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RESUMO

A cisplatina (CIS) é um quimioterapico potencialmente nefrotoxico. Apesar das estratégias
preventivas, € capaz de provocar injdria renal aguda (IRA) em 20-30% dos pacientes. A IRA,
principal efeito colateral e fator limitante da terapia com a droga, é desencadeada por dano
oxidativo, inflamagdo e apoptose das células tubulares renais. O gengibre (Zingiber offinale
Roscoe) é uma fonte promissora de substancias de uso terapéutico. Os gingerois isolados do
gengibre detém propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias com possivel potencial
nefroprotetor. O presente estudo buscou investigar os efeitos do 8-gingerol (8-G) na IRA
induzida por CIS. Inicialmente foi feita uma curva dose-resposta (5, 12, 20 e 25 mg/kg i.p.)
para definir a dose de CIS capaz de provocar IRA. Em termos de nefrotoxicidade, os resultados
foram semelhantes para as doses de 20 e 25 mg/kg. Portanto, optou-se pela menor delas. Para
0 segundo bloco experimental, que consistiu no tratamento da IRA com o composto 8-G,
dividimos os animais em 5 grupos (n=6-8): controle, CIS, NAC (N-acetilcisteina) 120 mg/kg
(controle positivo), 8-G 25 mg/kg e 8-G 50 mg/kg. As drogas de tratamento foram
administradas por via i.p. durante 5 dias e no 3° dia, 1h apos o ultimo tratamento, foi feita a
administracdo de CIS. Ao final dos 5 dias de experimento os animais foram eutanasiados. A
CIS alterou todos os parametros investigados em relacdo ao grupo tratado com salina: creatinina
sérica (1,3 + 0,26 vs 0,28 + 0,014 mg/dL), ureia serica (198,0 + 23,2 vs 36,4 = 3,8 mg/dL),
clearance de creatinina (0,9 £ 0,21 vs 3,12 = 0,31 ml/min/kg), Gama GT urinaria (4,86 + 0,30
vs 0,58 = 0,21 U/mg de creatinina), albumina urinaria (0,05 + 0,008 vs 0,0048 = 0,0009
mg/24h), proteina urinaria (2,6 + 0,24 vs 1,26 + 0,16 mg/24h), GSH renal (108,1 + 9,3 vs 244,6
+ 13,17 ug de GSH/mg de tecido), MDA urinario (54,95 + 3,6 vs 35,03 + 2,7 nmol/mg de
creatinina), MPO renal (8,11 £ 1,27 vs 4,0 £ 0,6 UMPO/mg de tecido), a expressao génica de
GsR (0,44 £ 0,11 vs 1,27 £ 0,21), de KIM-1 (2,38 + 0,31 vs 0,98 + 0,11), de NGAL (9,89
2,09 vs 1,092 + 0,41) e de IL-1B (4,39 £ 1,20 vs 1,09 + 0,30) alem da histologia renal,
reproduzindo assim IRA nos animais. O tratamento com 8-G na dose de 25 mg/kg ndo foi capaz
de reduzir a nefrotoxicidade. No entanto, a de 50 mg/kg atenuou a maioria dos parametros aqui
avaliados: creatinina sérica (0,6 + 0,10 mg/dL), ureia sérica (105,3 £ 19,7 mg/dL), clearance
de creatinina (1,72 £ 0,3 ml/min/kg), gama GT urinaria (3,10 + 0,89 U/mg de creatinina),
albumina urinaria (0,03 + 0,007 mg/24h), proteina urinaria (2,05 + 0,23 mg/24h), GSH renal
(162,2 = 19,0 ug de GSH/mg de tecido), MDA urinario (45,7 £ 1,4 nmol/mg de creatinina),
MPO renal (4,61 £ 0,43 UMPO/mg de tecido), a expressao génica de GsR (0,93 + 0,18) e IL-
1B (1,43 = 0,11). O tratamento com NAC melhorou o dano de forma mais acentuada ao
aumentar significativamente as concentracdes renais de GSH (197,3 + 10,44 pg de GSH/mg de
tecido) e a expressdo génica de GsR (9,95 + 1,3), reduzir a creatinina plasmatica (0,5 + 0,08
mg/dL), a atividade de MPO renal (3,07 £ 0,32 UMPO/mg de tecido), a expressdo de KIM-1
(1,47 £ 0,16) e as alteracdes histopatoldgicas. O presente estudo conseguiu reproduzir o modelo
de IRA induzido por CIS e confirmar a acdo nefroprotetora de NAC nesse modelo. O 8-G por
sua vez, na maior dose empregada, também forneceu protecdo, porém de forma menos
significativa que NAC. Concluimos, portanto, que o 8-G, na dose aqui empregada, também
possui efeito protetor podendo servir como adjuvante na prevencdo da nefrotoxicidade na IRA
induzida por CIS.

Palavras-chaves: cisplatina, estresse oxidativo, injdria renal aguda, 8-gingerol



ABSTRACT

NEPHROPROTECTIVE POTENCIAL OF 8-GINGEROL ISOLATED FROM
GINGER (Zingiber officinale Roscoe) AGAINST CISPLATIN TOXICITY

Cisplatin (CIS) is a chemotherapeutic agent potentially nephrotoxic. Despite preventive
strategies, it is capable of causing acute kidney injury (AKI) in 20-30% of patients. AKI, the
major side effect and limiting factor of cisplatin therapy, is triggered by oxidative damage,
inflammation and apoptosis of renal tubular cells. Ginger (Zingiber offinale Roscoe) is a
promising source of therapeutic substances. Gingerois isolated from ginger have antioxidant
and anti-inflammatory properties with possible nephroprotective potential. The present study
sought to investigate the effects of 8-gingerol (8-G) on CIS-induced AKI. First, a dose response
curve (5, 12, 20, and 25 mg/kg i.p.) was made to define the dose of CIS able of causing AKI.
In terms of nephrotoxicity, the results were similar for the doses of 20 and 25 mg/kg. Then, we
chose the lowest of them. For the second block of experiments, which consisted of the treatment
of AKI with the compound 8-G, the animals were divided into 5 groups (n=6-8): control, CIS,
NAC (N-acetylcysteine) 120 mg/kg (positive control), 8-G 25 mg/kg and 8-G 50 mg/kg. All
tested substances were administered i.p. for 5 days and on the day 3, 1h after the last treatment,
CIS was administered. At the end of the 5 days’ experiment, the animals were euthanized. CIS
altered all parameters investigated in comparison to the saline treated group: serum creatinine
(1.3 +£0.26 vs 0.28 £ 0.014 mg/dL), serum urea (198.0 + 23.2 vs 36.4 + 3.8 mg/dL), creatinine
clearance (0.9 £ 0.21 vs 3.12 + 0.31 ml/min/kg), urinary gama GT (4.86 £ 0.30 vs 0.58 + 0,21
U/mg creatinine), urinary albumin (0.05 + 0.008 vs 0.0048 + 0.0009 mg/24h), urinary protein
(2.6 £0.24 vs 1.26 £ 0.16 mg/24h), renal GSH (108.1 + 9.3 vs 244.6 £ 13.17 ug GSH/mg tissue),
urinary MDA (54.95 + 3.6 vs 35.03 £ 2.7 nmol/mg creatinine), renal MPO (8.11 + 1.27 vs 4.0
+ 0.6 UMPO/mg tissue), GsR gene expression (0.44 £0.11vs 1.27 £ 0.21), KIM-1 (2.38 £ 0.31
vs 0.98 £ 0.11), NGAL (9.89 £2.09 vs 1.092 + 0.41) and IL-1f (4.39 £ 1.20 vs 1.09 £ 0.30) in
addition to renal histology, thus reproducing AKI in the animals. Treatment with 8-G at a dose
of 25 mg/kg was not able to reduce nephrotoxicity. However, the doses of 50 mg/kg attenuated
most of the parameters measured here: serum creatinine (0.6 = 0.10 mg/dL), serum urea (105.3
+ 19.7 mg/dL), creatinine clearance (1.72 + 0.3 ml/min/kg), urinary gama GT (3.10 + 0.89
U/mg creatinine), urinary aloumin (0.03 + 0.007 mg/24h), urinary protein (2.05 £ 0.23 mg/24h),
renal GSH (162.2 + 19.0 ug GSH/mg tissue), urinary MDA (45.7 = 1.4 nmol / mg creatinine),
renal MPO (4.61 + 0.43 UMPO/mg tissue), the gene expression of GsR (0.93 £ 0.18) and IL-
18 (0.5 £ 0.08 mg/dL). NAC treatment significantly improved damage by significantly
increasing renal GSH concentrations (197.3 = 10.44 ug GSH/mg tissue) and GsR gene
expression (9.95 £ 1.3), reduce plasma creatinine (0.5 + 0.08 mg/dL) and renal MPO activity
(3.07 £ 0.32 UMPO/mg tissue), KIM-1 expression (1.47 + 0,16) and histopathological changes.
The present study was able to reproduce the CIS-induced AKI model and confirm the
nephroprotective action of NAC in this model. 8-G in turn, at the highest dose employed, also
provided protection, but less significantly than NAC. Therefore, we conclude that 8-G in the
dose used here also has a protective effect and may serve as an adjuvant in preventing CIS-
induced nephrotoxicity in ARF.

Keywords: cisplatin, oxidative stress, acute renal injury, 8-gingerol
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1. INTRODUCAO

1.1 Injuria renal aguda: aspectos epidemioldgicos e fisiopatologia

A injuria renal aguda (IRA) consiste em qualquer comprometimento abrupto da fungéo
e estrutura renal, que ocorre ao longo de horas ou dias (METHA et al., 2007; EDELSTEIN,
2012). Independente do mecanismo envolvido, é caracterizada pela perda rapida da funcédo
excretora renal. Geralmente é diagnosticada pelo acimulo de produtos do metabolismo do
nitrogénio (ureia e creatinina), acompanhada ou ndo da diminuicdo da diurese além de
distUrbios no controle do equilibrio hidroeletrolitico e acido-base (BELLOMO et al., 2012;
COSTA et al., 2003). E uma preocupacéo de satde global ligada ao desenvolvimento de doenca
renal crénica (DRC), infecgOes, insuficiéncia cardiovascular e outras disfungdes orgénicas,
sendo também um transtorno comum associado a alta mortalidade, morbidade e custos de satde
(RICCl et al., 2011; LEWINGTON et al., 2014; ZUK e BONVENTRE, 2016).

Em setembro de 2004 foi criada a Acute Kidney Renal Injuries Network (Rede de Injuria
Renal Aguda), uma comunidade cientifica internacional cuja missdo seria desenvolver
pesquisas no diagndstico, prevencdo e tratamento da IRA (METHA et al., 2007). AKIN
recomendou que o termo “Insuficiéncia Renal Aguda” fosse substituido por “Injuria Renal
Aguda” pelo fato desse ultimo ser mais amplo e incluir em sua definicdo os estagios de lesao
que variam do dano mais precoce ao mais intenso. Essa nova denominagdo abrangeu as
manifestacdes clinicas que vao desde um aumento minimo de creatinina sérica até a
insuficiéncia renal anurica com necessidade de dialise (RICCI et al., 2011; DIRKES, 2016).

A IRA é encontrada tanto no ambiente hospitalar como na comunidade (LEWINGTON
et al., 2014). Afeta até 20% dos pacientes hospitalizados e esta associada a eventos extra renais
como sepse e disfuncdo de maltiplos érgéos, o que leva a uma alta taxa de mortalidade (LEVI
et al., 2013; HORNE et al., 2017). Cerca de 5% das admissdes em UTI requerem terapia de
reposicdo renal e mais da metade dos pacientes internados nessa unidade desenvolvem IRA
(LEWINGTON et al., 2014; HOSTE et al., 2015). As principais causas no ambiente hospitalar
sdo diminuicdo da perfusdo renal, medicamentos nefrotoxicos e uso de meios de contraste
radioldgicos, sendo os pacientes idosos 0os mais atingidos. A incidéncia de IRA aumenta com a
idade, sendo 3,5 vezes maior nos pacientes acima de 70 anos, 0 que se justifica pela perda
progressiva dos nefrons funcionantes com o envelhecimento (NUNES et al., 2010; NASH et
al., 2002). Além disso, doencas cormdrbidas como diabetes mellitus, hipertenséo, insuficiéncia

cardiaca, doenca hepatica crénica e doenca pulmonar sdo importantes fatores de risco para o
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desenvolvimento de IRA (REWA e BAGSHAW et al., 2014).

Pacientes que adquirem IRA na comunidade geralmente sdo mais jovens e saudaveis.
Em paises de baixa e média renda, especialmente em areas rurais, é causada principalmente por
toxinas especificas e infeccdes que provocam quadros de diarreia e hipovolemia. A etiologia
pode ser secundaria a agentes causadores da maldria, leptospirose, dengue e acidentes com
animais peconhentos, fatores estes dependentes da localizacdo geografica e de variacbes
sazonais (BELLOMO et al., 2012; LEWINGTON et al., 2014).

A IRA é encontrada em multiplas configuracdes e em todas as faixas etarias e seu curso
e resultados sdo determinados pela gravidade e duracdo do evento (LEWINGTON et al., 2014).
Evidencias epidemioldgicas demonstram associacdo entre IRA e consequéncias adversas a
longo prazo incluindo DRC (doenca renal cronica) (HORNE et al., 2017).

Pacientes com IRA podem ndo apresentar sintomas especificos da doenga, porém
podem apresentar sintomas das doencas subjacentes como sepse, insuficiéncia cardiaca,
vasculites sistémicas, microangiopatia trombotica, entre outras (PATSCHAN e MULLER,
2015). Dessa forma, para fins de diagndstico e tratamento a IRA ¢é dividida em trés etiologias:
pré-renal, renal e pés-renal. A primeira é causada por problemas que provocam hipoperfusao
renal como hipovolemia (secundéaria a diarreias, hemorragias e queimaduras, por exemplo),
diminuicdo do débito cardiaco, vasodilatacdo periférica (choque anafilatico e uso de anti-
hipertensivos), vasoconstricdo renal e determinadas drogas. O parénquima renal permanece
integro, ocorre em 55% dos casos e 0 dano pode ser revertido dentro de um a dois dias (NUNES
et al., 2010, COSTA et al., 2003). E a causa mais comum em pacientes criticamente doentes e
hospitalizados (BELLOMO et al., 2012).

Na IRA de origem renal, que representa 40% dos casos de IRA, o parénquima é
diretamente afetado e a arquitetura microscopica do rim é significativamente alterada (NUNES
et al., 2010). A maioria destes se deve as alteracfes tubulares causadas por lesdes isquémicas
ou nefrotoxicas que deterioram o metabolismo tubular culminando em apoptose/necrose. A esse
processo chamamos Necrose Tubular Aguda e sua reversdo nao € garantida pela retirada da
causa inicial (PATSCHAN E MULLER 2015).

A IRA de origem pos-renal é causada por doencgas associadas a obstrucdo do trato
urinario que comprometem o fluxo urinario. Ocorre em 5% dos casos e pode ser decorrente de
doenca prostdtica benigna, bexiga neurogénica, malignidades abdominais e uso de
anticolinérgicos (NUNES et al., 2010; COSTA et al., 2003; PATSCHAN E MULLER 2015).

Nos dltimos anos, grupos de consenso interdisciplinares propuseram sistemas

padronizados para definir e classificar a IRA (ROY et al., 2013). Foram criados os critérios
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RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End Stage), AKIN (Akute Kidney Injury Network) e KDIGO
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes). Esse ultimo foi criado mais recentemente e se
fundiu aos outros dois com o objetivo de aprimorar o diagndstico precoce de IRA (ZHOU et
al., 2016). Para todos eles, o estagio da doenca é determinado com base nas alteracfes dos
valores basais de creatinina sérica, taxa de filtracdo glomerular (TFG) ou diurese. A Tabela 1,
por exemplo, traz as alteracdes sofridas pela creatinina plasmatica e o respectivo estadiamento
da IRA feito com base nessas altera¢cdes. Quanto ao critério RIFLE, os trés primeiros descrevem
0 grau em que a IRA se encontra, e os dois Gltimos descrevem desfechos clinicos
correspondentes as situaces mais graves e de pior prognostico (HOSTE et al., 2006). Esses
critérios permitem o diagndstico clinico confiavel de IRA e indicam uma relagdo direta entre a
gravidade da doenca e o desfecho clinico (RICCI et al., 2011; LEVI et al., 2013).

Tabela 1. Diagnostico e estadiamento de IRA dos critérios RIFLE, AKIN, KDIGO

Classificagdo Definicdo de IRA Estégio Critérios
RIFLE Aumento de SCr > Risco > 1,5 vezes o valor basal
50% dentro de 7 Injuria > 2 vezes o valor basal
dias Falha > 3 vezes o valor basal ou > 0,5 mg/dL até
chegar a 4,0 mg/dL
Perda Insuficiéncia renal aguda persistente = perda

completa da funcdo renal > 4 semanas
Estagio final Doenca renal em estagio terminal > 3 meses

AKIN Aumento de SCr > | > 0,3 mg/dL ou de 1,5 a 1,9 vezes o valor
0,3 mg/dL ou 50% basal.
dentro de 48h I > 2-2,9 vezes o valor basal

1l > 3 vezes o valor basal, ou > a 0,5 mg/dL para
pelo menos 4,0 mg/dL ou TSR

KDIGO Aumento de SCr > 1 > 0,3 mg/dL dentro de 48h ou > 1,5a 1,9 vezes
0,3 mg/dL dentro o valor basal
de 48h ou > 50% 2 > de 2-2,9 vezes o valor basal
dentro de 7 dias 3 > 3 vezes no valor basal ou chegar até a 4,0

mg/dL ou TSR
Fonte: adaptada de HOSTE et al., 2006 e ZHOU et al., 2016; Scr: creatinina sérica, TSR: terapia de
substituicdo renal.

Na IRA ocorrem alteracfes vasculares e tubulares que expressam proteinas até 3 dias
antes dos sintomas clinicos, as quais podem ser mensuradas na urina e no plasma (WASUNG
et al., 2015). A ideia de pesquisar novos biomarcadores surgiu da necessidade de avaliar o dano
renal precoce que drogas em estudo de fase pré-clinica poderiam causar aos animais e assim
embasar a tomada de decisdes sobre a continuidade da pesquisa evitando os gastos relacionados
ao desenvolvimento de novos medicamentos (ZUK E BONVENTRE, 2017). Clinicamente, a
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identificacdo de biomarcadores que se alteram precocemente é de grande utilidade para reduzir
0 atraso no diagndstico de IRA, que ainda depende muito da quantificacdo sérica de creatinina,
cujo valor se altera somente apds queda de 50-60% da taxa de filtracdo glomerular
(DALLACOSTA et al., 2017). Resumidamente os biomarcadores mais estudados atualmente
sdo a Lipocaina Associada a Gelatinase Neutrofilica (NGAL), a Interleucina-18 (IL-18), o
Molécula de Injiria Renal 1 (KIM-1), a Cistatina-C, a Proteina Hepatica de Ligag&o de Acidos
Graxos (L-FABP), o N-Acetil-B-d-glucosaminidase (NAG), a Netrina-1, a Vanina-1 e o
Peptideo-1 Quimiotatico para Mondcitos (MCP-1). Todos foram estudados em condigdes
diferentes e cada um possui especificidade propria, como a amostra na qual devem ser
investigados, tempo de surgimento e pardmetro renal a ser avaliado (MAGRO e VATIMMO,
2007; PERES et al., 2013; WASUNG et al., 2015).

Em relacdo ao tratamento da IRA, ainda ndo existem drogas que realmente estimulem
a fungéo excretora dos rins ou que modulem completamente sua regeneragédo. As anormalidades
metabolicas decorrentes podem ser normalizadas pela terapia de substituicdo renal. No entanto,
nenhum regime de terapia de reposicdo renal € equivalente ao rim normal em termos de
desintoxicacdo. Portanto, o foco do tratamento deve ser a recuperacdo renal. Dessa forma, o
tratamento de IRA se faz por meio de trés condutas: tratar a doenca de base (sepse, insuficiéncia
cardiaca, entre outras), tratar as complicacbes da IRA como a hipercalemia, a acidose
metabolica e a hipervolemia e por Gltimo minimizar o agravamento do dano renal ao controlar
a pressao arterial ou evitar a administracdo de drogas nefrotdxicas, por exemplo (PATSCHAN
E MULLER, 2015; CARDOSO, 2017).

1.2 Nefrotoxicidade Induzida por FArmacos

Os farmacos sao ferramentas fundamentais para a resolucdo de diversas patologias. No
entanto seus efeitos colaterais podem afetar gravemente a saude de seus usuarios
(PAZHAYATTILE E SHIRALLI, 2014).

A nefrotoxicidade induzida por farmacos é uma causa de morbidade reconhecida e pode
atingir pacientes hospitalizados e ambulatoriais. Corresponde de 17-26% dos casos de IRA
hospitalar em populacdo adulta e 16% em criancas. Tal condicdo pode ser dispendiosa e exigir
diversas intervencbes (DECLOEDT e MAARTENS, 2011; RUSSO, 2013; SHAHRBAF e
ASSADI, 2015; AWDISHU E MEHTA, 2017).

Os rins sdo constantemente expostos a acdo de drogas pois sdo importantes para o seu

processo de metabolizacdo e eliminagdo (MUNAR et al., 2007). Devido ao seu papel primordial
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de excretar metabdlitos, tanto enddgenos quanto exdgenos, 0s rins recebem uma porcentagem
significativa do débito cardiaco e possuem um robusto fluxo sanguineo. Portanto, estdo sujeitos
a desenvolver varias formas de lesdo que podem afetar um ou mais compartimentos renais e
levar a IRA, tubulopatias, doenga renal proteinirica e doenca renal crénica (PERAZELLA,
2009; PAZHAYATTILE E SHIRALLI, 2014).

A IRA induzida por drogas é uma complicacdo relativamente comum onde as
consequéncias clinicas variam com o farmaco. E uma condicdo passivel de prevencdo e
reversao. Na maioria dos casos € aguda e sua resolucdo pode ser alcancada com a retirada do
farmaco (RUSSO, 2013; AWDISHU E MEHTA, 2017).

N&o existem padrdes para identificar a nefrotoxicidade induzida por drogas e por isso,
muitas vezes, ela ndo é reconhecida (METHA et al., 2015). A maioria dos estudos definiu como
um aumento da creatinina de 0,5mg/dL ou de 50% no periodo de 24-72h e ap6s 24-48h apos
exposi¢do ao farmaco. No entanto, tal estratégia é limitada em caso de fungéo renal flutuante
ou para pacientes em terapia de substituicdo renal. Em um paciente com sepse e em uso de
antimicrobianos, por exemplo, é possivel confundir a origem da lesdo: se advem da condicao
clinica ou do antimicrobiano em uso. Para um diagndstico mais preciso é necessario
correlacionar o efeito do farmaco com a lesdo desenvolvida e ter sempre em méos os dados de
funcéo renal do paciente antes e apos a administracdo do farmaco considerando também que a
exposicdo deve ser de pelo menos 24 horas antes do evento (AWDISHU E MEHTA, 2017).

A lista de drogas potencialmente nefrotoxicas é longa, mas felizmente a maioria € bem
tolerada (WALKER et al., 2012). Existem drogas que causam lesdo a depender da dose e do
periodo de tratamento enquanto outras tem a lesdo como um evento adverso raro. As primeiras
sdo passiveis de prevencdo, as segundas ndo (DECLOEDT e MAARTENS, 2011; AWDISHU
e MEHTA, 2017). Os mecanismos pelos quais atuam sdo classificados com base no
componente histoldgico do rim que é afetado, e um mesmo farmaco pode afetar varios aspectos
da funcdo renal (RUSSO, 2013; AWDISHU e MEHTA, 2017).

Quando a administracdo de farmaco nefrotdxico se faz necessaria a funcdo renal deve
ser monitorada frequentemente e as dosagens devem ser ajustadas de acordo com a taxa de
filtracdo glomerular (RUSSO, 2013; MUNAR e SINGH, 2007). Os cuidados basicos
relacionados a prevencdo sdo evitar exposicdo a nefrotoxinas, monitorar continuamente a
funcdo renal e suspender o uso do farmaco (PANNU e NADIM, 2008).

Os fatores de risco dependem de caracteristicas relacionadas ao paciente, aos rins e as
drogas. O paciente idoso € um dos mais afetados devido a baixa massa muscular que leva a

valores falsamente elevados na TFG, numero reduzido de néfrons funcionantes e uso de
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polifarmacia (PERAZELLA, 2009; PAZHAYATTIL e SHIRALI, 2014). Outra caracteristica
relacionada ao paciente, sdo as diversas patologias que podem potencializar a nefrotoxicidade
induzida por drogas. Por exemplo, pacientes com hipoalbuminemia possuem maior fracdo de
farmaco livre que aumenta a toxicidade da droga, disturbios metabolicos que alteram o pH
urinario e podem levar a precipitacdo de cristais, alguns quadros que levam a hipoperfuséo renal
como deplegdo do volume intravascular e insuficiéncia cardiaca congestiva, o diabetes, doenga
renal cronica e sepse (SHAHRBAF e ASSADI, 2015). Além disso, a predisposi¢cdo genética é
também um fator importante devido a resposta imune desenvolvida e os polimorfismos
envolvidos no metabolismo das drogas (CIARIMBOLI et al., 2005; ULRICH et al., 2006).

O potencial da toxicidade pode aumentar no microambiente renal. Os fatores intrinsecos
aos rins sdo aqueles que compdem a fisiologia natural do 6rgdo, mas que favorecem um quadro
de toxicidade. S&o eles: o papel de biotransformar xenobioticos cujos metabdlitos podem
promover desequilibrio redox, os sistemas de transporte das células tubulares proximais que
absorvem muitas toxinas e 0 ambiente de hipdxia da alga de Henle devido a sua alta atividade
metabolica (PERAZELLA, 2009; PAZHAYATTIL e SHIRALI, 2014). Aqueles relacionados
aos farmacos sdo doses e terapias prolongadas com drogas nefrotdxicas e a combinacdo de
agentes que aumentam o risco - por exemplo, aminoglicosideos, anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINEs), radiocontraste e cisplatina (SINGH et al., 2003; GUO et al., 2002;
WYATT et al., 2006).

1.3 Cisplatina
1.3.1 Nefrotoxicidade induzida por cisplatina e condutas clinicas

A cisplatina é um farmaco alquilante que juntamente com a oxaliplatina e a carboplatina,
formam o trio de analogos da platina mais usados clinicamente. Todas compartilham o mesmo
mecanismo farmacoldgico de ligar-se ao DNA, inibir sua sintese e funcédo e dessa forma matar
as células tumorais em todas as fases do ciclo celular. Por serem farmacos extensamente
depurados pelos rins e excretados pela urina, seu uso requer atencdo a funcdo renal dos
pacientes (KATZUNG, 2014).

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina I, CDDP) foi descoberta acidentalmente em
1965 pelo biofisico americano Barnett Rosenberg, que observou que o crescimento da bactéria
Escherichia coli era inibido na presenca de compostos de platina (ROSENBERG et al., 1965;
HOESCHELE, 2014). A partir dai o composto foi isolado e seu efeito antitumoral estudado.

Em 1978 o uso da cisplatina foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA). Foi a
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primeira droga contendo platina aprovada como antineoplasico. E apesar dos avangos no
tratamento quimioterapico, continua sendo intensamente procurada devido a sua eficacia e por
demonstrar uma das maiores taxas de cura que, por exemplo, pode ser superior a 90% no
carcinoma testicular (PABLA e DONG, 2008; MANOHAR e LEUNG, 2017). Ela permanece
como um componente padrdo no regime quimioterapico de diversos canceres, sendo eles:
testicular, de ovario, bexiga, cabeca e pescoco, pulmao, es6fago, de pequenas e ndo pequenas
células, mama, cervical, estbmago, prostata, linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin, neuroblastoma,
sarcomas, mieloma multiplo, melanoma e mesotelioma (MILLER et al., 2010; MANOHAR e
LEUNG, 2017).

A cisplatina exerce seu efeito de toxicidade celular por meio de varios mecanismos que
envolvem basicamente dano oxidativo, inflamacéo e apoptose, bem como a ativacédo de diversas
e complexas vias de morte. Tais mecanismos sdo a razao que a torna uma droga antineoplasica
indispensavel e também um desafio para busca de estratégias de protecdo para as células
saudaveis (MANOHAR e LEUNG, 2017).

Diferentemente da maioria dos antineoplasicos, que possuem estrutura organica
complexa, a cisplatina € uma molécula inorganica simples. Consiste em um atomo de platina
ligado a dois atomos de cloro e duas moléculas de amodnia (SANTOS et al., 2012). Sua
citotoxicidade esta relacionada aos metabdlitos formados no meio intracelular. Apds adentrar
as células por difusdo passiva ou por meio de transportadores especificos, a baixa concentracédo
de cloro no interior da célula faz com que os cloretos das moléculas de cisplatina sofram
hidrélise convertendo a molécula em metabdlitos altamente reativos ([Pt(NH3).CI(OH2)]" e
[Pt(NH3)2(OH2).]?*) que formam ligagBes cruzadas com o DNA e reagem com outros
componentes celulares (Figura 1) (MILLER et al., 2010; SANTOS et al., 2012; ZHU et al.,
2015).
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Figura 1. Estrutura, transporte e hidrélise da molécula de cisplatina
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Fonte: adaptado de NEVES E VARGAS, 2011

O uso da cisplatina € limitado por dois fatores: a resisténcia adquirida ao farmaco e seu
efeito colateral nos tecidos normais (nauseas e vomitos, neurotoxicidade, ototoxicidade e
nefrotoxicidade). Dessa forma, embora seja um dos pilares na luta contra o cancer e esteja no
mercado ha mais de 40 anos, clinicos e comunidade cientifica ainda lutam contra seu principal
efeito colateral que € a nefrotoxicidade, a qual pode ser observada em 20-30% dos pacientes.
Antes da era da hidratacdo e diurese essa incidéncia chegava a 100% (OJHA et al., 2016;
MANOHAR e LEUNG, 2017).

Segundo um estudo realizado em 2015, 68% dos pacientes com cancer de cabeca e
pescoco em uso de cisplatina e radioterapia desenvolveram IRA, com reducdo da TFG, apesar
da hidratacdo e uso de furosemida. Um més apds o tratamento houve aumento da TFG, no
entanto ndo houve retorno aos niveis basais. Além do impacto negativo na funcdo renal,
concluiu-se que, o dano leva a suspensao do tratamento, com consequente risco de recidiva do
tumor e surgimento de tumores secundarios, aumentando assim as taxas de mortalidade (BHAT
et al., 2015).

Além de injuria renal aguda, o tratamento com cisplatina pode causar doenca renal
crbnica, pois apesar de o dano tubular se recuperar, a inflamacéo pode persistir e levar a fibrose
e reducdo persistente da TFG. O regime de administracdo desse antineoplasico em baixas doses
repetidas, que € o mais comum, é o que mais favorece o desenvolvimento de DRC (SHARP E
SISKIND, 2017; GOMEZ-SIERRA et al., 2018).

Atualmente a conduta clinica baseia-se em hidratar o paciente com solucéo salina antes

da administracédo de cisplatina, para dessa forma estimular a diurese e 0 menor contato da droga
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como rim (HAYATI et al., 2016; MACH et al., 2017; NEMATBAKHSH et al., 2018; DUFFY
et al., 2018). Foi sugerido que a salina fornece ions cloreto que reduzem a hidrdélise da molécula
de cisplatina o que leva a menor producdo de espécies reativas (HAYAT et al.,, 2016).
Furosemida e manitol também sdo utilizados na prevencdo da nefrotoxicidade por cisplatina,
mas estudos demonstram que 0 seu uso nao traz qualquer beneficio adicional (MILLER et al.,
2010; MACH et al., 2017).

A carboplatina e a oxaliplatina séo alternativas menos nefrotoxicas pois ndo interagem
com OCT2 (transportador de cations organicos tipo 2) responsavel pela captacdo renal da
cisplatina (CIARIMBOLI et al., 2005). Esses farmacos sdo, portanto, uma opgao para pacientes
com doenga renal adjacente. No entanto, ndo séo tdo eficazes como a cisplatina é para alguns
tipos de cancer (WHEATE et al., 2010). A amifostina € o Unico agente renoprotetor indicado
pelo FDA. No entanto quando usada em regimes cuja administracdo de cisplatina se faz em
baixas doses repetidas, ocorre nefrotoxicidade grave, sugerindo baixa eficacia nos tratamentos
quimioterapicos que seguem tal regime, sendo esses a maioria. Dessa forma, seu efeito
citoprotetor ndo esta demonstrado de forma consistente e por essa razao a amifostina ndo € mais
utilizada para prevenir a IRA por CIS para a maioria dos tipos de cancer, se limitando apenas
ao cancer de pulméo e ovarios (CULY e SPENCER, 2001; SASTRY e KELLIE, 2005; SHARP
e SISKIND, 2017; MANOHAR e LEUNG, 2017).

1.3.2 Mecanismos de nefrotoxicidade por cisplatina

O mecanismo de toxicidade da cisplatina ocorre por meio de seis processos. Sao eles: o
transporte celular da droga, seu metabolismo a compostos mais toxicos, o dano a organelas
citoplasmaticas em especial a mitocéndria e o reticulo endoplasmatico, a morte celular por
apoptose, 0 estresse oxidativo e a inflamacdo (Figura 2) (PERES e CUNHA, 2013;
MANOHAR e LEUNG, 2017).
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Figura 2. Resumo das principais vias leséo celular induzida por cisplatina
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A cisplatina € eliminada pelo rim por filtracdo glomerular e secrecéo tubular. Ela entra
nas células epiteliais tubulares por difusdo passiva ou difusdo facilitada mediada pelo
transportador de cation organico do tipo 2 (OCT2) e pelo transportador de cobre humano do
tipo 1 (CTR1). O primeiro esta expresso no intestino, rim, figado e cérebro e seu subtipo 2 nos
seguimentos S2 e S3 do tdbulo contorcido proximal, na regido basolateral. O segundo
transportador € expresso em multiplos érgdos. Nos rins se encontra principalmente na porcéao
proximal e distal dos tabulos, também localizado na membrana basolateral (ISHIDA et al.,
2002; PABLA et al.,, 2009; PERES e CUNHA, 2013). Esses transportadores medeiam o
acumulo de cisplatina nos rins no sentido basolateral apical e explicam o fato de sua
concentracdo nesse tecido ser bem maior que sua concentracdo sanguinea (MILLER et al.,
2010).

Além da hidrdlise intracelular sofrida pela cisplatina, foi proposto outro mecanismo no
qual a droga passa por sua primeira biotransformacdo na circulacdo sanguinea. A enzima
glutationa S-transferase catalisa a formacdo de conjugados de glutationa-cisplatina que se
dirigem aos rins onde sdo clivados em conjugados de cisteinil-glicina pela gama glutamil
transferase (Gama-GT), expressa na superficie das células tubulares proximais.

Aminodipeptidases, ali também expressas, transformam esses conjugados em adutos de
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cisplatina-cisteina que sdo transportados para o interior das células tubulares e metabolizados a
tidis altamente reativos pelo complexo cisteina-p-liase (TOWNSEND et al., 2003). O produto
formado consiste em uma nefrotoxina mais potente (MANOHAR e LEUNG, 2017).

Assim foi proposto que os produtos da hidrélise e do processo acima citado, reagem
com varios componentes celulares como DNA, RNA e proteinas. O dano ao DNA nuclear
consiste na formacao de ligacOes cruzadas com as bases citosina e guanina. 1sso inviabiliza os
processos de replicacéo e transcri¢do e termina em parada do ciclo celular e apoptose (WANG
e LIPPARD, 2005; JIANG e DONG, 2008). Dessa forma a cisplatina liga-se ao DNA de células
cancerigenas, que proliferam rapidamente, provocando sua morte. No entanto, menos de 1% da
droga presente na célula encontra-se ligada ao DNA e também foi demonstrado que a cisplatina
é capaz de induzir apoptose em células anucleadas, ou seja, independentemente de ligacdo ao
DNA (BURGER et al., 1997; MANDIC et al., 2003).

Dessa forma, muitas evidéncias apontam que o dano causado pela cisplatina se estende
a outras organelas e em especial & mitocondria e ao reticulo endoplasmatico (MANOHAR E
LEUNG, 2017). O DNA mitocondrial € um importante alvo devido a sua pobreza de reparacao
e seu bloqueio pela cisplatina leva a reducéo da expressao de proteinas no transporte de elétrons,
blogueio da producéao de adenosina trifosfato (ATP) e geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (PORTILLA et al., 2002; ISNARD-BAGNIS et al., 2005; MARULLO et al., 2013). O
metabolito catibnico gerado pela hidrélise da droga possui grande afinidade pelas mitocondrias
cuja carga € negativa. A cisplatina interfere na geracdo de energia por meio da inibicdo da
oxidacao de &cidos graxos que sdo a principal fonte de energia para o tdbulo proximal. Ela
também reduz a expressdo do receptor de proliferacdo de peroxissomo o (PPARa) importante
para o metabolismo dos 4cidos graxos. Foi demonstrado que um agonista de PPARa reduz a
nefrotoxicidade por cisplatina (PORTILLA et al., 2002; ISNARD-BAGNIS et al., 2005; L1 et
al., 2004). O tubulo contorcido proximal possui alta atividade metabdlica e consequentemente
maior concentracdo de mitocéndrias, sendo assim o compartimento renal mais afetado
(HIRAMA et al., 2006; PERES E CUNHA, 2013).

E quanto ao reticulo endoplasmatico, células tumorais anucleadas que receberam
cisplatina, sofreram apoptose via caspase 12, enzima presente nessa organela. O dano alterou a
homeostase do célcio, necessario para ativacdo de calpaina (marcador de estresse do reticulo
endoplasmatico) e caspase 3 (MANDIC et al., 2003).

Na toxicidade por cisplatina, o processo de morte celular € complexo e envolve diversas
vias e mediadores ocorrendo tanto por necrose como por apoptose (LIEBERTHAL et al., 1996;
LEE et al., 2001; MEGYESI et al 1998; RAMESH et al., 2005). Esses dois processos foram
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observados in vivo e in vitro, sendo que in vitro baixas doses levam a apoptose e altas a necrose
(LIEBERTHAL et al., 1996; LEE et al., 2001). A apoptose ocorre pelas vias extrinseca e
intrinseca sendo ambas mediadas pela p53, o principal regulador da apoptose (GOMEZ-
SIERRA et al., 2018). A producdo de EROs induzida por cisplatina promove sua fosforilacéo
e estimula sua atividade. Assim, p53 ativa a via extrinseca ao induzir a transcricdo de Fas e do
Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) e de seus receptores de morte que, por fim, leva a ativacdo
da caspase 8 (TAKEDA et al., 1997; TSURUYA et al., 2003; SETH et al., 2005). Na via
intrinseca mitocondrial p53 aumenta a expressdo de PUMA-a que ativa as proteinas pro-
apoptdticas da familia Bcl-2 (Bax e Bak). Estas alteram a integridade da membrana
mitocondrial com a formacgéo de poros e subsequente liberacdo do citocromo C (apoptose
dependente de caspases) e de AlF (fator indutor de apoptose) (JIANG et al., 2006; DOI et al.,
2010; SHARFUDDIN e MOLITORIS, 2011; MUNSHI et al., 2011). O estresse celular
induzido por cisplatina também ativa as trés vias de MAPK (ERK, p38 e JNK) que consistem
em varias proteinas com atividade serina/treonina quinases ativadas em muitos processos
regulatorios incluindo a apoptose (SHARFUDDIN e MOLITORIS, 2011; SIROTA et al., 2011;
CLARK et al., 2010).

A inflamagdo desempenha um papel relevante na patogénese da nefrotoxicidade
induzida por cisplatina e 0 TNF-a possui fungdo importante (MILLER et al., 2010). A cisplatina
ativa a fosforilacdo e a translocacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) para o
nucleo e a consequente expressdo de TNF-a. Essa citocina por sua vez ativa o receptor de TNF
tipo 1 (TNFR1), que possui um dominio de morte e provoca apoptose. O receptor de TNF tipo
2 (TNFR2) também é ativado e, por sua vez, promove uma resposta inflamatoria intensa que
pode potencializar os efeitos pré-apoptoticos da ativagdo do TNFR1. Além disso, 0 TNF-a
também coordena a ativacdo de outras citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, IL-4, IL-6,
TGF-p e MCP-1 e também aumenta a expressdo de moléculas de adesao que promovem influxo
de células inflamatorias no tecido, tais como, ICAM-1 (molécula de Adesdo Intercelular 1),
VCAM-1 (molécula de adesdo celular vascular 1) e selectina E (ZHANG et al., 2007; KONO
e ROCK, 2008; GLUBA et al., 2010). Vale ressaltar que o TNF-a ¢é produzido pelas proprias
células renais e a infiltracdo de células inflamatérias pode servir como um reservatorio de
citocinas e quimiocina, intensificando assim a lesdo (ZHANG et al., 2007; RAMESH e
REEVES, 2003). A leséo induzida por cisplatina pode levar a uma inflamag&o persistente que
conduz a fibrose e perda final da funcdo renal. As citocinas e quimiocinas induzem a ativacdo
de fibroblastos que secretam substancias resistentes a degradacao, as quais formam uma cicatriz

fibrosa que leva a perda da funcéo renal, quadro caracteristico de DRC (YU et al., 2016; SHARP
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e SISKIND, 2017).

Os receptores Toll Like (TLRs) também exercem um importante papel na resposta
inflamatoria desencadeada. Tais receptores atuam na imunidade ao detectar moléculas de
organismos invasores e moléculas endégenas chamadas DAMPs (Padrdo Molecular Associado
ao Dano) iniciando uma resposta imune. A cisplatina causa lesdo intracelular resultando na
liberacdo de DAMPs que ativam TLRs, levando a liberagdo de quimiocina e citocinas tais como
0 TNF-a (KONO e ROCK, 2008; GLUBA et al., 2010; KIM, 2016).

O desequilibrio redox induzido por cisplatina pode ser o principal mecanismo
relacionado a nefrotoxicidade (PERES e CUNHA, 2013). O estresse oxidativo resulta em
peroxidacdo lipidica, nitracdo de proteinas, inativacdo enzimatica e quebra do DNA. Tais
processos, como ja dito, levam a ativacdo de vias apoptdticas e morte celular (CETIN et al.,
2006; SANTOS et al., 2007; PABLA e DONG, 2008). Dois mecanismos induzem a producao
de EROs: a interacdo com a glutationa para formacgdo de uma nefrotoxina mais potente (0 que
esgota os seus estoques) e a interferéncia na cadeia respiratoria mitocondrial (MANOHAR e
LEUNG, 2017). Ocorre a producao de anion superéxido (O), perdxido de hidrogénio (H20>),
¢ radical hidroxila (OH¢) e reducdo dos sistemas de defesa como glutationa reduzida (GSH),
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Alem disso, a
producdo de EROs estimula a sintese da enzima oxido nitrico sintetase (iNOS) e, consequente,
acumulo de éxido nitrico (NO) e peroxinitritos (ONOO-) que potencializam o dano (RAMESH
e REEVES, 2005; CETIN et al., 2006; SANTOS et al., 2007; CHIRINO et al., 2008).

Embora a ciéncia tenha avangado muito na compreensdo dos mecanismos da toxicidade
causada pela cisplatina ainda precisamos progredir no desenvolvimento de estratégias
renoprotetoras (OJHA et al., 2016). O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental no
dano renal induzido pela cisplatina, portanto, nesse contexto, cabe o estudo de substancias

antioxidantes como nova estratégia renoprotetora (GOMEZ-SIERRA et al., 2018).
1.4 Zingiber officinale Roscoe e Gingerois

O uso medicinal de plantas nos cuidados de salde ainda prevalece, principalmente em
paises subdesenvolvidos onde o acesso aos servicos de saude é limitado. O uso tradicional de
plantas constitui uma fonte inesgotavel de conhecimento e nos instiga a investigar e comprovar
suas propriedades medicinais e caracterizar seus compostos que mais tarde podem originar
novos farmacos (NEWMAN, 2008). A maioria dos componentes de plantas medicinais
responsaveis pelos efeitos terapéuticos pertencem a classe dos alcaldides, taninos, flavondides
e compostos fendlicos (KUMAR et al., 2011).
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O Zingiber officinalle € popularmente conhecido como gengibre e consiste em uma
planta com rizoma subterrénio de caracteristicas aromaticas, nodoso, carnudo, de cor amarela
e coberto de cicatrizes semelhantes a aneis (Figura 3) (KUMAR et al., 2011). E cultivado em
clima tropical e subtropical e tem origem asiatica e malaia (DEBIASI et al., 2004).

Figura 3. Vista geral da planta e do rizoma de Zingiber officinale Roscoe

Zinalber officinale Roscoe

Fonte: MESOMO, 2013

O gengibre tem sido utilizado hd muitos anos como codimento e planta medicinal. Seu
uso na China e India é milenar sendo usado para o tratamento de diversas condi¢des como
resfriado, desconforto gastrointestinal e reumatismo (SHAREEF et al., 2016). Com o passar do
tempo seu uso foi popularizado, ampliado para outras patologias e acompanhado de
comprovacdo cientifica (KUMAR et al., 2011). Pacientes com doencas cronicas e graves
buscam alternativas naturais, e atualmente, o gengibre é muito utilizado como antiinflamatério,
por exemplo (SHAREEF et al., 2016).

Além do consumo como alimento, devido ao seu alto valor nutricional e acédo
antioxidante o gengibre também esta disponivel para consumo em diversas formas
farmacéuticas como cépsulas, xaropes e pastilhas.

O oleo volatil do gengibre é responsavel por seu odor e sabor caracteristico, nele se
encontram os compostos farmacologicamente ativos e seu rendimento varia de 1-3%. Mais de
50 componentes foram caracterizados. A pungéncia do gengibre fresco se deve principalmente
aos gingerois, que sdo uma série homologa de compostos fendlicos cujo comprimento da cadeia
varia de seis a dez carbonos. Sendo o0 6-gingerol o mais punjente e abundante entre eles. A

pungencia do gengibre seco se deve aos shogaois que se originam dos gingerois durante o
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processo de secagem (desidratacdo) do rizoma (Figura 4) (ALI et al., 2008; VIEIRA et al.,
2014; SHAREEF et al., 2016).

Figura 4. Estrutura quimica dos gingerois e sua desidratacdo aos shogaois
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Fonte: Adaptado de ALI et al., 2008.

O uso medicinal do gengibre motivou a comunidade cientifica a estudar suas
propriedades por meio do isolamento e caracterizacdo farmacologica de seus componentes. A
atividade farmacologica do gengibre, em sua maioria, € atribuida aos gingerois e shogaois nele
presentes (SINGH et al., 2010).

O 6-gingerol € o componente mais estudado em diferentes configuracfes experimentais
(CHANG e KUO, 2015). Sua eficacia em atenuar o processo patologico tem sido demonstrada
em muitos modelos que envolvem inflamacao, oxidagédo e apoptose. Em um modelo de leséo
sistémica induzida por organofosforado, uma fracdo do gengibre rica em 6-gingerol foi capaz
de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes e os estoques de GSH, bem como inibir a
atividade de caspase 3 e reduzir os niveis de TNF-a ¢ NO em cérebro, ovario e utero de ratos
(ABOLAJI et al., 2010).

Em um modelo murino de colite ulcerativa induzida por dextrano, o [6], [8] e [10]-
gingerol foi capaz de reduzir o infiltrado de neutréfilos observado pela diminuicdo da atividade
de MPO e promoveu uma atividade antioxidante com reducdo do malondialdeido (MDA) e
reduziu TNF-o ¢ IL-1B no soro (ZHANG et al., 2017).

Além das atividades citadas muitos estudos demonstraram acdo antiproliferativa e
antitumorais do 6-gingerol, a qual ocorre por diferentes mecanismos como inducao da apoptose,
parada do ciclo celular, acdo anti-invasivas e anti-inflamatorias (LIMA et al., 2018). Em
um estudo que utilizou espectrometria de massa, o0 extrato metandlico de gengibre e diversos
compostos isolados, incluindo alguns gingerois e shogaois, foram capazes de inibir
especificamente a ciclo oxigenase 2 (COX-2) (BREEMEN e LI, 2012).

O 8-gingerol foi capaz de inibir a melanogénese induzida por radiacdo ultravioleta

devido a sua atividade antioxidante e captagdo de radicais livres em células de malanoma
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(HUANG et al., 2013). Outro estudo demonstrou que o 8-gingerol reduziu o infiltrado de
linfocitos B e T na inflamag&o induzida por ovoalbumina em camundongos (LU et al., 2011).

Um estudo comparativos das propriedades antioxidantes e anti-inflamtérias dos
compostos de alguns gingerois mostrou que o 6-shoagol é mais potente em relacdo a essas
atividades, o que justifica o uso do gengibre seco na medicina tradicional (DUGASANI et al.,
2010).

Os efeitos benéficos dos componentes do gengibre também sdo observados em modelos
de agravo renal. Na nefropatia diabética induzida por aloxano o tratamento com extrato de
gengibre reduziu as concentragdes plasmaticas de creatinina, ureia e acido drico (EUSHATER
et al., 2009). Em outro modelo de diabetes tipo 1l a administracdo de 6-gingerol atenuou a
injuria renal secundaria. No tecido renal o nivel de MDA foi reduzido e a atividade de SOD,
GPx e catalase restaurada, mostrando importante atividade antioxidante (SINGH et al., 2010).

Na injuria renal induzida por gentamicina, a administragéo de extrato hidroalcoolico de
gengibre de forma profilatica diminuiu as alteragdes histopatdlogicas (NASRI et al., 2013). Em
outro estudo, com o mesmo modelo, um extrato enrriquecido com gingerois reduziu a
nefrotoxicidade observada pela melhora da funcdo renal, reducdo de marcadores de
desequilibrio redox (MDA e nitrito) e da expressdo de citocinas pro-inflamatorias
(RODRIGUES et al., 2014). Da mesma forma, o tratamento com 6-gingerol isoladamente,
atenuou a azotemia, o dano oxidativo, a expressao de caspase 3 e as alteracGes histopatologicas
no mesmo modelo (HEGAZY et al., 2016).

A exposicdo aguda ao mercurio é capaz de induzir injdria renal. Os danos sdo provocados
pelo estresse oxidativo que leva ao aumento de excretas nitrogenadas no soro, peroxidacéo
lipidica, diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes e dos estoques de GSH. O
tratamento com 6-gingerol atenuou todos esses parametros em animais expostos ao cloreto de
mercurio (JOSHI et al., 2017).

Na injaria renal por ciclosporina um extrato enrriquecido com polifenois do gengibre
foi capaz de atenuar a queda do clearance de creatinina, restaurar a arquitetura histologica e
aumentar a gluationa renal e reduzir a ureia plasmatica (ADENKULE et al., 2018).

Em um modelo de leséo renal induzido por sepse, tanto o 6-gingerol como o 10-gingerol
foram capazes de reduzir marcadores de estresse oxidativo, a expressdo das citocinas pro-
inflamatorias TNF-o, TGF-B, IL-1B ¢ do marcardor de lesdo tubular KIM-1. Além disso, a
presenca ou auséncia de alguns metabolitos detectados por Ressonancia Magnética Nuclear de
H?, na urina dos animais tratados, sugere a participagdo dos gingerois estudados em algumas

vias metabdlicas importantes. Por exemplo, observou-se o aumento de metilsulfonilmetano
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(MSM) na urina dos animais tratados com gingerol. O MSM é um metabdlito anti-inflamatorio
e antioxidante, capaz de inibir a via do NF-kB (BEILKE et al., 1987; KIM et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2018).

Ajith e colaboradores estudaram o efeito nefroprotetor do extrato etandlico de gengibre
em modelo animais de lesdo renal induzida por cisplatina. Houve reducdo dos valores
plasmaticos de creatinina e ureia e do dano oxidativo (AJITH et al., 2007). Ali e colaboradores
demonstraram que a administracdo de um extrato aquoso de gengibre foi capaz de reduzir a
expressao da proteina pro-apoptotica Bax e a azotemia de animais tratados com cisplatina (ALI
et al., 2014). Kuhad e colaboradores demonstraram que o tratamento com 6-gingerol atenuou a
nefrotoxicidade por cisplatina por meio de reducdo dos niveis de MDA tecidual, aumento dos
estoques de GSH e restauragdo da atividade de SOD e catalase. A administragdo de 6-gingerol
melhorou a fungéo renal com reestabelecimento das concentragdes normais de ureia e creatinina
e normalizacdo da TFG (KUHAD et al., 2006).

Pelo exposto, concluimos que o gengibre e seus derivados isolados poderiam ser fontes
promissoras na busca de alternativas que minimizassem ou resolucionassem um importante
efeito colateral do tratamento com cisplatina que é a nefrotoxicidade. Dessa forma, temos como
hipdtese que o 8-gingerol, administrado nesse contexto, poderia reduzir o dano oxidativo e

inflamatdrio provocado pela cisplatina.
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2. JUSTIFICATIVA

A cisplatina € um quimioterapico largamente utilizado e tem a nefrotoxicidade como o
principal efeito colateral e limitante da dose. Apesar da estratégia de hidratacdo preventiva
preconizada pelas diretrizes clinicas atuais, 10-30% dos pacientes em uso de cisplatina
desenvolvem injaria renal aguda (MILLER et al., 2010; KUMAR et al., 2017). Diante da falta
de abordagens terapéuticas que previnam eficazmente o desenvolvimento de IRA surge a
necessidade de buscar novas drogas que proporcionem protecdo renal durante o tratamento.

O modelo de injaria renal induzido por cisplatina constitui uma importante fonte de
estudos devido a sua gravidade e relevancia clinica. O processo ¢ mediado por diversos
mecanismos, entre eles a liberacdo de radicais livres que lesam 0 DNA e outros componentes
celulares (MANOHAR e LEUNG, 2017). Tendo em vista que o estresse oxidativo desempenha
papel fundamental na fisiopatologia da IRA, muita atencdo tem sido dada ao papel dos
antioxidantes na protegdo renal (NASR e SALEH, 2014). A literatura demonstra que muitas
substancias antioxidantes, de origem natural, sdo capazes de amenizar a lesdo renal induzida
por cisplatina (OJHA et al., 2016; GOMEZ-SIERRA et al., 2018).

Embora a maioria dos farmacos ndo sejam oriundos de plantas e sim sintéticos, a riqueza
de compostos presente nas plantas constitui uma fonte inesgotavel de futuros farmacos (OJHA
et al., 2016). Alguns estudos mostraram que o extrato e o 6-gingerol isolado do gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) sdo capazes de atenuar a nefrotoxicidade induzida por cisplatina
por meio da reducdo da azotemia e do estresse oxidativo (AJITH et al., 2006; KUHAD et al.,
2006). No entanto, ndo ha dados sobre o efeito do 8-gingerol nesse modelo.

O estudo desses compostos pode proporcionar terapias alternativas que diminuam o
impacto das reacGes adversas renais pds-tratamento quimioterapico e ajudar na resolucdo e
prevencdo de complicacdes renais. Dessa forma, o presente trabalho buscou confirmar a
possivel acdo protetora do composto 8-gingerol, isolado do gengibre, sobre a lesdo renal

induzida por cisplatina em camundongos.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito nefroprotetor do 8-gingerol isolado de Zingiber officinale Roscoe

na injuria renal aguda induzida por cisplatina em camundongos utilizando a N-acetilcisteina

como droga comparativa padréo.

3.2 Objetivos especificos

Padronizar o modelo de injuria renal aguda (IRA) induzida por cisplatina e dessa forma
determinar a dose capaz de induzir nefrotoxicidade;

Avaliar os efeitos do 8-gingerol na funcdo renal dos animais tratados com cisplatina por
meio de parametros bioquimicos classicos;

Investigar o efeito protetor tubular do 8-gingerol na IRA induzida por cisplatina;
Analisar a atividade antioxidante do 8-gingerol frente ao dano oxidativo renal
provocado pela cisplatina;

Avaliar o efeito anti-inflamatério do 8-gingerol nos rins dos animais que receberam
cisplatina;

Verificar as alteragdes histopatologicas do tecido renal de camundongos na injuria renal
induzida por cisplatina e tratados ou ndo com 8-gingerol;

Comparar os efeitos nefroprotetores do 8-gingerol com os da N-acetilcisteina na IRA

induzida por cisplatina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Comité de Etica

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando de 30-35 gramas (n=6 a 8 por
grupo), provenientes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da UFC. Os animais foram mantidos em caixas, em ambiente com
temperatura de 22 + 2°C; ciclo 12 horas claro/12 horas escuro, com acesso livre a dgua e
alimento.

Todos os protocolos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA-UFC sob o nimero de protocolo 59/16.

4.2 Compostos e Substéncias Utilizadas

O composto 8-gingerol foi adquirido por meio de técnica padronizada de isolamento do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sergipe (UFS) conforme descrito por
Silvaetal., (2012), e cedido pelo Prof. Dr. James Almada da Silva. Os outros produtos quimicos

e substancias aqui mencionadas foram obtidos da Sigma-Aldrich® USA ou Vetec® Brasil.

4.2.1 Preparacdo dos Compostos

A droga 8-gingerol foi diluida no Tween 80 2% em solucgéo salina 0,9% e aplicada nas
doses de 25 e 50 mg/kg. A substancia N-acetilcisteina, também diluida no Tween 80 2% em
solucdo salina 0,9%, foi aplicada na dose de 120 mg/kg. Ambas foram administradas por via

intraperitoneal.

4.3 Grupos Experimentais

Realizamos dois blocos experimentais. Primeiramente fizemos uma curva dose-resposta
para definir a dose de cisplatina a ser utilizada nos demais experimentos. As doses avaliadas
foram de 5, 12, 20 e 25 mg/kg.

Apos a definicdo da dose (20mg/kg), o segundo bloco experimental consistiu no
tratamento com o 8-gingerol nas doses de 25 e 50 mg/kg, N-acetilcisteina na dose de 120 mg/kg

(controle positivo) ou Tween 80% 2% (controle negativo). Todos por via intraperitoneal.

4.3.1 Curva dose-resposta de cisplatina

=  Grupo Controle
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v Os animais (n=7) receberam salina 0,9% por via i.p. conforme descrito no item
4.3, para cada grupo de dose.
= Grupo Cisplatina (5, 12, 20 e 25 mg/kg)
v' Os animais (n=8) foram submetidos a inducdo de IRA por CIS conforme
descrito no item 4.3, para cada grupo de dose.

4.3.2 Protocolo Experimental de Tratamento

Grupo Controle
v Os animais (n=8) receberam Tween 80 2% por via i.p., uma vez por dia, durante
5 dias. No terceiro dia, uma hora apds a Ultima administragcdo, os animais

receberam salina 0,9% por via i.p (0,2mL/10g de peso animal).

Grupo Nefrotoxicidade
v Os animais (n=8) receberam Tween 80 2% (0,1mL/10g do peso animal) por via
I.p., uma vez por dia, durante 5 dias. No terceiro dia, uma hora apds a ultima
administracao, os animais receberam cisplatina na dose de 20mg/kg por via i.p

(0,2mL/10g de peso animal).

Grupo Nefrotoxicidade Com Tratamento (N-acetilcisteina)
v" Os animais (n=7) receberam N-acetilcisteina (0,1mL/10g do peso animal) na
dose de 120 mg/kg por via i.p. durante 5 dias. No terceiro dia, uma hora apos a
Gltima administracdo, os animais receberam cisplatina na dose de 20mg/kg por

via i.p (0,2mL/10g de peso animal).

Grupo Nefrotoxicidade Com Tratamento (CIS + 8-G)
v" Os animais receberam 8-gingerol (0,1mL/10g do peso animal) na dose de 25
mg/kg (n=6) e 50 mg/kg (n= 8) por via i.p. durante 5 dias. No terceiro dia, uma
hora apds a Ultima administracdo, os animais receberam cisplatina na dose de

20mg/kg por via i.p (0,2mL/10g de peso animal).
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4.4 Desenho Experimental
4.4.1 Curva dose-resposta

Para realizacdo da curva dose-resposta, depois do periodo de 72 horas pds-indugdo de IRA
0s animais foram anestesiados com quetamina 90 mg/Kg e xilazina 7,5 mg/Kg i.p. e
eutanasiados por puncdo cardiaca e hipovolemia. O sangue foi coletado para dosagem de ureia
e creatinina e os rins para avaliacdo das concentracGes de GSH, atividade de MPO e analise

histopatoldgica.

Figura 5. Desenho experimental, grupo controle e cisplatina curva dose-resposta

Coleta de sangue
e rins
'
1° dia 2° dia 3° dia 4° dia

Salina 0,9%o i.p. ou
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Fonte: autor

4.4.2 Tratamento

Os animais que receberam o tratamento foram mantidos em gaiolas metabdlicas durante
todo o experimento. Antes de iniciarmos, os animais foram mantidos na gaiola para adaptacéo
pelo periodo de 48 horas. Finalizado essa etapa, iniciamos o pré-tratamento com 0s compostos
Tween 80 2%, N-acetilcisteina (120 mg/kg) ou 8-gingerol (25 e 50 mg/kg), uma vez por dia,
durante trés dias. 1 hora ap0s o Gltimo dia de pré-tratamento, os animais receberam cisplatina
na dose de 20 mg/Kg. As substancias N-acetilcisteina e 8-gingerol foram administradas
diariamente até o 5° dia de experimento (KUHAD et al., 2006).

No quinto e ultimo dia de tratamento iniciou-se a coleta de urina de 24 horas nas gaiolas.
Ap0s esse periodo, a urina foi quantificada, centrifugada e armazenada. Os animais foram
anestesiados com guetamina 90mg/Kg e xilazina 10 mg/Kg i.p e conduzidos para laparotomia
seguida da coleta de material bioldégico. As amostras de sangue, obtidas por puncdo cardiaca,
foram acondicionadas em microtubos contendo heparina 10%. Apos centrifugacéo, o plasma

foi separado e armazenado. O rim esquerdo foi coletado e armazenado para quantificacéo de
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marcadores de dano oxidativo e para ensaios de biologia molecular. Todas as amostras até aqui
citadas foram armazenadas em -80 °C. O rim direito foi acondicionado em formol 10%
tamponado para andlise histopatologica.

Figura 6. Desenho experimental, grupo controle (salina) e IRA (CIS 20mg/kg)
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Fonte: autor

Figura 7. Desenho experimental, grupos de tratamento (8-G 25 ou 50 mg/kg ou NAC 120
mg/kg i.p.)
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4.5 Avaliacdo dos Parametros Bioquimicos

As amostras de plasma foram submetidas a dosagem de creatinina e ureia pelos kits
Creatinina-K e Ureia-CE, comercialmente fornecidos pelo fabricante Labtest®. Nas amostras
de urina foram dosadas proteina urinaria e albumina pelos kits SensiProt e Microalbumindria
dos fabricantes Labtest® e Bioclin®, respectivamente. A creatinina urindria também foi
mensurada pelo kit Creatinina-K acima citado. Os protocolos de diagnéstico seguiram as
recomendagdes do fabricante e os resultados foram expressos em mg/24h (albumina e proteina
urinaria) ou mg/dL (demais testes).

4.6 Calculo do Clearance de Creatinina

A mensuracao da creatinina plasmatica e urinaria foi realizada por meio do método de
Jaffé modificado, utilizando o kit citado anteriormente. A funcédo renal dos animais foi avaliada
através da estimativa da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) pelo clearance de creatinina
calculado da seguinte forma (YAMABE et al., 2007):

CLcr =[CrU x Vu/CrP] x [1000/Peso] x [1/1440]
Onde:

Vu = volume de urina (mL)

CLcr = resultado em mL/min/kg

CrU = concentragdo urinaria de creatinina (mg/dL)
CrP = concentracdo plasmatica de creatinina (mg/dL)

Peso = peso do animal em gramas

4.7 Avaliacdo do Dano Tubular: Gama-GT urinaria

Para avaliacdo do dano tubular verificamos a atividade da enzima Gama Glutamil
Transferase na urina dos animais (HENNEMANN et al., 1997; GUIMARAES, 2000;
MELCHERT et al., 2007). Utilizamos o kit comercial Gama GT Liquiform do fabricante
Labtest®. Os protocolos de diagndstico seguiram as recomendacdes do fabricante e o0s
resultados foram obtidos em U/L e expressos U/mg de creatinina. Segundo estudos anteriores,
essa razao nos possibilita retirar a interferéncia da variacéo do fluxo urinario o qual pode causar
erros na interpretacao dos valores da Gama GT (GUIMARAES, 2000).
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4.8 Avaliacéo da Inflamagéo
4.9.1 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de (MPO) consiste em um marcador de invasdo leucocitaria no tecido. Uma
parte das amostras do tecido renal foi pesada e homogeneizada com brometo de
hexadecitrimetilaménio a 0,5% (HTAB; pH 6,0) em tamp&o de fosfato de potéssio para preparar
um homogenato a 10%. O homogeneizado foi centrifugado a 5000 rpm por 7 min a 4°C, e 0
sobrenadante foi utilizado para a analise. A atividade da MPO foi aferida utilizando peroxido
de hidrogénio (H20>) a 1% como substrato para essa enzima. Durante o ensaio, & medida que o
H20, € degradado, ocorre a producdo de anion superéxido, responsavel pela conversédo de o-
dianosidina em um composto de cor marrom (BRADLEY et al., 1982). Os resultados foram

expressos em unidades de MPO por miligramas (UMPO/mg de tecido).

4.9 Avaliagéo do dano oxidativo
4.9.1 Dosagem de Malondialdeido (MDA) urinario

O MDA ¢é um produto da peroxidacéo lipidica e pode ser detectado a partir da sua reacao
com o &cido tiobarbitdrico.

A dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) na urina consistiu
na adi¢do de 100 pL da amostra a 150 pL de H20. A essa dilui¢éo foi acrescentado 250 pL de
TCA 17,5% e 250 pL de acido tiobarbiturico (0,6% pH=2). Todos os tubos com a solu¢@o foram
mantidos em gelo durante essa primeira etapa do processo. A solucdo foi homogeneizada e
depois colocada em agua fervente (100 °C) durante 20 minutos para reacdo com acido
tiobarbitarico. Posteriormente foi retirada do banho-maria e resfriada em gelo. Em seguida foi
adicionado 250 uL de TCA 70% (acido tricloroacético). A solugdo foi homogeneizada e
incubada durante 20 minutos com o tubo tampado. Ao final, a solu¢éo foi centrifugada por 15
minutos a 3000 r.p.m e a leitura foi realizada em espectrofotometria em absorbancia de 534 nm
(WALKER e SHAH, 1990). A fim de corrigir a variagdo dos volumes urinarios os valores
foram expressos em nmol de TBARS/mg de creatinina (ZHOU et al., 2006; FRANCESCATO
et al., 2009)

4.10 Avaliagdo da Atividade Antioxidante
4.10.1 Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

O principio do teste consiste na utilizagdo do DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-[2-
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nitrobenzoico]), usado para analisar as concentrac6es de GSH em amostra de tecidos. O DTNB
reage com GSH formando o &cido 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) de cor amarela que pode
ser detectado por espectrofotometria (SEDLAK e LINDSAY, 1968).

Para avaliacdo das alteracGes no contetdo tecidual de glutationa reduzida foi utilizado
um homogenato a 10% em solu¢ao gelada de EDTA 0,02M 100 pL de cada amostra
(homogenato a 10% em tampao fosfato) foi colocado em tubo de ensaio e adicionado 80 uL de
agua destilada+20 pL. de TCA 50%. O material foi misturado num vortex e centrifugado a 3000
g por 10 min. Seguidamente, 100uL do sobrenadante foi retirado e colocado em outro tubo,
para ser adicionado 200 pL de tampéo tris 0,4M (ph 8,9) + 5 uL de solugao de DTNB. Todo o
ensaio foi avaliado na absorbancia de 412 nm e os resultados foram expressos em pg/mg de

tecido.

4.11 Analise Histopatoldgica

Para realizacdo do estudo histopatologico, as amostras de rins foram fixadas em uma
solucéo de formol 10% tamponado por 48 horas. Percorrido esse periodo, foram seccionadas,
armazenadas em cassetes e novamente transferidas para formol 10% tamponado onde
permaneceram até a realizacdo dos procedimentos histologicos.

Posteriormente o material foi processado para realizacdo do exame histoldgico em
processador automatico de tecidos (histotécnico). Em seguida foram desidratados em
concentracdes crescentes de 70 a 100% de etanol. Apos o processamento foi realizado a
inclusdo do material em parafina, utilizando-se o banho histologico. Os blocos de parafina
foram cortados em Sum de espessura com auxilio de um micrétomo de impacto e colocado em
lamina histoldgica para coloracdo pela técnica de hematoxilina e eosina (HE).

As laminas foram analisadas a microscopia optica por histopatologista habilitado. Para
0s grupos do segundo bloco experimental (tratamento com 8-G e NAC) foi feita a analise dos
scores onde foram avaliados 0s seguintes critérios: perda de borda em escova, edema
intersticial, dilatacdo tubular, necrose epitelial, elencos hialinos e infiltracdo de células
inflamatdrias. Para cada critério foi dado um score para a gravidade do dano: nenhum dano (-),
leve (+), moderado (++) e grave (+++). As andlises foram baseadas no trabalho de Kuhad e
colaboradores (KUHAD et al., 2006).
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4.12 Avaliagdo de Marcadores por PCR Quantitativo em Tempo Real
4.12.1 Extracdo do RNA total

As amostras foram congeladas a -80 °C até 0 momento da extracdo. Realizou-se um
homogenato, onde cada tecido foi posto em contato com uma esfera de metal e congelada em -
80 °C por 3 minutos. A extracdo de RNA foi realizada de acordo com o protocolo do PureLink®
RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Apds a finalizacdo do processo de
extracdo, 1ul. de RNA total de cada amostra foi dosado pelo Nanodrop® (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos) com a finalidade de verificar qualidade das amostras e quantificar
suas concentragdes para fornecer RNA para transcrigdo em DNA complementar (cCDNA).

4.12.2 Sintese de cDNA

O RNA total isolado armazenado a -80 °C seguiu para a sintese de cDNA através do
GoScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad®, Califérnia, EUA), de acordo com instrucfes do
fabricante. O protocolo da reacdo incluiu 2,0 uL da enzima transcriptase reversa, 4 pulL do
GoScript Reaction Buffer (solucdo constituida de oligonucleotideos tampéo salino e oligo dT),
500 ng/uLL. de RNA extraido das amostras e completou-se o volume total até 20ulL com agua
livre de nuclease. O protocolo padrédo no termociclador iCycler® (Bio-Rad, Califérnia, Estados
Unidos) foi 25°C por 5 min, 42°C por 60 min e 70°C por 15 min. O cDNA sintetizado foi
armazenado em freezer -20 °C até a amplificacdo pela Reacdo de Polimerase em Cadeia em
Tempo Real (QPCR).

4.12.3 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A transcricdo relativa dos genes GsR, KIM-1, NGAL e IL-1p foi realizada através do
equipamento CFX96 Touch® (Bio-Rad®, Califérnia, EUA). Como mostra a Tabela 2, a
sequéncia dos iniciadores de DNA (primers) dos genes investigados foi obtida no sitio
eletrénico do National Center for Biotechnology Information (NCBI), no qual o gene de

referéncia utilizado foi 0 GADPH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase).
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Tabela 2. Sequéncia de iniciadores e condi¢Oes de PCR para 0s genes avaliados (S: senso e
AS: antisenso; gene de referéncia: GAPDH.

Gene Sequéncia dos iniciadores N° NCBI
S-TGGTTGCCTTCCGTGTCTCT
KIM-1 AS - TCAGCTCGGGAATGCACAA  M_134248.2

S-ATTGTCACCTCCATCCTGGT

NGAL AS - ATTTCCCAGAGTGAACTGGC ~ WM_00849.1
S_ AAGCGCTTCTCACCCCAGTT
GsR AS - GGGTGGCTGAAGACCACAGTA  WM_010344.4
S- CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG
IL-1B AS- GATCCACACTCTCCAGCTGCA  WM_008361.4
CAPDH S- AGCCTCGTCCCGTAGACAAA oo

AS- TGAATTTGCCGTGAGTGGAG

Fonte: autor. KIM-1: molécula de injuria renal-1 (kidney injury molecule-1), NGAL.: lipocalina associada a
gelatinase neutrofilica (neutrophil gelatinase-associated lipocalin), GsR: glutationa redutase, IL-1 f: Interleucina-
1 B, GAPDH: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.

Para a reacdo foram utilizados 5 pL de GoTaq® qPCRMaster Mix (Promega,
Wisconsin, EUA), 1,0 uL de cada iniciador (0,2 uM) e 1,0 uL de ¢cDNA das amostras,
completando com agua livre de nuclease até um volume final de 10uL. Inicialmente a enzima
foi ativada por um periodo de 2 minutos a uma temperatura de 95°C. Em seguida, todos os 45
ciclos transcorridos tiveram uma etapa de desnaturacao por 15 segundos a 95°C seguido de um
passo de anelamento e extensdo por 1 minuto. Todas as amplificagdes foram avaliadas quanto
a curva de fusdo, realizada para assegurar a especificidade da amplificacdo e detectar a ndo
formacdo de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecifico. Para tanto a
temperatura foi acrescida em 0,05°C a cada 5 segundos iniciando em 60°C até 95 °C. Os dados
foram obtidos com o software do sistema CFX96 (BioRad®, Califérnia, EUA) e foram
baseados nos valores do ciclo de limiar, em que a fluorescéncia observada é de 10 vezes maior
do que a fluorescéncia basal para cada ensaio de gPCR.

Os valores do ciclo quantitativo (Cqg ou Ct) para os genes testados foram exportados para
0 Microsoft Excel (Microsoft®, Estados Unidos) e os niveis relativos de mRNA foram
calculados de acordo com a metodologia 2*4€T, qual como descrito por Livak e Schmittgen
(2001).
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4.13 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPadPrism®, versdo 5.0. Para a
curva dose-resposta realizou-se o teste t de Student. Para o0s grupos de tratamento realizou-se 0
teste de comparagdes muiltiplas por meio de analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
Bonferronni’s (dados paramétricos) ou aplicagdo do teste Kruskal-Wallis seguido do pos-teste
Dunn’s (dados ndo paramétricos). E os dados de qPCR foram analisados pelo teste de Mann-
Whitney. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo médio (E.P.M) ou valor
mediano, maximo e minimo. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
para P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Curva dose-resposta de Cisplatina
Fizemos inicialmente uma curva dose-resposta para escolher a dose de cisplatina capaz
de induzir IRA nos animais. As doses testadas foram 5, 12, 20 e 25 mg/kg administradas por
via intraperitoneal (i.p.) em dose Unica. Os resultados a seguir apresentam os dados encontrados

e justificam a escolha da dose de cisplatina utilizada no tratamento com 8-gingerol e N-
acetilcisteina.

5.1.1 Determinacao de parametros bioquimicos plasmaticos

Conforme a Figura 8, ndo foram observadas diferencas significativas na concentracao
de creatinina plasmatica entre o grupo tratado com cisplatina na dose de 5mg/kg (0,28 = 0,017
mg/dL) e 12mg/kg (0,32 = 0,014 mg/dL) em relacdo aos seus respectivos controles (0,25 +
0,012 mg/dL e 0,33 £ 0,017 mg/dL, respectivamente). No entanto, houve aumento significativo
(P<0,05) das concentragdes séricas dos animais que receberam cisplatina na dose de 20mg/kg
(0,76 £ 0,10 mg/dL) e 25 mg/kg (0,94 + 0,28 mg/dL) quando comparadas aos seus controles
(0,31 £ 0,011 mg/dL e 0,30 + 0,02 mg/dL, respectivamente).

Figura 8. Avaliacdo dos niveis séricos de creatinina na IRA induzida por CIS em
camundongos, nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg.
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Os valores representam a média * erro padrdo dos niveis séricos de creatinina na IRA induzida por CIS em
camundongos, nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg. *P<0,05 ou **P<0,01 em rela¢do ao grupo controle tratado com
salina 0,9% via i.p. A analise estatistica foi feita pelo teste t de Student.
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Como mostra a Figura 9, ndo houve diferenga nos valores de ureia sérica dos animais que
receberam cisplatina na dose de 5mg/kg (35,5 + 1,78 mg/dL) e 12mg/kg (45,6 £+ 8,09 mg/dL)
quando comparadas aos grupos controle de 5mg/kg (44,3 + 4,62) e 12mg/kg (52,6 + 4,09
mg/dL). Porém, observamos elevacgdo nos tratados com cisplatina (P<0,05) na dose de 20mg/kg
(215,6 £ 37,53 mg/dL) e 25 mg/kg (221,4 + 61,35 mg/dL) comparativamente aos Seus
respectivos controles (59,4 £ 1,96 mg/dL e 50,7 £2,47 mg/dL).

Figura 9. Avaliacdo dos niveis séricos de ureia na IRA induzida por CIS em camundongos,
nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis séricos de ureia na IRA induzida por CIS em
camundongos, nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg. *P<0,05 ou **P<0,01 em relagdo ao grupo controle tratado com
salina 0,9% via i.p. A andlise estatistica foi feita pelo teste t de Student.
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5.1.2 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido renal.

Como observado na Figura 10 ndo houve diferenca nas concentracbes de GSH no
tecido renal dos animais tratados com as doses de 5mg/kg (100,8 + 5,59 ug/mg de tecido) e
12mg/kg (92,58 * 1,68 pg/mg de tecido) de cisplatina quando comparados com seus controles
(101,3 7,34 ug/mg de tecido e 98,6 £ 2,69 pug/mg de tecido, respectivamente). Contudo, houve
reducdo dos valores (P<0,05) nos grupos que receberam 20mg/kg (87,8 £ 3,12) e 25 mg/kg
(83,5 = 1,55 pug/mg de tecido) em relacéo aos respectivos controles (103,9 £ 3,25e 101,5+£ 7,7
ug/mg de tecido).

Figura 10. Avaliagéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) na IRA induzida por CIS em
camundongos, nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) na IRA induzida por CIS
em camundongos, nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg. *P<0,05 ou **P<0,01 em relacdo ao grupo controle tratado
com salina 0,9% via i.p. A analise estatistica foi feita pelo teste t de Student.
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5.1.3 Determinacéao da atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido renal.

De acordo com a Figura 11, ndo houve diferencga na atividade de MPO no tecido renal
dos camundongos que receberam cisplatina nas doses de 5mg/kg (1,62 £ 0,28 UMPO/mg de
tecido) e 12mg/kg (1,7 £ 0,51 UMPO/mg de tecido) quando comparados ao grupo controle
(1,54 £ 0,4 e 1,60 = 0,13 UMPO/mg de tecido, respectivamente). No entanto, observamos
aumento (P<0,01) nos animais tratados com as doses de 20mg/kg (4,20 + 0,47 UMPO/mg de
tecido) e 25 mg/kg (3,65 + 0,51 UMPO/mg de tecido) em relacéo aos seus respectivos controles
(1,8£0,59¢€1,3+0,23 UMPO/mg de tecido).

Figura 11. Avaliacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) em tecido renal na IRA

induzida por CIS em camundongos, nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg.
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Os valores representam a média + erro padrao da atividade de mieloperoxidase (MPO) na IRA induzida por CIS
em camundongos, nas doses de 5, 12, 20 e 25 mg/kg. **P<0,01 em relacdo ao grupo controle tratado com salina
0,9% via i.p. A andlise estatistica foi feita pelo teste t de Student.
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5.1.4 Avaliacao histopatoldgica do tecido renal

A andlise histopatologica do tecido renal revelou estrutura preservada, onde se
visualizam cortex e medula com distribuicdo normal das estruturas tubulares e glomerulares em
todos os grupos controle e lesdo. Nos animais controle e naqueles que receberam cisplatina na
dose de 5mg/kg, as seccdes histoldgicas apresentaram leve tumefacdo do epitélio tubular,
discreta ectasia intersticial e raros tdbulos levemente dilatados contendo no lumen células
epiteliais descamadas. Os demais grupos apresentaram discreta ectasia intersticial além de
moderada tumefacdo e vacuolizacdo difusa do epitélio tubular. Também se observou nimero
moderado de tubulos dilatados contendo, no limen, acimulo de material eosinofilico amorfo

de aspecto proteindceo, além de tabulos e células epiteliais degeneradas.
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Figura 12. Imagens representativas das alteragdes histologicas dos tecidos renais dos
camundongos que receberam cisplatina nas doses 5, 12, 20 e 25 mg/kg i.p e do grupo controle,
processadas pela técnica hematoxilina-eosina (HE).

A) grupo controle; B) grupo CIS 5mg/kg; C) grupo CIS 12 mg/kg; D) grupo CIS 20mg/kg e E) grupo CIS 25
mg/kg. = vacuolizagdo, === tumefacio, P> actmulo de material eosinofilico amorfo de aspecto proteinaceo,
= cclulas epiteliais degeneradas.
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5.2 Tratamentos com 8-gingerol e N-acetilcisteina

Apo6s determinar a dose de cisplatina a ser utilizada (20mg/kg) e caracterizar o modelo
de IRA, em outro momento, com um novo grupo de animais iniciamos o tratamento com N-
acetilcisteina (NAC) na dose de 120 mg/kg e com 8-gingerol (8-G) nas doses de 25 e 50 mg/Kkg.
Os dados a seguir representam os resultados obtidos.

5.2.1 Anélise da Funcéo Renal

A funcdo renal foi analisada por meio das dosagens de creatinina e ureia plasmatica e
da estimativa da taxa de filtracdo glomerular por meio calculo do clearance de creatinina.

De acordo com a Figura 13, a administracdo de CIS 20mg/kg (1,3 = 0,26 mg/dL)
aumentou significativamente as concentracdes de creatinina plasmatica quando comparadas as
do grupo controle (0,28 £+ 0,01 mg/dL). O tratamento com 8-G 25 mg/kg (1,2 £ 0,33 mg/dL)
ndo foi capaz de reduzir esses valores que permaneceram diferentes do grupo salina. Ja os
animais tratados com 8-G 50 mg/kg (0,6 + 0,10 mg/dL) e com NAC 120 mg/kg (0,5 + 0,08

mg/dL) apresentaram reducéo significativa quando comparados aos animais do grupo CIS.

Figura 13. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina nos niveis séricos de

creatinina na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + erro padrao dos niveis séricos de creatinina ap6s a inducio de IRA por cisplatina
e o tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,01 em relagdo ao grupo controle (tratado com
Tween 80 2% via i.p). *<0,01 em relacdo ao grupo CIS. A anélise foi realizada pelo teste lway ANOVA seguido
por pos-teste Bonferroni’s.
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Como mostra a Figura 14, houve aumento nos valores de ureia plasmatica dos animais
que receberam CIS 20mg/kg (198,0 £+ 23,2 mg/dL) em relagdo ao grupo controle (35,4 + 3,87
mg/dL). A administracdo de 8-G 25 mg/kg (145,4 + 36,4 mg/dL) n&o diminuiu esses valores,
permanecendo, assim, diferente do controle. Por outro lado, o tratamento com 8-G na dose de
50 mg/kg (105,3 + 19,72 mg/dL) reduziu significativamente a ureia sérica quando comparado
ao grupo CIS. E ndo observamos diferenca nos valores do grupo tratado com NAC 120 mg/kg
(128,5 £ 24,7 mg/dL) quando comparamos aos grupos controle e CIS.

Figura 14. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina nos niveis séricos de
ureia na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis séricos de creatinina ap6s a inducio de IRA por cisplatina
e o tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,05 em relagdo ao grupo controle (tratado com

Tween 80 2% via i.p). *<0,01 em relacdo ao grupo CIS. A anélise foi realizada pelo teste lway ANOVA seguido
por pos-teste Bonferroni’s.
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Segundo a Figura 15, houve reducdo do clearance de creatinina no grupo CIS 20mg/kg
(0,9 £ 0,21 ml/min/kg) quando comparado com o controle (3,1 £ 0,31 ml/min/kg). O tratamento
com 8-G 25 mg/kg (0,7 = 0,32 ml/min/kg) ndo demonstrou aumentar esses valores, que
permaneceram diferentes do grupo salina. Por outro lado, ndo houve diferenca no tratamento
com 8-G 50 mg/kg (1,72 £ 0,3 ml/min/kg) e NAC 120 mg/kg (1,76 £0,5) em relagéo aos grupos

controle e CIS.

Figura 15. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina na Taxa de Filtracdo
Glomerular na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + erro padrdo clearance de creatinina ap6s a inducdo de IRA por cisplatina e o
tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,01 em relagdo ao grupo controle (tratado com
Tween 80 2% via i.p). A andlise foi realizada pelo teste 1way ANOVA seguido por pds-teste Bonferroni’s.
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5.2.2 Andlise do dano tubular

O dano tubular foi analisado pela excregdo/atividade da enzima gama glutamil
transferase (gama-GT) na urina. Como demonstrado na Figura 16, houve aumento para os
animais que receberam apenas CIS 20mg/kg (4,86 + 0,30 U/mg de creatinina) em relagdo ao
grupo controle (0,57 + 0,21 U/mg de creatinina). O tratamento com 8-G 25mg/kg (4,9 = 0,82
U/mg de creatinina) ndo foi capaz de diminuir este parametro, que permaneceu diferente do
grupo salina. Ndo houve mudanca significativa nos valores urinarios dos animais que receberam
tratamento com 8-G na dose de 50 mg/kg (3,10 £ 0,89 U/mg de creatinina) e NAC 120 mg/kg
(1,98 + 0,86 U/mg de creatinina) quando comparados aos grupos controle e cisplatina.

Figura 16. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina nas concentragcdes
urinarias de Gama glutamil transferase (Gama-GT) na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + erro padrdo da atividade de Gama-GT urinaria apds a indugdo de IRA por
cisplatina e o tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,01 em relagdo ao grupo controle
(tratado com Tween 80 2% via i.p). A anélise foi realizada pelo teste lway ANOVA seguido por pds-teste
Bonferroni’s.
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5.2.3 Anélise de albuminuria e proteinuria

Avaliamos a perda de albumina urinaria. Como apresentado na Figura 17, houve
aumento da excrecdo de albumina na urina dos animais que receberam apenas CIS 20mg/kg
(0,049 + 0,008 mg/24h) quando comparado ao grupo controle (0,004 + 0,0009 mg/24h). O
tratamento com 8-G 25 mg/kg (0,05 £ 0,009 mg/24h) ndo foi capaz de reduzir essa excregéo,
que permaneceu diferente do grupo controle. Os animais tratados com 50 mg/kg (0,03 = 0,007
mg/24h) e NAC 120 mg/kg (0,02 + 0,009 mg/24h) ndo apresentaram alteragfes quando

comparados aos grupos controle e cisplatina.

Figura 17. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina nas concentragdes

urinarias de albumina na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + erro padrdo da concentracio de albumina na urina ap6s a inducio de IRA por
cisplatina e o tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,01 em rela¢do ao grupo controle
(tratado com Tween 80 2% via i.p). A analise foi realizada pelo teste 1way ANOVA seguido por pos-teste
Bonferroni’s.
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Nota-se na Figura 18 que o grupo leséo, que recebeu apenas CIS na dose de 20mg/kg (2,6
+ 0,24 mg/24h), apresentou uma perda significativa de proteina na urina quando comparado ao
grupo controle (1,25 £ 0,81 mg/24h). O tratamento com 8-G na dose de 25 mg/kg (2,5 + 0,08
mg/24h) ndo preveniu essa perda e os valores continuaram diferentes do grupo controle. N&o
houve diferenca entre 0s grupos que receberam o tratamento com 8-G na dose de 50 mg/kg
(2,05 £ 0,23 mg/24h) e NAC 120 mg/kg (2,0 £ 0,24 mg/24h) quando comparados aos grupos
controle e CIS.

Figura 18. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina nas concentracdes
urinarias de proteina na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + erro padrdo da concentracdo de proteina na urina ap6s a inducio de IRA por
cisplatina e o tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,01 em relagdo ao grupo controle
(tratado com Tween 80 2% via i.p). A analise foi realizada pelo teste 1way ANOVA seguido por pés-teste
Bonferroni’s.
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5.2.4 Avaliagdo do dano oxidativo

Para avaliar a extensdo do dano oxidativo medimos a concentracdo de glutationa
reduzida (GSH) no tecido renal e a excrecdo de malondialdeido (MDA) na urina. Como exposto
na Figura 19, os animais que receberam apenas CIS 20mg/kg (108,1 + 9,3 ug de GSH/mg de
tecido) tiveram seus niveis de GSH reduzidos em relagdo ao grupo controle (244,6 + 13,2 ng
de GSH/mg de tecido). O tratamento com 8-G 25 mg/kg (141,8 + 30,6 ug de GSH/mg de tecido)
ndo aumentou o estoque renal de GSH, que continuou diferente do grupo salina. Os animais
tratados com NAC 120 mg/kg (197,3 + 10,44 ng de GSH/mg de tecido) tiveram o GSH
aumentado em relagéo ao grupo CIS. Nao houve alteracéo no grupo tratado com 8-G 50 mg/kg
(162,2 = 19,0 ng de GSH/mg de tecido).

Figura 19. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina nos niveis de glutationa
reduzida (GSH) na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média * erro padrdo da concentracdo de GSH no tecido renal apds a indugéo de IRA por
cisplatina e o tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,01 em relagdo ao grupo controle
(tratado com Tween 80 2% via i.p). *<0,01 em relacdo ao grupo CIS. A andlise foi realizada pelo teste 1way
ANOVA seguido por pds-teste Bonferroni’s.
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A concentracdo de MDA, conforme a Figura 20, aumentou na urina do grupo que
recebeu apenas CIS 20mg/kg (54,95 + 3,6 nmol/mg de creatinina) quando comparado ao grupo
controle (35,0 = 2,7 nmol/mg de creatinina). O grupo que recebeu 8-G 25 mg/kg (59,2 + 7,2
nmol/mg de creatinina) ndo demonstrou reducdo desse parametro, que permaneceu alterado em
relagcdo ao controle. Ndo houve alteragdes significativas no grupo tratado com 8-G 50 mg/kg
(45,7 £ 1,4 nmol/mg de creatinina) e com NAC 120 mg/kg (46,2 + 3,6 nmol/mg de creatinina)

quando comparados aos grupos controle e cisplatina.

Figura 20. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina nas concentracdes

urinarias de malondialdeido (MDA) na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média * erro padrdo do MDA urinario apds a inducdo de IRA por cisplatina e o
tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,01 em relacdo ao grupo controle (tratado com
Tween 80 2% via i.p). A andlise foi realizada pelo teste 1lway ANOVA seguido por pds-teste Bonferroni’s.
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5.2.5 Avaliagdo da inflamagéo

De acordo com a Figura 21 houve aumento na atividade de MPO no tecido renal do
grupo leséo que recebeu apenas CIS (8,11 = 1,27 UMPO/mg de tecido) quando comparado ao
grupo controle (4,00 = 0,59 UMPO/mg de tecido). Houve redugéo para o grupo que recebeu
NAC 120 mg/kg (3,07 £ 0,32 UMPO/mg de tecido) em comparagéo ao grupo CIS. Os animais
tratados com 8-G nas doses de 25 (5,6 = 1,37 UMPO/mg de tecido) e 50 mg/kg (4,61 + 0,43

UMPO/mg de tecido) ndo apresentaram alteragcdes em relacéo aos grupo controle ou CIS.

Figura 21. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina na atividade de

mieloperoxidase (MPO) na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a média + erro padrdo da atividade de MPO no tecido renal apés a inducio de IRA por
cisplatina e o tratamento com 8-G (25 e 50 mg/kg) e NAC (120 mg/kg). #P<0,05 em rela¢do ao grupo controle
(tratado com Tween 80 2% via i.p). *<0,01 em relacdo ao grupo CIS. A andlise foi realizada pelo teste 1way
ANOVA seguido por pés-teste Bonferroni’s.
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5.2.6 Avaliacao histopatoldgica do tecido renal

A andlise histopatologica do tecido renal revelou, no grupo controle, estrutura
glomerular, arquitetura cortical e medular preservadas, tubulos com morfologia normal
contendo celulas epiteliais preservadas, além de discreta e focal tumefagdo epitélio tubular e
leve ectasia, como pode ser visualizado na Figura 22A. A analise dos scores revelou poucas
alteragOes para esse grupo.

De acordo com a Figura 22B, o grupo lesdo, que recebeu apenas cisplatina, também
revelou estruturas glomerulares preservadas, porém com perda de arquitetura cortical.
Observou-se, na maioria dos casos, marcante tumefacdo e vacuolizacdo do epitélio tubular,
ductos dilatados contendo acumulos de remanescentes celulares eosinofilicos luminais,
degeneracdo e necrose de células epiteliais tubulares e ectasia. E como demonstrado na Tabela
3, a maioria dos parametros analisados mostrou score de dano acentuado.

Os grupos tratados com 8-gingerol nas doses de 25 e 50 mg/kg foram descritos com as
mesmas alteragdes encontradas no grupo lesdo, conforme mostrado na Figura 22C e Figura
22D, respectivamente. Quanto a intensidade, a analise de scores revelou uma atenuacdo nos
critérios de necrose epitelial e dilatacao tubular.

O tratamento com N-acetilcisteina 120 mg/kg foi capaz de amenizar os danos induzidos
pela cisplatina. Conforme demonstrado na Figura 22E, os animais desse grupo evidenciaram
estruturas glomerulares preservadas, porém com discreta perda de arquitetura cortical. Na
maioria dos casos observou-se, marcante tumefacao e vacuolizacdo do epitélio tubular, porém,
uma menor quantidade de ductos dilatados contendo acimulos eosinofilicos luminais, além de
poucos focos com degeneracéo e necrose de células epiteliais tubulares e ectasia. Os scores das

alteracdes provocadas pela CIS também foram diminuidos nesse grupo.
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Tabela 3. Anélise microscopica dos grupos tratados com 8-gingerol (25 e 50mg/kg) e N-
acetilcisteina 120 mg/kg (NAC) na nefrotoxicidade induzida por cisplatina (CIS).

Grupos Perda de Edema Dilatacéo Necrose  Elencos Infiltrado
bordaem intersticial  tubular epitelial  hialinos inflamatorio

escova
Controle + + - - - -
CIS +++ + + + +/- +++ ++ +
NAC + +/- + +/- + + +
8-G 25 ++ + + + + + +/- + + +/-
8-G 50 ++ + + + + + +/- + + +/-

Os valores representam a média dos scores microscopicos das alteracdes morfoldgicas nos tecidos de animais ap6s
a inducdo da IRA por CIS e tratados com 8-gingerol e NAC por via i.p. Os simbolos +/- e ++/- representam dano
entre leve e moderado e entre moderado e grave, respectivamente.
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Figura 22. Imagens representativas das alteragdes histologicas dos tecidos renais dos
camundongos tratados com cisplatina, 8-gingerol e N-acetilcisteina.

A) grupo controle; B) grupo CIS 20mg/kg; C) grupo tratado com 8-G 25 mg/kg; D) grupo tratado com 8-G 50
mg/kg e E) grupo tratado com NAC 120 mg/Kkg. > vacuolizagéo, » tumefacdo, = ductos dilatados

contendo acumulos de remanescentes celulares eosinofilicos luminais, 2 degeneracéo e necrose de células
epiteliais tubulares.
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5.2.7 Avaliacéo da expressdo génica de GsR, KIM-1, NGAL e IL-1p

A Figura 23A mostra que a expressao génica de GsR foi reduzida no grupo CIS (0,44
+ 0,11) em relacdo ao grupo controle (1,27 £ 0,21). A administracdo de 8-G 25 mg/kg (0,41 +
0,13) ndo foi capaz de melhorar essa expressao que permaneceu diminuida. Porém, houve
aumento para no grupo NAC (9,95 + 1,3), mas ndo foi alterado apds o tratado com 8-G 50
mg/kg (0,93 + 0,18) quando comparados ao grupo salina. Em relacdo ao grupo CIS (1,36
0,34), a Figura 23B mostra que a expressao foi aumentada no grupo tratado com NAC (30,60
+ 4,02) e ndo variou nos grupos que receberam 8-G nas doses de 25 mg/kg (1,26 £ 0,41) e 50
mg/kg (2,8 + 0,57).

Conforme a Figura 24A houve um aumento na expressdo de KIM-1 no grupo que
recebeu apenas CIS (2,38 + 0,31) e os tratamentos com 8-G nas doses de 25 mg/kg (1,84 £
0,19) e 50 mg/kg (1,96 + 0,19) ndo foram capazes de normalizar esses valores, que
permaneceram aumentados, quando comparados ao grupo controle (0,98 + 0,11). N&o houve
diferenca na expressdao de KIM-1 no grupo tratado com NAC (1,47 £ 0,16) em relacdo ao
controle. E, de acordo com a Figura 24B, a expressdao de KIM-1 nos animais tratados com
NAC (0,72 = 0,07) foi reduzida em relacdo ao grupo CIS (1,16 = 0,15). Em relagcdo a esse
mesmo grupo, nao se observou diferenca nos grupos tratados com 8-G 25 mg/kg (0,90 + 0,093)
e 50 mg/kg (0,96 + 0,096).

Como demonstrado na Figura 25A, os animais do grupo CIS (9,89 + 2,09) tiveram
aumento significativo na expressdo de NGAL quando comparada ao grupo controle (1,09 +
0,41). Os tratamentos com 8-G na dose de 25 mg/kg (7,41 + 1,94) e 50 mg/kg (4,68 = 0,97) ndo
foram capazes de diminuir essa expressdo, que permaneceu aumentada em relacdo ao grupo
salina. Também em relacdo a esse grupo, ndo houve diferenca nos animais tratados com NAC
(3,63 £ 1,05). Comparativamente ao grupo CIS (0,97 * 0,20), de acordo com a Figura 25B,
ndo houve diferenca para os grupos NAC (0,35 + 0,10), 8-G 25 mg/kg (0,72 £ 0,19) e 50 mg/kg
(0,46 + 0,09).

Em relacdo a expressdo de IL-1B, como mostra a Figura 26A, houve aumento no grupo
CIS (4,39 + 1,20) e ndo houve diferenca nos grupos tratados com 8-G 25 mg/kg (1,90 + 0,32),
com 8-G 50 mg/kg (1,43 + 0,11) e com NAC (1,46 *+ 0,18) quando comparados ao grupo
controle (1,09 £ 0,30). Na Figura 26B podemos observar que, em relacdo aos animais tratados
com CIS (1,29 + 0,42), a expressdo de IL-1p também ndo se alterou no grupo tratado com NAC
(0,63 +0,07), 8-G 25 mg/kg (0,9 £ 0,15) e 50 mg/kg (0,69 + 0,05).
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Figura 23. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina na transcri¢do génica de GsR
na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcri¢do génica de GsR em animais apds a inducédo de IRA por CIS e tratamento com
8-G i.p. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-méx). A) Expressdo génica de GsR em relagdo ao
controle. B) Expressdo génica de GsR em relacédo a CIS. #P< 0,05 em relagdo ao grupo controle (animais tratados
apenas com Tween 80 2% i.p.). *P<0,05 em relacdo ao grupo tratado apenas com CIS. A analise foi realizada pelo
teste Mann-Whitney.
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Figura 24. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina na transcri¢do génica de

KIM-1 na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcri¢do génica de KIM-1 em animais apds a inducdo de IRA por CIS e tratamento
com 8-G i.p. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-méx). A) Expressdo génica de KIM-1 em relagdo
ao controle. B) Expressdo génica de KIM-1 em relacdo a CIS. #P< 0,05 em relagdo ao grupo controle (animais

tratados apenas com Tween 80 2% i.p.). *P<0,05 em relacdo ao grupo tratado apenas com CIS. A anélise foi
realizada pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 25. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina na transcricdo génica de
NGAL na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcri¢do génica de NGAL em animais apds a inducdo de IRA por CIS e tratamento
com 8-G i.p. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-méx). A) Expressdo génica de NGAL em relagéo
ao controle. B) Expressdo génica de NGAL em relacdo a CIS. #P< 0,05 em relagdo ao grupo controle (animais
tratados apenas com Tween 80 2% i.p.). A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 26. Efeito do tratamento com 8-gingerol e N-acetilcisteina na transcricdo génica
de IL-1B na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcri¢do génica de IL-1 em animais apés a indugdo de IRA por CIS e tratamento
com 8-G i.p. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max). A) Expressao génica de IL-1 em
relacdo ao controle. B) Expresséo génica de IL-1p em relagdo a CIS. #P< 0,05 em relacéo ao grupo controle
(animais tratados apenas com Tween 80 2% i.p.). A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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6. DISCUSSAO

Os rins desempenham importante papel na homeostase do organismo ao eliminar
produtos do metabolismo e xenobioticos. Qualquer processo patoldgico ou toxico que afeta sua
funcdo pode comprometer o equilibrio fisiolégico. A injuria renal aguda (IRA) é caracterizada
pela rapida perda da funcéo excretora renal, acimulo de ureia e creatinina no plasma, redugédo
ou ndo da diurese e desordens no equilibrio acido basico (BELLOMO et al., 2012;
EDELSTEIN, 2013). Drogas nefrotoxicas s&o comumente responsaveis pelo estabelecimento
de IRA que acomete percentagem significativa de pacientes em tratamento com tais drogas
(AWDISHU E MEHTA, 2017).

A cisplatina (CIS) é um quimioterapico amplamente utilizado devido a sua eficacia
(PABLA e DONG, 2008; HU et al., 2014). Seus mecanismos de toxicidade a tornam uma droga
indispensavel nos regimes de quimioterapia e um desafio na busca de estratégias que reduzam
seus efeitos colaterais (MANOHAR e LEUNG, 2017). De todos eles a nefrotoxicidade se
destaca por ser a mais prevalente e limitante da dose (SASTRY e KELLIE, 2005). Apesar da
estratégia preventiva de hidratacdo antes da administracdo de CIS, quantidade relativamente
significativa de pacientes desenvolvem IRA (MILLER et al., 2010). Os mecanismos pelos quais
a droga leva a nefrotoxicidade sdo complexos pois envolvem diferentes mediadores e vias. A
biotransformacdo e acumulo nas células tubulares proximais constituem o inicio do processo
que culmina em necrose, apoptose, dano oxidativo e inflamacao (PERES e CUNHA, 2013).

O modelo de injaria renal induzido por CIS é uma importante fonte de estudos do
processo fisiopatoldgico da IRA provocada por agentes toxicos. Diversos farmacos utilizados
na pratica clinica se encaixam nesse perfil (RUSSO, 2013). A geracdo de radicais livres
induzida por CIS é uma caracteristica marcante da sua toxicidade (CHIRINO E CHAVERRI,
2008). Desta forma, muitos estudos buscam estratégias preventivas mediante a administracéo
de substancias antioxidantes de origem natural, na forma de extratos ou isoladas (GOMEZ-
SIERRA et al., 2018). Outras drogas de origem sintética, como a N-acetilcisteina (NAC),
também com propriedade antioxidante ja foram estudadas e demonstraram efeito protetor (WU
et al., 2005; DICKEY et al., 2008). A prevencdo da nefrotoxicidade por CIS reduziria a
morbidade e complicacdes, permitindo a administracdo de doses mais elevadas e
consequentemente  maior aproveitamento do potencial terapéutico da droga
(ABDELRAHMAN et al., 2009).

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é muito utilizado na medicina tradicional por

suas propriedades de atenuar os sintomas de diversas patologias. Na antiguidade e atualmente,
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0 uso medicinal do gengibre é frequente e muitos estudos comprovam suas propriedades
terapéuticas em diversos cenarios (ALI et al., 2008). Vérias substancias de origem natural sdo
eficazes em diversos modelos de IRA e dentre elas o gengibre é um dos que mais se destaca
pois ja se mostrou eficaz em modelos de isquemia reperfusdo, IRA induzida por glicerol e por
CIS (BOOZARI e HOSSEINZADEH, 2017).

Os gingerois constituem os componentes majoritarios do gengibre, sendo o 6-gingerol
0 mais estudado (DUGASANI et al., 2010). Relatos da literatura reforcam suas propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes (WANG et al., 2014).

Neste sentido, o presente trabalho buscou explorar as possiveis propriedades
nefroprotetoras do 8-gingerol (8-G) no modelo de IRA induzida por CIS pois ainda ndo ha
relatos do seu efeito neste modelo.

Também testamos, como droga controle, a N-acetilcisteina (NAC), que é usada
clinicamente como agente mucolitico e expectorante e na intoxicacao por paracetamol. NAC
consiste no aminoacido L-cisteina acrescido de um grupo acetil que favorece a absorcao e
distribuicdo da droga. Sua propriedade antioxidante é atribuida ao grupo tiol e por ser
precursora de glutationa no organismo (ONDANI et al., 2011). Estudos anteriores mostraram
que NAC melhora a nefrotoxicidade da CIS em humanos e ratos (APPENROTH et al., 1993,
NISAR et al., 2002; DICKEY et al., 2005; DICKEY et al., 2008). Age principalmente inibindo
a apoptose e a inflamacgéo provocada pelo desequilibrio redox (LUO et al., 2008). Embora a
administracdo de NAC néo faca parte do protocolo clinico padréo de estratégias para prevenir
a IRA por CIS, em termos experimentais ou de testes pré-clinicos, alguns estudos a utilizam
como droga comparativa na investigacdo dos efeitos nefroprotetores de novos compostos,
incluindo aqueles de propriedade antioxidante, na injuria renal induzida por CIS (DICKEY et
al., 2005; WU et al., 2011; KODAMA et al., 2013; ABDEL-WAHAB et al., 2017; BISHR et
al., 2018). N&do nos utilizamos da hidratacdo endovenosa, tal como na clinica, pois visamos
comparar os efeitos de duas drogas que tenham acédo similar, ou seja, efeito antioxidante como
provavel mecanismo de protecdo. A hidratacdo com salina ndo se correlaciona com a possivel
protecdo fornecido por NAC e pelos gingerois, pois como ja citado anteriormente, ela visa
apenas hidratar o paciente, estimulando a diurese e consequentemente a excre¢do dos
metabolitos toxicos da CIS (HAYATI et al., 2016; MACH et al., 2017; NEMATBAKHSH et
al., 2018; DUFFY et al., 2018), tendo, portanto, efeito protetor dissonante do nosso alvo de
estudo que é o efeito antioxidante.

O modelo de IRA induzido por CIS ¢ bastante reprodutivel e descrito na literatura. As

doses e a frequéncia de administracdo da droga variam em diferentes trabalhos. No entanto,
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geralmente é feita em dose Unica que varia de 5 a 30 mg/kg, onde a dose capaz de induzir IRA
é mais alta para camundongos (MISHRA et al., 2004; NAKAMURA et al., 2010; HAMAD et
al., 2015) e mais baixa para ratos (KUHAD et al., 2006; BEHLING et al., 2006; DOGUKAN
et al., 2011). Clinicamente, exceto para 0 cancer de ovario, na maioria dos regimes
quimioterapicos a administracao do farmaco se da com maior frequéncia e em doses baixas para
evitar o desenvolvimento de IRA (SHARP E SISKIND, 2017). No entanto, visto que o presente
trabalho e tantos outros, buscam estabelecer e caracterizar um quadro patolégico renal agudo,
para posterior desenvolvimento de estudos de medidas protetivas, 0s modelos que administram
uma dose Unica e alta sio mais frequentes (GOMEZ-SIERRA et al., 2018). Com base nisso
fizemos uma curva dose-resposta que definiu a dose de CIS capaz de induzir IRA e que foi
utilizada na investigacdo do efeito protetor do 8-G e NAC.

Optamos por animais do sexo masculino pois a presenca do estrogeno feminino aumenta
a susceptibilidade a IRA por CIS e isso pode dificultar a visualizagdo de um efeito protetor.
Nos estudos de dano renal induzido por CIS em modelo animal, os beneficios de algumas
drogas protetoras renais foram detectados em ratos machos, mas ndo em fémeas (ESHRAGHI-
JAZI et al., 2011; HAGHIGHI et al., 2012; NEMATBAKHSH et al., 2012; EL-ARABEY et
al., 2015). O estresse oxidativo mediado pelo estrogeno foi sugerido como mecanismo (BELEH
et al., 1995, NEMATBAKHSH et al.,, 2012). Também foi demonstrado que mulheres
perimenopausicas (com niveis de estrogeno mais altos e flutuantes) em quimioterapia com CIS
tém maior risco de desenvolver nefrotoxicidade (CHEN et al., 2017). Portanto o0 modelo que
utiliza animais fémeas deve levar em consideracdo o efeito hormonal. Como ndo se objetivou
avaliar a interferéncia dos hormonios femininos no tratamento, e sim retira-la, nos utilizamos
do sexo masculino.

A IRA induzida por CIS se manifesta de 3 a 5 dias apds a administracdo da droga
(ESTRELA, 2013; DRIESSEN et al., 2015), por isso a eutanasia foi feita 72h ap6s a inducdo.
A hidratacdo com salina (protocolo usado para evitar nefrotoxicidade) é feita anteriormente a
administracdo da CIS, de forma preventiva (YAO et al., 2007). Por isso também usamos o
tratamento com 8-G de forma preventiva, ou seja, antes da administracdo de CIS. Mas também
tivemos como base o trabalho de Kuhad e colaboradores que assim procedeu em relagcdo ao 6-
gingerol no mesmo modelo (KUHAD et al., 2006).

Como ja citado, o quadro de IRA caracteriza-se por queda rapida da fungdo excretora
renal o que leva ao acumulo de compostos que devem ser naturalmente eliminados como ureia
e creatinina (MELCHERT et al., 2007).

A creatinina origina-se do metabolismo da creatina e fosfocreatina, fontes de energia
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para o tecido muscular (SILVA E BRACHT, 2001; EMANUELLLI et al., 2008). A producéo de
creatinina depende da massa muscular e é constante (LEAL et al., 2007). Sua eliminag&o se d&
por filtragdo glomerular sendo livremente filtrada, ndo reabsorvida e pouco secretada. Dessa
forma, seu clearance tornou-se uma medida rotineira da taxa de filtragdo glomerular (TFG), o
qual expressa a fungéo renal, ou seja, 0 quanto os rins estdo sendo eficazes em exercer 0 Seu
papel excretor (BRITO et al., 2005; EMANUELLI et al., 2008). Quando a eliminacdo da
creatinina se encontra alterada ou reduzida sua excre¢do € comprometida e passa a acumular-
se no plasma. Portando sua dosagem sanguinea constitui também uma medida da capacidade
excretora renal (PECOITS-FILHO, 2004).

O dano renal induzido por CIS e a reducdo da TFG sdo doses dependentes e se iniciam
alguns dias ap0s a administracdo da droga (ARANY e SAFIRSTEIN, 2003; YAO et al., 2007).
A reducdo da TFG se deve a diversos fatores (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). Antes das
mudancas na hemodindmica renal, o efeito toxico da CIS inicia-se nos tubulos
(NEMATBAKHSH et al., 2018). Primeiramente, a ineficiéncia da absorcdo tubular de
eletrolitos e agua ativa o feedback tubuloglomerular levando ao aumento da contragéo vascular
reduzindo a perfusdo renal (YATSU et al., 2003). Em segundo lugar o dano vascular causado
pela droga reduz a resposta endotelial a substancias vasoativas e provoca um quadro
inflamatdrio caracterizado pelo aumento da expresséo de quimiocinas e infiltracdo leucocitaria.
Esse quadro provoca congestdo vascular que reduz o fluxo sanguineo e o suprimento de
oxigénio as células tubulares (BAE et al., 2009). E por ultimo, a leséo tubular pode facilitar o
refluxo do fluido tubular para o sangue e potencializar o acimulo plasmatico de ureia e
creatinina (LUKE et al., 1992).

A amdnia, produto toxico oriundo do catabolismo dos aminoacidos, é convertida em
ureia no figado que deve ser eliminada por via renal (BORGES et al., 2008). Como depende da
filtracdo glomerular para ser eliminada, a queda da TFG também leva ao aumento da ureia
sanguinea. Cerca de 50% que chega ao tubulo proximal é reabsorvida nesse seguimento.
Posteriormente, na alca de Henle, a mesma quantidade que foi absorvida é secretada e ao chegar
nos ductos coletores essa quantidade é novamente reabsorvida (EATON e POLLER, 2006).
Dessa forma, podemos observar o quanto a excrecdo de ureia é dependente de uma funcao
glomerular e tubular adequada a qual fica comprometida na IRA induzida por CIS.

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo e a remogéo de
radicais livres (CHIRINO e CHAVERRI, 2008). Esses radicais atuam sobre diversos
componentes celulares destruindo sua estrutura (YAO et al., 2007). A citotoxicidade mediada

por CIS envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) oriundas da les&o hipoxica
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devido ao seu efeito na vasculatura renal e o rompimento da sintese de ATP mitocondrial. Esses
radicas livres depletam os estoques de glutationa das celulas e reduzem a atividade de diversas
enzimas antioxidantes, inclusive da glutationa redutase (YAO et al., 2007; MANOHAR e
LEUNG, 2017). Na nossa curva dose-resposta as doses de 20 e 25 mg/kg de CIS foram capazes
de reduzir significativamente os niveis renais de glutationa.

O componente inflamatério da IRA provocada por CIS inicia na liberacdo de DAMPs
(padrbes moleculares associados ao dano) oriundas da acdo da droga sobre diversas estruturas
celulares. Esses DAMPs ativam receptores toll like que promovem aumento da expressédo de
TNF-a e de outras citocinas € quimiocinas. Estas tltimas por sua vez colaboram com o aumento
da infiltracdo de leucdcitos no tecido renal (RAMESH e REEVES, 2002; ZHANG et al., 2008;
MILLER et al., 2010). A enzima mieloperoxidase (MPQ) esta presente em monaocitos, alguns
subtipos de macréfagos teciduais e em neutrofilos. Nos locais de lesdo tecidual, os neutrofilos,
além do papel de endocitose, secretam enzimas intracelulares como elastase, endopeptidases e
MPO. Esta ultima é o principal constituinte dos granulos azurofilos dos neutrofilos e catalisa a
formacdo de EROs (ROMAN et al., 2007). A administracdo de CIS causa um aumento no
contetdo de neutrdfilos nos rins (FAUBEL et al., 2007). Portanto a medicéo da atividade de
MPO serve como uma medida indireta da inflamagdo tecidual. Na curva dose-resposta
observamos um aumento da atividade de MPO no tecido renal dos animais que receberam CIS
nas duas maiores doses, confirmando assim o dano inflamatorio tecidual.

No presente estudo observamos importantes alteracGes histopatoldgicas condizentes
com o quadro de degeneracdo tubular causados pela CIS. Correlagdo similar entre essas
alteracdes e 0o aumento das concentracdes de ureia e creatinina também foram reportadas por
diversos autores. Yildirim e colaboradores descreveram extensa vacuolizacdo das células
epiteliais, edema, descamacdo e necrose acompanhadas de azotemia e reducdo da atividade de
Px-GSH (glutationa peroxidase), CAT (catalase) e SOD (superoxido dismutase) (YILDIRIM
et al., 2003). Atessahin e colaboradores reportaram necrose tubular severa, azotemia, aumento
do MDA e reducdo do GSH renal (ATESSAHIN et al., 2005). Semelhante ao que foi observado
no presente estudo, CIS provocou degeneracdo das estruturas tubulares com vacuolizacao,
perda da arquitetura tubular e acimulo de material eosinofilico luminal (SAHU et al., 2013). A
necrose tubular aguda é a alteracdo mais observada na bidpsia renal de pacientes em tratamento
com CIS. E em modelos animais o seguimento tubular € o mais atingido e ndo ha alteracbes
glomerulares evidentes (ASHRAF et al., 2012).

Pelos resultados obtidos concluimos que os efeitos das doses de 20 e 25 mg/kg de CIS

foram semelhantes para os pardmetros de azotemia, inflamacdo e dano oxidativo. Portanto
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escolhemos a dose de 20mg/kg para seguir com o tratamento.

De forma geral, no presente estudo o tratamento com 8-G na dose de 25 mg/kg néo foi
capaz de reduzir a injaria renal provocada por CIS. Porém, a dose de 50 mg/kg demonstrou
melhores resultados visto que a maioria dos pardmetros aqui analisados ndo diferiu
significativamente do grupo controle salina. Portanto, podemos indicar que houve sim uma
atenuagdo do dano. O tratamento com NAC, por sua vez, forneceu uma protecdo mais
significativa como previamente relatado por estudos anteriores (APPENROTH et al., 1993;
NISAR et al.,, 2002; DICKEY et al.,, 2005; DICKEY et al., 2008; SHALBY et al., 2011;
KODAMA et al., 2014; SANCHO-MARTINEZ et al., 2018; BISHR et al., 2019).

Ao contrério do 6-gingerol, a literatura dispde de poucos trabalhos que utilizam o 8-G
isoladamente. Até agora muita atencdo foi dada ao 6-gingerol no sentido de explorar suas
propriedades terapéuticas e farmacoldgicas em detrimento dos outros componentes do
gengibre. No entanto, um trabalho publicado por Dugasani e colaboradores, demonstrou in
vitro, que o 8-G tem maior potencial antioxidante em relacdo ao 6-gingerol (DUGASANI et al.,
2010), o que pode demonstrar que 0 8-G ndo ficaria atras do 6-gingerol em termos de protecédo
se testado nos mesmos modelos. Por exemplo, até a presente data, nenhum trabalho foi
publicado sobre a possivel acdo nefroprotetora do 8-gingerol, seja em modelos de isquemia
reperfusdo ou de nefrotoxicidade induzida por drogas. A literatura dispde de dados sobre seu
efeito antiemético (ABDEL-AZIZ et al., 2006), cardiotdnico (KOBAYASHI et al., 1988),
bactericida (MAHADY et al., 2003; CHOI et al., 2017; SANTOS, 2018), fungicida (LEE et al.,
2018), antiplaquetario (NURTJAHJA-TJENDRAPUTRA et al., 2003), anti melanogénico
(HUANG et al., 2013) e imunossupressor (LU et al., 2011). Em relacdo a sua acdo anti-
inflamatdria sabe-se que reduz a inflamacéo intestinal induzida por dextrana (ZHANG et al.,
2017) e exerce efeito protetor na cistite hemorragica induzida por ifosfamida (FERREIRA,
2017). Essa limitada quantidade de trabalhos, quando comparado ao 6-gingerol, se deve talvez,
ao fato de o 8-G ter concentracdo reduzida no gengibre que fica em torno de 2-5% (JOLAD et
al., 2005; PRATO, 2010). Estas concentrac6es talvez dificultem o isolamento de quantidades
maiores, sendo essa uma limitacdo para a realizacdo de mais estudos. O mesmo ocorre com
outros componentes minoritarios do gengibre que tém quantidade reduzida de trabalhos quando
comparados ao 6-gingerol, componente mais abundante, cujo rendimento esta em torno de 30%
(JOLAD et al., 2005).

No presente estudo, a elevacdo dos niveis séricos de ureia e creatinina e a reducao da
taxa de filtracdo glomerular, mostram o comprometimento da fungéo renal induzido pela CIS.

Alguns estudos demonstraram que a administracdo de extrato de gengibre e de alguns
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compostos isolados reduziram os niveis de ureia e creatinina elevados em modelos de
nefrotoxicidade por CIS (KUHAD et al, 2006; AJITH et al., 2007; ALI et al., 2013,
ELSEWEIDY et al., 2016; ALIBAKHSHI et al., 2018). No entanto, no presente estudo, o
tratamento com 8-G na dose de 25 mg/kg ndo foi capaz de reduzir esses parametros. Porém,
seu aumento para 50 mg/kg permitiu uma reducdo significativa dos valores. Em alguns
trabalhos com CIS, gingerol e derivados, a protecdo foi dose-dependente, ou seja, mais
significativa com o aumento da dose. Por exemplo, o tratamento com Zingerone, s6 foi capaz
de diminuir esses pardmetros na maior dose administrada (ALIBAKHSHI et al., 2018). No
trabalho de Kuhad e colaboradores as duas menores doses de 6-gingerol variaram com o grupo
controle e lesdo, mostrando resultados intermediarios, mas a maior dose baixou os valores ao
nivel do controle demonstrando protecdo mais significativa (KUHAD et al., 2006). Da mesma
forma, a administracdo de extrato etanolico e o tratamento com 10-dehydrogingerdione (10-
DHGD) também diminuiram a azotemia na injuria renal induzida por CIS (AJITH et al., 2007,
ELSEWEIDY et al., 2016).

Em relacdo a NAC, diversos estudos relatam que sua administragdo a animais que
receberam CIS foi capaz de baixar as concentragfes sanguineas de nitrogénio ureico e
creatinina (DICKEY et al., 2005; DICKEY et al., 2008; KODAMA et al., 2014; BISHR et al.,
2018). Da mesma forma como no presente trabalho, no estudo de Bulacio e colaboradores,
NAC reduziu a ureia e aumentou o clearance de creatinina a valores intermediarios e reduziu
significativamente a creatinina plasmatica. (BULACIO et al., 2015). A mesma tendéncia foi
aqui observada demonstrando assim o efeito protetor de NAC.

A enzima gama glutamil transferase (Gama GT) estd abundantemente presente em
orgdos com alta capacidade de secrecdo e absorcdo. Sua maior atividade se da nas
microvilosidades das células do tabulo proximal e na alca de Henle onde € liberada na urina
através da desintegracao fisioldgica ou patologica dessas células. Por ser uma proteina de alto
peso, nao ¢é filtrada pelo glomérulo e seu aumento na urina reflete eliminacdo pelas células
tubulares indicando les&o tubular (ARAUJO, 2014). Nos rins, a Gama GT catalisa a hidrolise
de peptideos do filtrado glomerular em aminoacidos facilitando sua reabsorcao para o intersticio
(GUIMARAES, 2000; EATON e POLLER, 2006). E vista como um marcador precoce de lesdo
pois acorre simultaneamente a pequenas alteracGes celulares, antes de qualquer mudanca na
arquitetura renal e surge dias antes da azotemia (GUIMARAES, 2000; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011). A enzimuria ou eliminacdo de enzimas na urina, € comum nas
formas mais leves de IRA. Na injdria induzida por CIS consiste em um importante marcador
de dano tubular (ARANY e SAFIRSTEIN, 2003; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). Assim
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como no presente trabalho, outros estudos confirmaram o aumento de Gama GT na urina de
animais (GORDON et al., 1986; MISHRA et al., 2013) e de pacientes tratados com CIS (HU
et al., 1995).

Os tratamentos com 8-G na maior dose e NAC reduziram a Gama GT urinaria embora
sem significancia estatistica. Ndo existem trabalhos anteriores com gengibre e derivados que
avaliaram a excrecdo dessa enzima no contexto de dano renal. No entanto, podemos afirmar
que, o que foi aqui observado em relacdo a esse parametro, € condizente com os resultados
globais aqui obtidos, ou seja, de protecéo do dano.

Em relacdo ao tratamento com NAC no dano renal induzido por gentamicina, a
administracdo de NAC foi capaz de reduzir a Gama GT urinaria, mas ndo de restaurar a valores
encontrados nos animais sadios (MAZZON et al., 2001). Em outro modelo de injaria renal por
cloreto de mercdrio também tratado com NAC, a Gama GT variou tanto com o grupo lesionado
quanto com o controle (GIRARDI e ELIAS, 1991). Mas ambos os resultados demonstraram
que houve uma atenuacéo do dano e corroboram com os dados aqui encontrados.

Nas doencas renais, as lesdes glomerulares permitem a passagem de albumina para o
filtrado e lesbes tubulares reduzem sua absor¢do, provocando perda urindria. NoO processo
fisiologico normal, uma diminuta quantidade de albumina atravessa 0s glomérulos e ¢
reabsorvida nos tubulos de forma que ndo seja eliminada na urina (ALMEIDA, 2001; EATON
e POLLER, 2006). Na nefrotoxicidade por CIS, a perda urindria de albumina pode ser um
indicio de leséo tubular pois sua reabsorc¢éo fica prejudicada (McDUFFIE et al., 2013). Além
de aumentar os niveis urinarios, a IRA induzida por esse quimioterapico também reduz os niveis
séricos de albumina (MANSOUR et al., 2002). A eliminacdo de albumina na urina ja foi
reportada tanto em animais (QUESADA et al., 2012; McDUFFIE et al., 2013) como em
pacientes em uso de CIS (DAUGAARD et al., 1988; LIN et al., 2013). Desta forma, no presente
trabalho, nos utilizamos desse parametro para avaliar a perda de funcéo renal provocada por
essa droga. Tal como com os marcadores séricos de azotemia, a albumina urinaria aumentou
significativamente no grupo lesionado e no grupo tratado com 25 mg/kg de 8-G, demonstrando
que, nessa dose, a droga ndo forneceu protecdo renal para 0 modelo. No entanto, 0 aumento
para 50 mg/kg e o tratamento com NAC reduziram as médias, mostrando assim uma diminuicao
do dano.

Proteinas de baixo e médio peso também conseguem atravessar a barreira glomerular,
no entanto, tal como a albumina, sédo reabsorvidas em sua quase totalidade (EATON e
POLLER, 2006). Embora a lesdo glomerular seja menos frequente, a proteiniria € uma

caracteristica marcante na injuria renal induzida por CIS o que pode significar que sua origem



74

advém da necrose tubular e consequente incapacidade de absor¢do provocada pela droga e da
liberagdo de proteinas pelas proprias células tubulares (DAUGAARD et al., 1988; CHIRINO
et al., 2004; EATON e POLLER, 2006). Em outros trabalhos a proteinuria induzida por CIS
também é acompanhada de azotemia, aumento do MDA renal e alteracdes histopatologicas
(CHIRINO et al., 2004; CHIRINO et al., 2008; KHAN et al., 2013). A administragdo de uma
fracdo enriquecida com [6], [8] e [10]-gingerol na injdria renal provocada por gentamicina
diminuiu a excrecdo de proteina urindria (RODRIGUES, 2014). Alguns estudos mostram que
o0 tratamento com NAC também reduziu a excrecdo de proteina na injaria renal induzida por
CIS (BULACIO et al., 2015; ABDEL-WAHAB et al., 2017; SANCHES-MARTINEZ et al.,
2018). Segundo os nossos dados, semelhante ao que houve com a albumina, a maior dose de 8-
G e o tratamento com NAC diminuiram a excre¢do de proteina embora sem significancia
estatistica quando comparados ao grupo controle e CIS.

A GSH possui importante papel ao proteger as células dos danos causados pelos radicais
livres e peroxidos oriundos do estresse oxidativo (HEGAZY et al., 2016). A enzima GsR
(glutationa redutase) restaura a glutationa oxidada a glutationa reduzida, reestabelecendo assim
0 estoque desse importante antioxidante (OLIVEIRA et al., 2008). Na disfuncdo hepatica e
renal induzida por cloreto de mercurio os tratamentos com gengibre e 6-gingerol aumentaram
0s niveis de GSH e a atividade de GsR tanto nos rins como no figado dos animais (JOSHI et
al., 2017). Também foi demonstrado que a administracdo de extrato de gengibre foi capaz de
normalizar os niveis renais de GSH e aumentar a atividade de GSH-Px na nefrotoxicidade por
CIS (AJITH et al., 2007). O tratamento com 6-gingerol nas doses de 12,5 e 25 mg/kg no mesmo
modelo, aumentou 0 GSH a valores intermediarios, que variaram com o grupo controle e CIS.
Porém, a dose maior de 50 mg/kg mostrou melhores resultados (KUHAD et a, 2006). Dados
semelhantes foram encontrados no presente estudo, onde a maior dose de 8-G proporcionou
melhora tanto na expressdo génica da enzima GsR quanto na dosagem de GSH embora sem
variacdo estatistica, mostrando assim uma atenuacgdo do dano. Os gingerois pertencem a classe
dos compostos fendlicos cuja estrutura quimica e propriedades redutoras sdo fatores
importantes para o sequestro de radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciacdo quanto de
propagacdo do estresse oxidativo (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2000). Os compostos fenélicos
agem através da doacdo de atomos de hidrogénio aos radicais livres formando estruturas
estaveis que, devido a ressonancia no anel benzénico, ndo tém capacidade de iniciar ou propagar
reacOes oxidativas (WANG et al., 2014). Foi demonstrado, por exemplo, que o 6-gingerol
sequestrou radicais derivados de peroxinitrito e inibiu reagcdes de oxidacao e nitracdo induzidas
por peroxinitrito in vitro (IPPOUSHI et al., 2003; IPPOUSHI et al., 2005). Além disso, tanto o



75

6-gingerol como o 8-gingerol inibiram a melanogénese tendo como sugestdo de mecanismo a
captacdo direta dos radicais livres em células de melanoma (HUANG et al., 2011; HUANG et
al., 2013).

Em modelo de IRA induzido por CIS, NAC aumentou o GSH renal e a atividade da
enzima glutationa peroxidase e redutase (ABDEL-WAHAB et al., 2017; BISHR et al., 2018).
Esses dados corroboram com os dados aqui obtidos visto que NAC aumentou tanto a expressao
génica de GsR como a concentracdo de GSH renal. A propriedade antioxidante de NAC é
atribuida ao hidrogénio presente nos seus grupos sulfidrilas, os quais podem atuar na
neutralizacdo de radicais livres, diminuindo a acdo deletéria sobre os tecidos normais. NAC
também € precursora de GSH nas células, pois contém o aminoacido cisteina componente da
glutationa (PEREIRA-FILHO et al., 2008; ONDANI et al., 2011). Foi sugerido que NAC reduz
a ligacdo dos metabdlitos da CIS ao DNA provavelmente devido a avidez dessas especies pelo
grupo tiol (SANCHO-MARTINEZ et al., 2018). O tratamento com NAC, tanto in vivo como
in vitro, reduziu a lesdo provocada por CIS quando o fator Nfr2 foi silenciado (LIU et al., 2009;
SOMPAKDEE et al., 2018).

O MDA ¢ o produto da peroxidacéo lipidica mais estudado e se origina do dano causado
pelos radicais livres as membranas bioldgicas (VANNUCCHI et al., 1998). E formado durante
a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, principalmente o &cido araquidonico (TUAN,
2014). Os lipidios s@o a classe de biomoléculas mais envolvidas no estresse oxidativo e 0s
produtos formados séo principalmente aldeidos que provocam outros danos dentro e fora da
célula (DEL RIO et al., 2007). O MDA urinario pode ser medido e servir como um indicador
de estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica (LEE e KANG, 2008). Existe uma forte correlacao
entre a presenca de MDA no tecido renal e na urina de animais tratados com CIS. Zhou e
colaboradores avaliaram o MDA tecidual e na urina de ratos e confirmaram aumento nas duas
amostras (ZHOU et al., 2006). Em dois trabalhos de Francescato e colaboradores, o dano
oxidativo renal foi avaliado pela dosagem de MDA urinario que se mostrou elevado em animais
tratados com CIS (FRANCESCATO et al., 2007; FRANCESCATO et al., 2009). Desta forma,
no presente estudo, também nos utilizamos de amostras de urina para demonstrar o grau de
dano oxidativo no tecido renal.

O tratamento com 8-G na maior dose empregada atenuou a excre¢do do MDA urinario.
O tratamento com uma fracdo enriquecida com gingerois reduziu a excre¢do de MDA urinario
na IRA por gentamicina, porém também sem variagcdo estatistica (RODRIGUES, 2014). A
administracdo de zingerona no modelo de CIS diminuiu o0 MDA renal nas duas maiores doses
(ALIBAKHSHI et al., 2018). E a administracdo de 6-gingerol diminuiu 0 MDA renal também
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na maior dose (KUHAD et al., 2006). No presente trabalho o tratamento com NAC reduziu o
dano oxidativo renal como pode ser observado pela reducdo da média do MDA urinério dos
animais.

O gengibre possui reconhecidas propriedades anti-inflamatorias e ja foi demonstrada
sua capacidade de inibir a enzima lipoxigenase e a producdo de leucotrienos (GRZANNA et
al., 2005). No edema de pata induzido por carraginina a administragdo de extrato de gengibre
atenuou a atividade de MPO tecidual (EZZAT et al., 2018). In vitro foi demonstrado que o 6-
gingerol inibiu a produgdo de citocinas pro-inflamatorias por macréfagos murinos expostos a
LPS (lipopolissacarideo) (TRIPATHI et al., 2007). O efeito de reducédo da atividade de MPO
pode estar relacionado ao bloqueio dessa producdo e consequente reducdo do infiltrado
inflamatorio. No presente trabalho as duas doses de 8-G diminuiram a atividade de MPO
tecidual embora sem variagdo estatistica. A atividade anti-inflamatoria do 8-G ja foi
demonstrada pela sua capacidade de reduzir os scores de inflamacéo e a atividade de MPO na
colite ulcerativa induzida por dextrana (ZHANG et al., 2017) e na cistite hemorragica por
ifosfamida (FERREIRA, 2017).

No presente estudo o tratamento com NAC também diminuiu a inflamag&o induzida por
CIS ao reduzir a atividade de MPO. Na injuria renal induzida por gentamicina e por metotrexato
o tratamento com NAC também reduziu a inflamacdo ao reduzir o MPO nesse tecido
(MAZZON et al., 2001, CETINKAYA et al., 2006). O estresse oxidativo desempenha um papel
critico no aumento da resposta inflamatoria. Os radicais livres afetam as estruturas celulares e
levam a ativacao da via do NF-kB com liberagdo de quimiocinas e citocinas com consequente
recrutamento de neutréfilos (RADA et al., 2011; SINHA et al. 2015). O efeito anti-inflamatorio
de NAC se encontra na reducdo do dano oxidativo e consequentemente da inflamacéo (WITTE
et al., 2012).

No presente trabalho o tratamento com 8-G ndo reduziu todas as alteracdes
histopatoldgicas provocadas pela CIS. Para Nasri e colaboradores o pds tratamento com extrato
de gengibre em um modelo de injuria renal por gentamicina ndo foi capaz de proteger os rins
completamente (NASRI et al., 2013). Kuhad e colaboradores, também no modelo de IRA por
CIS, mostraram que a administracdo de 6-gingerol na maior dose testada ndo reduziu
completamente os scores de alterac6es histopatologicas. Ainda foi possivel constatar a presenca
de perda da borda em escova, edema, dilatacéo tubular, necrose de células epiteliais e formacédo
de cilindros hialinos. No entanto, por outro lado, a maioria dos parametros avaliados como
MDA, GSH, a azotemia e a TFG foram significativamente reduzidas com essa dose (KUHAD

et al., 2006). No presente estudo os rins de animais tratados com NAC mostraram danos mais
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atenuados. Em outros estudos, na intoxicagdo por CIS, a administracdo de NAC revelou a
presenca de poucas areas focais de células vacuoladas e degeneradas (ABDELRAHMAN et al.,
2010) e melhorou a dilatacdo tubular e o descolamento das células (BULACIO et al., 2015).

Ambos, KIM-1 e NGAL, sdo biomarcadores precoces e se diferenciam em relacéo a
porcdo do néfron na qual se expressam. O primeiro se expressa no tubulo proximal
(TIMMEREN et al., 2007) e o segundo no ramo ascendente da al¢a de Henle e no ducto coletor
(CHMIDT-OTT et al., 2007). Dessa forma, avaliar suas expressdes, embora ambos sejam
precoces, é uma forma de verificar a injuria em diferentes por¢des do néfron.

A Molécula de Injuria Renal 1 (KIM-1) é uma proteina transmembrana cuja expressao
aumenta nas células tubulares proximais quando ha injdria local (TIMMEREN et al., 2007). E
um marcador de lesdo renal precoce pois se altera muito antes dos parametros tradicionais de
funcdo renal. A creatinina, por exemplo, precisa que cerca de 50% da funcdo esteja
comprometida para que seja alterada (HAN et al., 2002; BONVENTRE, 2008). No rim lesado,
KIM-1 torna as celulas tubulares em uma espécie de fagocito ao exercer a funcéo de internalizar
células apoptoticas e detritos de células necroticas (ICHIMURA et al., 2012). J& foi bem
reportado que a expressdo de KIM-1 aumenta no tratamento com CIS (WU et al., 2011;
VINKEN et al., 2012; SINHA et al., 2013; AHMAD et al., 2018), o que vai de acordo com 0s
achados do presente trabalho. Na presenca de um agente nefroprotetor a expressao de KIM-1
pode ser reduzida como observado pela diminuicdo do seu nivel tecidual e urinario no
tratamento da nefropatia diabética com zingerona (REHMAN et al., 2018) e na administracdo
de NAC a pacientes tratados com anfotericina B (KARIMZADEH et al., 2015),
respectivamente. Essa molécula se expressa mais rapidamente do que outros marcadores
também considerados precoces como 0 NGAL, MCP-1 e IL-18, sendo, portanto, mais sensivel
(LIANGOS et al., 2009). Na IRA induzida por CIS, por exemplo, sua excre¢do urinaria aumenta
primeiro que a de NGAL (SINHA et al., 2013).

A lipocaina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL) foi primeiro descrita em
granulos de neutréfilos humanos e posteriormente em células epiteliais renais em resposta ao
processo inflamatério (KJELDSEN et al., 1995;: FERNANDEZ et al., 2005). E um marcador
de leséo renal precoce e aumenta horas apos o processo de isquemia e inflamacdo (LAGO et
al., 2016). Tem se considerado que seu aumento ocorre devido ao seu envolvimento na
proliferacdo de tdbulos renais, sendo essa uma possivel via de protecdo renal por ele mediada
(YANG et al., 2002). Assim como nos nossos achados, seu aumento ja foi reportado na injaria
renal provocada por CIS (MISHRA et al., 2004; SINHA et al., 2013). No presente trabalho, o

tratamento com 8-G na maior dose reduziu a expressdo de NGAL porém permaneceu diferente
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do grupo controle. J& o tratamento com NAC reduziu de forma mais significativa, porém sem
variar estatisticamente. Sherif e colaboradores demonstraram que o tratamento com extrato
etandlico de gengibre durante sete dias, de forma preventiva, diminuiu a concentragdo de
NGAL urinério na nefrotoxicidade induza por contraste iodado (SHERIF et al., 2018). E a
administracdo de NAC na nefropatia induzida por contraste e por LPS também reduziu os niveis
teciduais de NGAL (LI et al., 2016; PLOTNIKOV et al., 2017).

A interleucina 1-p (IL-1p) é uma citocina pro-inflamatdria que inicia o recrutamento de
leucécitos e estimula a expressao de genes pro-inflamatérios, sendo assim considerada, junto
com o TNF-a, uma citocina de alarme (APTE e VORONOV, 2002). Foi demonstrado que sua
expressdo aumenta na nefrotoxicidade induzida por CIS (FAUBEL et al.,, 2007; REN e
TORRES, 2009; QIN et al., 2019). Essa elevacdo é concomitante a de outras citocinas como
TNF-a, IL-6, IL-18, infiltracdo de neutrofilos e aumento da atividade de MPO (FAUBEL et al.,
2007; TOPCU-TARLADACALISIR et al., 2016). Em um modelo de injaria renal por CIS,
animais knockout pra caspase 1 (que ativa IL-1p) tiveram apoptose e infiltrado renal reduzidos
quando comparados aos animais selvagens nas mesmas condi¢cdes (FAUBEL et al., 2004).

Em relacdo a expressdao génica de IL-1f, nossos achados demonstraram que o0
tratamento com 8-G ndo se mostrou diferente estatisticamente do grupo controle, porém
também ndo diferiu em relagdo ao grupo CIS, mostrando também uma atenuacdo nesse
parametro. O tratamento com gengibre foi capaz de reduzir a producéo de IL-1p e TNF-a na
inflamacéo intestinal induzida por metotrexato (ABD-ALLAH e EL-DIN; 2013). No contexto
de injuria renal o tratamento com zingerona e com extrato enriquecido com gingerois reduziu
as concentracdes e a expressao de IL-18 e TNF-a no tecido renal no dano induzido por
vancomicina (KANDEMIR et al., 2018) e por gentamicina (RODRIGUES et al., 2014),
respectivamente. Na IRA induzida por CIS (BISHR et al., 2019) e por paracetamol (AL-
RASHEED et al., 2017) o tratamento com NAC também diminuiu a expresséo de IL-1p, o que
corrobora com os dados aqui encontrados.

Embora a inflamacéo seja uma caracteristica do modelo de nefrotoxicidade induzida por
CIS, ela ndo é determinante para o grau da injuria. Estudos anteriores demonstraram que a
inibicdo de diversas citocinas, exceto 0 TNF-a, e o bloqueio da infiltragdo leucocitaria ndo
tiveram quaisquer efeitos de reducdo do dano provocado pela droga (FAUBEL et al., 2007;
MILLER et al., 2010). Em um trabalho anterior, que avaliou o efeito anti-inflamatorio dos
compostos [6], [8] e [10]-gingerol na cistite hemorragica induzida por ifosfamida (modelo com
alto grau de inflamacgéo), o tratamento com 8-G se destacou mais que 0s outros em termos de

efeito anti-inflamatorio, reduzindo significativamente a expressdo de COX-2, TNF-a e IL-6.



79

Por outro lado, o tratamento com 6-G ndo diminuiu essa expressdo, tendo efeito apenas na
reducdo da COX-2 (FERREIRA, 2017). No presente trabalho as duas doses de 8-G diminuiram
os niveis de MPO renal e reduziram a expressao de IL-1B, embora sem variacao estatistica em
relagdo ao grupo CIS e controle. Com base nesses resultados podemos inferir que o efeito anti-
inflamatorio do 8-G se destaca frente ao seu efeito antioxidante e, amparados por Faubel e
colaboradores, sabemos que o efeito pré-inflamatorio da CIS ndo € determinante para o grau da
injuria renal. Dessa forma, sugerimos que a moderada protecdo fornecida por 8-G no presente
trabalho, em comparagdo com a do 6-G em um estudo anterior (KUHAD et al., 2006) possa ser
por esses dados justificada.

Utilizamos a via intraperitoneal para aumentar a biodisponibilidade do 8-G visto que
essa via favorece um menor efeito de primeira passagem quando comparados a via oral
(KIMANI et al., 2017). Além disso, como nosso desenho experimental se baseou no trabalho
de Kuhad e colaboradores, empregamos a mesma via por ele utilizada (KUHAD et al., 2006).
A cavidade intraperitoneal oferece uma extensa area de absorcédo através da qual os farmacos
alcancam rapidamente a circulacéo. Parte do que € absorvido passa pelo figado e € metabolizado
(SANTOS et al., 2013). Trabalhos anteriores que investigaram a farmacocinética dos gingerois
concluiram que os mesmos apresentavam baixa solubilidade (MUKKAVILLI et al., 2017),
curta meia-vida (ZICK et al., 2008; YU et al., 2011), metabolizacdo microssomal extensa
(WANG et al., 2009; MUKKAVILLI et al., 2017) e forte ligacdo as proteinas plasmaticas
(WANG et al.,, 2009). Portanto, temos que 0s gingerois, de maneira geral, apresentam
biodisponibilidade de certa forma limitada. Outro estudo demonstrou que, de todos os gingerois
e 6-shogaol, os compostos 6 e 8-gingerol ndo foram detectados de forma livre no plasma (YU
et al., 2011), mostrando que estes apresentam a menor biodisponibilidade em comparacéo aos
demais. E quando comparados entre si, 0 6-gingerol mostrou resultados melhores para 0s
parametros farmacocinéticos de Cmax (concentracdo maxima no soro), Tmax (tempo
necessario para alcancar o Cmax) e AUC (concentracdo sérica em funcdo do tempo) em relacao
ao 8-G, demonstrando ser o primeiro mais biodisponivel que o segundo (ZICK et al., 2008;
GUNDALA et al., 2014). Dessa forma, sugerimos que esses dados podem ajudar a justificar o
melhor efeito terapéutico obtido em estudo anterior com o 6-gingerol (KUHAD et al., 2006)
em detrimento do aqui obtido com o 8-G.

Como ja mencionado, diversos trabalhos ao estudar o efeito antioxidante de alguns
compostos utilizam a NAC como droga comparativa (DICKEY et al., 2005; WU et al., 2011,
KODAMA et al., 2013; ABDEL-WAHAB et al., 2017; BISHR et al., 2018). O melhor efeito

protetor da NAC aqui observado, em comparagdo ao 8-G, pode ser justificado por algumas
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propriedades que ela detém e que sdo nele ausentes. Sao elas o fato de NAC ser precursora
direta de GSH nas células (ONDANI et al., 2011) e possuir grupos tiol pois ja foi demonstrado
que tais grupos possuem alta avidez pelos metabélitos hidrolisados da CIS (KASHERMAN et
al., 2009; SANCHO-MARTINEZ et al., 2018). O 8-G por sua vez, tem ao seu favor a presenca
do anel benzénico que pode justificar seu efeito antioxidante (IPPOUSHI et al., 2005; WANG
et al., 201) e o provavel efeito diurético (NETO, 2012) que pode favorecer a excrecdo urinaria
dos metabolitos toxicos da CIS. Portanto, no que diz respeito a nefrotoxicidade da CIS, cujo
mecanismo deletério chave é o dano oxidativo, o efeito antioxidante de NAC pode se destacar
frente ao do 8-G.

Como limitag6es podemos citar a falta de medida da concentracdo plasmatica das drogas
em estudo de forma a verificar sua biodisponibilidade e a quantidade limitada de 8-G que nao
nos permitiu aumentar a dose ou reproduzir o experimento mais de uma vez, tendo assim pouco
material disponivel para analise de outros marcadores para o dano oxidativo, por exemplo.

Na literatura 0 modelo de IRA induzido por CIS esta bem caracterizado e, segundo 0s
parametros analisados no presente trabalho, nos conseguimos reproduzi-lo. Os resultados
obtidos em relacdo ao tratamento com NAC condizem com os previamente relatados na
literatura pois aqui também demonstraram um efeito redutor da injdria por CIS. A maior dose
de 8-G também mostrou resultados promissores ao atenuar a maioria dos parametros aqui

analisados tendo também um efeito protetor sobre a les&o.

Tabela 4. Resumo dos resultados encontrados

CIS NAC
!

N
(S]]

50
Creatinina 1
Ureia 1
TFG !
GAMA-GT urinaria 1
Albuminuria 1
Proteindria 1
GSH renal !
GsR l
1
1
?
1
1
1

MDA urinario

MPO renal

KIM-1

NGAL

IL-18

Alteracgdes Histopatoldgicas

L — 1 —

— o S — — —>
1

— 1 > =

Fonte: autor. O simbolo 1 representa aumento significativo, | reducdo significativa e - auséncia de diferenca

estatistica em relagdo ao grupo controle ou ao grupo CIS.
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7. CONCLUSAO

Pelos dados aqui obtidos concluimos que o modelo de nefrotoxicidade por cisplatina foi
reproduzido e a dose de 20mg/kg foi capaz de modificar todos os parametros de funcéo renal
aqui avaliados.

O 8-gingerol administrado na maior dose protegeu os rins dos danos provocados ao
atenuar a azotemia, a TFG, a perda de proteina na urina, o dano oxidativo, a inflamagéo, a
expressao génica de GsR e de IL-1p. A N-acetilcisteina, droga comparativa, também reduziu o
quadro lesivo, como previamente descrito na literatura.

Dessa forma concluimos que o 8-G aplicado intraperitonealmente na dose de 50 mg/kg

possui efeito protetor na IRA induzida por CIS.
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