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RESUMO

[6]-gingerol e [10]-gingerol modulam as alteracdes renais promovidas por modelo

polimicrobiano de septicemia em ratos

A leséo renal aguda (LRA) é uma das manifestacbes mais criticas durante o evento
séptico, manifestando-se por producdo de espécies reativas de oxigénio, alteracOes
glomerulares e tubulares, que contribuem para a piora do progndéstico e diminuicéo da
sobrevida. Os compostos fenolicos [6]-gingerol e [10]-gingerol séo substancias
bioativas do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) que por meio de suas propriedades
antioxidantes, antiflamatdrias e metabdlicas possuem um grande potencial para a
renoprotecédo. O presente estudo investigou os efeitos moduladores dos compostos [6]- e
[10]-gingerol diante ao dano renal desencadeado pelo modelo polimicrobiano cecal
ligation and puncture (CLP) de sepse. Foram utilizados ratos Wistar (180-210 g)
divididos em 6 grupos (protocol. 45/14). Os grupos controles Sham [grupos: I., I1. e 111.]
foram induzidos a falsa cirurgia e subsequentemente tratados com tween-80 2%, com
[6]-gingeol ou [10]-gingerol (25 mg/kg); grupos induzidos LRA [grupos: IV., V. e
VII.] por meio do processo cirugico CLP e subsequentemente tratados com tween-80
2%, [6]-, ou [10]-gingerol (25 mg/kg). Os tratamentos foram realizados 2 horas pré e,
por 12 e 24 apds inducdo. Foram avaliados os pardmetros bioquimicos indicativos de
funcdo renal, funcdo tubular, perfil oxidativo, atividade antioxidante e a transcrigcdo
génica de mediadores pré-inflamatorios através de RT-PCR, andlise histopatoldgica e
taxa de sobrevida, além do perfil metaboldmico por meio de ensaios por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H. A infeccdo polimicrobiana modificou de forma
consideravel os parametros relacionados a funcdo renal. Observou-se uma diminuicédo
do clearance de creatinina (CLcr) (0,4+0,1 mL/min), do fluxo urinario (FU)
(0,0086+0,001mL/min) e do contetdo de GSH (13,5+1,3 ug/mg prot.). Por outro lado,
houve um aumento nos valores de ureia (62,1+2,1mg/dL), da raz&o proteina urinaria:
creatina urinaria [PU:Cry (46,6£7,4 mg/dL)], da atividade da LDH (383,748 U/L), da
FENa (1,5+0,3%), de MDA renal (1,72+0,37 pg/mg prot.) e nitrito (61,5+9,5 nM/g
prot.), além da elevacdo de TNF-a (1,380 relativa transcricdo) e IL-1p (5,87 relativa
transcri¢cdo) no tecido renal. Estas alteracbes desencadearam falha renal e reducéo da
sobrevida dos animais (P<0,05). O tratamento com ambos os compostos [6]-gingerol
ou [10]-gingerol na dose de 25mg/kg atenuou a injuria renal, melhorando
consideravelmente os parametros anteriores. Evidenciou-se uma conservacao do CLcgr
(1,2£0,2 mL/min e 1,0+0,07 mL/min, [6]- e [10]-gingerol, respectivamente), do FU
(0,01£0,001mL/min; 0,010+0,001mL/min, [6]- e [10]-gingerol, respectivamente) com
melhora da atividade da GSH (26,2+2,0 pg/mg prot. e 24,06+3,5 pug/mg prot., [6]- e
[10]-gingerol, respectivamente). Além da diminuicdo dos niveis de ureia
(46,83+2,7mg/dL, [6]-gingerol), da PU:Cgy (22,9+7,18mg dL e 21,58+4,2mg/dL, [6]- e
[10]-gingerol, respectivamente), da atividade da LDH (212,7+30,8 U/L e 236,3+43,8
U/L [6]- e [10]-gingerol, respectivamente), da FENa (0,6+0,1% e 0,58+0,09%, [6]- e
[10]-gingerol, respectivamente), dos niveis de MDA renal (0,74+0,16 pg/mg prot., [6]-
gingerol) e de nitrito (36,65+4,1 nM/g prot. e 38,98+7,952 nM/g/prot., [6]- e [10]-
gingerol, respectivamente). O processo inflamatdrio foi atenuado pelas reducdes da
transcrigdo génica de TNF-a (0,865 e 1,030; [6]- e [10]-gingerol, respectivamente), de
IL-1B (3,330 e 1,790 relativas transcri¢des, [6]- e [10]-gingerol, respectivamente). Em
adicdo, a injuria especifica as células renais foi confirmada pelos valores expressivos de
Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) nos rins de animais CLP, que foram bloqueados



pelos fenois [6]- e [10]-gingerol e assim, demonstrando protecdo da funcdo renal e
aumentando a sobrevida dos animais. A exploracdo por principal component analysis
(PCA) reportou alteragBes fenotipicas no perfil metabol6lico por discriminagdo de
metabolitos entre os grupos sham, CLP e CLP tratados com [6]- ou [10]-gingerol. A
abordagem por RMN de 'H reportou aumentos de creatina, alantoina, dimetilglicina
(DMG) e taurina nas urinas do grupo CLP (P<0,05). Além disso, os metabdlitos de
dimetilamina (DMA) e dimetil sulfona (DMS) estiveram mais presente em amostras de
animais CLP tratados com [6]- e [10]-gingerol. O presente estudo indica que o [6]- e
[10]-gingerol possui efeito nefroprotetor diante a disfungdo, o estresse oxidativo e
processo pro-inflamatodrio renal na sepse polimicrobiana. Além de designar metabdlitos
quantificados na urina como biomarcadores correlacionados com a fisiopatologia da
sepse com manifestacéo de falha renal.

Palavras-chave: [6]-gingerol, Nefroprotecdo, Sepse Abdominal, Estresse Oxidativo,
Alantoina, Dimetilamina, Perfil Metabol6mico.



ABSTRACT

[6]-gingerol and [10]-gingerol modulate the renal changes promoted by
polypicrobial model of septicemia in rats

Acute renal failure (AFR) is one of the most complicated and critical events during the
septic event, manifesting by production of reactive oxygen species (ROS), glomerular
and tubular disorders, which contributes to worsening the prognosis and decreases in
survival. [6]-gingerol and [10]-gingerol phenolic compounds are bioactive substances
from ginger (Zingiber officinale Rosc.). Such compounds own protective potential
effect on renoprotection due to their antioxidant and anti-inflammatory properties. This
study investigated the modulatory effects of the [6]- and [10]-gingerol compounds on
the renal damage triggered by cecal ligation and puncture (CLP)-induced ARF. Male
Wistar rats (180-210 g) were divided into 6 groups (protocol. 45/14). The control
groups (Sham) were induced to false surgery and subsequently treated with 2% Tween-
80, [6]- or [10]-gingerol (25 mg/kg); AFR groups were induced by CLP process and
subsequently trated with 2% tween-80, [6]- or [10]-gingerol (25 mg/kg, i.p.). The
treatments were performed 2 hours before and 12 and 24 hours after induction.  The

biochemical parameters indicative of renal and tubular function, oxidative profile,
antioxidant activity and gene expression of pro-inflammatory mediators by RT-gPCR
we evaluated. In addition, the metabolomic profile by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) assays and histological analysis were also performed. The polymicrobial
infection altered considerably parameters related to renal function, decreasing CLcr
(0.4£0.1 mL/min), FU (0.008+0.001mL/min) with reduction of the GSH content
(13.55£1.3 pg/mg/prot.). Indeed, had an increased of the BUN (62.1+2.1mg/dL),
PU:Cur (46.617.4 mg/dL), the LDH activity (383.7£80.2 U/L), the FENa (1.5+0.3%),
renal MDA (1.725pg/mg prot.) and nitrite (61.5£9.5 nM/g prot.). On the other hand,
TNF-a levels, and IL-1p were increased (1.4+0.1 and 5.5+0.8 relative expression,
respectively), triggering kidney failure and decreasing the survival of animals. The
treatment with both compounds [6]-gingerol and [10]-gingerol (25mg/kg) exerted
protection on renal injury. Improved the CLcg (1.2+£0.2 mL/min and 1.0+0.07 mL/min,
[6]- and [10]-gingerol, respectively) and FU (0.01+0,001mL/min, 0.010+0.001mL/min,
[6]- and [10]-gingerol, respectively) with increased GSH activity (26.22+2.0 pg/mg
prot. and 24.06+3.5 pug/mg prot., [6]- and [10]-gingerol, respectively). In addition, the
BUN (46.83+2.7mg/dL, [6]-gingerol), PU:Cur (22.95+7.18mg/dL and 21.58+4.29
mg/dL [6]- and [10]-gingerol, respectively), the LDH activity (212.7+30.85 mg/dL and
236.3+43.8mg/dL, [6]- and [10]-gingerol, respectively), FENa (0.6+£0.1% 0.58+0.09%
e [6]- and [10]-gingerol, respectively), renal MDA (0.7462+0.16 mg de prot., [6]-
gingerol) and nitrite (36.6+4.1 nM/g prot. and 38.98+7.9 nM/g prot. [6]- and [10]-
gingerol, respectively) were all decreased. Besides the inhibition of TNF-a transcription
(0.865 e 1.030, [6]- and [10]-gingerol, respectively) and IL-1p (3.330 e 1.790, [6]- and
[10]-gingerol, respectively), providing protection on kidney function and increased
survival of CLP animals. In addition, the specific injury to kidney cells was confirmed
by the expressive values of Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) in septic animals, which
were blocked by compounds [6]- and [10]-gingerol. Improvement in renal morphology
was correlated with increased survival of CLP animals after [6]- and [10]-gingerol
treatment. The principal component analysis (PCA) reported phenotypic changed in the
metabolic profile by metabolite discrimination among the sham, CLP and CLP groups
treated with [6]- or [10]-gingerol. The *H NMR approach indicated increased in
creatine, allantoin, dimethylglycine (DMG) and taurine in the CLP group (P<0.05). In



addition, the dimethylamine (DMA) and dimethyl sulfone (DMS) metabolites were
more present in samples of CLP animals treated with [6]- and [10]-gingerol. The
present study indicates that [6]- and [10]-gingerol has a nephroprotective effect on
dysfunction, oxidative stress and renal proinflammatory process in polymicrobial
sepsis. In addition to designating quantified metabolites in the urine as biomarkers
correlated with the pathophysiology of sepsis with manifestation of renal failure.

Keywords: [6] -gingerol, Nephroprotection, Sepsis, Oxidative Stress, Allantoin,
Dimethylamine, Profile Metabolomics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sepse: etiologia, aspectos epidemiologicos, fisiopatologia.

A fisiopatologia da sepse € um dos temas mais antigos da histéria da medicina,
com descri¢Oes datadas desde a época de Hipdcrates (CAWCUTT et al., 2014). A sepse
é definida como a sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS), resultante
principalmente de infeccdo por bactérias, embora possa também ocorrer em
consequéncia de infeccdo por outros micro-organismos, tais como fungos, virus,
protozoéarios e helmintos (BENJAMIM et al., 2001, DOI et al., 2009 ANGUS, et al.,
2013).

No entanto, ressalta-se que a terminologia SRIS define tanto a sepse quanto
doengas semelhantes, provenientes de causas ndo infecciosas como trauma, isquemia,
gueimadura, pancreatite e hemorragia (Figura 1) (VINCENT et al., 2006; DOI et al.,
2009; ANGUS et al., 2016). Nesse sentido, a tabela 1 descreve os principais sintomas
que sdo utilizados para caracterizar a terminologia do quadro clinico séptico (DOl et al.,
2009).

A sepse polimicrobiana se desenvolve quando a resposta inicial do hospedeiro
ndo € eficiente em conter a infecdo, resultando em inflamacdo generalizada e
comprometimento funcional de maltiplos 6rgdos (ALVES-FILHO et al., 2010; ANGUS
et al., 2016). E caracteristica importante desta fisiopatologia a ativacio da cascata
inflamatoria, fibrinolitica e do componente endotelial (KOCA et al., 2013).

Nas ultimas décadas, o tratamento de pacientes com sepse grave e choque
séptico transitou para protocolos que visam melhorar pontualmente a qualidade do
atendimento, assim como diminuir os indices de mortalidade (CAWCUTT et al., 2014).
Entretanto, evidencia-se que as estratégias usadas para tratar a sepse clinica ainda
continuam com eficacia limitada (DOI et al., 2009) e, apesar do desenvolvimento de
novos antibioticos e forte terapia com farmacos vasopressoras, a mortalidade permanece
elevada, variando entre 30% e 50% em pacientes com sepse grave e até 70%, quando
em estado de choque esta presente (JEAN-BAPTISTE et al., 2007).
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Figura 1- Definicdes de SRIS, sepse e infeccao.

Bactérias Isquemia

Parasitas
Trauma

Infecgdo

Queimadura

Pancreatite

Fonte: adaptado de Davies e Hagen (1997).
Nota: A figura reporta os fatores etioldgicos responsaveis pela infeccdo/sepse (bactérias, parasitas,
fungos, virus) e pela SIRS (bacérias, parasitas, fungos, virus, isquemia, trauma, queimadura, pancreatite).

Esta fisiopatologia desencadeia efeito devastador principalmente em ambiente
hospitalar de emergéncia e em UTI. Atualmente, a sepse em unidade hospitalar é uma
séria complicacéo clinica tanto em adultos como em criangas, em ambos 0s géneros e,
assim, considerada como um dos mais complexos problemas de salde publica e uma
das causas mais comuns de morte (CAMPOS et al., 2012; WANG et al., 2013; PEDRO
etal., 2015, UMBRO et al., 2016).

Tabela 1-Terminologia utilizada para caracterizar clinicamente o processo séptico.

Condicéo Descricao dos Sintomas

i SIRS i.  Variacdo da temperatura corporal (hipo- ou hipertermia), taquipneia,
taquicardia, leucocitose ou leucopenia.

ii Sepse ii. SRIS decorrente de uma infeccdo por bactérias, virus, fungos ou
polimicrobiana.

iii Sepse Grave iii.  Sintomas da sepse associada a sinais de hipoperfusdo e disfuncdo de
6rgaos.

iv Choque Séptico iv. Sepse grave acrescido de uma acentuada hipotensdo arterial e

hiporresposividade a ressuscitacdo volémica e vasopressores. A
evolucdo do quadro de choque séptico leva a disfuncdo de um ou
mais 6rgéos (Sindrome da Faléncia Multipla dos Orgéos), podendo
levar o paciente a ébito.

Fonte: adaptado de Doi et al., (2009).
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Estima-se que a cada ano, cerca de 750.000 hospitaliza¢des, 570.000 ocorréncias
em emergéncias e 215.000 mortes nos Estados Unidos sejam atribuidas a septicemia
(JEAN-BAPTISTE et al., 2007; WANG et al., 2013;UMBRO et al., 2016), resultando
em gastos anuais de cerca de 14 bilhdes (MAYR et al,. 2014).

Estudo recente sugere uma estimativa global de 31,5 milhGes de casos de sepse e
19,4 milhdes de casos de sepse graves, com potencialmente 5,3 milhdes de mortes por
ano (BERMEJO-MARTIN et al., 2016).

No Brasil, os estudos epidemiologicos para sepse sdo escassos. Entretanto, um
estudo multicéntrico, realizado em UTIs brasileiras avaliando 75 UT]s distribuidas pelo
pais, demonstrou uma incidéncia de 16% para 0s casos de sepse, taxa média de
mortalidade de 46,6%, sendo aproximadamente 34% para 0S casos de sepse grave
(sepse associada a hipotensdo, hipoperfusdo ou disfuncdo de 6rgéos) e de 65% para o
choque séptico (sepse associada a hipotensdo ndo responsiva a fluidoterapia e
insuficiéncia maltipla de 6rgios) (SALES-JUNIOR et al., 2006, SANTOS et al., 2014).
Quanto ao agente infeccioso, 40,1% ocorriam por bacilos Gram-negativos, 32,8% cocos
Gram-positivos e 5% fungos (SALES-JUNIOR et al., 2006).

1.2 Resposta imune inata na sepses: interacao patdgeno/hospedeiro.

A desregulacdo imunoldgica é um evento critico na patogenia séptica. Nesse
sentido a corregulacdo da resposta imune e imuno-modulacdo sdo abordagens
emergentes, importante, necessarias para o tratamento desta condicdo fisiopatologica
(BERMEJO-MARTIN et al., 2016).

A interacdo entre microrganismos e hospedeiro € iniciada por meio do
reconhecimento do agente etioldgico, destacando-se os padrées moleculares
relacionados aos patdgenos (PMRPs), estruturas moleculares presentes em grupos de
patogenos, habitualmente cruciais para a viruléncia e/ou sobrevivéncia do agente
(COHEN et al., 2002; PUNEET et al., 2010). Os PMRPs sao identificados pelos
receptores de reconhecimento de padrdo (RRP), expressos por células do sistema imune
inato (COHEN et al., 2002; FLOHE et al., 2006; ALVES-FILHO et al., 2010).

Dentre os PMRP mais estudados estdo as endotoxinas derivadas da parede
celular das bactérias gram-negativas, formadas principalmente por lipopolissacarideos
(LPS) (PUNEET et al., 2010; GAY et al., 2014). Estas moléculas sdo transferidas por
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uma proteina plasmatica ligadora de LPS chamada LBP (LPS-binding protein, do
inglés) e reconhecidas pela familia de receptores da classe toll-like receptors (TLR), em
especial os subtipo 4 (TLR4) e a proteina cluster of differentiation 14 (CD14) existentes
na superficie de monadcitos, macrofagos, células dendriticas e neutrofilos (figura 2 e 3)
(SPILLER et al., 2010; SAVVA e ROGER, 2013, GAY et al., 2014). Vale salientar
que atualmente ja foram identificados mais de 13 subtipos de TLRs, que possuem
especificidade de reconhecimento de PMRP distintos (figura 2) (SPILLER et al., 2010;
SAVVA e ROGER, 2013, GAY et al., 2014).

A resposta imunomoduladora devida infeccdo é iniciada por meio da deteccédo
da estrutura microbiana. Além dos receptores TLRs, também estdo envolvidos o0s
receptores NODs (nucleotide binding oligomerization domains), NLRs (NOD-like
receptors, do inglés), e a familia de receptores CLRs (c-type lectin receptors) (SAVVA
e ROGER, 2013; GAY et al., 2014).

O TLR4 reconhece a resposta mediada por LPS. Além disso, o0 mecanismo
mediado pelo TLR4 parece estar envolvido no reconhecimento de algumas proteinas
virais e do acido lipoteicoico (Staphylococcus aureus), embora este antigeno também
seja reconhecido por TLR2 (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011; SAVVA e ROGER,
2013, GAY et al., 2014). O TLR2 é responsavel pela sinalizacdo da presenca dos
proteoglicanos nas infec¢bes por bactérias gram-positivas (SAVVA e ROGER, 2013,
GAY et al.,, 2014). Em adicdo, a evolucdo para sepse grave e choque séptico parece
ter, ou ndo, implicacdo decisiva com os polimorfismos nestes receptores (SIQUEIRA-
BATISTA et al., 2011). Apos esta fase de reconhecimento, sucedem-se varios eventos
de ativacdo celular e producdo de citocinas, cujo resultado é a SIRS (ALVES-FILHO,
2009; SAVVA e ROGER, 2013). A figura 3 apresenta os eventos ocorridos durante a
ativacdo da resposta imune desencadeada pelo evento septico.

Outras moléculas pertencentes a familia TLR, estdo envolvidas no primeiro
momento da resposta imune inata, tais como TLR3 (relacionado a identificacdo de RNA
de dupla hélice), TLR5 (capaz de identificar flagelina) e TLR9 (responsavel por
distinguir sequéncias CpG ndo-metiladas do DNA bacteriano) (FLOHE et al., 2006;
SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011; SAVVA e ROGER, 2013).
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1.3 Processo inflamatdrio e disfuncéo organica durante a sepse.

O foco da infeccdo inicia o processo inflamatério na sepse, onde o0s
microrganismos  se  proliferam, liberam  diversos  componentes, como
lipopolissacarideos, peptideoglicanos, &cido lipoteicoico e exotoxinas, ou invadem a
circulacdo sistémica (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011; FANG et al.,, 2015). A
interacdo entre PMRP e os TLRs, dentre eles TLR-2, TLR-3 e TLR-4, ativam as vias de
sinalizacOes celulares, que incluem a participacdo das proteinas intracelulares NOD e
MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88) (ALVES-FILHO et al.,
2009).

Figura 2- Ativacéo de receptores Toll like por produdos bacterianos.
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Fonte: Adaptado de Amanta e Feton (2002).
Nota: subtipos de receptores Toll-likes com suas estruturas moleculares extracelular e intracelular como
também os seus respectivos agonitas.

Subsequentemente, a ligacdo entre os componentes bacterianos e 0s RRP,
desencadeia a interacdo de MyD88 com a enzima IRAK (quinase associada ao receptor

de interleucina-1, uma serina-treonina-quinase), o que leva a ativagao das quinases [kKa
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e IkKb, as quais formam o dimero IkK, que, por sua vez, desativa a proteina 1kB
(inibidor de NF-xB) ligada ao fator de transcricdo nuclear NF-kB (fator nuclear kapa
B), que € o responsavel pela ativacdo de genes para transcricdo de inimeras citocinas
participes da SIRS, que sdo relacionadas a infeccdo ou ndo (XU et al.,, 2013;
SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

A ativacdo de NF-xB ¢é responsavel pela sintese de citocinas pro-inflamatdrias,
tais como interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a (fator de necrose tumoral
a) e TNF- (fator de necrose tumoral B), evento considerado crucial para o estado hiper-
inflamatdrio da patogenia séptica (figura 3 e 4) (DOI et al., 2009; ALVES-FILHO et
al., 2009; ALVES-FILHO et al., 2010; FILGUEIRAS-JUNIOR et al., 2012). Ressalta-
se que alguns pacientes evoluem para o ébito precocemente, em decorréncia da reacao
inflamatoria sistémica intensa, demonstrando que estes mediadores contribuem para a

evolucdo e piora do prognostico da patobiologia séptica (DOI et al., 2011).

Figura 3- Eventos ocorridos ap6s ativacao por endotoxina (LPS).

Citocinas e moléculas efetoras

IL-6, MGB-1, IL-8, TNF-a, IL-1B, ONX 4——-)

Fonte: adaptado de Cohen (2002).

Nota: O reconhecimento do componente bacterianao (endotoxina) por receptor TLR4 desencadeia uma
cascata de ativagGes intracelulares, desta forma resultando na liberagao de NF«kB e transcrigdo génica de
moléculas efetoras crucias para a progessao séptica. TLR4: Toll-like receptor 4; complexo MD-2, MSR:
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Macrophage Scavenger; Receptor integrinas CD11b/CD18, IRAK: Receptor quinase associado a IL-1,
MyD88: Proteina de diferenciagdo micloide 88, TIRAPMal: também chamado de “MyD88-adapter-like
protein or Mal” do inglés, TIR: Proteina contendo o dominio adaptador; proteina Tollip.

Por outro lado, as citocinas anti-inflamatorias, tais como as interleucinas IL-4,
IL-5, IL-10, IL-11 e IL-13 possibilitam o desenvolvimento do processo de anergia e
alentecimento da resposta aos agentes etioldgicos, contexto tipico de imunossupressao
denominada sindrome da resposta anti-inflamatoria compensatoria (CARS) (SPILLER,
2009; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011; KOCA et al., 2013).

E complexa a tentativa de regulacdo do equilibrio entre a resposta pro e anti-
inflamatoria, podendo ocorrer um fendémeno de intensa “dissonancia imunoldgica”, na
qual ocorrem SIRS e CARS no mesmo paciente, sendo esta condi¢cdo denominada
MARS (sindrome da resposta inflamatéria mista antagdnica) e, por meio destas
consideracdes, propbe-se que o balanco entre os mediadores pro/anti-inflamatorios seja
0 papel chave para a compreensdo da evolugéo da severidade da sepse (DOI et al., 2009;
SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

Figura 4- Resumo da patogénese da sepse com a manifestacdo de MARS.
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Fonte: adaptado de Doi et al,. (2009).
Nota: Durante a evolucéo da fisiopatologia da sepse observa-se um distdrbio na producdo de
mediadores envolvidos ralacionados com a resposta inflamatéria. Precocemente, a resposta pro-
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inflamatdria é prevalente, seguida de uma respota antiflamatoria compensatoria. Estagios com a
flutuacdo e manutencdo de resposta pré e antiflamatéria de forma simutanea (MARS) também
pode ser notado.

A ativacdo de TNF-o seguida a estimulacdo de receptores TLRs e NFk-B
representa um importante efetor da injuria séptica, contribui significativamente para 0s
efeitos deletérios celulares, através da ativacdo de apoptose e necrose celular (figura 5)
(JEAN-BAPTISTE et al., 2007).

O TNF-a estimula os leucdcitos e as celulas endoteliais a liberarem outras
citocinas, como o préprio TNF-o, e desencadeia a expressdo de moléculas de adesdo na
superficie celular e o aumento do turnover de acido aracdénico (JEAN-BAPTISTE et
al., 2007; ALVES FILHO et al., 2009).

Devido a sua capacidade Unica para orquestrar as cascata de citocinas, 0 TNF-a
é considerado como um "regulador mestre" da producdo de citocinas inflamatdrias
durante a infeccdo, enquanto que a IL-1 também conduz papel regulador da inflamacéo,
atuando em sinergismo com TNF-a para a progessao do evento séptico (SCHULTE et
al., 2013).

Esta interacdo sinérgica entre TNF-a e IL-1 propicia o desenvolvimento de um
estado pro-coagulante através da inibicdo da trombomodulina, promovendo uma série
de alteracbes hemodindmicas, tais como aumento da permeabilidade vascular,
diminuicdo da resisténcia vascular periférica e inotropismo negativo (SIQUEIRA-
BATISTA et al.,, 2011). Ambas citocinas, TNF-a e IL-1, amplificam as cascatas
inflamatdrias de forma autdcrina e paracrina por ativacdo de macrofagos, induzindo-os
a secretar outras citocinas pré-inflamatorias (ex: IL-6 e IL-8), mediadores do &cido
aracdonico, e espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs), levando a
disfuncédo de 6rgdos (SCHULTE et al., 2013).

1.4 Disfuncéo de multiplos 6rgéos na sepse.

A patogénese da disfuncdo orgédnica é multifatorial e incompletamente
compreendida (BEJAMIM et al., 2001). Hipoperfusdo tecidual e hipdxia sdo fatores
dominantes (BOFFA et al., 2004; GAY et al., 2014). Os mecanismos envolvem
desordens na homeostase microvascular, que séo resultantes da sintese de substancias

vasoativas, tais como o fator de agregacéo plaquetaria (PAF), histamina, prostandides,
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além de infiltrado celular (principalmente por neutrofilos) (COHEN 2002; BONFFA et
al., 2004; GAY etal., 2014).

O dano gerado diretamente ao tecido ocorre pela liberacdo de enzimas
lisossomais e radicais livres derivados do superoxido, somados & produgdo aumentada
de NO, causam mais instabilidade vascular e assim, contribuindo para a depressao
miocardica direta, que ocorre no evento septico (COHEN, 2002). A figura 6 apresenta
0s eventos da patogénese da sepse a partir da indugé@o pelo componente bacteriano, com
a participacdo ativa de neutréfilos e mondcitos, que subsequentemente desencadeiam a
ativacdo de citocinas, producao de radicais livres, a cascata do &cido araquidbnico,
participacdo de enzimas lisossomais e, assim, resultam em instabilidade vascular,
cogualopatia, febre, vasodilatacdo e extravasamento capilar (ALVES-FILHO et al.,
2009; SPILLER, 2009).

Figura 5- Eventos celulares desencadeados pelo TNF-a nas células do sistema

>
pr ‘ T\rgz /TNFR' .
, MD2 g -

imunologico e em célula alvo.

, TLR4 \ i :
- ¥
CD14 g \A‘ «
| } - NF-KB-IKB
.1' / i l IK-B } Caspase3
P N
/ // ‘\\ y Apoptose RN
Gram+ \ / NF-KB “\ / / e \'\
TLR2 ( Aﬁvaﬁodegenes ;\,\ N \-
7 ,‘ ( =\ oz )
\, \\ i / \ Clivagem de ,’
\ Nucleo « \, bwm
N 57 N Nudeo =
~ o SRR
C|I TORLASMA
Célula Imune Célula Alvo

Fonte: Adaptado de Jean-Baptiste et al., (2007).

Nota: a ligacdo entre TNF-a e seus receptores () nas células imunes e alvo desencadeia efeitos diferente.
Na célula imune o TNF-o ativa NFkB e produgio de outras citocinas. Por outro lado, sua interagdo ao
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receptor TNFR1 na célula alvo cumina com a ativagio de caspase 3 e morte celular. TUmMOr necrosis
factor receptor 1 and 2 (TNFR1 e TNFR1).

A supra expressdo de mediadores plasmaticos tais como as citocinas IL-6, IL-8,
HMGB-1 (high-mobility group protein 1), TNF-a, IL-1, e a participacdo de PAFe ON
sdo tidos como os fatores mecanicistas para a falha de multiplos 6rgaos (JEAN-
BAPTISTE et al., 2007). Funcionalmente, a disrupcdo de varios Orgdos/sistemas é
observado através da injuria hepética e pancreatica, alteragdes metabdlicas e renais
(CRACIUN et al., 2014), cardiopatia severa com disfuncdo ventricular e choque
(ZAKY et al., 2014), alem de encefalopatia associada a presenca elevada de ON e
estresse oxidativo em células nervosas (Figura 6) (HERNANDES et al., 2014).

1.5 Participacao do oxido nitrico durante a sepse.

O ON é uma pequena molécula produzida endogenamente, possui uma meia-
vida curta e metabolismo extensivamente evidenciado e caracterizado em condicoes
fisiolOgicas e patofisiologicas (LUPP et al., 2013; ANGELI et al., 2016).

E relevante participacio do ON durante 0 evento séptico. Tem sido bem
reportado que a sintese de ON encontra-se elevada em pacientes com sepse moderada e
choque séptico (VAZQUEZ et al., 2011; ANGELI et al., 2016). O ON exerce papel
fundamental no ambito das alteracGes vasculares, com consequente exacerbacdo da
vasodilatacdo sistémica, e assim contribui para a hipoperfusdo tecidual e faléncia de
varios sistemas (FORTIN et al., 2010).

A combinagdo de ON com o anion superoxido (02" advindo da NADPH-
oxidase forma peroxinitrito (ONOQ"), que é um composto nitroativo altamente reativo e
responsavel em parte, pelo colapso hemodindmico induzido por endotoxemia (LUPP et
al.,, 2013). Esta especie reativa € um potente agente oxidante responsavel pela
nitrosilacdo de proteinas, oxidacdo de biomoléculas tais como aminoacidos, lipideos e
acidos nucleicos (FORTIN et al., 2010, LUPP et al., 2013).

Salienta-se que o peroxinitrito leva & nitracdo de proteinas-chave na funcéo
celular, envolvida na producgéo de energia e na defesa antioxidante, o que resulta na

diminuicdo da funcdo das células, contribuindo para ser um dos fatores desencadeadores
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da injuria renal aguda e de outros érgdos induzida por sepse (FORTIN et al., 2010;

SENA etal., 2012).

Figura 6- Sequéncia de eventos desencadeados a partir da ativacao de LPS, culminando
em disfuncdo vascular e disfuncdo de multiplos 6rgéos.
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Fonte: Adaptado de Cohen (2002) e Jean-Baptiste et al., (2007).

Nota: representacdo dos eventos desencadeados a partir da ativacdo de substancias oriundas do endotélio,
neutréfilos e mondcitos por meio do LPS e componentes bacterianos. Observa-se uma sequéncia de
eventos que causam disrupgdo vascular e ao decaimento da fungdo de 6rgdos essenciais para a

manutencdo das funcdes vitais.
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Os mecanismos lesivos durante a sepse estdo fortemente atribuidos ao
metabolismo do ON alterado, que € associado a progressiva e abrupta falha de 6rgao e
sistemas. Neste cendrio, 0 sistema renal merece atencdo, ja que este tem por funcdo
contrarregular os demais sistemas. Estudo de Heemskerk et al., (2006) demostrou que a
elevacdo da expressao de Oxido nitrico-sintase induzida (iNOS) renal durante a sepse
humana por endotoxemia estava relacionada com os aumentos de ON plasmaético e
urinario, somado aos achados de lesdo microscopica do tubulo proximal. De forma
plausivel, este dano foi prevenido através da inibicao seletiva por aminoguanidina da
iINOS.

Evidencia-se que o peroxinitrito, produzido pelos neutréfilos e macrofagos apos
estimulagdo por LPS, contribui para a imunossupressao de leucécitos durante a sepse
(FORTIN et al., 2010). Além disso, Seija e colaboradores (2012) apresentou em
modelo pré clinico de sepse que ocorre elevacao da producdo de NO e de superoxido,
levando em seguida a formacdo de peroxinitrito no tecido renal e, sequidamente, queda

das taxas renais e lesdo morfoldgica glomerular e tubular.
1.6 Dano renal desencadeado pelo evento séptico.

A sepse grave leva a faléncia de 6rgdos, como ja mencionado. Desta forma,
aumenta os fatores etiol6gicos para a alta mortalidade. Disfuncdo de 6rgéos é um fator
importante independente de prognéstico para a mortalidade em UTI (RODRIGUES et
al., 2012). O rim € um 6rgédo fundamental na regulacdo da homeostase do corpo, sendo
um dos 6rgdos mais afetados pela sepse. Estudo de Portela e colaboradores (2013)
identificou a correlacdo entre a septicemia e doenca renal, demonstrando
experimentalmente que a presenca de infeccdo polimicrobiana resulta em alteracdo

renal, com o aumento sistémico de creatinina, ureia e proteina urinéria.

Mesmo com o avango da medicina, vale ressaltar que a falha renal continua a ser
uma das complicagdes mais frequentes e temidas em pacientes sépticos, culminando em
complicagdo do prognostico e aumentando os custos do tratamento de suporte, além de
contribuir de forma significativa para a mortalidade nestes enfermos (WU et al., 2007;
XU et al, 2013). Estudos recentes apontam que a falha renal aumenta
proporcionalmente com a gravidade da sepse. Estima-se que ocorra lesdo renal aguda

(LRA) em 19% dos pacientes com sepse, 23% dos pacientes com sepse grave, e 51% de
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pacientes com choque séptico, além da elevada taxa de mortalidade que se aproxima a
70% (WU et al., 2007; PORTELLA, 2013; XU et al., 2013).

A alta frequéncia da mortalidade por LRA associada a sepse exige uma melhor
compreensdo de sua fisiopatologia. Em adi¢éo, a prevencgéo da leséo renal em ambientes
de terapia intensiva continua a representar um grande desafio (DOI et al., 2009; SOUZA
et al., 2012). Diante disso, diversos mecanismos fisiopatologicos tém sido propostos
para explicar a LRA induzida por septicemia, tais como a vasodilatagdo induzida por
hipoperfusdo glomerular; microcirculagdo desregulada na rede capilar peritubular;
disfuncdo tubular induzida pelo estresse oxidativo e reacdes inflamatdrias por acédo de

citocinas sistémica e/ou producao de citocinas local (RODRIGUES et al., 2012).

A producdo de citocinas induz disfuncdo tubular, juntamente com o estresse
oxidativo. Tais fatores tém sido implicados na progressdo da LRA induzida por
septicemia (LI et al., 2014).

Os receptores TLRs sdo os principais receptores para reconhecimento de
patégeno microbiano nas células imunes inatas, os mesmos foram identificados em
varios 6rgdos, incluindo o rim. Em modelos experimentais, rins de animais com sepse
manifestaram uma supra expressdo de receptor TLR4 e de NF-xB, o que favoreceu a
deterioracdo da funcéo renal (RODRIGUES et al., 2012).

Por receber uma consideravel parte do DC (Débito Cardiaco), aproximadamente
um quinto, e por filtrar grandes volumes de plasma por hora, sugere-se que 0s tubulos
renais em pacientes sépticos sdo suscetiveis a exposi¢do continuada a DAMPS (Padrdes
moleculares associados ao dano), PAMPs, EROs e ERNs presentes na circulacdo, seja
através do sangue ou através do seu filtrado no Iimen tubular (MARTENSSON et al.,
2016). Nesse contexto, este meio toxico é tido como uma ameaca para os nefrons com
esperado estresse celular ou lesdo. No entanto, apesar do comprometimento funcional
renal, quase que completo e comumente observado na sepse, evidéncias histoldgicas de
lesdo celular sdo incompletas (MARTENSSON et al., 2016). A figura 7 diagrama como

as moléculas supra- expressadas sistémicas poderiam influenciar a funcéo renal.

Resalta-se que ndo ha terapias eficazes para tratar ou prevenir lesdo renal
induzida por sepse, pois a patogénese da LRA na sepse permanece em parte

desconhecida, com mecanismos complexos, que vao desde a hipoperfuséo, producdo de
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radicais livres, resposta pré-inflamatoria acentuada e disfuncdo na expressdo de

transportadores renais (GAY et al., 2014).

Por outro lado, vias de estresse oxidativo e processo inflamatorio parecem ser 0s
fatores fisiopatoldgicos da deterioracdo da funcdo renal durante a sepse grave. Durante a
sepse, a quantidade de glutationa reduzida (GSH) diminui devido a producédo excessiva
de EROs em tecidos hipdxicos, o que favorece para 0 acumulo dessas espécies. EXxiste
uma relagdo inversa entre a producdo de EROs no tecido renal e o conteldo total da
GSH neste 6rgdo (SHUM et al., 2016, SHANG et al., 2016). Além disso, a disfuncdo
renal é correlacionada com reducdo da atividade da catalase e da superoxido dismutase
(SOD), sugerindo que esta capacidade antioxidante alterada pode ter contribuicdo
efetiva para LRA séptica (SHANG et al., 2016 ). Em adig8o, Hocherl e colaboradores
(2010) evidenciaram que a elevada expresséo de NF-«B estava associada ao aumento no
tecido renal de IL-1B, TNF-a e iNOS, além de alteracdo na expressdo de receptores
tubulares de V2 para ADH e Aquaporina-2 (AQP-2).

No contexto clinico, a LRA séptica esta correlacionada com a geracdo de EROs
somada a deplecdo de atividade antioxidante (SHUM et al., 2016). Nesse sentido, estas
espécies podem causar lesdo direta ao endotélio e das estruturas extracelulares como as
moléculas presentes nas membranas e o glicocalix, prejudicando a vasoreatividade
endotélio-dependente, além de mediar a acdo vasoconstritora da endotelina-1, o que
pode contribuir para desordens hemodinamicas e glomerulares (SHUM et al., 2016;
MARTENSSON et al., 2016).

Além do exposto, estudos indicam uma infra-regulacdo endotelial vascular da
Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), o que contribui para a hiporreatividade vascular
na sepse (SOUZA et al., 2012). E sugerido que essa alternancia entre infra-regulacio de
eNOS e super-regulacdo de iNOS durante o evento infeccioso favorega a producéo de
radicais de oxigénio e participacdo consideravel do peroxinitrito, desenvolvendo além
de vasodilatacdo sistémica, lesdo tubular e microtrombia glomerular (figura 8)
(SCHRIER et al., 2004).

Por si s0, com ou sem a presenca de infeccdo como fator etiologico, ao longo
das ultimas décadas houve um aumento da incidéncia de LRA em ambiente hospitalar, a
qual é responsavel por desencadear a curto e em longo prazo, efeitos deletérios nos

pacientes acometidos e, por seguinte, aumentando os cuidados com salude publica em
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todo o mundo (REWA e BAGSHAW, 2014).
complicacdo frequente em pacientes internados em UTIs, resultando em aumento no
tempo de internalizagdes, além de contribuir para o desenvolvimento de doenca renal
crénica (DRC) e no aumento do risco de mortalidade (REWA e BAGSHAW, 2014;

E reconhecido que a LRA é uma

HOSTE et al., 2015). A Tabela 2 resume as principais causas da injurias renais, pré-

renais e renais nas quais a sepse tem fatores associados.

Figura 7- Comprometimento celular desencadeado pelo aumento sistémico de

moléculas associadas a infec¢éo.
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Fonte: adaptado de MARTENSSON et al., (2016).

Nota: A resposta inflamatéria sistémica é desencadeada por PAMPs de microorganismos invasores e por
Damps de células danificadas. Ativando neutréfilo que liberam mediadores inflamatdrios, ROS e RNS
causando estresse nas celulas tubulares nos rins e lesdo. Os tdbulos se adaptam ao estresse celular através

da conservacao de energia por meio das seguintes alteragdes: DAMPs (padrGes moleculares associados a

danos); PAMPs (padrfes moleculares associados aos patdgenos; RNS (espécies reativas de nitrogénio);

EROS (espécies reativas de oxigénio).

A fisiopatologia das injurias renais agudas se manifesta de forma singular

através do disrupcdo progessiva das funcdes glomerular e tubular, caracterizada pela

abrupta perda da funcdo renal e da inabilidade dos rins em excretar metabolitos

residuais, concentrar urina e de manter o balango hidro-eletrolitico (SCHRIER et al.,

2004; HOSTE et al., 2015).
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Tabela 2- Fatores responsaveis pela insuficiéncia renal aguda pré-renal e renal.

Insuficiéncia renal “pré-renal” (causas)

Insuficiéncia renal aguda “renal”

(causas)

i) Hipovolemia: Hipovolemia: hemorragias,
perdas gastrointestinais, queimaduras, excesso
de diuréticos, febre, desidratacéo.

i) Obstrucéo vascular renal: obstrucao
de veia renal (trombose, compresséo),
obstrucdo de artéria renal (aterosclerose,
trombose, embolia, vasculite).

ii) Diminuicdo do débito cardiaco:
insuficiéncia cardiaca (IC), infarto agudo do
miocérdio (IAM), tamponamento cardiaco,
arritmias.

ii) Doencas do glomérulo ou da

microvasculatura renal:
glomerulonefrite, vasculite, sindrome
hemolitica urémica, purpura
trombocitopénica trombotica,

coagulacdo intravascular disseminada,
esclerodermia, lupus  eritematoso
sistémico.

iii) Alteracdo da relacdo entre resisténcia
vascular sistémica e renal: choque
distributivo, uso abusivo de anti-hipertensivos,
sepse, anafilaxia, noradrenalina, anfotericina
B, ciclosporina, sindrome hepatorrenal.

iii) Necrose tubular aguda: isquemia
(igual & IRA pré-renal), toxinas (meios
de contraste, antibioticos, ciclosporina,
quimioterapicos, acetaminofen,
rabdomiolise, hemolise, &cido Urico,
oxalato, discrasia de leucdcitos).

iv) Farmacos: anti-inflamatérios  n&o-
esteroidais (AINEs), inibidores da enzima
conversora  de angiotensina (ECA),
ciclosporina, contraste iodado.

iv) Nefrite intersticial: alérgica
(antibioticos como  betalactamicos,
sulfonamidas, trimetropim, rifampicina,
AINEs, diuréticos, captopril), infec¢bes
(bacterianas, virais ou fangicas),
infiltragéo (linfoma, leucemia,
sarcoidose) e idiopatica

v) Hiperviscosidade: mieloma multiplo,
macroglobulinemia, policitemia.

v) Deposito e obstrucdo intratubular:
proteinas do mieloma, &cido Urico,
oxalato, aciclovir, metotrexato,
sulfonamidas.

Fonte: Nunes el al., (2010).
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Figura 8- Falha renal desencadeada por infec¢do polimicrobiana.
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Fonte: Adaptado de Heemskerk et al., (2009).

Nota: A falha renal é resultante de intesa ativacdo de EROs e ERNs (peroxidonitrito) a partir de
estimulos oriundos de componetes bacterianos. A produgdo de citocinas estimulam a produgéo
de ON que também ¢é fator importante para dano tubular, glomerulares e vasculares.

1.7 Metabolismo e abordagem metabolomica da fisiopatologia séptica.

A homeostase metabolica é vigorosamente interrompida durante o processo
séptico. A sepse esta associada a um estado global catabolico, que leva ao colapso das
reservas de carboidratos, lipideos e proteinas (ENGLERT et al., 2016). As modifica¢Ges
metabolicas associadas a sepse sd@o complexas, nesse sentido a tabela 3 reporta as

principais alteracGes e o impacto metabolico na patogenia séptica.
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Muitos desses disturbios metabolicos sdo mediados por alteracGes correguladas
pelo sistema nervoso autondmico e endocrino. A ativagdo destes dois sistemas ocorre
simultaneamente e, em geral é dindmica, com mudancas frequentemente ao longo do
curso desta fisiopatologia e, assim, contribuindo para 0 aumenta o consumo de energia
(ENGLERT et al., 2016).

As citocinas inflamatorias, que tem participacdo decisiva na patogénese da
sepse, como citado anteriormente, desempenham um papel chave na ativagdo do sistema
neuroendocrino. Semelhante, a infusdo de TNF-a e IL-1 em modelos pré-clinicos é
capaz de induzir uma sindrome de estado hipermetabdlico (WILSON et al., 2013;
MARSHALL et al., 2014). A compreensédo incompleta de como as vias metabdlicas é
alterada na sepse € proposto como fator limitante no desenvolvimento de uma
terapéutica eficacia (MARSHALL et al., 2014).

A faléncia de multiplos 6rgdos estd fortemente associada com a disrupgédo
metabdlica, apesar da terapia apropriada. Esta sindrome é caracterizada por ineficiéncia
da utilizagdo do oxigénio celular, embora o fornecimento de oxigénio esteja adequado.
Hipdxia citopatica é proposta como um dos mecanismos responsaveis pela falha
multiorgénica no estabelecimento da sepse (FINK et al., 2002). Esta linha de raciocinio
passou a ser mais evidente a partir de achados de estruturas mitocondriais alteradas em
modelo pré-clinico de sepse (ENGLERT et al., 2016).

Deficiéncia da atividade das enzimas mitocondriais pertencente a cadeia
respiratdria e da fosforizacdo oxidativa leva a uma mudanca para a producdo anaerdbia
de ATP, acompanhada por aumento de radicais livres. Estudo com pacientes sépticos
apresentaram a relacdo entre a diminuicdo dos niveis de ATP tecidual e de glutationa.
Ambos associados com piores progndsticos (FINK et al., 2002; CROMPHAUT et al.,
2008).

O metabolismo de todos os principais macronutrientes (carboidratos, proteinas e
lipidios) e desregulado na sepse. A hiperglicemia é uma das alteracdes metabdlicas mais
comuns apresentada em pacientes sépticos. Resultado de metabolismo glicogénico
alterado e profunda resisténcia a insulina, principalmente nos estagios tardios da
fisiopatologia (CROMPHAUT et al., 2008; MICKIEWICZ et al., 2015).
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Além de anormalidades no metabolismo de carboidratos, a sepse tambem é
caracterizada por alteracbes no metabolismo de proteinas e lipidios. A disrupgédo
acelerada das proteinas leva a deterioracdo do mdasculo esquelético, ao
descondicionamento e a recuperacdo prolongada em pacientes criticos. Além da
decomposicdo generalizada das proteinas, a sepse esta associada a concentracdes

alteradas de aminoécidos circulantes (SU et al., 2015).

Tabela 3: Resumo das principais alteracbes metabdlicas na sepse.

Mudanca Fisiol6gica em Sepse Impacto metabolico
T Gliconeogénese, glicolise Hiperglicemia
T Catabolismo de proteinas Alteracdo na circulacdo de aminoécidos
T Lipolise T Triglicerideos l lipoproteinas
¢ Micronutrientes T Estresse oxidativo

T Catecolaminas

TAtivagéo neuroenddcrina T Horménios contrareguladores
TCortisoI Hiperglicemia T Estresse catabdlico
T Liberagdo de catecolaminas T Gliconeogenese TGIicéIise
T Liberagdo de citocinas T Hiperglicemia Resisténcia a insulina
Protedlise
Piora na utilizagdo de oxigénio T EROs

Fonte: Englert et al., (2016).

Os lipidios sdo a principal fonte de energia de pacientes com infec¢des, sendo a
lipolise evidenciada nos pacientes sépticos. Nesses pacientes 0 metabolismo lipidico é
caracterizado por aumento sérico dos triglicerideos e diminuicdo dos niveis de

lipoproteinas circulantes (ENGLERT et al., 2016).

Atualmente, o lactato é o biomarcador mais utilizado por clinicos para o
acompanhamento das perturbagdes metabdlicas na sepse moderada a grave. Os niveis
elevados de lactato podem estar correlacionados a insuficiéncia da perfusdo de orgaos

e/ou desordens mitocondriais hepaticas e doengas malignas. Apesar de falta de
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especificidade, os valores elevados de lactato (mais comumente > 4 mmol/L, embora 0s
limites superiores do normal possam variar entres laboratorios) e o clerance de lactato
sdo marcadores de hipoperfusdo tecidual e desvio de via metabdlica, utilizados para o
diagnostico e progndstico da sepse. Além disso, por vez a dificuldade em normalizar os
valores deste produto metabolico durante a reanimacdo acompanha em paralelo o
aumento do risco de mortalidade em pacientes UTI (SINGH et al., 2016; ENGLERT et
al., 2016).

Embora o lactato seja um biomarcador atil e muito utilizado tanto para o
diagnostico e prognostico da sepse, este é altamente inespecifico diante a infinidade de
alteracdes metabolicas induzidas por esta fisiopatologia (BAKKER et al., 2013). O
estudo metabolémico, que visa identificar os metabdlitos utilizados e/ou produzidos
pelo metabolismo celular, incluindo lipidios, nucleotideos, amino&cidos, carboidratos se
faz eficiente em relacdo a esse quesito (MICKIEWICZ et al., 2015).

A abordagem metabolémica é usualmente aferida por ressonancia magnética
nuclear (RMN) e espectrometria de massas. Recentemente, alguns estudos vém na
tentativa de demonstrar a caracterizacdo metaboélica por essas técnicas cientificas em
modelos clinicos e preclinicos (LIANG et al., 2016; MICKIEWICZ et al., 2015). Os
achados dessas abordagens tém identificado uma gama de metabdlitos e perfis
metabdlicos diferentes entre os modelos, isto sendo correlacionado a severidade do
dano, ao fator etiologico e ao curso do tratamento (LIANG et al., 2016; HOERR et al.,
2012; Ll etal.,2015; MICKIEWICZ et al., 2015).

1.8 Gengibre: Zingiber officinale Roscoe.

O gengibre (Zingiber officinale Rosc.) é originario de florestas tropicais do
Sudoeste da Asia e, atualmente, é cultivado em diversos paises do mundo, dentre eles o
Brasil (Figura 9) (PALHARIN et al, 2008). O gengibre pertence a familia
Zingiberaceae que apresenta distribuicdo em areas tropicais e semi-tropicais, incluindo
cerca de 50 géneros e 1100 espécies. Do ponto de vista econdmico destaca-se 0
Zingiber officinale Roscoe, com rizomas aromaticos (SOUZA, 2005). A tabela 4

apresenta as principais caracteristicas da constituicdo botanica do gengibre.

Popularmente, o gengibre tanto na forma de extratos frescos e/ou secos vem

sendo utilizado para o tratamento de diversas enfermidades. Vale resaltar que desde a
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antiguidade, esta especearia € bem usada para o cuidado de varias patologias, incluindo
as doencgas eméticas, artrite e doencas neuroldgicas, dentre outras (ARYAEIAN e
TAVAKKOLLI, 2015).

Nas ultimas duas decadas aumentaram-se de forma consideravel os relatos
cientificos apontando acdes benéficas advindas do Z. officinale Rosc. (ARYAEIAN e
TAVAKKOLI, 2015). De forma geral, evidencia-se atividades anti-inflamatoria,
hipoglicémica, antioxidante, antiulcerosa, antiemética, anti-nausea, ansiolitica,
antipirética, anti-ulcera e antitumoral pertencentes ao gengibre (ZHOU et al., 2006;
SUHKLA, 2007; ALl et al., 2008; SHARMA, 2014).

Tabela 4 — Descricéo dos principais aspectos botanicos do gengibre.

Classificacao

» Reino o Plantae
» Filo o Magnoliophyta
GENGIBRE » Classe o Liliopsida
» Ordem o Zingiberales
» Familia o Zingiberaceae Lindl, 1835.
» Espécie o Zingiber officinale Roscoe, 1807

Fonte: Beal, (2004).

Em relacdo a funcdo metabdlica foi evidenciado que o Z. officinale possui
efeitos benéficos sobre o metabolismo associado a disfuncéo correlacionada ao processo
inflamatorio (ARYAEIAN e TAVAKKOLLI, 2015; MATSUDA et al., 2009; HAN et
al., 2005).

Alguns estudos relatam um forte potencial anti-inflamatério para o Zingiber
officinale. Em modelo experimental de inflamacdo de vias aéreas por ovoabulmina, o
extrato desta planta habil em melhorar a resposta imunoldgica através da supressdo de
via Th-2, reducdo da participacdo de eosinofilos, mondcitos e neutrdfilos, como também
reducédo da expresséo de citocinas IL-4, IL-5 e INFy, além de relaxar a musculatura lisa
das vias aéreas (AHUI et al., 2008). Além disso, em pacientes com diabetes de melitus
tipo 2 a intervengdo com o extrato do Z. oficionalle melhorou os parametros glicémicos,
a sensibilidade a insulina e o perfil lipidico (ARYAEIAN e TAVAKKOLLI, 2015).

E amplamente conhecido que o Z. officinale tem efeito protetor sobre a

inflamacéo articular e em modelos de artrite, através de suas propriedades anti-



Introducéo 43

inflamatdrias e antioxidantes. Esta planta inibe as vias da ciclooxigenase-2 e
lipoxigenase-5. Alem do que conserva os valores ideais de glutationa e da atividade da
enzima SOD, como também inibe a liberacdo de substancia P (mediador da inflamagéo
e dor) e, por fim, diminuem os niveis das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-2 e de
prostaglandinas (BLACK et al., 2010; RAMADAN et al., 2013; ARYAEIAN e
TAVAKKOLLI, 2015).

Figura 9- Rizoma do gengibre.

Fonte: adaptado de Dabague, (2008); Lima et al., (2014).

Previamente, o extrato desta planta melhora a resposta inflamatoria hepética, por
diminuir os niveis de TNF-a e IL-6 e outras citocinas pro-inflamatdrias, através da
inibicdo da ativagdo da NF-kB (LI et al., 2012). Além disso, no sistema nervoso o
extrato do gengibre diminui a atividade de NF-xB, iNOS, e ciclogenase 2 (COX-2)
(JUNG et al., 2009; HO et al., 2013). Recentemente, foi demonstrada a existéncia de
flavonoides e fendis no extrato do Z. officinale que podem ser responsaveis pelo efeito
nefroprotetivo e a outros érgdos. Essas moléculas sdo dotadas de acOes antioxidantes e
anti-inflamatoria (KAFESHANI et al., 2015).

Sdo varios 0s constituintes presentes no gengibre, dentre eles, é relevante a
quantidade de compostos volateis (10% a 30%), além de varios outros componentes
pungentes (ZICK et al., 2008). Ressalta-se que 0s componentes pungentes ndo volateis
sdo os constituintes biologicamente ativos desta espécie, tais como 0s compostos
gingerdis, shogaols, paradols e zingerone. Dentre estes 0s gingerois se destacam,
representam uma série de compostos homélogos diferenciados pelo comprimento das
suas cadeias alquila ndo ramificada (SHUKLA e SINGH, 2007; ZICK et al., 2008).
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Os gingerois foram identificados como 0s principais componentes ativos no
rizoma fresco. Os shogaols, que representam uma série de compostos homologos
derivados dos gingerois através da eliminacdo da hidroxila do C-5, e com consequente
formacéo de uma ligacdo dupla entre C-4 e C-5, também possuem importante atividade
farmacoldgica, porém com menos relatos do que os gingerois (JIANG et al., 2005).
Diferentemente dos gingerois os shagaols sdo mais presentes no extrato seco do
gengibre.

Por outro lado, ainda é citada a presenca do composto 6-paradol, semelhante ao
Gingerol e é formado por meio da hidrogenacdo do shogoal (JIANG et al., 2005;
SHUKLA e SINGH, 2007). No entanto, ainda séo escassos 0s dados experimentais para
este composto. Porém € reportado que tem potencial antioxidante e antiflamatorio
(CHUNG et al., 2001).

1.9 Compostos fenolicos [6]- e [10]-gingerol.

Os compostos gingerois sdo 0s principais constituintes quimicos ndo volateis
encontrados no rizoma do gengibre, estes formam uma familia de compostos
homologos, diferenciados entre si pelo nimero de a&tomos de carbono em sua cadeia
lateral (figura 10). Desta forma, os compostos desta familia com 10, e 14 atomos de
carbono dao origem ao [6]- e [10]-gingerol, respectivamente (JIANG et al., 2005).
Dentre estes, o0 [6]-gingerol é o maior componente pungente fendlico do gengibre e
amplamente estudado devido as suas propriedades farmacolégicas (CHANG et
al.,2015).

Recentemente, elevou-se o numero de trabalhos experimentais demonstrando
que os efeitos farmacologicos do gengibre sdo advindos dos compostos fendlicos
gingerois (BERNAD et al., 2015; CHAKRABORTY et al., 2012). Em especial o [6]-
gingerol e o [10]-gingerol sdo considerados como moléculas com grande potencial
farmacoldgico e responsavel pelas acdes benéficas e terapéuticas dessa espécie (FUNK
et al., 2009; CHAKRABORTY et al., 2010). Por conseguinte, alguns relatos na
literatura mencionam que a protecao do [6]-gingerol e [10]-gingerol s&o obtidas a partir
de suas propriedades antioxidantes, antinflamatorias, anti-carcinogénica e anti-
mutagénica (OJEWOLE, 2006, SARKAR et al., 2011; HANIADKA et al., 2012; ZICK
et al., 2008).
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O [6]-gingerol tem um forte potencial em atenuar a resposta inflamatoria
induzida em modelos in vitro e in vivo (TZENG et al.,2015). Estudo de Tripathi et al.,
(2007) observou-se que este composto reduziu a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias induzidas por LPS, tais como o TNF-a, IL-12 e IL-1-B. Identificou-se
ainda a reducdo da expressdo das quimiocinas RANTES (CCL5) e MCP-1, além da
reducdo do NF-kB.

Outros estudos relatam que além da reducdo da expressdo de COX-2, os
compostos [6]- e [10]-gingerol tém a capacidade de reduzir o dano oxidativo e produgéo
de PGE; in vitro (LANTZ et al., 2007; KIM et al., 2005). Recentemente foi
demonstrado efeito do [6]-gingerol em reduzir a expressdo de IL-B, IL-6 e TNF-o em
modelo animal de colite (CHANG et al., 2015).

O composto [10]-gingerol detém acdo antioxidante significante, semelhante ao
[6]-gingerol. Os dois compostos inibem o dano oxidativo por reducdo da produgédo de
EROs, diminuindo os niveis do anion superédxido, do radical hidroxila e, reduzindo a
producdo de nitrito, além de reduzir a atividade da via xantina/xantina oxidase, que é
uma fonte de formacdo dessas espécies (BADRELDIN et al., 2008; DUGASANI et al.,
2010).

Previamente, estudo in vitro confirmou as acBes benéficas para ambos 0s
gingerois ([6]- e [10]-gingerol). Estes demosntraram possuir efeitos antiflamatério em
células nervosas, detendo a capacidade de reduzir a producdo de varias moléculas
envolvidas na resposta inflamatoria tais como IL-1B, TNF-a, IL-6 e ON ativados por
LPS (HO et al., 2013).

O [10]-gingerol por si s6 apresenta efeitos benéficos diante da hepatoxicidade
induzida por diclofenaco de sodio, além de ser detentor de forte acdo antibactericida,
atividade anti-inflamatoria e anti-atrite (NAGOSHI et al., 2006; FUNK et al., 2009;
ALQASOUMI, 2012).

1.10 Mecanismos farmacologicos relacionados ao Zingiber officinale e gingerois

diante a falha renal.
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Os rins s@o frequentemente afetados por lesbes isquémicas e nefrotoxicas. Na
ultima década, alguns estudos apresentaram efeito modulador do Z. officinale diante de
algumas nefropatias. No contexto da nefropatia diabética o extrato do Z. officinale
reduziu as principais alteracdes renais causadas em modelo animal, tais como o
acréscimo de creatinina e ureia plasmatica, além da reducdo dos niveis de proteina
urinéria, efeitos esses associados a a¢do antioxidante e metabdlica dos compostos desta
planta (Tezeng et al., 2013).

Figura 10- Estrutura quimica dos compostos [6]- e [10]-gingerol.

Fonte: Autor.
Nota: Resultado obtido por ensaios com RMN de *H no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), ligado ao DQOI/UFC.

O extrato do gengibre foi habil em proteger o dano estrutural causado por
isquemia de reperfusdo renal, além de manter o CLcgr de forma adequado, evitou a
dilatacdo tubular, a vacuorilacdo celular e o edema intersticial no tecido renal isquémico
(MAGHSOUDI et al., 2011).

Em relacdo a protecdo nefrotoxica, o extrato etanodlico e cloroférmio da planta
em questdo, melhoraram a defesa anti-oxidante renal diante do dano oxidativo por
tretacloreto de carbono (CCl4), reduziu os niveis de peroxidagdo lipidica, aumentou a
atividade antioxidante da SOD e GSH, com melhora dos aspectos funcionais e reten¢do
de compostos nitrogenados (HAMED et al., 2012).

O [6]-gingerol apresentou mecanismo antioxidante e protetor diante da
nefrotoxidade desencadeada in vivo por cisplatina, normalizando o desequilibrio redox
celular, através do descrécimo de malondealdeido (MDA) e manutencdo das atividades
da catalase, SOD e GSH de forma adequadas (KUHAD et al., 2006). Achados
histopatoldgicos no tecido renal associados as alteracdes biogquimicas (aumento de

creatinina, ureia e acido urico) demonstraram o aspecto protetor do extrato do gengibre
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diante da administracdo em dias consecutivos de aminoglicosideo (LAKSHMI, et al.,
2010).

O uso de uma fracdo enriquecida com 0s compostos [6]-, [8]- e [10]-gingerol
reduziu os fatores relacionados o dano nefrotdxico induzido por gentamicina, tanto o0s
aspectos funcionais (CLcr, FENa+ e FEK+), quanto na estrutura morfologica renal
(expressdo de marcadores do estresse oxidativo e citocina pré-inflamatérias teciduais).
Desta forma modulando a dindmica glomerular e intra-tubular (RODRIGUES et al.,
2014).

Ainda mais recente, por meio do mesmo modelo classico de nefrotocidade
tubular por gentamicina, avaliando apenas o [6]-gingerol, evidenciou-se que esta
molécula apresenta efeito anti-apoptdtico, diminui o estresse oxidativo e normaliza os
aspectos morfologicos renal, desta forma demonstrando acdes nefroprotetivas e a

capacidade de restabelecer a fungéo renal (HEGAZY et al., 2016).

Nesse sentido, estudos avaliando o potencial farmacol6gico dos compostos [6]-
e [10]-gingerol em modelo experimental de dano renal, secundario a infeccdo
polimicrobriana de sepse por CLP sdo escassos e necessarios. De forma geral, reforca-
se a hipdtese de que as propriedades citadas e existentes para estes compostos poderiam
ser aceitas para melhorar a fisiopatologia da falha renal séptica e, por seguinte, tornar
mais claros 0s possiveis mecanismos de nefroprotecdo que 0s mesmos possam ter.

Além disso, ganhando respaldo para melhorar a conduta clinica.
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JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A sepse € uma sindrome heterogénea, complexa e de dificil tratamento.
Inaceitavelmente, suas taxas de mortalidade (sepse e do choque séptico) ndo mudaram
ao longo das ultimas décadas, permanecendo elevadas. Atualmente, € um dos principais

problemas de satde pablica na grande maioria dos paises (SOUZA et al., 2012).

A falha de mdaltiplos 6rgédos, em especial a LRA em pacientes sépticos contribui
para a piora do prognéstico e maior taxa de mortalidade (XU et al., 2013), Neste
sentido, torna-se essencial uma melhor compreensdo da fisiopatologia do dano renal
nesta sindrome, com a prevencdo e o tratamento da falha renal ganhando enorme
importancia (ZARBOCK, 2014). Nesse contexto, 0 modelo animal CLP é amplamente
utilizado, sendo considerado como “padrao ouro” em pesquisas com sepse, contribuindo
para o entendimento e desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento. Em
adicdo, nesta condi¢do tem sido amplamente sugerido o uso de métodos voltados para a
verificacdo das alteracfes metabdlicas e perfil metabolémico nessa sindrome, tais como

abordagens por RMN e a espectrometria de massas.

Estudos recentes com o extrato do Z. officinale, ttm demostrado que seu
cosntituintes possuem a capacidade de protecdo sobre a funcdo renal em modelos
experimentais (dano por isquemia-reperfusdo e nefrotoxidade relacionada a farmacos
como cisplatina e gentamicina). Em um recente estudo, nosso grupo reportou a
protecdo renal por meio de tratamento com uma fragdo enriquecida com gingerois
diante da nefrotixidade causada por gentamicina (RODRIGUES et al., 2014). Em
conjunto, evidenciou-se que estes compostos possuem potencial efeito sobre a funcgéo
renal, através de sua atividade antioxidante, propriedade anti-inflamatorias e

metabdlicas.

Diante ao exposto, a inexisténcia de estudos relatando os efeitos destes
compostos diante a falha renal desencadeada por sepse polimicrobiana, e as evidéncias
do potencial protetor destas moléculas, proporciona uma causalidade aceitavel para
referendar a utilizagdo dos mesmos como tratamento. Desta forma, o foco de
investigacdo deste estudo experimental foi determinar os mecanismos associados ao
possivel mecanismo renoprotetor dos compostos [6]- e [10]-gingerol diante a nefropatia

causada pela sepses em modelo de CLP. Além disso, caracterizar o perfil metabdlico
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por meio de ensaios usando 0 método RMN *H na falha renal séptica e dos presentes

tratamentos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral.

I. Investigar o potencial terapéutico e os efeitos farmacoldgicos dos compostos
isolados [6]- e [10]-gingerol, além da exploracdo do perfil metabolémico

durante a injuria renal induzida pelo modelo polimicrobiano de sepse em ratos.

3.2 Objetivos especificos.

> Verificar os efeitos do tratamento com os compostos [6]- e [10]-gingerol sobre
0s parametros da funcéo renal e tubular em ratos submetidos ou ndo ao dano por
CLP.

> Analisar a curva de sobrevida em animais induzidos de falha renal pela sepse
polimicrobiana e subsequentemente tratados com os compostos [6]- e [10]-

gingerol.

> Avaliar o perfil oxidativo e atividade antioxidante em ratos tratados com [6]- e

[10]-gingerol submetidos ou ndo ao dano por CLP.

> |nvestigar os achados histopatolégicos no tecido renal na auséncia e presenca do

[6]- e [10]-gingerol em ratos submetidos ou ndo ao método CLP.

> Auvaliar o perfil molecular através da transcri¢do génica de TNF-a, IL-1B, INFy,
TGF-p1, KIM-1, Aquaporina 2(AQP-2) em rins submetidos ou ndo ao dano por

CLP e subsequentemente tratados com [6]- e [10]-gingerol.

> Explorar o perfil metabolémico através da RMN de *H de animais com injuria
renal desencadeada pela polinfeccdo bacteriana, tratados com os fendis [6]- e
[10]-gingerol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E COMITE DE ETICA.

Foram utilizados ratos Wistar, com uma média de peso entre 180 a 200 gramas
(n=6-8 por grupo). Os mesmos foram provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC), mantidos em condicGes controladas em estantes ventiladas.
Tiveram 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 Experimentagdo Animal (CONCEA) e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEUA) da Universidade Federal do

Ceara, numero de protocolo 45/14.
4.2 INDUCAO DA SEPSE PELO METODO CLP.

A inducéo da septicemia foi realizada pelo modelo de ligadura e punc¢éo do ceco,
método CLP (cecal ligation and puncture: CLP), adaptado de estudos de SOUZA et al.,
(2012) e RODRIGUES et al., (2012).

Inicialmente, os animais foram anestesiados com uma solugdo anestésica com
quetamina 10% (90mg/Kg) e xilazina 2% (10 mg/Kg) por via intraperitoneal (i.p). Ap6s
anestesia, os mesmos ficaram sobre uma placa aquecedora EFF 421 (Insight®) que
manteve a temperatura de 37°C de forma constante durante todo o processo cirurgico.
Apos fixacdo de cada animal, foi realizada uma assepsia local com alcool iodado e, em
seguida, conduzido uma laparotomia com incisdo longitudinal de aproximadamente
1,5cm e subsequente exposicdo do ceco. Este foi semi-ocluido com fio de seda na
regido préxima a valvula ileocecal. Em seguida, o ceco foi puncionado cinco vezes com
uma agulha de 18 G e suavemente comprimido para confirmar a perda do conteddo
cecal. Imediatamente, o intestino foi devolvido para a cavidade abdominal e a incisdo da
parede abdominal foi fechada em duas camadas com suturas feitas com fio de seda 4.0.
Em seguida, a regido abdominal foi limpa com iodo. Por fim, para garantir uma fluido-
terapia adequada, cada animal recebeu uma solugdo de NaCl 0,15 M (25 ml/kg, s.c).
Ap0s 0 processo cirargico, 0s animais continuaram na placa devidamente aquecida até a

recuperacao da anestesia, que ocorreu entre 60 a 220 minutos.
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Os animais do grupo Sham foram submetidos aos mesmos procedimentos
cirargicos, contudo ndo tiveram ligadura e nem as pungdes no ceco. Foi construida uma
curva de sobrevida para avaliar a percentagem de sobrevivéncia desses animais durante

as 48h seguidas da inducao.
4.2.1 METODOS USADOS NA CARACTERIZACAO DA SEPSE.

Inicialmente foi realizado um estudo piloto para a determinacdo do processo
infeccioso através da contagem de UFC/ml no lavado peritoneal e no sangue e, desta
forma, a confirmagdo do quadro infeccioso. Os animais foram divididos em 2 grupos
com 10 animais. Em ambos os grupos também foi avaliado indiretamente a funcéo renal
pela dosagem plasmatica dos biomarcadores creatinina, ureia, e proteina urinéria. Todo

procedimento ocorreu durante 48h ap6s o procedimento CLP.

O lavado peritoneal foi obtido da seguinte maneira. Apds assepsia da regido
abdominal com &lcool iodado 1%, um volume de 5 ml de salina 0,9% esteéril foi
administrado na cavidade abdominal e, posteriormente, cerca de 0,5 ml do contetido
peritoneal foi coletado. O sangue foi coletado por pungdo da veia cava abdominal.
Volume de 100 pl das amostras foi semeado em placas contendo o meio de cultura agar
Mueller-Hinton (Difco™ Mueller hinton Agar, Franca) preparado seguindo as
instrucGes do fabricante. Semeou-se o sangue puro e o lavado peritoneal foi diluido
1:1000, 1:10000 e 1:100000 em salina estéril antes da semeadura.

Apo0s a semeadura, as placas foram incubadas por 24 horas a 37° C e 0 nimero
de colonias foram quantificados. Os resultados foram expressos como Log da Unidade
Formadora de Coldnias (UFC)/ml para as bactérias presentes no sangue e
UFC/cavidade. Além disso, foram coletados plasma e urina nos animais para

confirmacéo das alteracOes renais causadas pela indugéo do CLP.

43 COMPOSTOS [6]- E [10]-GINGEROL E OUTRAS SUBSTANCIAS
UTILIZADAS.

Todos os produtos quimicos e outras farmacos aqui mencionadas foram obtidos
da Sigma-Aldrich® USA, ou Vetec® Brasil. Os compostos [6]- e [10]-gingerol foram
obtidos por meio de técnica de isolamento padronizada no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) conforme descrito previamente por Silva
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et al., (2012), e cedidos gentilmente pelos Professores Dr. Jame’s Almada da Silva e

Dr. Paulo Cezar Vieira.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS.

®* Grupo sham
i. Animais foram induzidos a cirdrgica falsa sham (cirdrgia placebo)
conforme descrito no item 4.2. N&o tiveram isolamento e perfuracdo do

ceco.

® Grupos controle substancias [6]- e [10]-gingerol
ii. Animais receberam procedimento falso-cirdrgia conforme descrito no
item 4.2, porém ndo tiveram isolamento e nem puncdo do ceco. Além
disso, receberam o tratamento com [6]-gingerol (i.p, 25 mg/kg) 2h pré-
cirtrgia e 12 e 24h pos-cirdrgico.
Iii. Animais receberam procedimento falso-cirdrgia conforme descrito no
item 4.2, porém ndo tiveram isolamento e nem perfuracdo do ceco.
Além disso, receberam o tratamento com [10]-gingerol (i.p, 25 mg/kg)
2h pre-cirurgia e 12 e 24h pds-cirdrgico.
* GrupoCLP
2 Animais receberam procedimento cirdrgico de CLP conforme descrito

no item 4.2.
®* Grupo CLP + [6]- e [10]-gingerol
V. Animais receberam procedimento cirdrgico CLP conforme descrito no

item 4.2, seguido do tratamento com [6]-gingerol (i.p, 25 mg/kg) 2h
pré-cirurgia, e 12 e 24h pds-cirdrgico.

Vi. Animais receberam procedimento cirdrgico de CLP conforme descrito
no item 4.2, seguido do tratamento com [10]-gingerol (i.p, 25 mg/kg)
2h pré-cirurgia e 12 e 24h poés-cirdrgico.

4.5 DESENHO EXPERIMENTAL.

Os animais foram divididos aleatoriamente em seus respectivos grupos

experimentais. Duas horas antes do processo indutor com falsa cirurgia sham ou CLP,

0s animais receberam veiculo (tween-80 2%) e, os compostos [6]- ou [10]-gingerol 25
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mg/kg (ip) conforme Rodrigues et al., (2014) e Kuhad et al., (2006). E
subsequentemente, ap6s a inducdo por falsa cirargia sham ou por CLP, os animais
continuaram a ser tratados com tween-80 2%, com [6]- ou [10]-gingerol na dose de 25
mg/Kg (ip), 12 e 24h apds a inducdo da sepse polimicrobiana ou por falsa cirdrgia
(Figura 11). Todos os animais foram transferidos e mantidos individualmente em
gaiolas metabolicas. Depois de coletar as amostras de urina em 24 horas, os ratos foram
anestesiados com Ketamina (90mg/kg) e Xilasina (10mg/kg), colocados em uma mesa
cirurgica com temperatura mantida em 37°C. Seguidamente, foi feita uma incisdo na
regido abdominal, a veia cava abdominal foi dissecada e puncionada. Foram coletadas
amostras de sangue em microtubulos heparinizados ou ndo e, em seguida, centrifugados
a 3.500 rmp, 4°C por 15 minutos. O plasma e soro obtidos foram armazenados a -80 °C
para em seguida serem conduzidas as dosagens bioquimicas. Os rins foram coletados,
pesados em uma balanca de precisdo analitica (Metter Toledo- AB104S®). Em seguida,
uma fracdo do tecido foi armazenada em formol 10% tamponado e, seguidamente,
conduzido para a preparacdo de ldaminas histolégicas e execugdo do estudo histoldgico.
O restante do tecido renal coletado foi dividido e quatro fracGes e armazenados a -80
para 0s ensaios com biologia molecular, dosagens da atividade antioxidante e de
biomarcadores proteicos. Ao térrmino das coletas os animais, ainda sob o efeito de

anestesia, foram submetidos a eutanasia por desanguinag&o.

Figura 11- Desenho experimental, grupo controle: sham.
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Fonte: Autor.
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Figura 11.2- Desenho experimental, grupo: CLP.
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Fonte: Autor.

Figura 11.3- Desenho experimental, grupos: CLP + [6]-gingerol, CLP+[10]-gingerol.
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Fonte: Autor.

Figura 12- Ultilizagdo de gaiolas metabdlicas durante execugdo experimental.

Fonte: Autor.
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4.6 AVALIACAO DA MANIFESTACAO DE DIARREIA.

As manifestacOes de diarreia apresentada durante as 24 h nas quais 0s animais
permaneceram em gaiolas metabodlicas foram monitoradas e tabuladas em escores,
segundo proposta por Nakagawa et al.,, (2007) com algumas adaptacbes. As
quantificacbes foram realizadas a partir das observacdes feitas individualmente a cada
animal, feitas nas ultimas 24 h nas gaiolas metabdlicas. Foram atribuidos escores: 0,
Nenhuma manifestacdo; 1, moderada diarreia; 2, severa diarreia. Os resultados foram

expressos em mediana, valor minimo e valor maximo.

4.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS.

Aliquotas de (£200 pul) urina e de plasma foram utilizadas para mensuracdo de
creatinina, ureia, lactato, acido Urico, LDH plasmaticos pelos kits Creatinina-K, Ureia-
CE, lactato liquiform, &cido drico-liquiform e LDH Liquiform, respectivamente. J& a
proteina urinaria o foi dosada pelo kit SensiProt®. Todos os kits mencionados foram
comercialmente fornecidos pelo fabricante (Labtest®, Fortaleza, CE, Brasil) e 0s
protocolos de diagndstico seguiram as recomendacfes do fabricante. Os resultados
foram expressos em mg/dL , U/L ou mm/L.

4.8 FUNCAO RENAL: CLEARANCE DE CREATININA.

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®, Fortaleza, CE, Brasil, como citado anteriormente. Estimou-se o Ritmo
Filtracdo Glomerular (RFG) através do clearance de creatinina (CLcgr), este foi
utilizado para determinar a funcéo renal dos animais e calculado por meio da seguinte
férmula (RODRIGUES, 2013):

CLcr=(CrUxVu/CrP)

Onde:

Cry = concentragdo urinaria creatinina (mg/dL); Vu = volume urinario
(mL/min);

CrP = concentracdo plasmatica de creatinina (mg/dL).

Os valores do CLcg foram expressos em mL/min.
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4.9 AVALIACAO DA FUNCAO TUBULAR

4.9.1 FRAGCAO DA EXCREGAO DE SODIO, POTASSIO E CLORETO.

A fracido excretada de sodio (FENa") e a fracdo excretada de potassio (FEK™)
consistem nos percentis de Na*, K" e CI- excretados em relagio ao filtrado. A fracdo
de excrecdo de sodio (FENa'), (FEK") e (FECI) foram calculadas a partir da
mensuracdo de sodio, potassio e cloreto urinario e plasmatico por meio do analisador de
eletrolitos 9180 (Roche, Brasil) utilizando o método eletrodo ion seletivo. Foi utilizado
como diluente o Snap Park® (Roche, Brasil) para preparo da solugéo padréo e solugéo
para mensuracdo de eletrdlitos urinarios. O aparelho foi calibrado usando padréo
contendo 140 mEq/I de Na* e 5 mEqg/I de K*. O controle para mensuracdo das amostras
foi realizado com Isetrol® (Roche, Brasil).

Com as concentracdes plasmaéticas e urinarias de sédio, potassio e potassio
foram determinados as fracdes de excrecio para Na*, K" e CI' (FENa", FEK" e FECI),
respectivamente conforme descrito previamente por Souza (2010). Estes parametros
servem para analisar o manejo tubular de tais ions.

O célculo utiliza as seguintes formulas:

' Clearance Na* .
FENa' = x 100
Clearance de creatinina

Clearance K*
FEK" = x 100
Clearance de creatinina

Clearance ClI-

Os valores foram expressos em %.
4.10 AVALIACAO DOS PARAMETROS OSMOLARES

4.10.1 DETERMINACAO DAS OSMOLALIDADES PLASMATICA E URINARIA.

A determinacdo das osmolalidades plasmética e urinaria foi feita através de

osmometria de congelamento (osmometro vapro 5520®) usando padrfes com
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osmolalidades apropriadas para as amostras de urina e plasma (100, 290 e 500
mOsm/kg). Conhecendo-se as osmolalidades plasmética e urinaria, alguns pardmetros
puderam ser quantitativamente avaliados, conforme as equacgdes conforme Portella,
(2009):

Cosm (mL/min) = Osmolalidadeyina (UOsm/ml) x FU (mL/min)/

\ Osmolalidadepiasmaica (MOsm/ml);
CH20 (mL/min) = FU (mL/min) - Cosm (mL/min).

Cosm = clearance osmolar; CH20 = clearance de agua livre; FU= fluxo urinério
e RFG = Ritmo de filtragio glomerular (CLcg), ambos em mL/min.

4.11 DERTERMINACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

4.11.1 DOSAGEM MALONDEALDEIDO (MDA) URINARIO.

Para analisar o dano oxidativo renal desencadeado pela modelo CLP e do
possivel tratamento com o [6]- e [10]-gingerol foi analisada a producdo de
malondialdeido (MDA), um dos principais produtos da cascata de peroxidacao lipidica,
determinada pela reacdo com 4acido tiobarbitdrico. Para tanto, 0,4 ml da amostra de
urina com 0,6 ml de H,O foram adicionados a 1,0 ml de TCA (tricloroacético) 10% e
1,0 ml de &cido tiobarbiturico (0,6% pH 2).

Todos os tubos de ensaio com a solugdo foram mantidos no gelo durante essa
primeira etapa do processo. A solugdo foi homogeneizada e depois colocada em banho
maria a 100 °C durante 20 min para que ocorresse a rea¢do com o acido tiobarbiturico.
Apbs refrigeracdo e adicdo de TCA 70%, a mistura final foi centrifugada por 15min a
3000 rpm e a leitura realizada por espectrofotometria em absorbancia de 534 nm
(WALKER e SHAH, 1990).

4.11.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MALONDIALDEIDO (MDA)

NO TECIDO RENAL DE RATOS.

Para confirmar o dano oxidativo direto no tecido renal e uma possivel acdo

protetora dos gingerois em estudo, o grau de lipoperoxidacéo no tecido foi mensurado
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por meio da determinacdo dos niveis de MDA através das substancias reativas com
acido tiobarbitarico (TBARS), conforme o método de Ohkawa et al (1979). Foi feito um
homogenato dos tecidos renais a 10% em solucédo de cloreto de potéssio (KCI) 0,15 M.
250 puL do homogenato e, em seguida, foi dicionado 1,5 mL de é&cido fosférico
(H3PO4) 1% + 500 pL de solucdo de acido tiobarbitarico 0,6%. Estes seguiram para
banho fervente (95-100 °C) por 45 minutos. A mistura foi resfriada em &gua corrente e,
a seqguir, foi adicionado 2 mL de n-butanol. O tubo foi agitado no vortex por 1 min. e
centrifugado a 1200rpm/15min. Apoés a centrifugacdo foi retirado a fase orgénica para
realizacdo da leitura em espectrofotdmetro (520-535 nm). Os resultados foram
expressos em micromols de malondialdeido (MDA) por mg de proteina. A concentragdo

de proteinas foi medida utilizando o método adaptado de Bradford (1976).

4.12 ANALISE DOS NIVEIS DE NITRITO EM TECIDO RENAL DE RATOS.

A dosagem de nitrito é baseada na utilizacdo do reagente de Griess. Este tem a
capacidade de expor a presenca de nitrito em amostras por uma reacao de diazotizagéo,
formando durante a reagdo um cromoéforo de cor résea. O reagente é constituido de
acido fosférico 5%, N-1-naftilenodiamina (NEED) 0,1%, Sulfanilamida 1% em &cido
fosforico 5% e agua destilada.

Para realizacdo do ensaio foi feito homogenato a 10% do tecido renal com
tampdo de fosfato de potéssio (PBS). O ensaio consiste na adicdo de 100 uL do
sobrenadante do homogenato em 100 puL do reagente de Griess. Para a quantificacao de
nitrito uma curva padrdo foi construida através de uma diluicdo seriada com
concentragoes de 100, 50, 25 12,5, 6,25, 3,12, ¢ 1,56 uM. A leitura foi feita na faixa de
absorbancia de 560 nm (GREEN et al., 2000).

4.13 AVALIACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM
TECIDO RENAL DE RATOS.

O principio do teste consiste na utilizagdo do DTNB [acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico)], que extensivamente usado para analisar a atividade da 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 e LINDSAY, 1968).



Resultados 63

Para avaliacdo das alteracdes no contetdo tecidual renal (100mg) de glutationa
reduzida foi feito homogenato a 10% em solucéo gelada de EDTA 0,02 M. O preparo
das amostras foi feito da seguinte forma: 40 pL de cada amostra (homogenato a 10% em
tampédo fosfato) foram adicionadas a 50 puL de agua destilada e 10 uL. de TCA (acido
tricloro acético) 50%. O material foi centrifugado a 3000 g por 10 min ¢ retirado 60 pl
do sobrenadante, que foi adicionado as solu¢cGes de DTNB em tampdo Tris. A curva
padrdo foi obtida mediante leitura de curva padrédo de GSH padréo (1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25; 50; 100 pg) ¢ os resultados foram expressos em pug/mg de proteina.

4.14 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)
EM TECIDO RENAL.

O homogenato (10% em tampdo fosfato) foi centrifugado (10 min, 3600 rpm a
4°C). O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C).
Para o ensaio utilizou-se o sobrenadante. Em uma camara escura foram misturados 1mL
do meio de reacdo (tampdo fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH
7,8), 30 puL da amostra, 150 ul do NBT 75uM e 300 pl de riboflavina 2uM. Os tubos
contendo a solucéo obtida foram expostos a lampadas fluorescentes (15W) por 15 min.
A leitura foi feita espectrofotometricamente em 560nm (Sun et al., 1988). Os resultados

foram expressos em unidades da enzima por grama de proteina.

415 AVALIACAO DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS, DE
TRANSPORTE E MARCADORES PRECOCES DE LESAO RENAL (RT-
PCR).

4.15.1 Extracio do RNA total

As amostras foram congeladas a -80 °C até o momento da extragdo. Foi feito um
homogenato com trizol e, em seguida, a extracdo de RNA foi realizada com o sistema
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com o protocolo
do fabricante. Apds a finalizagdo do processo de extracdo, 1ul de RNA total de cada
amostra foi dosado com o Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) com
a finalidade de verificar a qualidade das amostras e quantificar suas concentragdes para

fornecer RNA para transcricdo em DNA complementar (cDNA).
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4.15. 2 Sintese de cDNA

A sintese de ¢cDNA foi realizada com o iScript™ c¢DNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, USA) de acordo com o instru¢des do fabricante. O protocolo da reacéo
continha 1 pL da enzima transcriptase reversa, 4 pl do tampao 5x iScript Reaction Mix
(solucdo constituida de oligonucleotideos e iniciadores aleatorios), um volume da
amostra de RNA uniformizado para 200ng/uL e completado a reagdo com agua livre de
nuclease em volume suficiente para completar 20ul. O protocolo padrio do
termociclador iCycler (Bio-Rad Laboratories, USA) foi 25° C por 5 min., 42° C por 30
min., e 85° C por 5 min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20° C até sua posterior

utilizacdo no PCR quantitativo em tempo real (QPCR).
4.15.3 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Conforme a Tabela 5, foram avaliados na transcricdo do mRNA 0s genes
relacionados com transporte e o processo pro-inflamtério celular, além da transcricao
de, TNF-a, IL-1B, INF-y, TGF-B1, KIM-1, AQP-2 com o aparelho do iQ5 Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos ). O gene de referéncia
utilizado foi 0o GADPH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase).

Para a reacdo foi utilizado 10 ul da SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Inglaterra), 2 pL de cada iniciador (0,2 uM) e 1 ul de cDNA das amostras
completando com 4gua livre de nucleases para um volume final de 20pL. Todos os
iniciadores utilizados e as condicbes da gPCR estdo na Tabela 5. Todas as
amplificacbes foram finalizadas com a curva de melting, realizada para assegurar
especificidade da amplificacdo e detectar a formacdo de dimeros de iniciadores ou

qualquer outro produto inespecifico.

Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou Ct) para os genes testados foram exportados
para o Microsoft Excel (Microsoft, Estados Unidos) e os niveis relativo de RNAm
foram calculados de acordo com a metodologia 2" , qual AACT= (CT gene alvo —
CT gene referéncia do grupo tratado) / (CT gene alvo — CT gene referéncia do controle)

como descrito por Livak e Schmittgen (2001).
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Tabela 5 - Sequéncias de iniciadores e condi¢cdes de PCR para os genes avaliados (S:

senso e A: antisenso).

Processo Sequéncias dos iniciadores

Condigdes

o *
Relacionado (5-3) i MeE do PCR i
S- GTACCCACTCGTAGCAAAC RTprimer
TNF-o AS — AGTTGGTTGTCTTTGAGATCCATG 07 NM. 021578 ID: 3899
S— GACCTGTTCTTTGAGGCTGACA RTprimer
Inflamagioe ~~~ P AS—CTCATCTGGACAGCCCAAGTC B AREEEL o a7
i °C-20” :
reshosta inata ] S— ACAGTAAAGCAAAAAAGGATGCA "C-20" RTprimer
P INF-Y  AS_GCTGGATCTGTGGGTTGTTC 69 NM_ 1388802  72:0c-45  |p.43np
S- GGGCTACCATGCCAACTTCTG Zhao et al.,
TEF-B A GAGGGCAAGGACCTTGCTGTA 87 NM_021578.2 2016
i 95°C - 20’
B'?;:?Lflada%res vy SCOCAGAGAAACCCGACTAAG 5o AFossessi  saeC.a0-  Rachedet
¢ AS-CAAAGCTCAGAGAGCCCATC : o207 A, 2008
renal 72°C - 45
Aquaporina- S — GAGCAGCATGTGGGAACT 9°C-20"  prprimer
VIRLIEDElE 2 AS - AGCGTGGCCAAGAACTC 09 NMLOL29092 S8°C-207ipig2g0
celular 72°C - 45
S— GTTACCAGGGCTGCCTTCTCT 95°C-20"
Referéncia GAPDH o ) A TTEOCOTGOOTAGAGTCA 61  NM_0130113 Sgccti(s)

* RTPrimer: http://medgen.pgent.be/rtprimerdb/search.php

4.16 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) E IDENTIFICACAO DE
METABOLITOS URINARIOS

4.16.1 Espectros de RMN e identificacdo dos metabdlitos

Para a aquisicdo dos espectros de RMN de hidrogénio, 400 uL de urina foi
adicionado a 200 pL de um solugdo tampé&o de fosfato preparado em D,O (pH = 7,4)
contendo 1mM de trimetilsililpropionato de sodio (TMSP-d4) e 2mM de azida de sédio
(NaN3). Uma aliquota de 550 pL da solucéo resultante foi transferida para um tubo de
RMN (5 mm). Os espectros foram adquiridos a 330 K usando um espectrémetro de
RMN Bruker, modelo Avance DRX-500, observando o nudcleo de hidrogénio a 499,6
MHz, equipado com uma sonda BBI (5 mm). Os espectros de *H foram adquiridos
usando uma sequéncia de pulsos com supressdo do sinal da agua, noesyprld (com
tempo de recuperacdo (d1) de 20,0 s e com o tempo de mistura (d8) de 100 ms), usando
64 K de nimero de pontos, janela espectral de 25 ppm e 128 transientes (NS). O
shimming, matching, tunning e a largura do pulso (p1) foi ajustado para cada amostra.
Os espectros foram processados no programa TOPSPIN com 64K pontos aplicando-se
uma multiplicagédo exponencial dos FIDs por um fator de 0,3 Hz. Os deslocamentos

quimicos foram calibrados em relacdo ao sinal do TMSP-d4 (0,0 ppm). As atribuicdes
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dos sinais referentes aos metabdlitos presentes na urina foram baseadas em
experimentos de RMN 1D e 2D, bem como na comparagdo com os dados de RMN
disponiveis no banco de dados Human Metabolome Database (HMDB,
http://www.hmdb.ca) e na literatura (SERRANO-CONTRERAS et al. 2016,
PELANTOVA et al., 2015).

4.16.2 Analise de componentes principais

Para analise de componentes principais (PCA) dos dados utilizou-se o
programa AMIX® (versdo 3.9.12, Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany). A regido
do espectro utilizada foi de 0,50-9,00 ppm divididas em intervalos (denominados
buckets) de 0,02 ppm. As areas referentes aos sinais residuais da agua (4,5-5,3 ppm) e
da uréia (5,53-5,97 ppm) foram excluidas gerando uma matriz de dados composta de 40
amostras (linhas) e 251 variaveis (colunas) para cada amostra. A area de cada bucket foi
integrada usando o modo de integracdo especial (special integration mode). Em
seguida, os espectros foram escalados com relacdo a intensidade total (scaled to total
intensity), ou seja, a intensidade do sinal medido para cada bucket foi dividida pela
integral de todos os sinais do espectro. Dessa forma, as diferengas espectrais oriundas
da variacdo da quantidade da amostra empregada podem ser minimizadas. Por outro
lado, foi aplicado o escalamento por Pareto (Pareto scaled) nas colunas. A identificacdo
dos metabdlitos responsaveis pela separacao entre os grupos foi realizada através dos
graficos de influéncias (loadings), que mostram o peso relativo de cada bucket para as

tendéncias observadas no grafico de escores.

4.16.3 Quantificacdo dos metabdlitos presente na urina

A quantificacdo dos metabolitos responsaveis pela discriminacdo das amostras
foi realizada no conjunto de dados original usando o TMSP-d4 como referéncia interna.
Para compensar a variacdo no volume da urina das amostras, as concentragdes dos
metabdlitos foram normalizadas em relacdo ao valor da creatinina em cada amostra (0s
resultados foram expressos como mM/M de creatinina). Para a normalizagédo dos dados,
a funcdo de multipla integracdo do AMIX-viewer foi empregado e em seguida

conduzido ao tratamento estatistico relacionado a dados ndo paramétricos.
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4.17 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Os rins dos animais de todos os grupos foram seccionados transversalmente e
uma quantidade foi armazenado em cassetes histologicos e armazenado em formol 10%
tamponado por 48 horas. Logo apds esse periodo foram armazenados em alcool 70% até
0 processo de fixacdo. O material foi conduzido ao processador automatico de tecidos
Lupe®modelo PT09 (histotécnico), para ser desidratado em concentracdes crescentes
de 70 a 100% de etanol. Apds o processamento, realizou-se a inclusdo do material em
parafina, utilizando o equipamento para Banho Histolégico Modelo BH05. O material
nos blocos de parafina com corte em Sum de espessura foram colocados em Iaminas
histoldgicas para posterior processo de coloracdo. Os cortes histologicos foram obtidos
utilizando-se micrétomo de impacto (Poycut S, Leica, Alemanha) equipado com
navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). As laminas foram coradas
pela técnica hematoxilina e eosina. A andlise histopatologica foi realizada no Ndcleo de
Estudos em Microscopia e Processamento de Imagens (NEMPI), sendo posteriormente

registradas atraves de fotomicrografias.

4.18 ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média (EPM) ou
valor mediano, maximo e minimo. Os dados foram analisados previamente pelo teste
normalida de Shapiro-Wilk test, seguido do pds-teste teste T student (dados normais),
Mann Whitney (dados ndo normais). Para avaliacdo de multiplos grupos foi feita a
analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste Bonferroni's post hoc (dados normais)
ou aplicacdo do teste Kruskal-Wallis seguido do pés-teste Dunn's (dados ndo normais).
Os resultados foram considerados significativos para P<0,05. A anélise foi realizada

usando o programa GraphPad Prism 5.0 (Software GraphPad, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DO MODELO POLIMICROBIANO DE SEPSE (CLP)
ASSOCIADO AS ALTERACOES RENAIS.

Os resultados a seguir apresentam a caracterizagdo do modelo adotado. Estes
reportam os dados referentes a quantificacdo de bactérias ap6s a inducdo da polinfeccao
e a expressdo dos biomarcadores clinicos renais. Os dados sdo oriundos dos

experimentos pilotos realizados previamente ao inicio do protocolo experimental.

5.1.1 Presenca de bactérias na cavidade peritoneal e no sangue de animais
induzidos a sepse.

Inicialmente, foi realizado um bloco de experimentos pilotos para caracterizar o
processo infeccioso, juntamente com a identificacdo das alteragdes nos marcadores
renais desencadeados pelo modelo CLP. Conforme apresentado na Figura 13-A 0s
animais do grupo CLP apresentaram valores medianos elevados e significativos de UFC
no lavado peritoneal quando comparado ao grupo Sham, (P<0,001). De acordo com a
Figura 13-B os animais do grupo CLP mantiveram tambeém valores medianos elevados
de presenca de bactérias no sangue quando comparado ao grupo sham (P=0,0529). Os
animais do grupo Sham nédo apresentaram bactérias em ambos os liquidos bioldgicos

avaliados (sangue e lavado peritoneal), (Figural3).

Figura 13- Unidades Formadoras de Col6nias durante a padroniza¢cdo do modelo do
modelo CLP.
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Os resultados referentes as unidades formadoras de coldnia (UFC/ml) no lavado peritoneal (A) e no
sangue (B) de ratos jovens submetidos ao processo CLP (n =6-7). Foi realizado test Mann Whitney.

***pP< 0,001 e P=0,0529 em relacdo ao grupo Sham.
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5.1.2 Determinacédo dos biomarcadores renais durante a padronizacdo do modelo
CLP em ratos jovens.

No intuito de confirmar as alteracGes renais nos animais submetidos ao processo
infeccioso polimicrobiano, realizou-se a dosagem de compostos nitrogenados,
creatinina e ureia em ambos 0s grupos experimentais. Por meio da Figura 14-A
podemos observar que os animais do grupo CLP, apos 48hs de inducdo, apresentaram
aumento significativo nos valores medianos de creatinina (0,70 mg/dL) frente ao grupo
Sham (0,40 mg/dL), (P=0,0057). O mesmo foi observado para os valores plasméticos
medianos de ureia (65,00 mg/dL) quando comparado ao grupo Sham (23,00 mg/dL)
(P<0,02), observados na imagem 14-B. Por conseguinte, através da figura 15 podemos
observar que os animais do grupo CLP apresentaram aumento da presenca de proteinas

na urina (160,8+30,2 mg/dL) quando comparado ao grupo controle sham (38,95
+13,94mg/dL),( P<0,001).

Figura 14 — Aumento de creatinina e ureia sérica induzida pelo método CLP em ratos.
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Os valores representam a mediana, valor minimo e maximo concentragdo de creatinina (A) e ureia (B)
plasmética (mg/dL), (n = 6-8), ap6s a inducdo de sepse pelo método CLP. A andlise estatistica foi feita
pelo teste normalidade (Shapiro-Wilk test), seguida do p6s-teste Mann Whitney. ***P = 0,0057 e *P =
0,0281 em relagdo ao grupo Sham.
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Figura 15- Alteracdo nos niveis de proteina urindria induzida pelo modelo
polimicrobiano de sepse em ratos.
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Os valores representam a médiazerro padrdo da média de proteindria (n = 6-7) em animais induzidos ao
método CLP. A andlise estatistica foi realizada pelo teste normalidade (Shapiro-Wilk test), seguida do
teste T student. ***P = 0,0067 em rela¢&o ao grupo Sham.

5.1.3 Sobrevida dos animais durante a padroniza¢éo do modelo CLP.

Conforme a Figura 16, o processo cirdrgico do método CLP desencadeou uma
reducdo da sobrevida dos animais no grupo séptico (48hs: 66,6 %) em relacdo ao grupo
sham que manteve 100% de sobrevida apds 48hs seguida a inducéo.

Figura 16- Curva de sobrevida dos animais submetidos a cirurgia para a indugdo de
sepse pelo modelo CLP.
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Os valores estdo expressos em percentagem de sobrevida nas 48 h ap6s a inducdo da sepse pelo método
CLP. Sobrevida de 100% e 66,6 % nos grupos Sham (n=6) e CLP (n=9), respectivamente.
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5.2 DERTEMINACAO DOS EFEITOS FARMACOLOGICOS DOS COMPOTOS
[6]-GINGEROL E [10]-GINGEROL SOBRE AS ALTERACOES RENAIS
INDUZIDAS PELO MODELO CLP.

Apb6s a caracterizacdo do modelo CLP, com correlacdo entre infeccdo e
biomarcadores renais, 0s resultados reportados nesta secdo sdo referentes aos dados
experimentais da investigacdo do efeito dos compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol
diante das alteracdes renais desencadeadas pela septicemia em ratos jovens, utilizando o
modelo de sepse induzido por ligadura e perfuracGes cecal, modelo CLP (cecal ligation
puncture), que € caracterizado por extravasamento do contetdo cecal e infeccdo
polimicrobiana. Especificamente, o trabalho concentrou-se na investigacdo do perfil
bioquimico de marcadores renais, parametros da funcdo renal, estresse oxidativo e
avaliacdo do aspecto morfoldgico renal e da participacdo do processo inflamatério

diretamente ao 6rgao.

5.2.1 ANALISE DOS PARAMETROS GERAIS.

5.2.1.1 Analise do peso dos animais submetidos ao dano renal pelo modelo
polimicrobiano de Sepse (CLP) e subsequentemente tratados com 0s compostos

[6]-gingerol e [10]-gingerol.

Conforme a figura 17, o peso corporal dos animais pertencentes aos grupos
Sham, Sham-6G e Sham-10G, mantiveram um padrdo semelhante (189,0+4,01g;
191,045,8g e 197,5+5,1¢, respectivamente) ndo se diferenciando estaticamente entre si.
O processo cirtrgico com CLP desencadeou nos animais uma diminuigdo significativa
de peso (171,3£2,05g) em relacdo ao grupo Sham-10G (P<0,001). Esse fenémeno
também foi observado no grupo CLP+10G (175,3+5,4 g) em relacdo ao grupo Sham-
10G apds as 48h da indugdo cirargica (P<0.05), (Figural?).
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Figura 17- Efeito do [6]-gingerol e [10]-gingerol sobre o peso dos animais induzidos ao

dano renal pelo modelo CLP 48 horas da indugéo.
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Os valores representam a médiaterro padrdo da média dos valores do peso dos animais (n=7-8) em
animais induzidos ao método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p.
Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita por
ANOVA seguida do pés-teste de Bonferroni’s. *P<0,001 vs Sham-10G, *P<0,05 vs Sham-10G.

5.2.1.2 Determinacdo do peso renal de animais induzidos a sepse (CLP) e

subsequentemente tratados pelos compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

AlteracOes e complicacGes renais podem desencadear modificacGes no peso e na
arquitetura renal, resultante de fatores como a retencdo hidrica e edema celular. A
figura 18 demonstra que o peso renal em todos 0s grupos néo se alterou. Sem diferenca
estatistica nesse parametro, tanto nos grupos controles Sham, Sham-6G, Sham-10G
(1,9+0,033g; 1,7+0,059 e 1,9+0,08g, respectivamente), ou quando estes foram
comparados com 0s grupos CLP e CLP tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol,
(1,8+0,05g; 1,9+0,069g e 1,7+0,02g, respectivamente), (P>0,05) (Figural8).
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Figura 18- Animais sépticos seguidos dos tratamentos com [6]-gingerol, [10]-gingerol

e ndo modificam o peso renal durante os tratamentos experimentais.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média dos valores do peso dos animais (n = 7-8) em
animais induzidos a0 método CLP e subsequentemente, tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p.
Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita por
ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s. SD: Sem diferenca estatistica.

5.2.1.3 Determinacdo do consumo de agua por animais induzidos a sepse (CLP) e
subsequentemente tratados com os compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

A figura 19 apresenta os valores de consumo de &gua durante o periodo
experimental, nas Gltimas 24h, e conforme observado ndo ocorreu diferenca entre a

ingesta dentre todos os grupos avaliados (Figural9).

5.2.1.4 Avaliacdo da manifesta¢éo de diarreia em animais induzidos a sepse (CLP)
e subsequentemente tratados com os compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

De acordo com a figura 20 os animais dos grupos sham, Sham-6G e Sham-10G
ndo manifestaram presenca de diarreia apds a indugéo por falsa cirdargia [0 (0-)]. No
entanto o grupo CLP apresentou siginificativa presenca de diarreia [2(1-3)], quando este
foi comparado aos grupos Sham, Sham-6G e Sham-10G, (P<0.01). Os compostos
utilizados como tratamentos apresentaram uma tendéncia a reducdo da manifestacéo de

diarreia pos o evento diarreico nos animais dos grupos CLP+6G [0,5 (0-2] e CLP+10G
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[0,5(0-1)], em relacdo ao grupo CLP de forma especifica, poréem sem diferenca
estatistica, (P>0,05), (Figura20).
Figura 19- Detetminacdo do consumo de aguas nos animais induzidos ao dano renal

pelo modelo CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol.
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Os valores representam a mediaterro padrdo da média do consumo de dgua dos animais durante o
periodo de 24hs (n=7-8) em animais induzidos ao método CLP e subsequentemente tratados com [6]-
gingerol e [10]-gingerol i.p. Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise
estatistica foi feita por ANOVA seguido do pos-teste Bonferroni’s. SD: Sem diferenca estatistica.

Figura 20- Avaliacdo dos escores de diarreia ap6s o tratamento com 0s compostos 6-
gingerol e [10]-gingerol em animais induzidos ao dano renal pelo modelo CLP.
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Os valores representam a mediana dos escores da manifestacdo de diarreia em animais induzidos ao
método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol (n=8). Grupos: Sham, Sham-
6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita pelo teste Kruskal-Wallis
seguido do teste Dunn’s. ***P<0,01 vs CLP.
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5.3 AVALICAO DA FUNCAO RENAL.

5.3.1 Determinacéo dos niveis séricos de creatinina em animais induzidos a Sepse

(CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

Conforme exposto na figura 21, os animais dos grupos controles ndo se
diferenciaram entre si em relacdo aos valores de creatinina plasmatica [Sham (0,3+£0,03
mg/dL), Sham-6G (0,4+0,034 mg/dL) e Sham-10G (0,40+0,03 mg/dL)]. Os valores de
creatinina foram aumentados de forma significativa no grupo CLP (0,75+0,05 mg/dL)
em relacdo ao grupo Sham e demais grupos, (P<0,001). Ambos os grupos, CLP+6-G
(0,48+0,03mg/dL) e CLP+10G (0,50+0,01mg/dL) tiveram valores significativamente
inferiores em relagéo ao grupo CLP (P<0.01), (Figura21l).

Figura 21- [6]-gingerol e [10]-gingerol reduzem os niveis plasmaticos de creatinina em

animais induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis plasmaticos de creatinina em animais induzidos
ao método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. Grupos durante o
periodo de 24hs (n = 7-8): Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A anélise estatistica
foi feita por ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s. ***P<0,001 vs CLP, #P<0,01vs CLP.
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5.3.2 Determinacdo do ritmo de filtracdo glomerular (clerance de creatinina) de
animais induzidos a sepse (CLP) e subsequentemente tratados pelos compostos [6]-

gingerol e [10]-gingerol.

A taxa de funcdo renal foi determinada pelo RFG através da estimativa do
Clerance de Creatinina (CLcr), que teve o intuito de avaliar a velocidade e a eficiéncia
da filtracdo renal como também diagnosticar disfuncdo ou diminuicdo do fluxo
sanguineo renal. Conforme a figura 22 os animais do grupo CLP apresentaram reducao
significativa no CLcgr (0,46+0,1 mL/min) quando comparado ao grupo Sham (1,4+0,2
mL/min), Sham-6G (1,2£0,2 mL/min) e Sham-10G (1,2+0,13 mL/min), (P<0,001). O
tratamento com [6]-gingerol foi efetivo em manter o CLcr no grupo CLP+6G (1,2+0,2
mL/min) de forma satisfatdria e adequada em relacdo ao grupo CLP (P<0,01). O grupo
CLP+10G (1,0£0,07 mL/min) também obteve valores de CLcr estaticamente maiores
do que o grupo CLP, (P<0,05). N&o se observou qualquer diferenca entre 0s grupos

controles (Figura22).

Figura 22- Recuperacdo do RFG (Clearance de creatinina) pelos compostos [6]-

gingerol e [10]-gingerol diante a injuria renal pelo método CLP.
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Os valores representam a média + erro padréo do Clerance de creatinina de animais induzidos ao método
CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. durante o periodo de 24hs (n = 7-
8). Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por
ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni’s. ***P< 0,001 vs CLP, *P <,0,05vs CLP.
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5.3.3 Determinacédo da concentragdo plasmatica de ureia em animais induzidos a
sepse (CLP) e subsequentemente tratados pelos compostos [6]-gingerol e [10]-
gingerol.

No presente estudo, de acordo com a figura 23, a inducdo do processo infeccioso
experimental desencadeou um aumento significativo nos valores de ureia plasmatica no
grupo CLP (62,1+2,1mg/dL), quando comparados aos grupos controles Sham
(45,6+4,2mg/dL), Sham-6G (44,7+3,7mg/dL) e Sham-10G (39,3+3,4mg/dL)
(P<0,001). No entanto, o grupo CLP+6G (46,8+2,7 mg/dL) com animais tratados com
[6]-gingerol, manifestou reducdo significativa nos valores deste metabdlito plasmatico
em relacdo ao grupo CLP (P<0,05). A mesma figura ainda reporta que os animais do
grupo CLP+10G (53,6+4,3 mg/dL) ndo obtiveram valores diferentes em relacdo ao
grupo CLP, (Figura23).

Figura 23- Aumento dos valores plasmaticos de ureia pelo modelo CLP é reduzido pelo

tratamento com o composto [6]-gingerol.
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Os valores representam a médiaterro padrdo dos niveis plasmaticos de ureia em animais induzidos ao
método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n = 7-8). Grupos: Sham,
Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A anélise estatistica foi feita por ANOVA seguida do
pos-teste Bonferroni’s. ***P<0,001 vs CLP, #P<0.01 vs CLP.
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5.3.4 Determinagdo da razdo proteina urinaria/cretinina (PU/Cgy) em animais
induzidos a sepse (CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e
[10]-gingerol.

Conforme observado na figura 24 a razdo PU:Cry aumentou de forma
significativa no grupo CLP (46,6£7,4 mg/dL) quando comparado ao grupo Sham
(12,3+3,1 mg/dL), Sham-6G (11,2+1,8 mg/dL) e shaml10-G (11,3£1,8 mg/dL),
(P<0,01). Os tratamentos com [6]-gingerol e [10]-gingerol, nos grupo CLP+6G
(45,5+12,7 mg/dL) e CLP+10G (47,948,7 mg/dL), respectivamente, demonstraram a
habilidade de reduzir a presenca de proteinas na urina quando comparado ao grupo
CLP, (P<0,001). Ndo foi observada diferenga estatistica entre os grupos controles,
(P<0,05) (Figura24).

Figura 24- Compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol diminuem a razdo

proteina/creatinina urinérias de ratos induzidos a falha renal pelo modelo CLP.
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Os valores representam a média + erro da razdo proteina/ creatinina urinarias (PU:Cgy), durante 24hs, em
animais induzidos ao método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n =
7-8). Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por
ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s. **P< 0,01 vs CLP, “P<0,05vs CLP.
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5.3.5 Determinacéo da concentracdo de lactato sérico em animais induzidos a sepse

(CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

Conforme a figura 25 ocorreu significante aumento na concentracdo de lactato
plasmatico nos animais do grupo CLP (5,1+0,4 mmol/L) quando este foi comparado aos
grupos controles Sham (3,4+0,3 mmol/L), Sham-6G (3,3+0,2 mmol/L) e Sham-10G
(3,8+£0,4 mmol/L).

O tratamento com [6]-gingerol e [10]-gingerol, nos grupos CLP+6G (4,2+ 0,12
mmol/L) e CLP+10G (4,2£0,2 mmol/L), respectivamente, diminuem os valores
observados no grupo CLP, porém essa reducdo ndo foi estatisticamente diferente
(Figura25).

Figura 25- Sepse polimicrobiana aumenta os niveis de lactato em animais induzidos a

injuria renal.
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Os valores representam a médiaterro padrdo dos niveis séricos de lactato em animais induzidos ao
método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. durante o periodo de 24hs
(n =7-8). Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita
por ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s. **P< 0,05 vs CLP.
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5.3.6 Determinacgdo da concentracdo de LDH plasmatico em animais induzidos a

sepse (CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

Conforme demonstrado na figura 26, o grupo CLP aumentou os valores séricos
da lactato desidrogenase de forma significativa quando comparado aos grupos controles,
grupo CLP: 383,7+80,2 U/L versus Sham: 168,5+19,8 U/L; Sham-6G: 149,0+20,9 U/L
e Sham-10G: 125,5+2,6 U/L, (P<0,05). N&o se observou diferenca entre 0s grupos
controles.

Os niveis de LDH foram reduzidos nos animais sépticos quando estes receberam
o0 tratamento com [6]-gingerol, grupo CLP+6G (212,7+£30,8 U/L). O mesmo perfil de
comparacao estatistica foi obtido para os animais que receberam o tratamento com o
[10]-gingerol, grupo CLP+10G (236,3+£43,8 U/L), (Figura 26).

Figura 26- [6]-gingerol e [10]-gingerol reduzem a atividade da LDH em animais
induzidos a sepse polimicrobiana pelo método CLP.
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Os valores representam a médiaterro padrdo dos niveis plasmaticos de LDH, em animais induzidos ao
método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n = 7-8). Grupos: Sham,
Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A anélise estatistica foi feita por ANOVA seguida do
pos-teste Bonferroni’s. *P<0,001 vs CLP, *P<0,05 vs CLP.
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5.3.7 Determinacéo dos valores de acido urico em animais induzidos a sepse (CLP)
e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

Conforme a figura 27, os niveis séricos de acido drico foram diminuidos no
grupo CLP (0,58+0,09 mg/dL) quando estes foram comparados aos controles sham,
sham-6G e 10-G (1,0£0,09 mg/dL; 1,150+0,12 mg/dL e 1,317+0,07 mg/dL,
respectivamente), (P<0,01). O tratamento com os compostos fenolicos [6]-gingerol e
[10]-gingerol ndo modificou a diminuigdo desse marcador nos animais sépticos (0,78
+0,13 mg/dL; 0,73 0,09 mg/dL).

Figura 27- Processo infeccioso através do método CLP diminui os niveis de acido Urico

sérico em animais com injuria renal.

**P<(0,01
159} |
T
/_T 1
S T
m - L
£ 1.0 1
(@)
L
S
© 0.5-
©
‘©
<L
0.0 T T
6G 10G 6G 10G
Sham CLP

Os valores representam a médiazerro padrdo dos niveis plasmaticos de acido Urico em animais induzidos
ao método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n = 7-8). Grupo:
Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita por ANOVA
seguida do pos-teste Bonferroni’s. *P<0,01 vs CLP.

5.3.8 Determinagdo do volume e fluxo urindrio em animais induzidos a sepse

(CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

A figura 28 apresenta os valores para o fluxo urinario por minuto durante 24h
(Figura28-A) e o débito urinario (volume de urina) (Figura28-B). Conforme expresso
na figura 28-A e -B, os animais do grupo CLP tiveram um reduzido fluxo urinario e
uma baixa producéo de urina (0,008+0,001 mL/min e 11,98+1,6 ml/24h) em relag&o aos
grupos controles: Sham (0,01+0,002 mL/min e 22,5+2,8 ml/24h), Sham-6G
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(0,01+0,001 mL/min e 21,3+1,8 ml/24h) e Sham-10G (0,01+0,001 mL/min e 24,08+2
ml/24h), desta forma caracterizando a injuria renal como oligurica.

O tratamento com [6]-gingerol foi eficiente em restabelecer o fluxo urinario e o
débito urinario, grupo CLP+6G [0,01£0,001 mL/min (a) e 22,7+2,7 ml/24h (b)] em
relacdo ao grupo CLP. Por meio da mesma figura podemos ainda observar que os
animais que receberam o traramento com [10]-gingerol também restabeleceram os
parametros avalidados de fluxo e volume urinario [0,01+0,001 mL/min (a) e 23,3+2,3
ml/24h (b)].

5.3.9 Avaliacéo da transcri¢édo génica de aquaporina-2 (AQP-2) no tecido renal de
ratos induzidos com CLP, tratados com 6-gingerol e 10-gingerol.

No intuito de identificar se as alteracdes encontradas para o debito urinario,
como também se o fluxo urinario foi dependente da participacdo de AQP-2 realizou-se a
verificagdo da participacdo desse transportador no epitélio renal. Como demonstrado na
figura 29 a expressdo quantitativa relativa de AQP-2 ndo foi alterada no modelo

estudado entre o grupo controle e os demais (P>0,05).

Figura 28- [6]-gingerol e [10]-gingerol normalizam fluxo e o volume urinario em

animais induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Os valores representam a médiaterro padrdo dos volumes (FiguraA) e fluxo urinarios (FiguraB) em
animais induzidos ao dano renal pelo método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-
gingerol i.p. (n=7-8). Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise
estatistica foi feita por ANOVA seguida do pds-teste Bonferroni’s. **P< 0,001 vs CLP, *P < 0,01 vs
CLP.
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5.4 ANALISE DA FUNCAO TUBULAR

5.4.1 Determinacgdo da funcdo tubular, fragdo de excrecdo de Na*, k™ e ClI" em
animais induzidos a sepse (CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-

gingerol e [10]-gingerol.

Como observado na figura 30-A os animais do grupo CLP induzidos a
septicemia aumentaram significantemente as taxas de excre¢do de Na* em relacdo ao
grupo sham (CLP: 1,2+0,19% vs Sham: 0,43+0,07%), (P<0,05). Os animais quando
tratados com os compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol tiveram uma reducdo nesses
valores com P<0,05 (Sham-6G 0,61+0,14% e Sham-10G 0,58+0,09%),
respectivamente. N&o ocorreram alteraces significativas entre os grupos controles
sham-6G (0,4+0,05%) e Sham-10G (0,6+0,1%), (Figura30-A).

Figura 29 - [6]-gingerol e [10]-gingerol e o prcesso CLP ndo modificaram a transcri¢ao

génica de AQP-2 no tecido renal de ratos submetidos & falha renal.

3-
©
> —_—
S
©
hd 2-
3
(7]
wn
(O]
S
- !
N
3 ]
o
<
0 L] L] L] L]
Sham 6G 10G
CLP
SD

Os valores da figura representam os valores medianos da transcricdo génica de AQP-2 no tecido renal.
Grupos: Sham, CLP, CLP+ 6G e CLP+ 6G. A anélise estatistica foi feita por teste Mann Whitney. SD:
Sem diferenca estatistica.

Ja em relagdo a fracdo de excrecdo de k¥, observou-se uma elevagdo nesse
parametro nos animais induzidos ao dano renal, grupo CLP (48,6+£15,2%). Se
diferenciando de forma estatistica quando comparado ao grupo Sham (28,16+7,2%),
grupo sham-6G (30,1+4,7%) e grupo sham-10G (21,3+3,1%), P<0.05. Foi notado



Resultados

85

também que o tratamento com o composto [6]-gingerol reduziu os valores para FEK"
(23,5+4,3%) e 0 mesmo foi observado para o tratamento com o composto [10]-gingerol,
configurado no grupo CLP+10G (37,1+6,3%). No entanto, em ambos 0s grupos
reduziram este parametro de forma similar (Figura30-B).

De acordo com a figura 30-C, a fracdo de excrecdo de CL elevou-se de forma
significativa no grupo CLP (3,0+0,36%) quando comparado ao grupo sham
(0,9£0,23%), (P<0,01). O tratamento com [6]-gingerol reduziu esse aumento conforme
observado no grupo CLP+6G (1,1+0,28%), (P<0,05). O mesmo foi observado para o
grupo CLP+10G (2,0+0,2%), porém sem diferenca estatistica. Ndo foi observada
também diferenca estatistica entre os grupos Sham-6G (0,8+0,13%), Sham-10G
(0,8£0,14%) e Sham. A somacdo desses achados spgere que a septicemia causa

alteracdo tubular renal, com altera¢6es no manejo iénico (Figura30-C).

5.5 ANALISE DOS PARAMETROS OSMOLARES

5.5.2 Determinagdo da clearance osmolar (Cosm) de animais induzidos a sepse

(CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

Conforme a figura 31 ndo foi observada diferenca estatistica nos valores dos
clearances osmolares dentre todos os grupos: Sham 0,017+0,001mL/min; Sham-6G
(0,01+0,002 mL/min); Sham-10G (0,01+0,001); CLP (0,010,003 mL/min); CLP+6G
(0,01+0,0019mL/min); CLP+10G (0,010,001 mL/min) (Figura 31).

O mesmo padréo de avaliacdo foi observado na figura 32 para o parametro do
clearance de agua livre, ndo se identificando diferenca entre os grupos: sham
(0,002+£0,002 mL/min); Sham (-6G-0,004+0,003 mL/min); Sham-10G (-0,002+0,001
mL/min); CLP (-0,01+0,002 mL/min); CLP+6G (-0,003+0,002 mL/min) e CLP+10G (-
0,001+0,001 mL/min) (Figura 32).
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Figura 30- [6]-gingerol e [10]-gingerol melhora o funcionamento tubular em animais

induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Os valores representam a média+erro padrdo da FENA™ (Figura), FEK" (FiguraB) e FECI" em animais
induzidos ao dano renal pelo método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol
i.p. (n = 7-8). Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A anélise estatistica foi



Resultados

87

feita por ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni’s. *P<0,05 vs CLP, ***P<0,001 vs CLP, #P<0.05
vs CLP.

5.5.1 Determinacdo da osmolalidade plasmatica e urinaria de animais induzidos a
sepse (CLP) e subsequentemente tratados compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.
De acordo com a figura 33-A, os animais do grupo CLP induzidos a septicemia
reduziram de forma significativa a osmolalidade plasmética (218,5+4,732 mOsm/kg)
quando comparado ao grupo Sham (262,9+3,1 mOsm/kg) (P<0,05). Os trtamentos com
[6]-gingerol (247,3+£9,2 mOsm/kg) e como o [10]-gingerol (245,5+7,7 mOsm/kg) na
dose de 25 mg/Kg ndo foram efetivos em melhorar os pardmetros osmolares
plasmaticos. Por outro lado, os valores de osmolalidade urinria aumentaram no grupo
CLP (496,1+52,9 mOsm/Kg) quando comparado ao grupo Sham-10G (288,4+16,06
mOsm/kg). Ambos os tratamentos com [6]-gingerol (320,9+45,64 mOsm/kg) e [10]-
gingerol (287,9+ 25,3 mOsm/Kg) reduziram a osmolalidade urinaria, no entanto ndo se

diferenciando de forma estatistica do grupo CLP (P<0,05), (Figura 35-B).

Figura 31- Clerance Osmolar em animais induzidos ao dano renal pelo método CLP

com subsequentes tratamentos com [6]- e [10]-gingerol.
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Os valores representam a médiaterro padréo do clerancel osmolar de animais induzidos a0 método CLP
e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n=7-8). Grupos: Sham, Sham-6G,
Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do pds-teste

Bonferroni’s.
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Figura 32- Polinfecgéo, [6]-gingerol e [10]-gingerol ndo modificaram o Clerance de

agua livre em animais induzidos ao dano renal pelo método CLP..
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Os valores representam a médiaterro padrdo do clearance de agua livre em animais induzidos pelo
método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n=7-8). Grupos: Sham,
Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do
pos-teste Bonferroni’s.

5.6 PERFIL DO DANO OXIDATIVO

5.6.1 Analise dos niveis de malondialdeido (MDA)

5.6.1.1 Determinacdo dos valores MDA urindrio em animais induzidos a
septicemia pelo método CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol.

O dano oxidativo é um dos principais eventos responsaveis pela diminuicédo de
funcionalidade renal. O malondialdeido (MDA) é um dos principais marcadores
utilizados para caracterizar a participagdo do estresse oxidativo. Conforme exposto na
figura 34 os niveis de MDA aumentaram de forma significativa nos animais do grupo
CLP (3,5+0,5 nMol/g de creatinina) quando comparado ao grupo Sham (1,0+0,2 nMol/g
de creatinina), Sham-6G (1,1+0,1 nMol/g de creatinina) e Sham-10G (0,80+0,14
nMol/g de creatinina), (P<0,05). N&o se encontrou diferenca estatistica entre 0s grupos
controles. O tratamento com [6]-gingerol reduziu os valores de MDA urinarios
significativamente em relagdo ao grupo CLP, grupo CLP+6G (1,4+0,3 nMol/g de
creatinina), (P<0,05). O grupo CLP+10G também foi efetivo em diminuir os valores de
MDA, grupo CLP+10G (1,2+0,37 nMol/g de creatinina) (Figura 34).
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Figura 33- Efeito do [6]-gingerol e [10]-gingerol sobre os valores osmolares

plasmaticos e urindrios em animais induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Os valores representam a méediaterro padrdo dos valores osmolares plasméticos (A) e urinérios (B) em
animais induzidos ao dano renal pelo método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-
gingerol i.p. (n=7-8). Grupo: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise
estatistica foi feita por ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni’s. ***P< 0,001 vs CLP, *P< 0,05 vs
CLP.
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Figura 34- [6]-gingerol e [10]-gingerol atenuam os niveis de MDA urinarios em

animais induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Os valores representam a médiaterro padrdo dos niveis de MDA urinarios durante 24 h de animais
induzidos a0 método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n =7-8).
Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita por
ANOVA seguida do p6s-teste Bonferroni’s.***P<0,01 vs CLP, P <0,05vs CLP.

5.6.1.2 Determinacao dos niveis MDA renais em animais induzidos a septicenia
pelo método CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol

Conforme demonstrado na figura 35, o grupo CLP (1,725+0,3 pg/g prot.)
induziu um aumento significante nos valores de MDA no tecido renal, isto quando
comparado ao grupo Sham (0,5739+0,1 pg/mg prot.), Sham-6G (0,4829+0,1 pg/mg
prot.), Sham-10G (0,4920+0,1ug/g prot.).

Ambos os compostos [6]-gingerol reduziu consideravelmente os niveis de MDA
no tecido renal, CLP+6G (0,7462+0,1 pg/mg prot.). Por outro lado, o composto [10]-
gingerol diminui os niveis de MDA, porém ndo de forma significativa, CLP+10G

(1,091+0,2 pg/mg prot.), em relagéo ao grupo CLP, (Figura 35).
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Figura 35- [6]-gingerol suprime a peroxidacdo lipidica no tecido renal de animais

induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Os valores representam a médiazerro padrdo dos niveis de MDA no tecido renal de animais induzidos ao
método CLP e subsequentemente, tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n =7-8). Grupos: Sham,
Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A anélise estatistica foi feita por ANOVA seguida do
pos-teste Bonferroni’s.***P<0,001 vs CLP, *P<0,05vs CLP.

5.7 PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO

5.7.1 Determinacdo dos valores de nitrito em rim de animais induzidos a
septicemia pelo método CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol

Como exposto na figura 36 os animais induzidos a sepse tiveram valores
elevados de nitrito observado nos grupo CLP (61,50+9,5 nM/g de prot.), quando
comparado aos grupos Sham (27,09+3,6 nM/g de proteina), Sham-6G (25,70 1,8 nM/g
de prot.) e Sham-10G (25,13+2,2 nM/g de prot.), (P<0,05).

O grupo CLP+6G reduziu de forma significativa os valores de nitrito no tecido
renal (36,65+4,1 nM/g de prot.). Isto também foi notado para o grupo CLP+10G
(38,98+7,9 nM/g de prot.), (P<0,05). Ndo se observou diferenca estatistica entre 0s

grupos controles Shams (Figura 36).
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Figura 36- [6]-gingerol e [10]-gingerol blogueiam os niveis de nitrito renal em animais

induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Valores representam a média = erro padrdo dos niveis de nitrito no tecido renal de animais induzidos pelo
método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n = 7-8). Grupos: Sham,
Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do
pOs-teste Bonferroni’s. **P<0,001 vs CLP, p <0,05vs CLP.

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.8.1 Determinacdo da atividade da glutationa reduzida em rim de animais
induzidos a septicemia pelo método CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-
gingerol

De acordo com a figura 37, os animais do grupo CLP manifestaram reducéo
significativa na atividade da glutationa reduzida (13,55+1,3 p/g de prot.) quando
comparado aos grupos Sham (26,92+1,8 pg/g de prot.), Sham-6G (26,46+3,2 /g de
tecido) e Sham-10G (25,86+3,9 p/g de prot.), (P<0,05). Os compostos polifendlicos
[6]-gingerol (CLP+6G: 26,22+2 pg/g de prot.) e [10]-gigerol (CLP+10G: 24,06+3.5 p/g
de prot.) foram eficientes em manter a atividade da GSH frente ao grupo CLP (P<0,05).
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Figura 37- [6]-gingerol e [10]-gingerol preservaram a atividade da GSH renal em

animais induzidos ao dano renal pelo método CLP.
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Valores representam a média + erro padrdo da atividade da GSH no tecido renal de animais induzidos
pelo método CLP e subsequentemente, tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n = 7-8). Grupos:
Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita por ANOVA
seguida do pés-teste Bonferroni’s. **P<0,01 vs CLP, *P <0,05vs CLP.

5.8.2 Indicacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD) em rim de animais
induzidos a septicemia pelo método CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-
gingerol

Foi verificada a participacdo da atividade da enzima superoxido dismutase no
dano renal e, conforme a figura 38, ndo foi observada diferenca entre a atividade dessa
enzima no grupo Sham (121,3+3,8 ug/g de prot.) quando comparado ao grupo CLP
(93,61+13,3 ug/g de prot). No entanto, evidenciou-se uma reducdo consideravel nos
animais CLP quando comparados aos grupos Sham-6G (134,0+4,896 ug/g de prot.) e
sham-10G (136,0+3,8 pg/g de prot.). Os compostos fendlicos [6]-gingerol e [10]-
gingerol ndo otimitizaram a funcgéo dessa enzima (CLP+6G: 104,4+ 12,5 pg/g de prot.;
CLP+10G 106,2+14,6 pg/g de prot.), (P>0,05).
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Figura 38- Polinfeccéo, [6]-gingerol e [10]-gingerol ndo modificam a atividade da SOD
renal em animais induzidos a falha renal.

150-
—~~ I
® ]
c -
\5 L
©
= 100+
()
©
2
2 504
()]
(@)
(7))

0 T T
6G 10G 6G 10G
Sham CLP

Valores representam a mediaterro padrdo da atividade da superdxido dismutase (SOD) no tecido renal de
animais induzidos pelo método CLP e subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. (n
= 7-8). Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita
por ANOVA seguida do pds-teste Bonferroni’s.

5.9 AVALIACAO DO PROCESSO INFECCIOSO

5.9.1 Quantificacdo das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) em animais
induzidos a septicemia (CLP) e tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol.

No intuito de verificar a presenca do processo infeccioso, realizou se a
quantificacdo da presenca de bactérias nos grupos experimentais. Como expresso na
figura 39, os animais dos grupos Sham, Sham-6G e sham-10G n&o manifestaram
presenca de bactérias no lavado peritoneal. JA o grupo CLP apresentou valores
medianos elevados de UFC no lavado peritoneal quando comparado aos grupos
controles citados anteriormente. Estes valores ndo se diferenciaram do grupo CLP+6G,
e nem do grupo CLP+10G (Figura 39).

De acordo com a figura 40, os grupos Sham, Sham-6G e Sham-10G, assim
como no lavado peritoneal, ndo apresentaram qualquer presenca de UFC. O grupo CLP
(6500 UFC/mI) apresentou novamente valores medianos elevados da presenca de UFC
quando comparada aos grupos controles, (P<0,05) no sangue. O grupo CLP+6G e
CLP+10G continuaram a manifestar valores altos de UFC no sangue dos animais

sépticos tratados (Figura 40).
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Figura 39- Unidades formadoras de colénia no lavado peritoneal durante o dano

induzido pelo método CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol.
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Valores representam a médiaterro padrdo da quantificagdo de UFC no lavado peritoneal e
subsequentemente tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol (n=7-8), Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-
10G, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de
Bonferroni. ***P<0,05 vs CLP.

Figura 40- Unidades formadoras de col6nia no lavado durante o dano induzido pelo

método CLP e tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol.
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Valores representam a média + erro padrdo da quantificacdo de UFC no sangue e subsequentemente
tratados com [6]-gingerol e [10]-gingerol i.p. 24hs (n =7-8). Grupos: Sham, Sham-6G, Sham-10G, CLP,
CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. *P<0,01
vs CLP.
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5.10AVALIACAO DO PROCESSO INFLAMATORIO E MEDIACAO
PRECOSE DO DANO RENAL.

5.10.1 Avaliacao da transcrigdo génica de TNF-a no tecido renal de ratos induzidos
com CLP e tratados com 6-gingerol e 10-gingerol.

De acordo com a figura 41 os animais do grupo CLP (1,38 transcricéo relativa)
obteve aumento significativo na transcri¢do génica de TNF-o em relagao ao grupo sham
(0,970 transcricdo relativa). Desta forma, indicando a promoc¢édo do aumento da resposta
pro-inflamatoria no tecido renal pela infecgdo polimicrobiana. N&o foram observadas
alteracOes estatisticas entre o grupo sham frente aos grupos CLP+6G (0,8650
transcricao relativa) e CLP+10G (1,035 transcricdo relativa) e, assim, demonstrando o
bloqueio do efeito inflamatdério dos compostos fendlicos [6]- e [10]-gingerol indicado

pela transcrigdo de TNF-a (P<0,05) (Figura4l).

Figura 41 — [6]-gingerol e [10]-gingerol blogueiam a transcri¢cdo génica de TNF-a no

tecido renal de ratos falha renal por CLP.
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Os valores da figura representam a mediana da transcricdo génica de TNF-a no tecido renal. Grupos:
Sham, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita por teste de Mann Whitney. P=0,0317
vs CLP.
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5.10.2 Avaliacéo da transcrigdo genica IL-1p no tecido renal de ratos induzidos
com CLP, tratados com 6-gingerol e 10-gingerol.

Por meio da figura 42, foi observado que os animais induzidos a septicemia
indicado no grupo CLP (4,930 transcrigdo relativa) apresentou um acréscimo relevante
significativo na transcricdo génica de IL-1p diante do grupo sham (1,460 transcrigcéo
relativa). Reforcando o comprometimento renal desencadeado pelo processo CLP. Né&o
foi observada, assim como reportado no resultado anterior diferenca estatistica entre o
grupo Sham diante dos grupos CLP+6G (3,330) e CLP+10G (1,790 transcricao relativa)
demonstrando atenuacdo a partir dos tratamentos com ambos gingerois (P<0,05)
(Figura42).

Figura 42- [6]-gingerol e [10]-gingerol atenua a transcricdo génica de IL-1p no tecido
renal de ratos falha renal por CLP.
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Os valores da figura representam a mediana da transcri¢do génica de IL-1B no tecido renal. Grupos:
Sham, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A analise estatistica foi feita por teste Mann Whitney. P<0,05 vs
sham.

5.10.3 Avaliacéo da transcrigédo génica de INF-y e TGF-B1 no tecido renal de ratos
induzidos por CLP e tratados com 6-gingerol e 10-gingerol.

No intuito de explorar a participacdo de outros mediadores inflamatérios na
patogénese da sepse induzida, verificamos a expresséo relativa de INF-y no tecido renal.
Conforme a figura 43-A ndo ocorreu alteragéo significativa na relativa expressao desta
citocina. No entanto, conforme representado na figura 43 B, observou-se um aumento

relevante dos niveis de RNAmM de TGF-B1 no grupo induzido a sepse polimicrobiana,
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CLP (59,45 relativa transcricdo) quando este foi comparado ao grupo controle sham
(1,200 relativa transcri¢do), (P<0,05) (Figura43-B).

No entanto, ao inserir o tratamento nos grupos infectados por sepse
polimicobriana, evidenciou-se uma reducdo relevante na expressdo génica dessa
citocina nos grupos CLP+6G (30,83 relativa transcricdo) como também no grupo
CLP+10-G (22,32 relativa transcri¢cdo) quando comparados ao grupo CLP. Em adicéo,
ndo existiu diferenca estatistica entre ambos o0s grupos e o grupo controle sham,
(P>0,05) (Figura43-B).

Figura 43 — Papel dos compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol sobre a transcricao
génica de INF-y e TGF-B1 no tecido renal de ratos com falha renal por CLP.
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Os valores da figura representam a mediana da transcricdo génica de IFN-y e TGF-B no tecido renal.
Grupos: Sham, CLP, CLP+6G e CLP+10G. A andlise estatistica foi feita por teste Mann Whitney.
P=0,0238 vs CT, #P<0,05 vs CLP.
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5.10.4 Analise da trancricdo génica de molécula de injuria renal-1 (KIM-1) no
tecido renal de ratos induzidos com CLP, tratados com 6-gingerol e 10-gingerol.

Conforme a figura 44 os animais seépticos relacionados ao grupo CLP (65,58
transcri¢do relativa) tiveram um aumento expressivo de KIM-1 comparado ao controle
(1,120 transcricdo relativa). Cofirmando um perfil forte de injuria as células renais apos
inducdo da infeccdo polimicrobiana. Ndo foram observadas alteracdes estatisticas entre
0 grupo sham em relacdo aos grupos CLP+6G (0,3500 transcricdo relativa) e CLP+10G
(0,5050 transcrigdo relativa) e assim, demonstrando o bloqueio da injuria pelos
compostos fendlicos [6]- e [10]-gingerol na disrupcdo renal séptica (P<0,05)

(Figura44).

Figura 44 — [6]-gingerol e [10]-gingerol bloqueia a transcricao génica de KIM-1 no
tecido renal de ratos induzidos a falha renal por CLP.
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Os valores da figura representam a mediana da transcri¢do génica de KIM-1 no tecido renal. Sham, CLP,
CLP+ 6G e CLP+ 10. A andlise estatistica foi feita por teste studente Mann Whitney. P<0,05 vs Sham.

5.11 Perfil metabolémico urinario por RMN de *H.

A andlise dos espectros de hidrogénio da urina revelou a existéncia de diferencas
nos perfis metabolicos entre as amostras investigadas, quando os perfis espectrais de
grupos CLP tratados com gingerois foram comparados com os do grupo CLP e grupo de
controle (sham) (Figura 45). Com o objetivo de melhor visualizar as diferencas entre

0S grupos experimentais, foi realizada analise multivariada (PCA) dos espectros de
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RMN de 'H, o que permitiu observar o agrupamento das amostras conforme
demonstrado nos graficos de scores e loadings de PCA (Figura 46-A e -B).

As duas primeiras componentes principais explicaram 69,09% da variancia total
com PC1 representando 54,77% da variabilidade total e PC2 descrevendo um adicional
de 14,32%. De acordo com os escores tracados com estes dois componentes, observou-
se uma discriminacdo bem definida de trés grupos. O primeiro foi constituido por
amostras do grupo sham que ocupam o lado negativo de PC1 e lado positivo de PC2,
enguanto que o segundo grupo, constituido por amostras de grupo induzido por CLP,
foi observado na regido negativa de PC1 e PC2. Finalmente, 0s grupos de amostras
tratadas com 6-gingerol e 10-gingerol foram encontrados na regido positiva de PC1 e
dispersos ao longo de PC2 (46-C).

A avaliacdo do grafico de loadings PC1 e PC2 permitiu a determinacdo de
compostos com maior impacto na variancia dos dados. As identidades de metabolitos
responsaveis pela formagdo dos grupos foram listadas na Figura 46, juntamente com 0s

respectivos buckets.

Figura 45- Perfis espectrais de RMN de *H de urinas dos animais sépticos e tratados

com os compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.
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Espectros de RMN de ‘H obtidos das amostras de urina de animais pertencentes ao grupo de controle
(sham), grupo induzido por CLP (CLP) e grupos tratados com gingerol (CLP + 6G e CLP + 10G).
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De acordo com os gréaficos de loadings, os compostos 2-oxoglutarato, acetato,
citrato e taurina foram responsaveis pelo agrupamento de amostras do grupo sham.
Creatina, dimetilglicina (DMG) e alantoina influenciaram a discriminacdo de amostras
de CLP. Os buckets associados aos sinais de dimetilamina (DMA) e dimetil sulfona
(DMS) foram responsaveis pela discriminacdo de amostras dos grupos formados por
CLP+6G e CLP+10G. Devido a relevancia desses compostos no processo investigado,
além da avaliacdo por PCA, os metabdlitos foram quantificados por RMN (Figura 47,
48, 49). O processamento estatistico indicou um aumento nos valos de creatina,
alantoina, dimetilglicina nos animais sépticos quando comparados ao controle sham
(P<0,05). O composto 10-gingerol reduziu os valores de taurina, alantoina, creatina,
dimetilglicina e acetato em relagé&o apenas ao grupo injuria renal por CLP (P<0,05). Por
outro lado, o tratamento com o [6]-gingerol aumentou a presenca DMA e DMS na urina

de animais CLP em relacdo ao grupo Sham e ao grupo modelo sepse (P<0,05).



Resultados 102

Figura 46- Anélise multivariada da discriminagdo e agrupamentos dos metabolitos por
PCA de amostras de animais sépticos com LRA tratados com [6]-gingerol e [10]-
gingerol.
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Gréficos de escores (A) e loadings (B) de PC1 versus PC2 utilizando os espectros de RMN de *H da urina
de animais pertencentes ao grupo de controle (em preto), grupo induzido por CLP (em azul) e grupos
tratados com gingerol (CLP+6G e CLP+10G) (em verde e vermelho).



Resultados 103

Figura 47- Determinacao dos principais metabdlitos envolvidos na via do acido citrico

(TCA) marcados na urina de animais CLP, e nos tratamentos com [6]-gingerol e [10]-

gingerol.
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Metabolitos do TCA identificados dentre os grupos avaliados (expressos como mM/M creatinina)
responsaveis pela discriminagdo das amostras avaliadas por RMN (grafico Box plot). Diferenca



Resultados

104

estatistica representada no grafico apés aplicacdo do teste Kruskal Wallis. P <0,05 foi considerado como
significativo.

Figura 48- Analise dos metabolitos envolvidos na via da glutamina e metabolismo
muscular identificados na urina de animais CLP, e nos tratamentos com [6]-gingerol e

[10]-gingerol.
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(gréfico Box plot). Diferenca estatistica representada no grafico apds aplicacdo do teste Kruskal Wallis. P

<0,05 foi considerado como significativo.

Figura 49- Identificacdo dos metabdlitos envolvidos na via da metilamina e

metabolismo da colina na urina de animais CLP, e nos tratamentos com [6]-gingerol e

[10]-gingerol.
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Metabolitos envolvidos no metabolismo da colina e da metilamina nos grupos avaliados (expressos como
mM/M creatinina). Responsaveis pela discriminacéo das amostras avaliadas por RMN (grafico Box plot).
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Diferenca estatistica representada no grafico apés aplicacdo do teste Kruskal Wallis. P <0,05 foi
considerado como significativo.

5.11. CARACTERIZACAO DO PERFIL DE SOBREVIDA.

5.11.1 Avaliacdo da sobrevida dos animais induzidos ao dano renal (CLP) tratados

com [6]-gingerol e [10]-gingerol.

A figura 50 reporta os valores de sobrevida dos grupos experimentais, 0
resultado demonstra que os grupos Sham, Sham-6G e Sham-10G mantiveram 100% de
sobrevida durante o protocolo experimental. Porém, os animais do grupo CLP tiveram
reducao significativa na sobrevida com os valores de 66,24 % e 56,78 % nas 24 e 48 h,
respectivamente, apds o processo cirargico (P<0,01). O tratamento com [6]-gingerol
elevou de forma significativa a sobrevida dos animais (88,82%) quando comparado ao
grupo CLP (P<0,05), conforme observado grupo CLP+6G. Os animais do grupo
CLP+10G tiveram valores de sobrevida de 83.8 % nas 48hs do periodo experimental,

também se diferenciando de forma consideravel do grupo CLP (P<0,05).

Figura 50- [6]-gingerol e [10]-gingerol aumentam a sobrevida de animais com falha

renal apos submissdo ao modelo CLP.
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Os valores estdo expressos em percentagem de sobrevida nos tempos indicados até 48 h ap6s a inducéo
por CLP. Foi utilizado Anova seguido do p6s-teste Bonferroni’s.**P<0,01vs CLP, *P<0,01.vs CLP e
*P<0,05 vs CLP.
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5.12 ANALISE HISTOPATOLOGICA

5.12.1 Efeito dos compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol sobre os achados
histopatoldgicos no dano renal desencadeado pelo modelo polimicrobiano de sepse.

A analise histopatoldgica foi realizada com os tecidos renais obtidos a partir dos
grupos induzidos ao dano renal por CLP e tratados subsequente com os compostos [6]-
e [10]-gingerol na dose de 25 mg/Kg. Conforme expresso nas figuras 51 (51-A, -B e —
C, respectivamente) referente aos animais dos grupos controles (Sham, sham-6G e
sham-10G, respectivamente), ndo observou-se quaisquer alteracbes na arquitetura dos
orgdos examinados. N&o houve qualquer indicio de citotoxicidade, degeneracdo tubular
e nem participacdo de células e infiltrado inflamatorio.

Foi observada uma evolucao das alteracdes morfoldgicas durante a instalacdo do
dano renal apds 48h da inducdo da sepse, alteracGes estas consideradas como leves. No
grupo CLP, ndo se identificou alteracbes arquiteturais. No entanto, durante a analise
qualitativa foi observado em alguns animais deste grupo, indicios de injuria ao epitélio
tubular, embora caracterizada como leve. Além disso, foi notada uma moderada
ocorréncia de retracdo glomerular, infiltrado celular e vacuolizagdo. O somatdrio desses
achados estando relacionado com quadro de NTA. Os tratamentos com 0s compostos
fenolicos [6]-gingerol e [10]-gingerol obteve papel relevante em reduzir o nimero de
manifestacdes observadas no grupo CLP, em torno de metade dos animais analisados,
desta forma, indicando um efeito protetor sobre os 6rgdos avaliados, figura 51.
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Figura 51- Imagens representativas do efeito dos compostos [6]- e [10]-gingerol sobre

as alteracoes histoldgicas no dano renal induzido pelo método CLP de sepse.

Fotomiografia dos tecidos renais processados pela técnica de coloragéo de hematoxilina-eosina (HE)
dos grupos experimentais. As figuras espressam a morfologia dos tecidos representativos dos seguintes
gruposs: A (Sham) (falsa cirugia+Tween80-2%; v.0.), B [Sham-6G] (falsa cirugia+[6]-gingerol
25mg/Kg),C [Sham-10G] (falsa cirugia+[10]-gingerol 25mg/Kg.), D [CLP] (cirugia CLP +Tween80-2%),
E [CLP +6G] (cirugia CLP + [6]-gingerol 25mg/Kg) e F [CLP +6G] (cirugia CLP + [10]-gingerol
25mg/Kg).
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos dos compostos [6]- e [10]-gingerol, isolados
do extrato do Zingiber Officinale sobre os parametros renais alterados por meio do
modelo polimicrobiano (CLP) de sepse. O processo cirurgico induziu uma sepse
subletal nos animais, caracterizada por infeccdo sistémica, reducdo da taxa de
sobrevida, além de modificacGes na funcdo e na expressdo dos biomarcadores renais.
Achados similares sdo observados em acordo a outros estudos (YASUDA et al., 2006;
RODRIGUES etal., 2012, PORTELLA et al., 2013).

A partir da caracterizacdo do modelo, foi notavel o papel protetor dos compostos
[6]-gingerol e [10]-gingerol frente as alteracfes desencadeadas pelo processo infeccioso
sobre a fungéo renal, tais como a recuperacdo do fluxo renal, manutencdo do RFG,
reducdo dos compostos nitrogenados plasmaticos (ureia e creatinina) e dos niveis de
proteinas urinarias, reducdo da lipoperoroxidacdo e do estresse oxidadivo, aléem da
melhora da resposta imune-inflamatdria.

Varios estudos tém demonstrado os efeitos benéficos do Z. Officinale frente as
diversas disordens e problemas relacionados a salde, tanto em abordagens pré-clinicas
como em estudos clinicos (NADERI et al., 2015; MISAWA et al., 2015; KASHEFI, et
al., 2015). No contexto das injurias renais, metodologias in vivo vém demonstrado que o
extrato desta planta possui acdes benéficas sobre deterioracdo da funcdo renal causada
por processo isquémico, dano renal provocada por substancia citotoxica (tetracloreto de
carbono), por nefropatia diabética e mioglobindria (UZ et al., 2009; HAMED, et al.,
2012; TZENG et al., 2013; EL-KOTT et al., 2015).

Clinicamente, a lesdo renal aguda (LRA) é uma sindrome caracterizada por uma
diminuicdo rapida (horas ou dias) da funcdo renal, com acumulacdo de produtos
nitrogenados e residuos resultantes do metabolismo celular, diminuicdo da producéo de
urina (nem sempre presente), aumento nas concentracdes de potassio, fosfato e
desequilibrio acido/basico (BELLOMO, et al., 2012). Os modelos de LRAs em animais
sdo de extrema importancia como objeto de estudo, visto que os mesmos buscam
investigar e caracterizar o0s aspectos relacionados & identificacdo, evolucdo e
mecanismos associados ao dano (SINGH et al., 2012, RAMESH e RANGANATHAN
2014). Tais modelos tém sido desenvolvidos para mimetizar as condigdes clinicas e as
caracteristicas da progressdo, proporcionando condi¢Oes para desenvolvimento de

terapias mais eficazes e, assim, contribuir para melhor conduta da problematica (SINGH
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et al., 2012, RAMESH e RANGANATHAN 2014). O modelo utilizado no presente
estudo foi eficaz em relagdo ao seu propdsito. Durante sua padronizacdo induziu um
quadro de infeccdo consideravel, caracterizada pelo aumento das unidades formadoras
de coldnias, associada com alteracdes significativas nos valores plasmaticos e urinarios
dos biomacadores renais (creatinina, ureia e PU:Cgy). Efeitos similares e
em concordancia com outros estudos de LRA por CLP (SOUZA et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2012).

No tocante da LRA, ressalta-se que o modelo CLP é considerado extremamente
valioso para o entendimento da fisiopatologia da injuria renal desenvolvida durante a
progressdo da sepse (DOI et al 2009, SINGH et al., 2012). Este modelo mimetiza as
caracteristicas clinicas encontradas durante o evento séptico humano propiciando as
fases hemodindmicas e metabolicas notadas no desenvolvimento desta fisiopatologia
(BURAS et al., 2005; SINGH et al., 2012). Outros estudos citam que o modelo CLP é
considerado padrdo ouro para a investigacdo da sepse, por apresentar algumas
vantagens em relacdo aos outros modelos (ex. LPS). Atualmente é muito utilizado por
sua facilidade e reprodutibilidade (BURAS et al., 2005).

No presente estudo foi observada uma reducdo no peso corpéreo dos animais
apos a inducdo cirtrgica. Trabalhos prévios mencionam que em modelo experimental,
0s animais que sobrevivem ao procedimento cirdrgico CLP tém uma reducdo
significativa no peso corporal durante os primeiros 5 dias (OSUCHOWSKI et al.,
2007). Esta diminuicdo € resultado do estresse metabolico imposto ao animal, através
do procedimento cirargico inicial, seguida pela subsequente infeccdo (ISKANDER et
al., 2013). Por outro lado, é observado que nos animais sobreviventes, na fase cronica
da sepse, a recuperacdo gradual do peso corporal ocorre ao longo do tempo
(OSUCHOWSKI et al., 2007).

O presente estudo evidenciou que os animais do grupo CLP, obtiveram reducao
de peso corporal. Sugere-se que este fendmeno pode ser associado a presenca de
diarreia observada nos animais do referido grupo. A manifestacdo de diarreia durante a
o desenvolvimento do processo infeccioso é utilizado como escores clinicos para a
classificacdo do dano (ALVES-FILHO et al., 2010). O quadro diarreico é uma das
manifestagcdes prevalentes durante a evolugdo da septicemia, estando associada com
perda de peso, hipotermia e modficicacdes no perfil hematocrito (WANG et al., 2004;
BARRERA et al., 2011). A perda de liquidos por meio do extravazamento fecal pode

ter contribuido para reducédo do peso dos animais. Ao proporcionar uma melhora global
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sobre o dano, um dos eventos positivos do composto [6]-gingerol foi uma efetiva
melhora no peso corpéreo dos animais. O mesmo néo foi notado para o [10]-gingerol.
Em adicdo, outros trabalhos também tém demonstrado que o composto [6]-gingerol e o
extrado do Z. Oficionalle possuem efeitos moduladores sobre os parametros funcionais
em modelos de disfungbes metabolicas (UEKI et al., 2008; TEZENG et al., 2013;
ELSHATER et al., 2009).

O evento séptico tem efeitos profundos sobre o endotélio renal, resultando em
isquemia e desregulacdo microvascular e, desta forma, contribuindo para progressao das
lesGes, caracterizadas por diminui¢do do fluxo sanguineo microvascular e formacao de
edema (SHARFUDDIN e MOLITORIS 2012). A presenca de edema esté relacionada
com o aumento de volume e peso global do rim, levando a fase de extensdo das injarias
renais (POLAT et al.,2006; SHARFUDDIN e MOLITORIS 2012). No presente estudo
0 peso renal ndo se alterou entre 0s grupos. Estudos recentes tém sugerido que as
moléculas derivadas do extrato do Z. Officinale detém poucos efeitos colaterais e
toxicos, com uso seguro e, neste cenario, seu uso vem sendo validado como um
suplemento nefroprotetor (KAFESHANI, 2015; IMANI et al., 2015). Os dados deste
trabalho indicam que os compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol ndo desencadearam
qualquer alteracdo morfofuncional nos animais sadios, isto observado em todas as
variaveis analisadas. Assim, indicando-as como segura para a referida dose testada na
abordagem pré-clinica.

Dentre as ferramentas atuais usadas para avaliar a funcdo renal, as dosagens
bioguimicas sdo as mais comumente utilizadas (SIROTA et al., 2011; PAKULA et al.,
2015). A dosagem de creatinina plasmaética, por si s6, é utilizada no ambito hospitalar
como um marcador valioso para analise das alteracfes renais. Um aumento transitdrio
da creatinina plasmatica, geralmente associada a uma prova de transporte tubular, sdo
testes bioquimicos uteis e amplamente utilizados na préatica clinica (SIROTA et al.,
2011; NEJAT et al., 2015). No presente estudo, os valores de creatinina plasmatica
foram aumentados de forma significativos nos animais sépticos. Este achado esta de
acordo com outros estudos, nos quais o processo CLP desencadeou aumento relevante
nos valores séricos de creatinina (HOLTHOFF et al., 2012, HU et al., 2014). A
elevacdo dos valores séricos de creatinina esta associada com o aumento de ureia sérica,
que € outro biomarcador nitrogenado, extensamente utilizado na clinica para avaliar o
perfil de funcéo renal (COLDEWEY et al., 2013).
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram uma retencao
consideravel, tanto de ureia quanto de creatinina plasmatica, indicando assim
comprometimento renal e ineficicia renal em manter a homeostase adequada das
escorias e de metabolitos. Os achados para creatinina e ureia estdo de acordo com outros
estudos prévios, indicando uremia (elevacdo sistémica de creatinina e ureia) e
subsequente falha renal dos animais (HOCHERL et al., 2010; HSIAO et al., 2012;
COLDEWEY et al., 2013). Com a administracdo do [6]-gingerol e [10]-gingerol,
observou-se uma melhora sobre a retencdo nos niveis plasmaticos de creatinina e ureia.
O [6]-gingerol quando administrado em animais com lesdo renal por cisplatina, reduziu
0 aumento destes metabolitos ocasionado por nefrotoxicidade tubular (KHUAD et al.,
2006). Estudo de Rodrigues e colaboradores (2014) demonstraram também por meio da
utilizacdo de uma fracdo enriquecida com os compostos [6]-gingerol, [8]-gingerol e
[10]-gingerol, melhora do manejo renal de creatinina e ureia com reducdo dos valores
plasmaticos destes metabolitos em modelo LRA. Ressalta-se que o extrato do Z.
Oficionalle com os compostos fendlicos aqui testados também melhorou a retengédo dos
compostos nitrogenados quando a funcdo renal foi desafiada em nefrotoxicidade por
tetracloredo de carbono (HAMED et al., 2012) e diante a necrose tubular aguda (NTA)
por evento isquémico (UZ et al., 2009). Esse achado é reforcado por El-kott et al.,
(2010).

A Taxa ou Ritmo de Filtracdo Glomerular (TFG, RFG) é a soma de todas as
taxas individuais de filtracdo de cada néfron funcionante. Assim, uma estimativa da
TFG fornece um indicativo global do funcionamento renal (DELANAYE et al., 2012).
Qualquer diminuicdo na TFG implica em doenga renal progressiva, ou um processo
reversivel causando diminuicdo da funcao dos nefros (por exemplo: desidratacédo grave),
sendo 0 CLcg um dos métodos mais comuns utilizados para estimar a TFG
(NANKIVELL et al., 2001, BOYACIOGLU et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014).

Em ambiente clinico, a mensuracdo do CLcr é extremamente Util para pacientes
com uma creatinina basal baixa. Nesse sentido, estudo indica que CLcr aferido em
quatro horas foi melhor do que a creatinina plasmatica para monitorar a funcéo renal em
pacientes em situacdo critica (PICKERING et al., 2012). Os dados do presente estudo
evidenciaram que os animais CLP reduziram consideravelmente o CLcg. J& € conhecido
que a situacao critica de septicemia reduz o RFG (SEIJA et al., 2012). Foi evidenciado

que o tratamento com os compostos fenolicos [6]-gingerol e [10]-gingerol foram
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eficientes em manter a TFG nos animais infectados. Isto corrobora com o observado
anteriormente para o [6]-gingerol diante a nefrotoxidade (KHUAD et al., 2006).
Rodrigues et al., (2014) também demonstrou esse papel protetor quando testou extrato
enriquecido de gingerois. Além disso, outros estudos utilizando o extrato desta planta
demonstraram efeito protetor sobre as alteracGes renais desencadeadas pelo modelo de

isquemia e reperfusdo renal (UZ et al., 2009).

Adicionalmente, cita-se que o extrato do gengibre também foi capaz de manter
os parametros de TFG em modelo de dano renal por nefropatia diabética (TEZENG et
al., 2013). Os compostos fendlicos estudados aqui tém sido citados em varios estudos
como sendo o0s principais compostos responsaveis pelos efeitos bioldgicos e
farmacoldgicos do Z. Offinale, tendo como mais abundante o [6]-gingerol, que possui
farmacocinética caracterizada em ratos (NAORA et al., 1992; ZICK et al., 2008). Estes
compostos possuem, entre outros, propriedades anti-inflamatéria e antioxidante
(RODRIGUES et al., 2014; KAFESHANI, 2015). Estes efeitos tém sido demonstrados
ndo somente sobre a funcdo renal, mas em vérios 6rgdos em modelos de leséo
(KAFESHANI, 2015). Ao reduzir a participacdo das EROs e dos compostos nitro-
ativos no tecido renal, os compostos gingerois preservam as disfuncdes glomerulares e
tubulares e, desta forma, conservando a TFG (KHUAD et al., 2006; RODRIGUES et
al., 2014).

Durante o desenvolvimento da sepse, nota-se uma consideravel proteinaria
(LINTON et al., 1984). Esse aumento de proteinas na urina estd relacionado com
acréscimo de acidez, além da manifestacdo da participacdo efetiva de neutréfilos
durante o dano (HUBER-LANG et al., 2001). A presenca de proteinas na urina
associada com o decréscimo da TFG é indicativa de comprometimento renal e um
possivel indicativo para evolucdo de doenga renal crénica (DELANAYE et al., 2012;
HERAS et al., 2013).

Esse fendbmeno foi observado no presente estudo, no qual relevou uma
significativa presenca de proteinas de urina. Também foi evidenciado que 0s compostos
fenolicos [6]- e [10]-gingerol reduziram de forma consideravel essa proteina urinaria.
Avaliando o efeito do extrato do gengibre em modelo de nefrotoxidade por nefropatia
diabética em ratos, modelo classico de proteinuria, encontra-se uma reducdo na

presenca de proteinas na urina (TEZENG et al., 2013). Estudo prévio a este observou
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que a fracdo gingerol foi eficiente em reduzir os niveis de proteintria em modelo de
dano renal por aminoglicosideo (RODRIGUES et al., 2014).

Anormalidades de fluidos e eletrdlitos em pacientes criticos pode levar a
consequéncias fatais. Desta forma, para fornecer uma gestdo otimizada, a intervencéo

médica deve estar bem informada sobre a homeostase de fluidos (LEE et al., 2010).

O curso clinico da LRA tem sido subdividido em quatro fases distintas de
identificacdo: fase inicial, fase de oliglria, fase de polilria e fase de recuperacao
funcional. O dano renal por CLP causa efeitos deletérios sobre a producéo de urina.
Frequentemente é visto uma sindrome oligurica e queda na filtracdo glomerular,
geralmente ocorrendo em horas ap6s a manifestacdo da infeccdo. Em pacientes com
sepse, oliguria sustentada ou acidose metabolica severa, sobrecarga de volume refratério
e desordem eletrolitica grave podem ser as razdes suficientes para iniciar a terapia renal
substitutiva (WHITE, et al., 2015). Varios estudos tém demonstrado reducdo da
producdo de urina em animais sépticos por CLP (SEIJA et al., 2012; HUBER-LANG et
al., 2001, RODRIGUES et al., 2012).

A compreensdo da diminuicdo do fluxo urinario e do volume total de urina
durante a infeccdo pode ser entendida a apartir de analises realizadas por BOFFA e
ARENDSHORST (2005), os quais reportaram que na fase inicial da sepse a
vasoconstricdo renal leva a uma redugdo TFG e LRA em ratos anestesiados. Essa
diminuicdo do fluxo sanguineo renal resulta de um aumento na resisténcia vascular
renal (RVR). Esta vasoconstri¢do renal € tida como precoce e acompanhada por uma
baixa pressao arterial média (PAM), que persiste de 1 a 14 horas de observacdo apos
administracdo de LPS, envolvendo principalmente a vasculatura pré-glomerular e queda
do fluxo renal e do volume de urina (BOFFA et al., 2004; BOFFA e ARENDSHORST,
2005).

No presente estudo foi observada uma diminuicéo significativa no fluxo urinario
e no volume de urina durante as 48hs ap6s a inducdo do processo infeccioso. Esse
achado corrobora com estudos prévios (SEIJA et al., 2012; HUBER-LANG et al., 2001,
RODRIGUES et al., 2012). Nos estudos referidos, o0 modelo CLP desencadeou reducéo
da producdo de urina e oligdria nos animais infectados. Estudo Silva Neto (2012),

demonstrou em modelo in vitro de rim isolado que o [6]-gingerol aumentou o fluxo
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urinario e natriurese, possivelmente por ativacdo de receptores celulares. Nao dispomos
até o0 momento de estudos que demonstram o papel do [10]-gingerol nesse parametro

renal.

A reabsorgéo ibnica de Na* pelos transportadores na membrana da borda em
escova do tabulo proximal renal é considerada como uma funcéo capital do rim, ja que
0 transporte de outros ions e de solutos necessita diretamente ou indiretamente da
reabsor¢do de Na* (EATOON, 2006; MCDONOUGH et al., 2009). Estes dependem da
integridade estrutural da membrana e da disponibilidade de energia advinda dos ATPs
fornecido pelas vias metabdlicas (EATOON, 2006). E imperativo que alteracdes nestas
vias, causadas por agressdo toxica, isquémicas e hemodindmicas durante a doenca renal
determinem modificacdes na taxa e na funcdo dos transportes tubulares (KHUNDMIRI
et al., 2004; BANDAY et al., 2008).

A determinacdo da fragdo de excregdo de sodio (FENa®) é um indice urinério
bem conhecido e frequentemente utilizado para a andlise das LRAs. Esta variavel
apresenta-se Util para distinguir entre a LRA funcional (pré-renal) e a estrutural (necrose
tubular aguda - NTA). Classicamente, valores iguais ou menores que 1% indicam
funcdo tubular preservada (MACIEL et al., 2014).

O modelo septicemia ocasiona elevacdo nas FENa" e, desta forma, se relaciona
com complicacdes sobre os mecanismos fisioldgicos de absorcdo e excrecdo deste ion.
Esse achado esta em concordancia com outros estudos, ja que Seija e colaboradores
(2012) demonstraram que o modelo de multipla infeccdo CLP em ratos desencadeou
aumentos significativos nos percentuais de excrecio de Na'. O mesmo achado foi
observado no trabalho de Rodrigues et al., (2012) e Hsiao et al., (2012).

N&o existem estudos na literatura especificando como 0s compostos gingerois
atuam melhorando a fisiologia da funcéo tubular. No entanto, estudo realizado por Silva
Neto (2012), demonstrou em sistema de rim isolado que o [6]-gingerol modificou os
fatores determinantes da filtracdo glomerular e, secundario a este evento, observou um
aumento do fluxo urinario e dos transportes para Na*, K* e CI". Este achado spgere que
este composto pode contribuir para manter uma melhor fungdo tubular. Além disso,
Rodrigues et al., (2014), reportaram que uma fragcdo enriquecida de gingerois melhorou

o manejo renal para Na®. O tratamento oral com esta fragdo enriquecida contendo [6]-
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gingerol e [10]-gingerol, reduziu consideravelmente a FENa® aumentada por
aminoglicosideo. Recentemente, foi demonstrado que a agdo protetiva do [6]-gingerol
seria associada a sua acdo antioxidante e anti-apoptética em tabulo renal (HEGAZY et
al., 2016; RODRIGUES et al., 2014).

Adicionalmente, o presente estudo demonstrou que o modelo polimicrobiano
CLP aumentou os valores para FEK™. Este indice esta relacionado com a gravidade, a
progressdo e a duracdo da injuria renal, confirmando o resultado de diminui¢Bes da
TFG, previamente ao aumento de creatinina sérica ou da ativacdo da aldosterona (em
uma tentativa de manter a homeostase do potassio) (MACIEL et al., 2014). No entanto,
segundo estudo de Rodrigues et al., (2014) a fracdo enriquecida de gingerois também
obteve efeito positivo em relagdo ao manejo de K*, melhorando este parametro alterado
durante NTA por tratamento por aminoglicosideo. Nesse sentido, spigere-se que o efeito
protetor dos gingerois sobre o epitélio dos tubulos renais mantém a presenca adequada e

funcionalidade dos mecanismos de transporte tubulares.

A sepse causa efeitos deletérios sobre a funcdo de transporte iénico renal. Ja é
conhecido por meio de modelo animal que ocorre aumento da excrecdo de cloreto
associada com diminuicdo da pressdo arterial e do RFG, e que o processo infeccioso
causa infraregulacdo na expressdo dos transportadores de cloreto especificos do tecido
renal CIC-K1 e CIC-K2 (SCHMIDT at al., 2007). No presente estudo foi observado
uma elevacdo da excrecdo de cloreto, semelhante ao observado para a FENa®. Esse
achado corrobora com o estudo de Schmidt at al., (2007), que encontrou uma expressao
reduzida do transporte de cloreto e dos canais responsaveis por essa fungdo no tabulo

renal.

No presente estudo o compoto fendlico [6]-gingerol melhorou esse parametro da
funcdo renal dos animais CLP. Os compostos gingerois tambem melhoraram a funcgéo
tubular de animais com necrose tubular aguda por aminoglicosideo (RODRIGUES et
al., 2014). Recentemente, foi demonstrado que o composto[6]-gingerol reduziu a morte
de células tubulares (SASHA et al., 2016), além disso, é tido que o efeito antiflamatério
dessas moleculas gera protecdo da funcéo renal (ARYAEIAN et al., 2015). Sugere-se
que ao evitar as manifestagdes desses eventos, as moléculas fenolicas do gengibre

contribuam para a ndo disrupgéo do sistema de transporte renal.
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O modelo polimicrobiano de sepse induz alteracdes nos parametros osmolares.
Estudo de Rodrigues et al., (2012), apresentou alta osmolalidade urinaria nos animais
com injuria renal por CLP. O mesmo efeito foi observado no estudo de SEIJA et al.,
(2012). No presente estudo ndo foram encontradas alteracdes nos valores de clearance
osmolar de ambos os grupos, como também com o clearance de &gua livre nos animais
CLP. O aumento da osmolalidade urinaria de animais sépticos se da pela maior
excrecdo de ureia urinaria e outros compostos ndo absorvidos (RODRIGUES et al.,
2012, SEJA et al., 2012).

Consideravelmente, os valores de &cido urico encontram-se reduzidos em
animais induzidos a falha renal através da inducéo cirurgica pelo método CLP (HOLLY
et al., 2006). Interessantemente, em um estudo recente utilizando o0 mesmo modelo do
presente trabalho, o tratamento com &cido Urico melhorou consideravelmente o dano
oxidativo causado pelo peroxido nitrito e, assim, sugeriu-se que o acido urico fosse um
neutralizador desta espécie reativa. A inibicdo do ONOO™ pelo pré-tratamento com
acido urico foi associada com melhor agdo de neutrdfilos, resultando em diminuicao de
presenca de bactérias na circulagdo, e proteinas tais como ICAM-1, MCP-1, TNF-a e
MPO (TORRES et al., 2007). No presente estudo, no grupo CLP ocorreu uma reducéo
dos valores de &cido Urico, o que pode esta associado ao aumento dessa espécie reativa.
Os grupos tratados com os compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol tiverem valores
maiores de acido Urico sérico, podendo ter apresentado uma possivel acdo protetora
diante o dano oxidativo.

Um consideravel nimero de estudos vem demonstrando que a excessiva
producdo de EROs, juntamente com a reducdo dos sistemas de defesas antioxidantes
seria responsavel por desempenhar papel importante na patogénese da sepse (HSING et
al., 2011; LOWES et al., 2013; ERBAS et al., 2013).

Um dos mecanismos importantes durante o dano renal induzido pela sepse
através da peritonite (CLP) é o aumento transitorio do estresse oxidativo e da resposta
pré-inflamatéria (DOI et ai., 2009; LINGARAJU et al., 2015). Os modelos animais
sugerem gue as espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS) contribuem para a leséo epitelial tubular durante a sepse (LINGARAJU et al.,

2015). Em especial, o anion superoxido gerado em componentes celulares contribui
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para 0 aumento do estresse oxidativo durante os quadros de septicemia (DOI et ai.,
2009; LINGARAJU et al., 2015).

Além disso, trabalho recente demonstrou comprometimento e uma disfuncdo
mitocondrial nos complexo 1, 11, I1l. Este dano se relaciona diretamente com a reducéo
da producdo de ATP no tecido renal e, assim, favorecendo o estresse oxidativo e
diminuicdo da sobrevida (PATIL et al., 2014).

A peroxidacédo lipidica € uma manifestacdo comum na injuria renal por CLP.
Segundo estudos de Jao et al., (2005), Erbas et al., (2013) e Yao et al., 2015 os niveis
séricos de malondialdeido (MDA), um marcador de peroxidagdo lipidica se elevou
rapidamente durante as 18h po6s indugdo e, além disso, se correlacionou com o
acréscimo plasmatico dos marcadores clinicos da funcdo renal (ureia e creatinina),

sinalizando assim para o dano oxidativo e disfuncéo celular.

No presente trabalho os valores de MDA, tanto na urina como no tecido renal
aumentaram de forma significativa nos animais com falha renal quando comparado aos
animais controles. Este achado esta em concordancia com outros estudos (LIU et al.,
2014; TANER et al., 2014; SHARMA et al., 2014). Os tratamentos com [6]-gingerol e
[10]-gingerol melhoraram a lipoperoxidacdo observada no grupo CLP e, desta forma,
confirmando um efeito nefroprotetor. O [6]-gingerol foi também eficiente em reduzir a
elevacdo de MDA renal causada pelo tratamento com cisplatina em animais (KUHAD
et al., 2006). Os compostos gingerois presentes em fracdo enriquecida, nos quais
incluiam o [6]-gingerol e o [10]-gingerol, também apresentaram efeito antioxidante
quando testados frente a nefrotoxidade aguda desencadeada por aminoglicosideos
(RODRIGUES et al., 2014).

Nossos achados para os valores de MDA corroboram com estudos de UZ
(2009), o qual demonstrou a eficacia do tratamento do extrato do gengibre, via dieta,
diante das alteracBes oxidativas e elevado indices de MDA em modelo pré-clinico de
LRA por isquemia e reperfusdao. O Zingiber Oficinale teve a habilidade de reveter a
elevacdo dos valores de MDA no tecido renal induzido experimentalmente (YOUSIF et
al., 2015). Além disso, o extrato desta planta teve a habilidade de melhorar a resposta
antioxidante renal deprimida pelo tratamento com metrotexato, reduzindo neste modelo
os niveis de MDA de forma significativa (KUTRY, 2015). Por si s6 o [6]-gingerol
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apresentou efeito nefroprotetor via propriedade antioxidante e antiapoptotico em células

renais que sofreram nefrotoxicidade (HEGAZY et al., 2016).

O oxido nitrico (ON) é tido como um regulador da respost3a imune e da
inflamacéo e, assim, considerado como um fator pro-inflamatorio em uma variedade de
situacOes patoldgicas. Neste contexto, a inflamacdo na condicdo clinica de pacientes
com peritonite € acompanhada por deficiéncia de arginina, disfuncéo imune, e excesso
de ON (SORIANO et al., 2011; HSIAO et al., 2012; LEON et al., 2015). Resalta-se
que a combinacdo do ON com o anio superéxido produz espontaneamente o
peroxinitrito, que se aproxima de taxas compativeis ao limite de difusdo celular. A
formacdo desta espécie reativa tem sido notada na sepse e no choque circulatorio e,
como resultante deste evento, encontra-se oxida¢do de membranas lipidicas bem como
de hidroxilacdo de anéis aromaticos e nitracdo (SORIANO et al., 2011). Estudo de Seija
et al., (2012) demonstrou em modelo animal a importancia do per6xido nitrito nos
mecanismos associados ao controle da funcao renal durante a inducdo da injuria renal
por sepse através do método CLP. Este estudo apresentou que a manifestacdo de sepse
estava associada com uma supraregulacdo da enzima iNOS, fonte da producéo de ON,

além de reducdo da presenca da SOD, uma enzima importante para defesa antioxidante.

Varios estudos com modelos animais vém demonstrando que o estresse
nitroativo, elevados valores de nitrito (ONX), tém importante participacdo no dano renal
desencadeado pelo processo de septicemia (WU et al., 2007; WANG et al., 2009;
SEELY et al., 2010). Geralmente, este acréscimo de ONXx estd relacionado com a
diminuig&o do fluxo renal (WANG et al., 2009; SEELY et al., 2010). Em nosso estudo a
inducdo cirurgica induziu significante elevacao de nitrito no tecido renal, o que pode ter
contribuido para o deterioramento das taxas de funcédo renal. Este achado esta de acordo
com outros estudos (ZHAO et al., 2015; LEE et al., 2015). No entanto, a intervengéo
com os compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol melhorou este parametro. Corroborando
com esse achado, estudos prévios ao nosso demonstrou que o [6]-gingerol tem
efetividade em melhorar os disturbios nos valores de nitrito desencadeados por
tratamento com quimioterapico (KUHAD et al., 2006). Mais recentemente Rodrigues et
al., (2014) demonstrou que os compostos fenolicos da fragdo enriquecida de gingerois,
manifestou efeito nefroprotetor sobre a funcéo renal acometida pelos efeitos deletéricos
causados por gentamicina, que desencadeava estresse oxidativo celular dependente da

presenca de nitrito no tecido renal. Outros estudos, utilizando o extrato do Zingiber
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oficionalle, também demonstraram um efeito protetor das moléculas contidas nesta
planta frente a elevacdo de nitrito durante o dano renal tubular por isquemia (UZ et al.,
2009). Além disso, o composto [6]-gingerol obteve efeito benéfico em reduzir a
expressao de iINOS em modelo de infec¢do por LPS (CHOI et al., 2013). Em especial, o
[6]-gingerol desempenhou efeito modulador benéfico sobre a elevacgéo de citocinas pré-
inflamatorias em modelo de infeccdo por LPS (TRIPATHI, et al.,, 2006). Néo
dispinhamos na literatura, até o presente momento, do efeito especifico do [10]-

gingerol frente a este parametro.

O extrato do gengibre melhorou o perfil antioxidante da celula renal deteriorada
pelo tratamento severo com alcool, preservando a atividade das principais enzimas
antioxidantes e marcadores do estresse oxidativo (SOD, GSH, xantina oxidase)
(SHANMUGAM et al., 2010)

A glutationa reduzida, GSH (L-glutamil-L-cisteinil-glicina) esta presente na
maioria das células, sendo o tiol (-SH) ndo proteico mais abundante no meio
intracelular. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema
de defesa antioxidante da célula, protegendo-a diante de lesdes resultantes da exposi¢cdo
de varios agentes danosos (PERANDIN et al., 2015). Esta mulécula é considerada um
dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula e tem, como
acao, participar das reacbes redox celulares (LEITE 2003; SANTANGELO et al.,
2004).

Niveis reduzidos de GSH podem estar diretamente relacionados com o aumento
de EROS, peroxidacdo lipidica e presenca de radicais hidroxilas (LEITE, 2003;
LOWES et al.,, 2013). Durante o curso das lesbes renais ocorrem deplecdes
significativas na quantidade de GSH e, desta forma, percebe-se o papel relevante desta

enzima ao fornecer protecédo a funcédo renal (LOWES et al., 2013).

Em nosso estudo, um dos mecanismos sugeridos para a presencga de dano renal
pelo processo polimicrobiano foi a redugdo da resposta antioxidante, evidenciada pela
reducdo siginificativa da atividade da GSH. Nosso achado esta em concordancia com
outros trabalhos (PASKALOGLU et al., 2004; SENER et al., 2005; ZHANG et al.,
2014), que evidenciaram que o comprometimento renal por polinfeccdo estava

relacionado com reducdo significativa dos valores de GSH no tecido renal de animais.
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Em compensacdo, nosso resultado confirmou o efeito protetor da atividade
antioxidante dos compostos fenolicos [6]-gingerol e [10]-gingerol, pois 0s mesmos
favoreceram a manutencdo dos niveis de GSH nos animais CLP. Alguns trabalhos
evideciaram esta relacdo, demosntrando que os compostos fendlicos do gengibre detem
de efeito nefroprotetor por acdo antioxidante (KAFESHANI et al., 2015; KUTRY et al.,
2015). Especificamente, o [6]-gingerol demonstrou presevar a atrividade da GSH em
modelo de nefrotoxicidade por antineoplasico (KUHAD et al., 2006). Nosso grupo
demonstrou previamente que um extrato enriquecido de gingerois foi habil em reveter o
dano oxidativo por inducdo de nefrotocixidade por aminoglicosideo (RODRIGUES et
al., 2014). O extrato do Z. Oficionalle, contendo os compostos fendlicos aqui estudados,
também obteve efeito benéfico em melhorar a atividade de GSH em modelo de dano
renal por inquemia/reperfusdo (UZ et al., 2009) e significativa protecdo desse tiol em
modelo de injuria renal por administracdo de tetracloreto de carbono (HAMED et al.,
2012).

Em adigdo, extratos do Z. Oficinalle foram testados em trabalhos que visavam
estudar a nefrotoxidade de substancias quimicas tais como o chumbo e aluminio. Tais
extratos apresentaram eficiéncia em manter a funcdo antioxidante renal, reduzindo os
niveis de lipoperoxidacdo e mantendo as atividades de GSH e SOD e Catalase
(OSAMA et al., 2014). Este conjunto de relatos, somados aos nossos dados prévios e
aos resulatados do presente estudo confirmam a manifestacdo de protecdo e efeito
antioxidante dos compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol.

A afericdo do crescimento de bacterias no lavado peritoneal e no sangue é
amplamente utilizado em estudos de infeccdo polimicrobiana por CLP (LEE at al.,
2007). Este procedimento € realizado no intuito de confirmar se os efeitos deletérios
observados na funcéo renal é dependente e relacionada com o padrdo de infeccdo (WU
et al., 2007; DOI et al., 2008). No presente estudo evidenciamos uma elevada presenca
de bactérias no lavado peritoneal e no sangue dos animais CLP. Este achado esta de
acordo com outros estudos experimentais que obtiveram elevados niveis de infec¢do
(Unidades formadoras de coldnia) associado a disfuncéo renal (LEE at al., 2007; DOI et
al., 2008; YUN et al., 2009).

Alguns estudos vém demonstrando efeito antimicrobiano do Z. Oficionalle
frente algumas bacterias (GUPTA e RAVISHANKAR, 2004; ISLAM,. et al., 1014).
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Estudo in vivo, demonstrou que o extrato do gengibre exibiu efeito modulador de
protecdo diante o dano desencadeado por LPS, inibindo a respota mediada por citocinas
e pelo fator de crescimento NF-xB (CHOI et al., 2013). Outro estudo apresentou que 0
[6]-gingerol foi habil em reduzir o dano causado por LPS em liquido peritoneal,
melhorando todo o aspecto da resposta inflamatdria estimulado por esse agente
(TRIPATHI, et al., 2007).

Mesmo ndo observando efeito redutor de UFC pelo [10]-gingerol, estudo previo
ao nosso, verificou que [10]-gingerol isolado a partir do rizoma do gengibre possui
potente atividade antibacteriana in vitro contra bactérias anaerobica associada a
periodontite (PARK et al., 2008). Além disso, o [10]-gingerol mostrou-se eficaz, com
efeito sinérgico com aminoglicosideo frente a bacterias multiresistente a vancomicina
(NAGOSHI et al., 2006).

Durante a evolugdo do quadro clinico da sepse ocorre a ativagdo da resposta
inflamatoria, que € caracterizada pelo envolvimento de vérias citocinas pro-
inflamatorias, tais como o TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, IFN-y e HMGBI, além de outros
mediadores inflamatorios (SCHULTE et al., 2013; LUO et al., 2014; L1 et al., 2016). A
supra-expressao destes mediadores pode conduzir a uma gama de efeitos deletérios a
diversos orgdos. Dentre estas citocinas, 0 TNF-o se expressa de forma precoce e tem
papel relevante para o agravamento da patogénese da sepse, severamente contribuindo
para 0 choque endotdxico gerado por diferentes tipos células, especialmente
macrdfagos, células endoteliais e neutréfilos em resposta a infeccdo ou inflamagéo (LI
et al., 2016; YILDIRIM et al., 2016).

No presente trabalho, observou-se um aumento da transcri¢cdo génica de TNF-a
e IL-1pB nos animais induzidos a septicemia experimental. Este achado, foi confirmado
previamente em outros estudos, tanto em modelo animal de choque séptico como
estudos estudos com  pacientes septicos (SCHULTE et al, 2013;
LEELAHAVANICHKUL et al., 2015; LIU et al., 2016). Apoés a liberacdo de TNF-a e
IL-1 para a circulacdo sistémica, 0s seus picos comecam a ser identificados a partir de
60-90 min (SCHULTE et al., 2013). eeNo presente trabalho observou-se uma maior
expressdo relativa dessas citocinas nas 48 h pds indugdo do dano. Uma vez liberado,
TNF-0 e IL-1p atuam promovendo a ativacdo e diferenciagdo dos macrofagos e

prolongando suas sobrevidas. Todos estes efeitos aumentam as respostas pro-
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inflamatdrias durante a sepse, ativando outras citocinas (IL-6 e 1L-8) (ALVES-FILHO
et al.,2010; SCHULTE et al., 2013). Em células endoteliais, 0 TNF-o. aumenta a
expressdo de moléculas de adesdo, tais como molécula de adesdo intercelular (ICAM) -
1 e a molécula de adeséo celular vascular (VCAM)-1 e quimiocinas (ALVES-FILHO et
al.,2010; SCHULTE et al., 2013).

O aumento da expresdo relativa de TNF-a e IL-1p no tecido renal foi diminuida
pelos compostos [6]-gingerol e [10]-gingerol. Previamente, estudo de Rodrigues et al.,
(2014) demonstrou que os compostos gingerois melhoram a fungéo renal, ao reduzir a
expressao aumentada de citocinas, tais como 0 TNF-a e IL-f, além de IL-2 e INF-y em
modelo de necrose tubular aguda por antibidtico. S&o escassos os estudos demostrando
os efeitos diretos dos compostos fendlicos aqui estudados em modelos de insuficiéncia
renal aguda. No entando, € conhecido que o extrato do gengibre reduz a expressao renal
de TNF-a e IL-B1 em modelo de lesdo renal por ingestdo cronica de frutose (YANG ET
AL., 2014). Em modelo in vitro, o [6]-gingerol reduziu a expressdo de TNF-a, NF-kB e
INOS ativados por LPS (LEE et al., 2009). Em outro estudo o composto [6]-gingerol
demonstrou efeito antinflamatorio ao reduzir a expressdo de TNF-o, IL-1p, IL-12 e
NFkB a apartir da indugdo de macrofagos de animais ap0s o tratamento com LPS
(TRIPATHI et al., 2007). Os relatos para atividade antiflamatoéria do [10]-gingerol sao
insuficientes, necessitando-se de mais trabalho com essa linha de investigacdo. O
presente estudo é o primeiro a relatar a acdo antiflamatéria para o composto [10]-

gingerol no contexto da sepse experimental.

Como citado anteriormente, a sindrome de resposta inflamatoria sistémica
(SIRS) precoce é caracterizada por uma producdo excessiva de mediadores pré-
inflamatdrios (estado hiper-inflamatdrio). Esta resposta precoce é entdo suprimida
progressivamente com o desenvolvimento da resposta anti-inflamatdria compensatoria
(CARS). A fase intermediaria, na qual ocorre SIRS e CARS simultaneamente é
descrita como MARS, onde ocorre a sindrome da respota mista e uma desordem
imunoldgica no quadro séptico (OSUCHOWSKI et al., 2016). Ambas as flutuagdes, em
relacdo a expresséo de citocina ocorrem de forma sistemica e podem esta realacionadas
as expressdes em 06rgdos e sistemas (ANTONELLI et al., 1999). No presente estudo, a
elevacdo dos niveis de RNAmM pra TGF-B1 pode ser um indicativo no qual o modelo
estudado esteja inserido em uma fase de MARS, jad que esta citocina tem perfil

antinflamatdrio. Além disso, a expressdo de TGF-B1 ocorreu na mesma escala temporal
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na qual os niveis de TNF-a ¢ IL-1B encontravam-se aumentados. No entanto, estas
definicGes em sua totatlidade ndo sdo tdo especificas e claras, embora inegavelmente
atil na clinica e ambiente de pesquisa, elas exigem uma verificacdo experimental em
maior profundidade antes de poderem ser aceitas como um retrato fiel das flutuacbes

imunes complexas encontradas na sepse (OSUCHOWSKI et al., 2016).

Alguns estudos demonstraram que o [6]-gingerol e o extrato do gengibre tem a
habilidade de diminuir a expressdo de TGF-B1 em diferentes orgaos (KAMATO et al.,
2013; YANG et al., 2014). A reducdo da expressdo relativa das principais citocinas pro-
inflamatdria e normalizacdo da resposta imunoldgica sdo tidos como os efeitos pelos

quais o [6]-gingerol e [10]-gingerol possam exercer acdo protetora sobre a funcéo renal.

O diagndstico precose das nefropatias tem sido um dos objetivos principais da
conduta clinica (MARSCHNER et al., 2015). Os biomarcadores tradicionais de
diagnostico, tais como creatinina, ureia e eletrdlitos s6 se alteram com a perda
consideravel de um percentual da taxa de filtracdo glomerular. Nesse contexto,
inimeros estudos tém apresentado a molécula de injuria renal 1 (KIM-1) como
marcador precoce e fidedigno de injuria renal advinda das mais variadas etiologias,
especialmente o dano celular causado por injuria isquémica e nefrotdxica
(MARTENSSON et al., 2012; MARSCHNER et al., 2015). Este marcador é uma
proteina transmembranar que aumenta sua expressdo de forma especifica nas células
tubulares proximais quando expostas a insultos danosos (TU et al., 2014). Esta
molécula se expressa mais rapido e de maneira mais especifica do que outros
marcadores tidos como biomarcadores precoces de injuria renal, tais como NGAL,
MCP-1, IL-18 (LIANGOS et al., 2009, DEVARAJAN et al., 2011). Recentemente, tem
se sugerido o KIM-1 como molécula chave para o diagnostico e acompanhamento da
injuria renal desencadeada pela sepse (TU et al., 2015). O presente estudo apresentou
um supra expressao de RNAm de KIM-1 nas 48H apods a indugéo da injuria por CLP.
Sugerimo aqui que a sepse induzida neste trabalho desencadeou um cenério de
hipoperfusdo glomerular, além de uma provavel reducdo do fluxo de oferta de sangue e
oxigénio as células tubulares levando-as a isquemia e, desta forma, induzindo a elevada

expressao de KIM-1.
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A LHD é uma enzima chave da via glicolitica, tem acdo importante para a
conversao de piruvato a lactato. Esta enzima pode ser encontrada na maioria dos tecidos
e 0s seus valores encontram-se elevados em uma gama de patologias, sobretudo em
doencas cardiacas, musculares, hepaticas e durante a septicemia (PATHAK et al., 2010;
DRAGICA et al., 2013).

No presente estudo, a sepse experimental elevou a atividade da LDH nos
animais CLP. Este resultado esta de acordo com Rodrigues e colaboradores (2012) no
qual demonstrou que o modelo CLP causava elevacdo na marcacdo da funcdo de LDH
plasmatica. Em adicdo, Portella et al., (2013), também apresentou valores elevados de
LDH em modelo pré-clinico de sepse. Ambos os tratamentos com [6]-gingerol e [10]-
gingerol foram habeis em reduzir a atividade da LDH observada nos animais CLP. Em
disturbios por nefropatia diabética, compostos do gengibre reduziram
consideravelmente a atividade desta enzima (ELSHATER et al., 2009). Além disso, 0
trabalho de ZENG e colaboradores (2015) reportou que o [6]-gingerol especificamente
reduziu a atividade da LDH.

A afericdo dos niveis de lactato sérico é aceita como marcador prognostico e
método de avaliacdo da perfusdo tecidual, tanto em estudos retrospectivos como
prospectivos realizados em pacientes com suspeita de infeccdo. Por vez, sua medida
inicial é muitas vezes utilizada como triagem e usada como o gatilho para iniciar as
condutas de reanimacdo durante septicemia independente do nimero de disfuncdes
organicas (RANZANI et al., 2013). Adicionalmente, estudo recente reporta que a
hiperlactemia esta relacionada com oxigenacdo tecidual inadequada, aumento da via
glicolitica e com implicacGes importantes para a morbidade e mortalidade dos pacientes
criticos (BAKKER et al., 2013). A elevacdo de lactato em pacientes sépticos esta
associada com o desequilibrio das vias metabdlicas e estresse celular desregulado
(BAKKER et al., 2013).

No presente trabalho, o modelo polimicrobiano de sepse conduziu a um
expressivo aumento nos valores de lactato quando comparados aos animais controles
indicando, assim, alteracbes metabolicas nestes animais. Os compostos fendlicos [6]-
gingerol e [10]-gingerol reduziram tal aumento, porém nao de forma estatistica. De
forma geral, alguns estudos mostram que o composto [6]-gingerol melhora o
metabolismo celular (UEKI et al., 2008; KIM et al., 2009; CHEN et al., 2013). Além
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disso, estudos sugerem que estes compostos podem reduzir a participacdo dos
mediadores inflamatdrios e de processos oxidativos, como também da apoptose celular
e, assim, melhorar a condicdo bioldgica de 6rgaos e sistemas celulares, em especial a
funcdo renal (CHEN et al., 2013; KAFESHANI et al., 2015). Ressalta-se que 0s rins,
através de suas funcbes, sdo Orgdos considerados essenciais para o controle do
metabolismo celular e do equilibrio acido-basico (EATOON, 2006). Como citado
anteriormente, alguns trabalhos mostraram que os compostos gingerois ([6]-gingerol e
[10]-gingerol), como também o extrato do gengibre foram eficazes em manter a fungéo
renal, quando esta foi desafiada a processos isquémicos e a nefrotoxidade por farmacos
nefrotdxicos (UZ et al., 2009; AJITH et al., 2007; KHUAD 2006, RODRIGUES 2014),

e assim, contribuiram para a melhora global dos pardmetros metabdlicos in vivo.

A insuficiéncia renal do presente modelo ocorreu em conjunto com o colapso
metabolico nos animais sépticos. Nesta condicdo, a hiperlactatemia € um indicativo de
pouca oxigenacdo tecidual associada a perturbacdo metabolica, frequentemente descrita
nessa sindrome (BAKKER et al., 2013). E bem documentado que aumento da
atividade da LDH é um denotativo do comprometimento do metabolismo celular,
frequentemente utilizado para monitorar a lesdo renal secundaria a sepse (RODRIGUES
etal., 20126, PORTELLA et al., 2013).

Tem sido relatado que durante a evolucdo da patogénese da sepse a disrupgéo
metabolica € complexa e envolve diversas vias (LIANG et al., 2015; GARCIA-SIMON
et al., 2015). No entanto, no cenario ao qual a sepse desencadeia comprometimento
renal ainda é mal compreendida. Recentemente, os ensaios utilizando a abordagem
metabol6mica baseada em espectrometria por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
tém proporcionado a identificacdo de uma variedade de metabdlitos favoraveis para o
diagnostico dos disturbios metabdlicos na sepse pré-clinica (LIANG et al., 2016;
KALIM et al., 2016; GARCIA-SIMON et al., 2015) e clinica (MICKIEWICZ et al.,
2015). Nesse sentido, este estudo é o primeiro a usar a tecnologia da RMN de *H para a
caracterizagdo de metabolitos urinarios durante a falha renal induzida pelo método CLP.
Aqui identificamos os pontos-chave entre as complexas vias metabdlicas relacionadas
ao metabolismo de lipideos, carboidratos e proteinas, tanto nos animais sépticos com

injuria renal, como nos seus tratamentos com os fendis [6]-e [10]-gingerol.
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Em adicdo, é cada vez mais unanime o emprego do estudo metabolémico por
RMN em pacientes sépticos, classificando-o como de suma importancia para o
entendimento da evolucdo e os aspectos nutricionais e tratamento pontual (ENGLERT,
et al., 2016). A analise por RMN de *H espectroscopia de biofluidos proporciona uma
ferramenta potencial para compreender processos bioquimicos associados a doencas
(IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011).

Apds a andlise pelo método dos componentes principais (PCA) dos dados
obtidos com a RMN encontraram mudancas consideraveis entre a discriminacao de
metabolitos entre os grupos. Indicando pontos chave para os aspectos da patogénese da
fisiopatologia da sepse e sua progressao. Nossos achados expandiram o painel de
metabdlitos relacionados com vias metabodlicas na sepse pré-clinica descritos em outros
estudos. Ressalta-se que até 0 momento os estudos que utilizaram o método CLP para
avaliacdo da disrupcdo metabolica, ndo aferiram e nem associaram o estagio patologico
a funcéo renal e suas modulagbes (IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011; LIANG et al.,
2016, LIN et al., 2009). O presente modelo faz essa ligacdo particular entre infecgéo,

injuria renal apos polinfeccdo e abordagem metabdlica durante a sepse.

As disfuncdes de maltiplos 6rgdos frequentemente notadas no quadro clinico
séptico estdo correlacionadas com aumentos na producdo tecidual de IL-1p, IL-6, IL-10
(LI et al., 2015). Nesta fase patogénica a configuracdo metabdlica sistémica é alterada,
acompanhada de forma concomitante por perfil metabdlico desrregulado (LI et al.,
2015; 1ZQUIERDO-GARCIA et al., 2011). Essas flutuacdes metabdlicas foram
observadas em estudos que correlacionaram o perfil metabolémico sistémico e a
disfuncdo de 6rgédos (funcdo pulmonar e do baco) em modelo animal (LI et al., 2015;
IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011).

O estresse oxidativo e o processo inflamatorio foram fortemente associados as
variagcdes metabdlicas no modelo de infec¢do por LPS sem manifestacéo de injuria renal
confirmada (LI et al.,, 2015). Por meio de analise multivariada, identificamos
perturbacdo das vias metabdlica relacionadas ao metabolismo do nitrogénio,
identificando metabdlitos tais como a creatina e a alantoina, que se apresentaram
aumentados de forma mais consistente no grupo CLP. E fato que o estresse séptico
desencadeado pela infeccdo polimicrobiana provoca uma desordem no metabolismo

com alteracdo sugestiva do metabolismo protéico, que pode ser apoiado atraves da
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identificacdo do metabolito creatina. Além de forte alteracdo via glicolitica, suportada
pelo aumento da atividade da LDH e aumento do lactato sérico (LI et al., 2015;
IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011).

Recentemente, Li e colaboradores (2017) demonstraram por meio de
abordagem por RMN, em modelo murino, que a infeccdo por LPS conduz a
consideravel alteragdo renal por meio da via celular de NF-xB e MAPK, decaimento da
atividade antioxidante e estresse oxidativo, fatores estes associados com fenotipo
metabolémico alterado, tanto no plasma e no proprio tecido renal. Este estudo corrobora
com os achados do presente estudo relacionado aos aumentos de creatina e acetato no
grupo sepse/LRA, além de reportar que a injuria renal por LPS estva associada a menor
participagdo da glutationa e inflamacédo renal (LI et al., 2017). Nesse aspecto, também
tem sido demonstrado que existe diferenca ente os perfis de metabdlitos induzido
apenas por um fator etiolégico de infeccdo (ex: staphylococcus aureus) quando
comparado a polinfeccdo (CLP) em modelo de sepse (LIN et al., 2016), resultando em
biomarcadorese e metabdlitos especificos. Por outro lado, inUmeros estudos tém
priorizado a avaliacdo das complicacdes sépticas pela abordagem da infeccédo
polimicrobiana (LIN et al., 2009, IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011, WHELAN et al.,
2014, APAYA et al., 2015, HARA et al., 2015, WEI et al., 2016). Em sua grande
maioria, 0 uso da polinfec¢cdo como objeto de estudo é optado por melhor caracterizar
os disturbios metabolicos no evento séptico, além de estd fortemente associada a falha
de multiplos o6rgdos que é comumente observado na clinica (LIN et al., 2009,
IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011, WHELAN et al., 2014, APAYA et al., 2015,
HARA et al., 2015).

Ressalta-se que € crescente os estudos pré-clinicos concentrados na identificacao
de biomarcadores e a caracterizagdo do comportamento metabdlico durante a sepse
(IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011,WEI et al., 2016), fato este também observado no
aspecto clinico, com notorio uso da abordagem metaboldmica voltada a investigacédo
das alteracOes metabolicas na sepse e no shock (SERKOVA et al., 214, MICKIEWICZ
et al., 2014, MICKIEWICZ et al., 2015, SU et al., 2015, LIU et al., 2016). Em adicé&o,
similar ao presente estudo, alguns prévios modelos experimentais tém visado, além da

identificacdo dos metabolitos envolvidos na fisiopatologia da sepse, a intervencdo com
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substancias dotadas de capacidade para modular a resposta inflamatdria e processo
oxidativo séptico (WHELAN et al., 2014, APAYA et al., 2015, LIANG, 2016).

De forma particular, os animais do grupo CLP manifestaram maior excrecéo
urinéria de DMG, metabdlito este relacionado ao metabolismo da colina e metilamina.
Ainda sdo escassos 0s estudos caracterizando o perfil de participacdo deste na sindrome
séptica. Em contrapartida, abordagem pré-clinica recente indentificou este metabdlito
em infeccdo por micobacterium e subsp. paratuberculosis (DE BUCK et al., 2014),
além disso, é sugerido que a participacdo da DMG esteja envolvida no metabolismo
hepatico e renal da glicina durante a infeccdo por bacterias gram negativas e gram
positiva. (HOERR et al., 2012). A alantoina é um produto de degradacdo em estadio
final do catabolismo da purina produzido por peroxidacdo de acido Urico e degradacdo
de proteina. Recentemente, estudo mostrou que o0 aumento das concentracdes
plasmaéticas de alantoina estava associado a diminui¢do da fungdo renal em pacientes
com sindrome de resposta inflamatdria sistémica (TSALIK et al., 2014). [6]-gingerol e
[10]-gingerol modulou o perfil metabolico dos animais CLP favorecendo a

normalizando os valores dos metabdlitos creatina, alantoina e DMG.

Relatamos uma maior excrecdo urindria de dimetilamina (DMA) e
dimetilsulfona (DMS) ap6s o uso dos compostos [6]- e [10]-gingerol testados nos
animais CLP. Estes metabdlitos tém sido relacionados com doencas inflamatorias
(MICKIEWICZ et al., 2015), tal como a doenca inflamatoria intestinal, assim como
também parecem ter um papel importante na patogénese da infeccdo sistémica (DE
BUCK et al., 2014). Niveis maiores de DMA foram detectados em pacientes com
choque sépticos ndo sobreviventes em comparacdo aos sobreviventes, indicando assim
que este metabdlito esta envolvido de forma critica na fisiopatologia da sepse, podendo
ser um indicativo da gravidade associada ao insulto infeccioso (MICKIEWICZ et al.,
2015).

Ja a DMS é um composto organico contendo enxofre que ocorre naturalmente
em seres humanos e em outros organismos. E um metabolito co-participante de uma
série de doengas inflamatdrias, como artrite, alergias e certas infeccbes parasitarias
(KIM et al., 2009). Por outro lado alguns trabalhos tém indicado forte efeito anti-
inflamatdrio desse metabolito. O tratamento com DMS suprimiu a supraexpressao de

NF-kB, dos niveis aumentados de ON ¢ os fatores relacionados ao dano por LPS (KIM
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et al., 2009). Sugerimos que a melhora da funcdo renal pelos compostos gingerois
favoreceu para a maior excre¢do de DMA e DMS, envolvida no metabolismo sistémico
do processo séptico. Ambos 0s metabdlitos participam do metabolismo da
colina/metilamina e da metionina, respectivamente. Em conjunto, nossa abordagem
metabolémica relatou a implicacdo no metabolismo de aminoacidos, purina, glutationa
e via glicolitica envolvidas no presente modelo animal. De fato, tratamentos com [6]-
[10]-gingerol parecem modular as vias metionina e metilamina em ratos sépticos. A
figura 52 resume as vias envolvidas e suas interligagdes, como também a biomarcacgéo

dos metabdlitos discutidos aqui.

Foi observada uma reducdo significativa nas curvas de sobrevidas dos animais
CLP no presente trabalho, o processo infeccioso causa significativa diminuicdo da
sobrevivéncia, manifestado de forma precoce (WU et al., 2007; YASUDA et al., 2006,
CAMPOS et al., 2011). O tratamento com o0s compostos [6]- e [10]-gingerol elevou a
sobrevida dos animais infectados. Ressalta-se que até o momento ndo existem estudos
demonstrando o papel de ambos os compostos em melhorar a sobrevida de forma
semelhante ao nosso, desta forma, o efeito aqui observado reforca que estas moléculas

podem desempenhar efeitos celulares importantes em sistemas organicos.

Alguns trabalhos tem demonstrado que a inducdo do processo infeccioso pelo
método CLP desencadeia altera¢cbes morfologicas no tecido renal de animais, tais a
lesdo tubular proeminente, caracterizada por alteracGes no revestimento de células
epiteliais (desorganizacdo das células epiteliais e desnudacdo da porcdo da membrana
tubular), na regido apical e vaculozacdo tubular e desorganizacdo da borda apical
(PORTELLA et al., 2013). Estes achados estdo em concordancia com os achados do
nosso estudo. Os compostos testados reduziram em mais da metade essas observacoes
notadas no grupo CLP. Estudos prévios demonstram que 0S cOmMpostos gingerois
melhoram a morfologia renal (RODRIGUES et al., 2014).

Especificamente, o [6]-gingerol tem a habilidade de conservar a organizacdo da
estrura celular renal, observado nos modelos de lesdo renal por farmacos nefrotdxicos
(KUHAD et al., 2006; RODRIGUES et al., 2014; HEGAZY et al., 2016). Como
também, através de estudo histopatologico o [6]-gingerol melhorou o perfil de escores
associados ao dano tecidual renal em modelo de necrose tubular aguda (HEGAZY et al.,

2016). O extrado do gengibre também melhorou os aspectos e o0s escores morfoldgicos
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de rins alterados por farmaco nefrotoxico (NASRI et al., 2013). Todos 0s mecanismos
associados a protecdo renal aqui demonstrados e apresentados na literatura medica
relacionados ao Zingiber Officionale e dos compostos derivados do seu extrato sao
associados e dependentes de suas propiedades antioxidantes e antiflamatoria
(RODRIGUES et al., 2014, KUHAD et al., 2006; HAMED et al., 2012; TRIPATHI et
al., 2007; SHANMUGAM et al., 2010).

Figura 52- Sumério das biomarcacdes relacionadas com as vias investigadas em
conjunto pela abordagem por RMN de 'H e os demais métodos, caracterizando as suas

interligacOes.
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Fonte: Autor.

Nota: A figura indica a biomarcacdo dos metabdlitos e suas respectivas vias bioguimicas.
Metabolitos em vermelho estdo relacionados a sepse com lesdo renal, metabolitos ciculados
em azul indicam alteracGes para o grupo CLP+6G e metabdlitos circulados em amarelo
indicam alteracdes evidenciadas no grupo CLP+10G. As alteracfes (aumentos ou reducdes),
estdo indicados na sessdo de resutados. Dimetil sufona (DMS), dimetilamina (DMA),
dimetilglicina (DMG), 3-hidroxibutirato (3-HB), Trimetilamina (TMA), Oxido de
trimetilamina (TMAO).
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7 CONCLUSOES

Conclui-se a partir dos dados obtidos no presente estudo que o modelo
polimicrobiano de sepse gera modificagOes significativas na sobrevida e nos parametros
bioquimicos e funcionais da atividade renal, sendo um modelo satisfatério para a
investigacdo de mediadores e possiveis inibidores envolvidos na falha renal aguda.

Além disso, os resultados confirmam as acdes benéficas dos compostos [6]-e
[10]-gingerol ao atenuar as alterac@es renais reportadas atraves da avaliacdo bioquimica,
da reducdo do estresse oxidativo e do bloqueio do processo pro-inflamatério induzido
pelo processo CLP. Em adicdo, a desordem metabdlica na sepse/LRA foi correlacionada
as alteracdes envolvendo principalmente o metabolismo proteico e de purinas e, além do
que, os achados indicam que os tratamentos com [6]- e [10]-gingerol aumentam a
participacdo de DMA e DMS quantificada nas urinas de animais sépticos, assim
sugerindo esses mestabolitos como possiveis biomarcadores associadas com infeccdo e
falha renal durante a sepse. Suger-se investigacfes futuras para afericdo dos efeitos
hemodinamicos renais desencadeados pelos compostos [6]- e [10]-gingerol, como
também sua propriedade antibacteriana, além da expansdo da avaliagdo metaboldmica
por meio de dosagens plasmaticas e o emprego de espectrometria de massas, a fim de

possibilitar melhor entendimento e 0os mecanismos observados neste estudo.
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Figura 53- Modelo hipotético com o resumo dos principais achados associado a

protecdo renal pelas moléculas [6]-gingerol e [10]-gingerol.
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Nota: A figura reporta as principais alteracdes desencadeadas pelo processo polinfeccioso e
efeitos encontrados para as substancias [6]- e [10]-gingerol diante as modificacBes funcionais
renais causadas durante a falha renal séptica. A mesma imagem apresenta a integragdo de dos
os principais achados obtidos a partir dos métodos aplicados no presente estudo.
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ANexos

Anexo A- Declaracdo de aparovacdo pela comissdo de ética e pesquisa animal da
universidade Federal do Ceara.
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Universidade Federal do Ceard
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza — CE

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagio n°45/14 , sobre
o projeto intitulado: “Andlise ods efeitos farmacolégicos dos compostos (6) e (10) gingerol isolados
do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) no dano real induzido pelo modelo polimricorbiano de
sepse em ratos ", de responsabilidade do Prof. Dr. Alexandre Havt Bind4 e estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissio de Etica em

Pesquisa Animal — CEPA - em reunido realizada em 16 de maio de 2014

Fortaleza, 22 de abril de 2015

Prof. Dr. Rodrigo Siqueira

Coordenador da Comissio de Etica em Pesquisa Animal — CEPA

-;NIVERSID%DE FEDERAL DO CEARA

RODRIGOJ0SE BEZERRA DE SIQUEIRA

COORDENADOR DA COMISSAO DE ETICAE DO USO COM
ANIMAIS - CEUA/UFC - Matricula Siape: 1520734



