRT-1 no modelo de
fibrose pulmonar (Liu et al., 2022).

Ja a expresséao de STAT-3 foi atenuada pelos compostos [8]-gingerol e por
ambas as doses de MSM. Ja foi relatado que o MSM regula negativamente a via do
STAT-3, suprimindo o crescimento de cancer (Lim et al., 2012) e [8]-gingerol inibiu
atividade de sinalizagdo de STAT-3 suprimindo a proliferacdo e migragao celular no
cancer de colon retal (Hu et al., 2019). Outros achados foram observados no modelo
de cistite hemorragica por ifosfamida, no qual foi demonstrado que os compostos [8]-
gingerol e [10]-gingerol aumentaram a expressdo de STAT-3, pressupondo que a
acao protetora observada na bexiga poderia estar ocorrendo pela ativacéo da via de
sinalizacdo JAK/STAT/FOXO mediada pela expressdo da IL-10 (Ferreira et al.,
2023). No presente estudo acreditamos que no grupo tratado com [8]-gingerol,
STAT-3 teve sua expressao reduzida através da via MAPK/STAT/NFkB, estudos ja
demonstraram que o STAT-3 pode ser ativado diretamente pela via MAPK sem a
necessidade da via JAK (Lim et al., 2001; Kopantzev et al., 2002). Ja o aumento da
expressdo de SIRT-1, acreditamos ter ocorrido através da via AMPK/SIRT-1/FOXO,
onde alguns estudos ja demonstraram que o0 AMPK regula a expressao de SIRT-1,
como no estudo de Elmorsy e colaboradores (2024) onde evidenciaram que a
ativacdo dessa via reduz coliti cronica em ratos (Canté et al., 2009; Elmorsy et al.,
2024).

Evidéncias indicam que a via de sinalizacdo da proteina quinase ativada
por mitogeno (MAPK) desempenha um papel importante na inflamacéo, apoptose e
ativacdo de caspases em danos renais induzidos pela VCM (Malik et al., 2015; Lu et

al., 2017), por essa razdo medimos a expressao proteica da quinase Jun N-Terminal
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(JNK). Nossos resultados demonstraram que a VCM aumentou a expressao de JNK
e que o tratamento com [8]-gingerol atenuou essa expressao, indicando que essa via
de sinalizacdo poderia estar relacionada a lesdo renal induzida por VCM.

Tem sido demonstrado que o bloqueio da cascata JNK desempenha um
papel importante na protecdo renal perante a um processo de citotoxicidade
oxidativa na nefrotoxicidade induzida por cisplatina (Lee et al., 2017), assim como,
composto proveniente do gengibre exerce efeitos anti-inflamatorios e antiapoptoticos
para atenuar a lesdo hepética de isquemia/reperfusdo regulando a via de sinalizagéo
P38/JNK (YU et al.,, 2024) e protecdo contra a nefrotoxicidade induzida por
guimioterapico, apresentando propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias e
antiapoptoticas, possivelmente por meio da inibicdo dessa mesma via (Han et al.,
2022).

Nossos achados histopatolégicos demonstram que somente no parametro
de perda de borda foi observado que os tratamentos com [8]-gingerol e MSM
atenuaram tal parametro. Resultados parciais semelhantes foram encontrados por
Kuhad et al. (2006) e Nasri et al. (2013), ao demonstrarem que 0s compostos de
gingerois ndo reduziram completamente os escores de alteracdes histopatoldgicas.
Alguns estudos apontam que a elevacdo da expressdo génica de KIM-1 e NGAL,
pode estar relacionada a danos estruturais nas células tubulares e
consequentemente a preservacdo da borda em escova (Wasilewska et al., 2011;
Bank et al., 2017). Nosso estudo conseguiu diminuir a expressao desses genes,
assim como a preservacado da borda em escova, como mostrado nos resultados
histopatoldgicos. A preservacdo dessa estrutura pode indicar que as células do
tubulo proximal foram protegidas de maneira estrutural e funcional, mantendo a sua

funcdo de reabsorcao de eletrdlitos e agua preservadas (Ho; Morgan, 2022).



105

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o modelo de LRA por
VCM foi reproduzido/caracterizado com sucesso, sendo estabelecido o tempo de
inducdo de 7 dias que melhor desencadeou a fisiopatologia da lesao, alterando
todos os parametros da funcéo renal avaliados.

O composto [8]-gingerol e MSM foram capazes de proteger os danos
desencadeados pela VCM, atenuando os parametros renais, inflamatérios e
antioxidante. No presente estudo hipotetisamos que o [8]-gingerol agil bloqueando
vias inflamatorias como a do TNF-a e NF-kB, assim como ativando vias
antioxidantes tal qual AMPK e SOD-1. Acreditamos ainda, que o [8]-gingerol teria
sua acéo renoprotetora relacionada com a expressdo de SIRT-1, visto que esse
composto foi capaz de diminuir a expressdo de STAT-3 e JNK, que regulam

negativamente a sua expressao.
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Figura 41 — Mapa integrativo das alteracées moleculares observadas no modelo de
nefrotoxicidade por vancomicina tratada com [8]-gingerol (8-G) e metilsulfonilmetano
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Fonte: Adaptado de KEGG (2025). Setas continuas representam efeitos observados experimentalmente;
linhas tracejadas representam conexdes inferidas a partir da literatura. Cores indicam a categoria
funcional: amarelo = marcadores de dano renal (NGAL, KIM-1, Ureia/Creatinina, Proteinlria); vermelho
= mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-18, NF-kB, JNK, STAT3); verde = vias de protegéo
antioxidante/metabdlica (AMPK, SIRT1, FOX03, SOD1, HO-1). Observou-se que [8]-gingerol aumentou
SIRT1 e SOD1 e reduziu STAT3, JNK, NF-kB e IL-1B, enquanto MSM reduziu estes mesmos
marcadores e também SIRT1. As ligagdes AMPK—SIRT1 e MAPK—STAT3 sdo mostradas como
hipéteses baseadas em literatura.
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ANEXO
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Fisya Halond Araijo Coita; Thiapo Miranda da Freias - oo aneoles o producdo, manutenddd otk uiizachs o amimais
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maintenance andior uees of animals Belenging 1o tha phylum Chondata, subphnydsm Yemabrata (exoapt human Baings), for scientific
ot P (e GF 1o Ching - IS i aocerdancs wilh Liny 11 784 of Ootolar B, 2008, D B30 of July 15, 2009, & will &6 with
the Fubes ERsud By tha Mational Councd Jor Control f Animal Exparnimantation (CONCEA), and was approsed by the Ethic
Comimiess on Andmal Usa of thi Fedaral Unbsersicg of Coard JCELAIUFCH in the meating of 042&2018.
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localizado Ao Centng do Siemedicing.
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