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RESUMO

A cisplatina é um antineoplasico bastante eficaz em diversos canceres, porém seu uso
€ limitado devido a sua nefrotoxicidade. A injuria renal aguda (IRA) induzida por essa
droga é provocada pela inflamagdo, apoptose e estresse oxidativo nas células
tubulares renais. Portanto, o uso de compostos com propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes, como o [6]-gingerol, um produto derivado do gengibre (Zingiber
officinale), torna-se uma possivel alternativa para a protegéo renal. Essa substancia
possui como limitacdo sua baixa solubilidade. Desta forma, foi proposto a sua
complexagdo com a [B-ciclodextrina (3-CD), a fim de aumentar sua solubilidade,
utilizando doses mais baixas do que as encontradas na literatura, preservando a
resposta terapéutica frente a IRA induzida por cisplatina, consequentemente
melhorando sua biodisponibilidade oral. O presente estudo avaliou o efeito
nefroprotetor do [6]-gingerol complexado com a B-ciclodextrina na tentativa de reverter
o dano renal causado pela cisplatina em camundongos fémeas. De inicio foi realizada
uma curva dose-resposta para a escolha da dose (10, 12,5, 15 e 17 mg/kg) de
cisplatina capaz de induzir a IRA. A dose de 15 mg/kg de cisplatina foi escolhida. Os
animais foram divididos em 5 grupos: controle, cisplatina, N-acetilcisteina (NAC) 120
mg/kg e [6]-gingerol-B-CD, nas doses 6,25, 12,5 e 25 mg/kg. Os tratamentos foram
administrados por via oral, durante 5 dias, no 3° dia apds 1h do tratamento, a cisplatina
foi administrada via i.p. Apos o 5° dia de experimento os animais foram eutanasiados.
Todos os parametros investigados foram alterados pela cisplatina, em relacdo ao
grupo controle: creatinina plasmatica (0,81 £ 0,124 mg/dL), ureia plasmatica (135,7
20,75 mg/dL), clearance de creatinina (1,74 £+ 0,402 ml/min/kg), Gama-GT urinaria
(2,18 £ 0,247 U/mg de creatinina), proteina urinaria (154,1+ 4,78 mg/dL), MPO (8,85
+ 1,101 UMPO/mg de tecido), GSH (1410,0 £ 57,42 GSH/mg de tecido). O [6]-gingerol-
B-CD na dose de 25 mg/kg foi capaz de reverter a nefrotoxicidade, com base nos
parametros analisados. Ocorreu 0 mesmo com a dose de 12,5 mg/kg, com excegao
da atividade de MPO. Em relagao ao grupo IRA, o complexo foi capaz de diminuir a
expressao de KIM-1 5,47 vezes, diminuir a expressao de CxCL-1 3,38 vezes, diminuir
a expressao de NF-kB 1,7 vezes, aumentar a expressao de SOD1s 1,72 vezes e
diminuir a expressao de Hemox-1 4,16 vezes. Portanto, conclui-se que o presente
estudo conseguiu estabelecer um modelo de IRA induzida por cisplatina em
camundongos fémeas. Em adi¢cado, o complexo [6]-gingerol-B-CD nas doses de 12,5 e
25 mg/kg foi capaz de reverter a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em
camundongos fémeas atuando como um anti-inflamatério bloqueando a expresséo de
MRNA de NF-kB e como agente antioxidante estimulando a expressdo de genes
relacionados a via do Nrf2.

Palavras-chave: Injuria renal aguda, Antineoplasico, Gengibre.



ABSTRACT
ANALYSIS OF THE PROTECTIVE ROLE OF [6]-GINGEROL-3-CYCLODEXTRIN
COMPLEX AGAINST NEPHROTOXICITY PROMOTED BY CISPLATIN

Cisplatin is an antineoplastic agent effective in several cancers; however, due to its
nephrotoxicity its use is limited. Acute kidney injury (AKI) induced by this drug is caused
by inflammation, apoptosis and oxidative stress in renal tubular cells. Therefore,
treatment with compounds like [6]-gingerol, derived from ginger (Zingiber officinale),
which has anti-inflammatory and antioxidant properties protects the kidney from
cisplatin induced-AKIl. This substance has low solubility. Complexation with [-
cyclodextrin (B-CD) was proposed here to increase the solubility of [6]-gingerol. This
complexation could reduce [6]-gingerol dose compared to other studies found in the
literature. In addition, it would preserve the therapeutic response against cisplatin-
induced AKI and, consequently, improving its oral bioavailability. This study evaluated
the protective effect of [6]-gingerol complexed with B-cyclodextrin upon renal damage
caused by cisplatin treatment in female mice. The minimal dose necessary to induce
AKI via cisplatin treatment was established by a dose-response curve performed with
the following concentrations: 10, 12.5, 15 and 17 mg/kg. Our results demonstrated that
the 15 mg/kg dose of cisplatin was the best dose to induce AKI for the following
experiments. Female Swiss mice (n= 6-8) were divided into 5 groups: control, cisplatin,
N-acetylcysteine (NAC) 120 mg/kg and [6]-gingerol-3-CD at doses of 6.25, 12.5 and
25 mg/kg. Treatments were administered orally, for 5 days. At the 3rd day, 1h after
treatment, cisplatin was administered (i.p.). After 5 days animals were euthanized.
All parameters investigated were altered by cisplatin treatment, compared to the
control group: plasma creatinine (0.81 + 0.124 mg/dL), plasma urea (135.7 + 20.75
mg/dL), creatinine clearance (1.74 * 0.402 ml/min/kg), urinary Gamma-GT (2.18 %
0.247 U/mg creatinine), urinary protein (154.1 £ 4.78 mg/dL), MPO (8.85 £ 1.101
UMPO/mg tissue), GSH (1410.0 £ 57.42 GSH/mg of tissue). Treatment with 25 mg/kg
of [6]-gingerol-B-CD reversed nephrotoxicity, considering all parameters mentioned
above. Similar results were obtained with treatment with 12.5 mg/kg of [6]-gingerol-[3-
CD, except for MPO activity. Compared to the AKI group, the treatment with [6]-
gingerol-B-CD reduced the expression of KIM-1 by 5.47fold, CxCL-1 by 3.38fold, NF-
kKB by 1.7fold, and Hemox-1 by 4,16fold. Conversely, treatment with [6]-gingerol-3-CD
increase SOD1 expression 1.72fold. In conclusion, the present study managed to
establish a model of AKI induced by cisplatin in female mice. Additionally, our results
indicates that treatment with [6]-gingerol-3-CD complex at the doses of 12.5 and 25
mg/kg protected renal function against cisplatin-induced nephrotoxicity in female mice.
We suggest that [6]-gingerol-B-CD complex acts as an anti-inflammatory agent by
blocking NF-kB mRNA expression and as an antioxidant agent by stimulating the
expression of genes related to the Nrf2 signaling pathway.

Keywords: Acute kidney injury. Antineoplastic. Ginger.



AGRADECIMENTOS
A Deus.

Aos camundongos que foram cedidos para que esse projeto pudesse ser realizado

(in memoriam). Que todos os animais sejam tratados com respeito e compaixao.

Aos meus pais, Francisca de Oliveira Silva e Valmir Pereira da Silva, por serem
meus maiores exemplos e por sempre me apoiarem em tudo. Sem eles nada disso

seria possivel.

Aos meus irmaos Diego e Diogo, por ajudarem na minha formagao e sempre estarem

ao meu lado.

As minhas amigas de infancia Amanda Farias e Adrielly Oliveira, por todos esses

anos de amizade.

A minha amiga Raissa Bezerra, por me acompanhar e me apoiar em todos os

momentos.

A minha amiga Raissa Dias, obrigada por sempre estar nos melhores e piores

momentos, e por todos os conselhos.

As minhas amigas Claudiane Carvalho e Sara Ferreira, sempre me ajudando e me

ouvindo, obrigada por toda a forga.

Ao meu orientador Prof. Dr. Alexandre Havt Binda, obrigada pela oportunidade e por

todos os ensinamentos.

Aos companheiros de laboratorio Mikael Almeida, por estarem sempre disponiveis a
ajudar nos experimentos, e pelos conselhos. Ao Thiago de Freitas, meu bracgo direito
e esquerdo no laboratorio, obrigada, evoluimos muito durante essa jornada. Ao Cléber
Ferreira, pela grande ajuda neste projeto e pelos ensinamentos. Obrigada por
tornarem o laboratério um ambiente mais divertido. Ao Marco Clementino, pela

grande ajuda nos ultimos experimentos.

Ao Iron, meu cachorro, obrigada por ter sido um grande companheiro

(in memoriam).



“In a dark place we find ourselves,
and a little more knowledge lights our way.”
Mestre Yoda (Star Wars)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura molecular da cisplatina.............cccceeviiiiiiiiiiee e 24
Figura 2 — Possiveis alvos da cisplatina dentro da célula................cccccoeveeeneenne. 25
Figura 3 — Flor e rizoma de Zingiber officinale ROSCOE...........ccccccceveeiieenieinanne 31

Figura 4 — Estrutura quimica do [6]-gingerol (A), [6]-shogaol (B), [8]-gingerol
(C), [10]-gIiNGErOl (D).. ..o eeeeeeeeeeeeeeeee e e 32

Figura 5 — (a) Estrutura quimica da B-ciclodextrina. (b) Estrutura quimica em

cone da B-ciclodextring.........ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeee e 35
Figura 6 — Desenho experimental da curva dose-resposta...........cccccccceevvueeennnennn 43
Figura 7 — Desenho experimental dos grupos com tratamento............................ 44

Figura 8 — Alteragdes histopatologicas no experimento de curva dose-resposta,

nas doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg de cisplatina e grupo controle. 57

Figura 9 — Mecanismo de agao do [6]-gingerol-B-CD..........cccceevieriiieeeciie e 89



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Creatinina plasmatica na IRA induzida por cisplatina nas doses de
10, 12,5, 15 € 17 MQG/KG- e ee e e

Grafico 2 - Niveis de ureia plasmatica na IRA induzida por cisplatina nas doses
de 10, 12,5, 15 e 17

Grafico 3 - Atividade de MPO em tecido renal na IRA induzida por cisplatina
nas doses de 10, 12,5,15€ 17 MQ/KQG....ovvvuvruiciieeeiiiiiiieiiiieeeeeeee,

Grafico 4 - Atividade de GSH em tecido renal na IRA induzida por cisplatina
nas doses de 10, 12,5,15€ 17 MQ/KQG....ovvveruucciiieeiiiiiiieiiieieeeeeee,

Grafico 5 - Niveis plasmaticos de creatinina apdés o tratamento com [6]-
gingerol-p-CD e N-

ACRTICISTEING. .. e

Grafico 6 - Niveis plasmaticos de ureia apds o tratamento com [6]-gingerol-B-

CD € N-aCetilCISteING. ....eeeee e

Grafico 7 - Avaliagdo da Taxa de Filtragdo Glomerular na IRA induzida por
cisplatina apdés o tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-

ACCTICISTOING . ..o,

Grafico 8 - Concentragbes urinarias de Gama glutamil transferase (Gama-GT)
na IRA induzida por cisplatina apds o tratamento com [6]-gingerol-
B-CD e N-

ACCTICISTOINA . .. e

Grafico 9 - Avaliacdo das concentragdes urinarias de proteina na IRA induzida
por cisplatina apdés o tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-
ACELIlCISIEINA. ... .o

Grafico 10 — Avaliagdo da atividade de MPO na IRA induzida por cisplatina apds
o] tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-
ACEHIICISTEING. ..

52

53

54

55

59

60

61

62

63



Grafico 11 — Avaliagdo dos niveis de GSH na IRA induzida por cisplatina apds o

tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-acetilcisteina........................

Grafico 12 — Efeito do tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-acetilcisteina na
transcricdo génica de KIM-1 na IRA induzida por

CISPIALING. ...

Grafico 13 - Efeito do tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-acetilcisteina na
transcricdo génica de TIMP-2 na IRA induzida por

CISPIAtING.... i

Grafico 14 — Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na
transcricdo génica de CxCL-1 na IRA induzida por

CISPIAtING.... ..

Grafico 15 — Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na
transcricdo génica de NF-«xB na [IRA induzida por

CISPIAtING... .

Grafico 16 — Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na
transcricdo  génica SOD1s na IRA  induzida por

CISPIALING... .

Grafico 17 — Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na
transcricdo  génica  Hemox-1 na IRA induzida por

CISPIALING... .



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Critérios de diagndstico da IRA de acordo com as classificagdes
RIFLE, AKIN, CK € KDIGO........uuuiiiiiiiiiiiieieieee e eeeenene e 18

Tabela 2 — Causas de IRA na fase renal ou intrinseca...........cooveeeveeeeeeeeeeeeennn, 21

Tabela 3 - Sequéncia de iniciadores de PCR para os genes avaliados. (gene
de referéncia: GAPDH).........uuiiiii e 49

Tabela 4 — Analise histopatolégica dos grupos controle ou com cisplatina (Cis)

administrada nas doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg via i.p.............. 56

Tabela 5 — Resumo dos resultados obtidOS........coovveeeeee e 88



IRA

AIF
AKIN
cDh
CGTase
COX-2
CTR1
CxCL~1
DAMP
DNA
DRC
ERK
EROs
FDA
Gama-GT
GSH
Hemox-1
ICAM-1
IL-4

IL-6
IL-12
IL-18
IL-1B
iINOS
JNK
KDIGO
KIM-1
L-FABP
LPS
MASPKs
MCP-1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Injuria Renal Aguda

Fator de Inducao de Apoptose

Acute Kidney Injury Network
Ciclodextrina

Ciclodextrina glucanotransferase
Ciclo-oxigenase-2

Transportador de Cobre Humano tipo 1
Ligante de Quimiocina 1

Moléculas de Padréo Associado ao Dano
Acido Desoxirribonucleico

Doenca Renal Crénica

Quinase Regulada por Sinal Extracelular
Espécies Reativas de Oxigénio

Food and Drug Administration
Gama-Glutamil Transpeptidase
Glutationa Reduzida

Heme Oxigenasse 1

Molécula de Adeséo Intercelular 1
Interleucina 4

Interleucina 6

Interleucina 12

Interleucina 18

Interleucina 13

Oxido Nitrico Sintetase Induzivel

c-Jun N-terminal

Kidney Disease: Improving Global Guidelines

Molécula de Injuria Renal 1

Proteina Hepatica de Ligacdo de Acidos Graxos

Lipopolissacarideo

Via da Sinalizagdo da Proteina Quinase Ativada por Quinase

Peptideo-1 Quimiotatico para Mondcitos



NAG
NF-kB
NGAL
NOS
NTA
OCT2
PIDD
PPARa
PUMA-a
RIFLE
SoD1
TFG
TIMP-2
TLRs
TNF-a
TNFR1
TNFR2
VCAM-1
B-CD

N-Acetil-3-d-glucosaminidase

Fator Nuclear kB

Lipocaina Associada a Gelatinase Neutrofilica
Oxido Nitrico Sintase

Necrose Tubular Aguda

Transportador de Cations Organicos tipo 2
Proteina Induzida por p53 com Dominio de Morte
Receptor de Proliferacdo de peroxissomo a
Modulador de Apoptose Induzido por p53
Sistema Risco, Injuria, Falha, Perda e Estagio Final
Superdxido Dismutase Citosolica

Taxa de Filtracdo Glomerular

Inibidor Tecidual de Metaloproteinase-2

Receptor Toll-Like

Fator de Necrose Tumoral alfa

Receptor de TNF alfa tipo 1

Receptor de TNF alfa tipo 2

Adesao de Células Vasculares 1

B-Ciclodextrina



Sumario

TINTRODUGAO ...ttt et e e et e et e e eaeeeeae s 17
1.1 Injuria ReNal AQUAA .........eeiiii e 17
1.1.1 Injuria Renal Aguda induzida por FArmacos..............ccccccueveeiiiiiiiieeeeeeeeiiinn 22
L2 O 1= o] =1 (] = T URPPPRP 23
1.2.1 Mecanismo da IRA induzida por cisplating.................ccccceeviiviiiiiiiiiiiiiieneiinn 27
1.3 Zingiber officinale ROSCOE ............uiiiiiiieiiieeee et e e e e eeeanes 31
T.3.7 GINGEIOIS ... 33
R 3 S o (o (oo [y T = SRR 34
2 JUSTIFICATIVA ... 37
BOBUETIVOS ... .. 39
3.1 0DJEtiVO GEral: ... 39
3.2 ODbjetivos ESPeCIfiCOS: .....oooiiieeeeeeeeeeeeeeee e 39
4 MATERIAIS E METODOS ........cooiieiiieeee ettt 40
4.1 AniMais € COMItE de ELiCa.........ccoveveiieeeee e 40
v S ©70] a0 To 1<) (o L U 1] 11€= To [ 1< SRR 40
4.2.1 Preparagdo dOS COMPOSIOS........ccuuuuuuuiiiiiee e e et e e e e e e eenannn s 40
4.3 Grupos EXPeriMentaiS.......ccovviuiiiiiiiiie e aaanes 41
4.3.1 Curva dose-resposta da CiSplating ...................cceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 41
4.3.2 GrupoSs COM tratamENntO..............coovuuuuiiii et 41
4.4 Desenho EXPeriMmental .........ooouuiiiiiiii e 43
4.4.1 CUIVA dOSE-TESPOSEA ......ueeiie e ettt e et e e e e e e e aaana s 43
4.4.2 GrupoS COM trat@mENTtO..............oouuuuuuiiii et 43
4.5 Avaliagao dos Parametros BioqQUimICOS .........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 44
4.6 Calculo do Clearance de CreatininNa..............ccoiiiiieiiiieiiiiiiee e e 45
4.7 Avaliagao do Dano Tubular: Gama-GT Urinaria............ccceeeeiiieeiiieiiiiiceee e 45
4.8 Avaliagao da INflamacgao............cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 46
4.8.1 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) ...........ccc.ueeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeieeeee e 46
4.9 Avaliagao da Atividade Antioxidante ..............cccovieiiiiiiiiiiiii e 46
4.9.1 Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) ..., 46
4.10 Analise HistopatolOgiCa ............uuiiiiiiiiiiiiii e 47
4.11 Avaliagao de Marcadores por PCR Quantitativo em Tempo Real...................... 47

B I = 4= To= Lo o L= o A U 47



4.171.2 SiNteSE A CDINA ... e e 48

4.11.3 PCR quantitativo em Tempo Real (QPCR) ..........cccccoiieiiiiiieiiiiiiie e 49
4.12 Analise EstatistiCa .........cooiiiiiiiiiiii e 50
BRESULTADOS ... 51
5.1 Curva DOSE-RESPOSIA .......uvuiiiiii i 51
5.1.1 Parametros bioquimicos plaSmatiCoOS ............ccceuuuuiiiiiiiiiiiieieiie e 51
5.1.2 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido renal................ccccccocunvunnnnnnnnne 53
5.1.3 Niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido renal...................ccccccouunnnnnnnne 54
5.1.4 Analise histopatologica do tecido renal ...............c.cccccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 55
5.2 Tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-acetilcisteina...........ccccccceeeeieeiiiiiiiininnnnnn. 58
5.2.1 Avaliagdo dos parédmetros Bioquimicos plasmaticos.............cccceeeeeeeeiveneennnnnnnn. 58
5.2.2 Avaliagdo da fUNGEO reNal ................ouuuuiiiiiiiiiiiiee e 60
5.2.3 Avaliag80o do dano tUBUIAY ...................oiiiiiiiiiiiiiii e 61
5.2.3 AvaliaGao da ProfeiNUIIaA ..............ccuiiieuuiiiiiiiiii et 62
5.2.4 Avaliagdo da Atividade de MPO ............ccooouiiiiiiiiiiiee e 63
5.2.5 Avaliacdo do estresse oxidativo: GSH renal................cccoooeeeiviiiiiiiiiiiiiceiiin, 65
5.2.6 Expresséo génica de KIM-1, TIMP-2, CxCL-1, NF-kB, SOD1s, Hemox-1........ 66
B DISCUSSAOD ...t e ettt eae e 76
T CONCLUSAOD ...ttt ettt 89

REFERENCIAS ...ttt 90



17

1 INTRODUGAO

1.1 Injaria Renal Aguda

A Injuria Renal Aguda (IRA) é definida como o declinio abrupto, podendo ser de
horas a dias, da taxa de filtracdo glomerular, resultando na retencéo dos residuos de
nitrogénio, assim como ureia e creatinina no plasma. O termo Injuria Renal Aguda esta
sendo comumente utilizado para substituir o antigo termo, insuficiéncia renal aguda. A
IRA abrange lesdes iniciais que ocorrem antes mesmo de alguma perda de fungéo
excretora ser detectada por testes laboratoriais (DIRKES, 2016; HAN & LEE, 2019).
Muitos estudos comprovaram que a duragao e a gravidade da IRA determinam os
resultados, podendo incluir necessidade de dialise, recuperacdo da fungao renal e
sobrevida (COCA et al., 2010; CHAWLA et al., 2011).

A Acute Kidney Injury Network (AKIN), criada em 2004, € uma rede colaborativa
e independente formada por especialistas com o objetivo de promover colaboragbes
no campo da IRA. Ja o sistema risco, injuria, falha, perda e estagio final (RIFLE), foi
implementado em 2007 na AKIN afim de melhorar o diagndstico da IRA (KELLUM et
al., 2002; MEHTA et al., 2007). Estes critérios de avaliagao levam em conta a alta taxa
de creatinina e o déficit do volume urinario, ndo levando em consideracao a duragao
da IRA como uma forma de avaliar sua gravidade. Sabe-se que o diagndstico precoce
da IRA é, atualmente, a melhor maneira de se obter maior sucesso no tratamento
(KHOR & WHANG, 2019). Em 2009 foi proposto um novo método de avaliagao da IRA,
com base na cinética da creatinina, levando em conta os aumentos absolutos de
creatinina sérica ao longo de 24h e 48h (WAIKAR & BONVENTRE, 2009).

Uma fundagdo sem fins lucrativos denominada Kidney Disease: Improving
Global Guidelines (KDIGO) foi criada em 2003 com o intuito de melhorar os resultados
de pacientes com doencas renais em todo o mundo. Em 2012 a KDIGO criou novas
diretrizes para ajudar a melhorar o diagndstico da IRA, com base nas definicdes
propostas por AKIN e RIFLE. De acordo com a KDIGO, a IRA é definida pelo aumento
de 0.3 mg/dl da creatinina sérica em 48h, ou pelo seu aumento de 50% em 7 dias, ou
um volume urinario menor que 0.5 ml/kg/h por 6 horas. Na Tabela 1 podemos ver uma
comparacao das 4 definicdes de IRA (Kidney Disease: Improving Global Guidelines,
2012).
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Tabela 1 — Critérios de diagndéstico da IRA de acordo com as classificagées RIFLE,

AKIN, CK e KDIGO.

Classificacao Definicdo de IRA Estagio Critérios para estadiamento
RIFLE Aumento de = 50% da SCrem 7 Risco =1.5 vezes o valor basal
dias
Injuria 22 vezes o valor basal
Falha 23 vezes o valor basal ou aumento
de 20,5 mg/dl até chegar a 4 mg/dI
AKIN Aumento de SCr =3 mg/dl ou 1 Aumento de 20,3 mg/dlou 1,5-1,9
250% em 48 horas vezes o valor basal
2 22 — 2,9 vezes o valor basal
3 23 vezes o valor basal ou 20,5 mg/dI
para pelo menos 4 mg/dl ou TSR
CK Aumento de SCr 23 mg/dl em 24 1 Aumento de SCr 20,3 mg/dl em 24
horas ou 25 mg/dl em 48 horas horas ou 20,5 mg/dl em 48 horas
2 Aumento de SCr 20,5 mg/dl em 24
horas ou 21 mg/dl em 48 horas
3 Aumento de SCr =21 mg/dl em 24
horas ou 21,5 mg/dl em 48 horas
KDIGO Aumento de SCr 23 mg/dl em 48 1 Aumento de SCr 20,3 mg/dl em 48
horas ou 250% em 7 dias horas ou 1,5 — 1,9 vezes o valor
basal
2 22 — 2,9 vezes o valor basal
3 23 vezes o valor basal ou até chegar

4 mg/dl ou TSR

Fonte: Adaptado de Ulger et al. (2018). RIFLE: sistema risco, injdria, falha, perda e estagio final; AKIN:
Acute Kidney Injury Network; CK: cinética de creatinina; KDIGO: Kidney Disease: Improving Global
Guidelines; SCr: creatinina sérica.

Analises demonstram associac¢ao da IRA com subsequente aumento do risco de
mortalidade, progressdo da doenga renal cronica (DRC) e complicagbes
cardiovasculares. Pode afetar mais de 20% dos pacientes hospitalizados, tendo uma
taxa de mortalidade de 23,9% em adultos e 13,8% em criangas.
(SUSANTITAPHONG et al., 2013; HORNE, 2017). A incidéncia de IRA em pacientes
graves chega a ser de 30 a 70% e, aproximadamente, 5% dos pacientes em UTI

necessitam de terapia de reposicao renal (UCHINO et al., 2005). Nao existem muitas
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informacgdes sobre a ocorréncia de IRA na América Latina. Porém, Chavez-lfiguez e
colaboradores (2018), realizaram um estudo de meta-analise a respeito deste tema.
Em 10 estudos (2.473 casos) relatam sobre IRA adquirida na comunidade, destes, 6
(2.251 casos) foram realizados no Brasil. 54 estudos (7.985 casos) sobre IRA
adquirida no ambiente hospitalar, sendo 34 (6.446 casos) oriundos do Brasil. No Brasil,
a taxa de mortalidade de pacientes com IRA é de 43% (CHAVEZ-INIGUEZ et al., 2018).

De acordo com KDIGO, alguns fatores, como sexo, idade e estado de saude do
paciente podem predispor uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de IRA. A
desidratacdo, € o fator com maior facilidade de modificacdo, podendo ser a
desidratacdo verdadeira (perda de agua) ou deple¢cdo de volume (diminuicdo do
volume plasmatico circulante). A Hipoalbuminemia mostrou-se ser um fator de risco
para o desenvolvimento de IRA ou de mortalidade para pacientes que ja a
desenvolveram. Outro fator de susceptibilidade é a idade avangada, podendo ser
associada com a IRA adquirida em ambiente hospitalar ou comunitario (BAGSHAW et
al., 2005; DRAWZ et al., 2008; WIEDERMANN et al., 2010; Kidney Disease: Improving
Global Guidelines, 2012).

Foi observado que o género feminino € mais suscetivel a desenvolver injuria
renal aguda em ambientes hospitalares, incluindo cirurgia cardiaca, exposi¢cao a
radiocontraste e aminoglicosideos, ao contrario de doengas renais cronicas. Pessoas
com a pele negra podem ser um grupo de risco para IRA associada ao HIV, e a prépria
injuria renal aguda pode ser considerada como um fator de risco, podendo levar a
novos episodios futuramente (SMITH et al., 1986; THAKAR et al., 2003; MEHRAN et
al., 2004; OEYEN et al., 2007; WYATT et al., 2008; Kidney Disease: Improving Global
Guidelines, 2012). Também podemos citar como fatores de risco que aumentam a
suscetibilidade a IRA: a disfuncdo ventricular esquerda, doenca renal cronica pré-
existente (DRC), doenga hepatica, proteinuria (OSTERMANN, 2018) e o Diabetes
Mellitus, descrito como fator de risco tanto na comunidade, quanto em ambiente
hospitalar (BAGSHAW et al., 2005; DRAWZ et al., 2008).

O diagnéstico clinico da IRA pode ser classificado em trés categorias: pré-renal;
renal e pés-renal. A fase pré-renal pode ser definida como condigées clinicas, como
uma hipovolemia, hipotensao ou hipoperfusédo, que podem levar a uma queda da taxa
de filtragcado glomerular (TGF). Estas condigbes sao causadas por danos externos ao
rim, como sepse, hemorragias, grandes cirurgias, uso de radiocontraste (BLANTZ,
1998).
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A IRA pés-renal é normalmente causada por uma obstruc&o no trato urinario. E
a causa menos comum de IRA, sendo responsavel por menos de 5% dos casos. Esta
obstrugdo pode aumentar a pressao intratubular, causando uma diminuicdo da TFG.
A causa mais comum de IRA pds-renal € a obstrugédo do colo da bexiga, mas podem
existir outras causas menos comuns de obstrugdo do trato urinario inferior, como
coagulos sanguineos, calculos e uretrite com espasmos. (BASILE et al., 2012;
CLARKSON et al., 2011; MAKRIS & SPANOU, 2016).

A IRA categorizada como renal é uma doenca multifatorial, causada
frequentemente por lesdes feitas diretamente ao rim, podendo ser dividida em quatro
subcategorias, doengas que envolvam grandes vasos renais, doengas da
microvasculatura renal e glomérulos, necrose tubular aguda (NTA) isquémica e
nefrotéxica e doencgas tubulo-intersticial (Tabela 2). Desta forma a IRA categorizada
como renal pode ser de dificil avaliagcdo devido a grande variedade de lesdes que
podem ocorrer (CLARKSON et al., 2011; MAKRIS & SPANOU, 2016).

Para a deteccdo da injuria renal aguda sdo avaliados alguns biomarcadores,
dentre eles os mais tradicionais sdo a creatinina sérica e a TFG, porém esses
biomarcadores ndo possuem uma boa especificidade. Ataxa de creatinina sérica pode
demorar de 24 a 48 horas para alcancgar seu pico, quando a TFG atinge uma redugao
de 50%. Apds a normalizagao da TFG, a creatinina também possui uma redugao tardia.
Portanto, sdo biomarcadores com pouca especificidade e sensibilidade para IRA
(SCOLUM et al., 2012; PERES et al., 2013; SRISAWAT & KELLUM, 2020).

Novos biomarcadores com maior especificidade e que possam detectar a IRA
em estagios iniciais vém sendo estudados, sao eles, a a-glutationa S-transferase, y-
glutamil transpeptidase, N-Acetil-B-d-glucosaminidase (NAG), cisteina-C, lipocaina
associada a gelatinase neutrofilica (NGAL), molécula de injuria renal 1 (KIM-1),
interleucina-18 (IL-18), proteina hepatica de ligagdo de acidos graxos (L-FABP),
netrina-1, vanina-1 e peptideo-1 quimiotatico para monécitos (MCP-1). Biomarcadores
de danos podem ajudar no diagndstico antes, durante e apés um evento de injuria
renal aguda, podendo ser mais eficazes quando associados a biomarcadores da
fungao glomerular (PERES et al., 2013; TEO & ENDRE, 2017; OH, 2020).
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Injaria Renal Aguda

(fase renal ou intrinseca)

Possiveis causas

Tubular

Glomerular

Intersticio

Vascular

Isquemia renal

choque, complicagbes cirurgicas, hemorragia,
bacteremia, pancreatite, gravidez

Drogas nefrotdxicas

antibioticos, antineoplasicos, agentes de contraste,
solventes orgénicos, anestésicos, metais pesados
Toxinas enddgenas

mioglobina, hemoglobina, acido urico
Glomerulonefrite aguda pds-infecciosa

Doenca de Lupus

Glomerulonefrite por IgA

Endocardite infecciosa

Sindrome de Goodpasture

Doencga de Wegener

Infecgbes bacteriana ou viral

Medicamentos:

antibioticos, diuréticos, AINEs, entre outros

Vasos grandes:

estenose da artéria renal bilateral, trombose da veia

renal bilateral

Vasos pequenos:

vasculite, hipertensdo maligna, embolia
aterosclerética ou trombotica, sindrome hemolitica

ureémica, purpura trombocitopénica trombotica

Fonte: Adaptado de MAKRIS & SPANOU, 2016. AINEs: anti-inflamatérios nao esteroidais.

O tratamento da injuria renal aguda nao é bem definido, portanto n&do existe uma

farmacoterapia estabelecida. Atualmente, as medidas tomadas sao apenas terapias

de suporte como, melhora da estabilidade hemodinamica, retirada de nefrotoxinas e

tratamento de possiveis complicagdes, assim como identificagdo de grupos de risco e
diagnostico precoce da doenca (HULSE & ROSNER, 2019; GAMEIRO et al., 2020).
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1.1.1 Injdria Renal Aguda induzida por Farmacos

O rim exerce papéis essenciais ao organismo como, manutenc¢ao do equilibrio
de eletrdlitos, controle do volume de liquidos, metabolismo e excregao de agentes
terapéuticos e de diagndstico. Os medicamentos sdo, em sua maioria, eliminados
através deste 6rgdo. Muitos podem ter um efeito prejudicial ao rim ou causar
nefrotoxicidade e, desta forma, o rim se torna um alvo facil para toxinas. Areas como
oncologia, cardiologia e doencas infecciosas contam com muitos agentes nefrotéxicos
sejam estes utilizados para diagnéstico e/ou terapéutica (GOLDSTEIN, 2016;
HOSOHATA, 2016).

A nefrotoxicidade induzida por farmacos pode ser a causa de, aproximadamente,
20% dos casos de IRA. Contudo, os casos em pacientes hospitalizados em unidades
de terapia intensiva podem chegar a 60%. Em criangas hospitalizadas pode chegar
até 16% dos casos (MOFFETT & GOLDSTEIN, 2011; SALES & FORESTO, 2017;
CHAND & PATWARDHAN, 2019).

Durante o processo de excrecdo de farmacos, a injuria pode ocorrer em
diferentes compartimentos renais, como os glomérulos, intersticio dos tubulos e nos
ductos coletores, assim como afetar a vascularizacéo renal (ZAGER, 1997; SCHETZ
et al., 2005). Contudo, as duas principais vias que podem ser afetadas por farmacos
séo a de filtracdo glomerular e secrecao tubular (PARAZELLA, 2019).

E comum que lesdes relacionadas ao uso de farmacos sejam ocasionadas por
necrose tubular aguda (NTA). Isto se da porque o tubulo proximal € um local de
reabsorcao de farmacos por varias vias, ocorrendo de maneira dose-dependente e
progressivamente com o aumento da exposicdo. As lesbes podem ocorrer por
disfungdo mitocondrial, comprometendo a integridade das membranas lisossdmicas
ou celulares, facilitando a entrada de calcio e outros ions na célula e promovendo
diretamente a formacgédo de radicais livres (COSTA & NETO 2003; LUCIANO &
PAZARELLA, 2018).

Alguns farmacos comumente causam nefrotoxicidade. Como exemplo pdemos
citar os antibiéticos gentamicina e vancomicina; os antivirais como os cidofovir e
tenofovir; farmaco imunossupressor como o tacrolimus; e alguns reagentes de
contraste ou farmacos anticancer, como ifosfamida e cisplatina (NOLIN &
HIMMELFARB, 2010; LUCIANO & PAZARELLA, 2018).
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1.2 Cisplatina

Os derivados da platina sdo quimioterapicos que foram introduzidos na
terapéutica do cancer nos anos 80. Esses compostos sao bastante efetivos contra
tumores solidos de células germinativas, e bastante utilizados no cancer de mama,
ovario, cabega e pescoco, testicular, pulmao, linfomas e mielomas, sendo referéncia
no tratamento dessa doenca. Sao representados principalmente pela cisplatina,
carboplatina e oxaloplatina, mas foi a cisplatina a primeira do grupo aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA), em 1978, para o tratamento em canceres de
testiculo e ovario (WILTSHAW, 1979; DECATRISA et. al., 2004; WHEATE et. al., 2010;
GHEORGHE-CETEAN et al., 2017). Séo vendidos US$ 2 bilhdes em quimioterapicos
a base de platina no mundo inteiro, e quase 50% dos pacientes utilizam cisplatina no
tratamento (SIAFACA, 1999; HAMBLEY, 2001; GALANSKI et al., 2005).

Este composto foi descoberto em 1965, por acaso, pelo biofisico Rosenberg, ao
testar o efeito de campos elétricos em crescimento bacteriano, utilizando a platina
como eletrodo e cloreto de amdnio como tampao. Durante o experimento a divisao
celular era interrompida, e foi observado que o campo elétrico ndo causava esse efeito,
mas sim um derivado da platina, proveniente do eletrodo (ROSENBERG et al., 1965).
A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina Il) € aprovada para o tratamento de varios tipos
de cénceres, incluindo sarcomas e carcinomas, com 6timos resultados em cancer de
ovario e cancer metastatico testicular. (DASARI & TCHOUNWOU, 2014;
GHEORGHE-CETEAN et al., 2017).

A cisplatina € uma molécula inorganica simples (Figura 1), ao contrario da
maioria dos antineoplasicos, que possuem moléculas organicas. Sua geometria
molecular forma um quadrado planar, onde os ligantes ocupam posicdes cis, isto é,
os atomos de cloro estdo de um lado e as moléculas de aménia do outro, ligados a
um atomo de platina localizado no centro da molécula (SANTOS et al., 2012;
RAJAPAKSE & DUNUWEERA, 2017).
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Figura 1 — Estrutura molecular da cisplatina.
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Fonte: Retirado de Chemspider, 2021.

A cisplatina é transportada para o interior celular por meio de difusdo passiva e
através de transportadores como o transportador de cobre humano tipo 1 (CTR1) e o
transportador de cations organicos tipo 2 (OCT2) (GATELY & HOWELL, 1993; ISHIDA
et al., 2002). Devido a baixa concentragao de cloreto no interior da célula, a cisplatina
€ ativada pelo deslocamento dos seus atomos de cloreto por moléculas de agua. Essa
molécula hidrolisada € um forte eletrofilo, que pode reagir com grupos sulfidrila de
proteinas e atomos doadores de nitrogénio nos acidos nucleicos (Figura 2) (DASARI
& TCHOUNWOU, 2014; GHOSH, 2019). Seu principal alvo é a molécula de acido
desoxirribonucleico (DNA). A cisplatina se liga ao anel imidazol, na posi¢gao N7, de
bases purina — guanina e em menor frequéncia, adenina — podendo causar dano ao
DNA. Desta forma, em células cancerosas pode bloquear a divisao celular, levando a
morte da célula por apoptose (FICHTINGER-SCHEPMAN et al.,, 1985; JUNG &
LIPPARD, 2007; DASARI & TCHOUNWOU, 2014).

Na corrente sanguinea a cisplatina pode se ligar, ou ndo, as proteinas. As
moléculas ndo ligantes sdo responsaveis pela importante atividade anticancer da
cisplatina, enquanto as moléculas ligadas as proteinas podem contribuir para a
toxicidade da cisplatina (RAJAPAKSE & DUNUWEERA, 2017).

Embora a cisplatina tenha uma boa eficacia como agente antineoplasico, seu
uso é bastante limitado devido a sua grande toxicidade a tecidos normais e possivel
desenvolvimento de resisténcia inerente e adquirida (COHEN & LIPPARD, 2001;
WANG & LIPPARD, 2005). Os efeitos colaterais mais observados no uso da cisplatina

sdo ototoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade gastrointestinal e hematoldgica, e
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nefrotoxicidade, sendo o ultimo o efeito colateral mais comum e limitante no uso deste
agente quimioterapico (Ql et al., 2019). Na clinica, € observado que 20 — 30% dos
pacientes em tratamento com cisplatina desenvolvem nefrotoxicidade em até 10 dias
apo6s a administragdo do farmaco (PERES & CUNHA, 2013; OJHA et al., 2016). Isto
se da devido a sua excrec¢ao, pois mais de 90% do total excretado ocorre por via renal,
25% da cisplatina é eliminado em 24 horas e 50% do farmaco demora 5 dias para ser
eliminado (TSANG et al., 2009; RUGGIERO et al., 2016).

Figura 2 — Possiveis alvos da cisplatina dentro da célula.
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Fonte: Adaptado de Ql et al., 2019.

A longo prazo o paciente que for acometido pela IRA induzida pela cisplatina
pode desenvolver doenga renal crénica (DRC). Nestes casos o dano tubular pode se
recuperar, porém, a inflamacao pode persistir levando a fibrose e reducao persistente
da TFG (SHARP E SISKIND, 2017; GOMEZ-SIERRA et al., 2018).

A principal estratégia clinica para tentar reverter a nefrotoxicidade causada pela

cisplatina é a hidratacao intensa com solucdo salina por via intravenosa, antes e apos
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a administragao do antineoplasico. A hidratagao pode reduzir a meia-vida da cisplatina,
suas concentragdes urinarias e o tempo de transito no tubulo proximal. Porém, essa
estratégia ndo parece ser muito eficaz, visto que ndo consegue prevenir uma
diminuicdo significativa na TFG apos apenas um ciclo de quimioterapia contendo
cisplatina, desta forma o dano renal persiste (BENOEHR et al., 2005; HAYATI et al.,
2015; CRONA, et al., 2017; HIGUCHI & YANAGAWA, 2019).

Apesar da hidratagdo ser a principal estratégia de combate a nefrotoxicidade
causada pela cisplatina, ndo existem recomendacgdes concretas com relagao ao tipo
de fluido intravenoso ideal, volume e duragado. A suplementacdo de potassio e/ou
magnésio, e o uso de diuréticos como a furosemida e o manitol sdo discutidos, porém
nao existe ensaio clinico robusto, prospectivo e randomizado que suporte o uso
desses farmacos (DESILETS et al., 2020). Alguns estudos evidenciaram que a N-
acetilcisteina poderia atuar prevenindo a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em
humanos e animais (APPENROTH et al., 1993; NISAR et al., 2002; DICKEY et al.,
2005; DICKEY et al., 2008; HUANG et al., 2019; GUNTURK et al., 2019).

A amifostina é aprovada pelo FDA como agente nefroprotetor em pacientes
fazendo tratamento com cisplatina, porém seu uso é limitado devido ao alto custo,
possiveis efeitos colaterais e preocupagdes de que possa interferir na eficacia
antitumoral da cisplatina. Desta forma, seu uso nao é recomendado no tratamento de
doencas malignas comumente curaveis, como em canceres de origem em células
germinativas, sendo seu uso aprovado apenas para o tratamento de cancer de ovario
em estagio avangado e cancer de pulmao de células ndo pequenas (FOSTER-NORA
& SIDEN, 1997; KOYNER et al., 2008; SANTOS et al., 2012; RYBAK et al., 2019).

Em algumas situagdes pode ser considerada a substituicdo da cisplatina por
outros antineoplasicos semelhantes, como a carboplatina e a oxaloplatina, que sao
alternativas menos nefrotdxicas, devido a falta de interagdo com 0 OCT2, responsavel
pela captagao renal da cisplatina (CIARIMBOLI et al., 2005; SHAH & DIZON, 2009).
Porém, esses farmacos ndo possuem uma eficacia tao boa quanto a cisplatina para
alguns tipos de canceres (WHEATE et al., 2010).
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1.2.1 Mecanismo da IRA induzida por cisplatina

O mecanismo de nefrotoxicidade induzida pela cisplatina envolve injuria ao
tubulo proximal, estresse oxidativo e inflamacdo. Podendo ocorrer por meio de
processos como, o acumulo da droga na célula, conversdo da cisplatina em
metabalitos toxicos, dano ao DNA, dano as organelas como a mitocéndria e o reticulo
endoplasmatico, interferéncia no ciclo celular e apoptose (PERES & CUNHA, 2013;
MANOHAR & LEUNG, 2018; Ql et al., 2019; HIGUCHI & YANAGAWA, 2020).

A concentragao de cisplatina no interior do rim ultrapassa sua concentragao
sanguinea em decorréncia da agao dos transportadores CTR1 e OCT2. O primeiro
esta localizado em varios érgéos, mas no rim esta localizado nos tubulos proximal e
distal, mais especificamente na membrana basolateral. Ja transportadores OCT estéo
localizados no intestino, figado, cérebro e rim, e seu tipo 2 esta expresso nos
segmentos S2 e S3 do tubulo contorcido proximal, também na membrana basolateral,
sendo este o principal transportador de cisplatina nos rins (GORBOULEV et al., 1997;
CIARIMBOLI et al., 2005; ISHIDA et al.,2002; PABLA et al.,2009; MILLER et al., 2010;
PERES & CUNHA, 2013).

Ao ser transportada para a superficie apical das células epiteliais dos rins, a
cisplatina sofre uma biotransformacéo, dando inicio a sua atividade nefrotoxica. Na
corrente sanguinea seréao formados conjugados de glutationa (GSH), catalisados pela
enzima glutationa-S-transferase. Apds a entrada dos conjugados no rim, eles seréao
clivados pela gama glutamil transpeptidase (Gama GT), expressa na superficie de
células do tubulo proximal, em conjugados de cisteinil-glicina. Esses conjugados s&o
convertidos por aminopeptidases, também presentes na superficie de células do
tubulo proximal, em adutos de cisplatina-cisteina, que posteriormente sao
metabolizados em tidis altamente reativos pela cisteina-p-liase. Esses tidis, que
podem se ligar as proteinas importantes no interior das células dos tubulos proximais,
sao nefrotoxinas mais potentes (TOWNSEND et al., 2003; ZHANG & HANIGAN, 2003;
WAINFORD & WEAVER, 2008; TOWNSEND et al., 2009; Ql et al., 2019; VOLAREVIC
et al.,, 2019).

Os produtos hidrolisados de cisplatina podem formar ligagdes cruzadas com
guaninas do DNA nuclear, formando adutos de DNA. Isso prejudicara a replicagao e
transcricdo do DNA, levando a parada do ciclo celular e eventualmente a apoptose
(DASARI & TCHOUNWOU, 2014; Ql et al., 2019). Porém, foi sugerido que apenas
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uma pequena parte da platina celular se liga ao DNA nuclear, e que o DNA
mitocondrial seria mais importante para mediar a morte celular induzida pela
cisplatina. O produto hidrolisado de cisplatina possui carga positiva tendo, assim,
uma preferéncia pelo DNA mitocondrial, que possui uma carga negativa. Além
disso também possui pouca capacidade de reparo, o tornando um alvo comum
para a cisplatina. (BURGER et al.,1997; MANDIC et al.,2003; CULLEN et al., 2007;
Ql et al., 2019). O tubulo proximal possui uma grande concentragdo de
mitocdndrias, esse fator pode explicar sua grande sensibilidade a cisplatina
(CULLEN et al., 2007; PERES & CUNHA, 2013).

O acumulo de cisplatina na mitocéndria pode aumentar a produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROs), diminuicdo na producgédo de ATP, redugéo do potencial
eletroquimico de membrana e diminuicdo da absorc¢ao de calcio (KRUIDERING et al.,
1997; SANTOS et al.,, 2007). A producdo de energia nos tubulos proximais é
interrompida pela cisplatina, que reduz a expressao do receptor de proliferacdo de
peroxissomo a (PPARa), responsavel pela oxidagao de acidos graxos, principal fonte
de energia para os tubulos proximais (PORTILLA et al., 2002; LI et al., 2004; PERES
& CUNHA).

Outra organela que também ¢ afetada pela cisplatina, é o reticulo
endoplasmatico. O dano causado a essa organela é responsavel por uma das vias da
apoptose induzida pela cisplatina. A ativacdo da caspase-12, que se localiza na face
citosolica do reticulo endoplasmatico, leva a ativacdo da caspase-9 por um
mecanismo independente da liberacdo do citocromo C, que leva a ativagao da
caspase-3 (BOYCE & YUAN, 2006; SANTOS et al.,, 2012; MANOHAR E LEUNG,
2017). Além da via de apoptose do reticulo endoplasmatico, ha mais duas vias de
apoptose, a intrinseca que ocorre através da mitocondria e a extrinseca, mediada por
receptores de morte (Ql et al., 2019).

E possivel observar que a morte celular exerce um papel importante na injaria
renal aguda induzida pela cisplatina, sendo ocasionada por necrose ou apoptose. In
vitro, foi observado que baixas doses de cisplatina levam a apoptose e doses mais
altas levam a necrose (LIEBERTHAL et al.,1996; MEGYESI et al 1998; LEE et al.,
2001).

A proteina supressora de tumor p53, que ativa genes pro-apoptoticos, medeia

tanto a via intrinseca, quanto a via extrinseca da apoptose, sendo o seu principal
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regulador (JIANG & DONG, 2008; GOMEZ-SIERRA et al., 2018). Na via intrinseca da
apoptose a p53 leva a indugao de genes apoptoticos, como a proteina induzida por
p53 com dominio de morte (PIDD) e o modulador de apoptose induzido por p53
(PUMA-a). A indugéao da PIDD leva a ativagao da caspase-2, que por consequéncia
libera o fator de indugcédo da apoptose (AIF) na mitocéndria. A ativagcdo da PUMA-a
invalida a fungéo antiapoptética de Bcl-XL, um membro da familia Bcl-2, liberando Bax
e Bak, que alteram a membrana mitocondrial, abrindo mais poros de transcricdo de
permeabilidade mitocondrial e, consequentemente, a liberacdo do citocromo C
(ativador de caspases) (JIANG et al., 2006; JIANG et al. 2009; DOI et al., 2010;
SHARFUDDIN & MOLITORIS, 2011; MUNSHI et al.,2011). A via extrinseca tem seu
inicio na ligacao dos receptores de morte celular através de ligantes na membrana
plasmatica, que resulta no recrutamento e ativacdo da caspase-8, que leva a ativacao
de outras caspases, que desencadeiam a apoptose. Os principais ligantes de morte
sao Fas e o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) (STRASSER et al., 2000; PABLA &
DONG, 2008; SANCHO-MARTINEZ et al., 2012).

A nefrotoxicidade induzida pela cisplatina também desempenha um importante
papel inflamatdrio nos rins, podendo induzir muitas citocinas e quimiocinas, incluindo
a ativacao da fosforilacao e translocacao do fator nuclear kB (NF-kB) para o nucleo,
levando a expressao do TNF-a (MILLER et al., 2010; SANCHEZ-GONZALEZ et al.,
2011b; PERES & CUNHA, 2013). O TNF-a é produzido principalmente por células
renais residentes, desta forma, o infiltrado de células inflamatérias pode acumular
citocinas e quimiocinas e intensificar a injuria renal causada pela cisplatina (RAMESH
& REEVES, 2003; ZHANG et al.,2007). Esta citocina pode desencadear dano tecidual
e apoptose das células tubulares através da ativagdo dos receptores de TNF tipo 1
(TNFR1) e tipo 2 (TNFR2), mas este ultimo intensifica os efeitos do TNFR1, n&o
causando a apoptose das células renais diretamente, visto que o TNFR2 n&o possui
o dominio de morte como o TNFR1 (RAMESH & REEVES, 2003; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011a). O TNF-a pode, ainda, ativar citocinas pré-inflamatorias
como IL-4 e IL-6. Também foi observado que sua inibicdo por antagonistas pode
atenuar a regulagao positiva de citocinas como TGF-, MIP-2, MCP-1 e IL-3, podendo
ainda coordenar a inducdo de moléculas de adesdo, como a molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM-1), e-selectina e a molécula de adeséo de células vasculares 1

(VCAM-1). Desta forma, o TNF-a exerce um papel importante na inflamagéao induzida
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pela cisplatina (RAMESH & REEVES, 2002; ZHANG et al., 2007; KONO & ROCK,
2008; Ql et al., 2019).

O dano causado pela cisplatina leva a liberacdo de moléculas de padréo
associado ao dano (DAMP), que podem ativar receptores Toll Like (TLRs) como o
TLR4, um importante receptor no inicio da inflamacgao no tecido renal, causada pela
cisplatina, levando a producgéao de varias quimiocinas e citocinas (ZHANG et al., 2008;
GLUBA et al., 2010; KIM et al., 2016). Outras vias que também desempenham um
papel importante na nefrotoxicidade causada pela cisplatina € a via de sinalizagao da
proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPKs). As MAPKs s&o varias proteinas
quinases de treonina/serina altamente conservadas que levam a ativagdo da quinase
c-JunN-terminal (JNK), quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e p38 (DHILLON
et al., 2007; OWENS & KEYSE, 2007).

Sabe-se que o estresse oxidativo exerce um papel essencial na injuria renal
aguda induzida pela cisplatina. Apos ser hidrolisada, a cisplatina interage com a
glutationa, diminuindo sua concentrac&o e/ou inativando-a, levando assim ao acumulo
de EROs. Outro mecanismo para a produgao de EROs é a diminuigdo da atividade
dos complexos de respiragdao mitocondrial (KRUIDERING et al., 1997; ARANY &
SAFIRSTEIN, 2003; SIDDIK, 2003; SANTOS et al.,, 2007). O dano mitocondrial
causado pela cisplatina pode aumentar a produgdo de anions superoxidos (O2),
peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH"). Este dano oxidativo pode
diminuir os sistemas de defesa antioxidantes, n&do enzimaticos (GSH e NADPH) ou
enzimaticos (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa
transferase e glutationa redutase) (HANNEMANN et al., 1991; SADZUKA et al., 1992;
KRUIDERING et al.,1994; KRUIDERING et al.,, 1997; ANTUNES et al., 2000;
TURRENS, 2003; KADIKOYLU et al., 2004; YAO et al., 2007; SANTOS et al., 2007).
Em resposta, ha um aumento significativo da atividade de éxido nitrico sintase (NOS),
que pode catalisar a formagao de peroxinitritos (ONOO") que, por sua vez, podem
reagir com anions superoxidos, causando dano renal (CHIRINO & PEDRAZA-
CHAVERRI, 2009).

Espécies reativas de oxigénio podem afetar e modificar varias moléculas como
o DNA, proteinas e lipidios, estando envolvidas na ativacédo de vias importantes para
a nefrotoxicidade da cisplatina, como as vias apoptéticas (Ql et al., 2019). Desta forma,
0 uso de agentes antioxidantes se torna uma importante alternativa terapéutica para

o combate a nefrotoxicidade causada pela cisplatina. Antioxidantes naturais podem
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evitar a producdo de oxidantes na mitocondria, sem alterar o efeito da cisplatina
(GOMEZ-SIERRA et al., 2018; NEHA et al., 2019).

1.3 Zingiber officinale Roscoe

O gengibre, de nome cientifico Zingiber officinale Roscoe, faz parte da familia
Zingiberaceae. E uma planta originada na regido indo-malaia, porém hoje esta
amplamente distribuida nos trépicos da Asia, Africa, América e Australia
(KIZHAKKAYIL & SASIKUMAR, 2011). Possui um caule especializado e segmentado,
e um rizoma tuberoso que cresce horizontalmente na superficie do solo. Suas folhas
possuem cerca de 15 — 30 cm de comprimento, que morrem todo ano dando lugar a
varias flores (Figura 3) (WHITE, 2007; KHAN et al., 2019)

Seu rizoma é comumente utilizado na culinaria e na medicina, tanto para
medicamentos populares como tradicionais, no tratamento de uma vasta variedade
de doengas, mas também foi relatado seu uso em suplementos dietéticos (YEH et al.,
2014; SEMWAL et al., 2015; MAHBOUBI, 2019). O gengibre é muito utilizado para
indigestao, falta de apetite, flatuléncias, nauseas, vomito, reacdes alérgicas, sinusite,
febre, etc. (KUMAR et al., 2011; DISSANAYAKE et al., 2020).

Figura 3 — Flor e rizoma de Zingiber officinale Roscoe.
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Fonte: Adaptado de REHMAN et al., 2011.

A composigao fisico-quimica do rizoma é composta de 6leos gordurosos (3 —
6%), proteinas (9%), carboidratos (60 — 70%), fibra crua (3 — 8%), cinzas (8%), agua
(9 — 12%) e dleos volateis (2 — 3%) (MAHBOUBI, 2019). O gengibre possui 6leos
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volateis e ndo volateis. Os primeiros sao hidrocarbonetos sesquiterpénicos como o
zingeberene (35%), curcumene (18%) e farnesene (10%), ja os 6leos volateis séo
compostos fendlicos como o gingerol, paradols e shogaol (GOVINDARAJAN, 1982;
GRZANNA et al., 2005; GUPTA & SHARMA, 2014). Os gingerois e shogaols sdo os
responsaveis pelo sabor pungente, caracteristico do gengibre (REHMAN et al., 2011).

Os gingerois e shogaols sao os principais componentes bioativos encontrados
no gengibre. Os gingerois sdo homodlogos quimicos, diferenciando-se apenas pelo
comprimento de suas cadeias. S&o eles os [6]-, [8]- e [10]-gingerol, com o [6]-gingerol
ocorrendo em maior concentracdo. Ja os shogaols sdo a forma desidratada dos
gingerois, também possuindo formas homoélogas (Figura 4) (JIANG et al., 2005; ZICK
et al., 2008; GUPTA & SHAMAR, 2014; ROUFOGALIS, 2014).

Figura 4 — Estrutura quimica do [6]-shogaol (A), [6]-gingerol (B), [8]-gingerol (C),
[10]-gingerol (D).
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Fonte: Retirado de Chemspider, 2021.
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1.3.1 Gingerois

Os beneficios do gengibre a saude e seus constituintes bioativos foram muito
estudados na ultima década. O [6]-gingerol tem recebido uma consideravel atengao
como agente terapéutico, devido a sua eficacia na regulagdo de multiplos alvos e a
sua seguranga (SRINIVASAN, 2017). Foi observado que ele possui uma variedade de
atividades biolégicas como, anti-inflamatdria, antioxidante, antiagregacéo plaquetaria
e antifungica (WEI et al., 2005; TJENDRAPUTRA et al., 2001; FICKER et al., 2003).
Contudo, possui baixa solubilidade em agua, podendo limitar seu uso terapéutico
(YAGIHASHI et al., 2008).

Foi demonstrado que o [6]-gingerol pode inibir a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias como a oxido nitrico sintase, ciclo-oxigenase 2 (COX-2), TNF-a, IL-1f,
IL-12, induzidas por lipopolissacarideo (LPS), assim como a 6xido nitrico sintetase
induzivel (iNOS) e NF-kB (TRIPATHI et al., 2007; LEE et al., 2009). Além disso, foi
observado que esse composto também diminuiu as alteragdes pro-inflamatoérias
induzidas por citocinas dependentes da proteina p38 e supra-regulou a MPK5, uma
proteina quinase fosfatase-5 ativada por mitégeno, que possui um papel na mediagao
das atividades anti-inflamatérias (NONN et al., 2007). Em um modelo de fibrose
hepatica em ratos, o [6]-gingerol também conseguiu diminuir a produ¢ado de TNF-q,
NF-kB, COX-2, iINOS, além da expressao de TLR4, ICAM e VCAM (ALGANDABY et
al., 2016).

Em células de cancer hepatico (HepG2), o [6]-gingerol foi capaz de reduzir as
quebras nas fitas de DNA causadas por patulina, além de reduzir a formacédo de EROs
e atenuar a deplegao de GSH (YANG et al., 2011). O [6]-gingerol obteve 0 mesmo
efeito em células derivadas do endotélio de veias do cordao umbilical humano, com
dano induzido por perédxido de hidrogénio (WANG et al., 2014).

Esse composto foi capaz de diminuir o estresse oxidativo e a nefrotoxicidade
induzidos pela cisplatina em ratos, aumentando as concentragdes de GSH e
melhorando os parametros de ureia e creatinina (KUHAD et al., 2006). Em um modelo
de injuria renal aguda induzida por gentamicina, uma fragdo contendo os gingerois foi
capaz de atenuar a producdo de EROs e RNA mensageiro (MRNA) de citocinas
inflamatérias (RODRIGUES et al., 2014). O [6]-gingerol e o [10]-gingerol foram

capazes de atenuar os danos causados por EROs e espécies reativas de nitrogénio
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em tecido renal, em um modelo de injuria renal aguda induzida por sepse em ratos
(RODRIGUES et al., 2018).

Foi demonstrado, em um estudo comparativo que o [8]- e o [10]-gingerol
possuem agao antioxidante assim como o [6]-gingerol, diminuindo a produgédo de
EROs (DUGASANI et al.,, 2010). Em um modelo de colite ulcerativa induzida por
sulfato de sédio dextrano em ratos, foi possivel observar que essas 3 fragbes de
gingerois foram capazes de reduzir a elevagdo de citocinas como TNF-a e IL-1j3,
melhorando os sintomas da colite ulcerativa (ZHANG et al., 2017). O extrato de
gengibre foi capaz de melhorar os déficits de memoaria, elevar a atividade de enzimas
antioxidantes e diminuir os niveis de TNF-a e IL-1 no cérebro de ratos com doenca
de Alzheimer induzida por B-amiloide (ZENG et al., 2013). Um outro estudo indicou
que o [10]-gingerol pode ter grande potencial para a atividade anti-neuroinflamatéria
do gengibre fresco (HO et al., 2013).

Em um modelo de IRA induzida por cisplatina em camundongos, foi observado
que o [8]-gingerol teve uma atividade nefroprotetora, melhorando a TFG, a
concentragcdo de proteina na urina, o estresse oxidativo e a inflamagado (SANTOS,
2019).

1.4 B-ciclodextrina

Para que um farmaco possua uma absor¢do completa e uma resposta
terapéutica é necessario que possua uma boa solubilidade aquosa. Quando nao ha
essa solubilidade, existem alternativas para alcancga-la, por exemplo, a utilizagao de
complexos de inclusdo, como as ciclodextrinas (MARQUES, 2010; ALLEN et al., 2013;
SATO et al., 2017).

As ciclodextrinas (CDs) séao oligossacarideos ciclicos formados por seis (a-
ciclodextrina), sete (B-ciclodextrina), oito (y-ciclodextrina) ou mais unidades de
glicopiranose ligadas por ligagdes a- (1,4). Elas séo o resultado da transglicosilagéo
intramolecular da degradagao do amido pela enzima ciclodextrina glucanotransferase
(CGTase). Foram mencionadas pela primeira vez por um cientista francés, em 1891,
que as descreveu como substancia cristalina isolada de Bacillus macerans, por meio
da digestdo de amido. Possuem a superficie externa hidrofilica e a superficie interna

hidrofébica. Por conta da falta de rotagao livre em torno das ligagdes que conectam
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as unidades de glicopiranose, as CDs nao possuem a forma de um cilindro perfeito,
mas uma forma toroidal ou de cone (Figura 5) (VILLIERS, 1891; EASTBURN & TAO,
1994; SZETJLI, 1998; SINGH et al., 2010).

S&o de grande interesse farmacéutico, devido a sua capacidade de envolver
completamente ou parcialmente uma grande variedade de moléculas de drogas, tanto
ramificadas, quanto ndo ramificadas. Sua estrutura faz com que seja um composto
organico muito importante, capaz de formar mais ligagdes ndo covalentes em um
sistema host-guest. Nesse sistema, a CD “hospeda” uma molécula, em seu interior
(BOVING et al., 1998; DAVIS & BREWSTER, 2004; JOZSEF, 2004; MARTIN DEL
VALLE, 2004; AGARWAL & GUPTA, 2012).

A CD possui grande versatilidade, pois permite a construgao especifica da droga
no nanossistema de entrega capaz de otimizar as propriedades fisico-quimicas
desejadas e os parametros farmacocinéticos. Moléculas hospedadas pela CD irao
sofrer algumas modificagcbes como, aumento da estabilidade contra agentes
ambientais, mascaramento de sabores e odores que possam ser adversos e aumento
da solubilidade em fluidos corporais. Podem ainda alterar a velocidade de entrega de
compostos hospedados, melhorar a quantidade de droga biodisponivel e reduzir a
dose necessaria para produzir um efeito bioldgico (ZHANG & MA, 2013; OLIVEIRA et
al., 2015)

Figura 5 — (a) Estrutura da B-ciclodextrina. (b) Estrutura em cone da B-

ciclodextrina.
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Fonte: Adaptado de OPET & LEVIN, 2014; ESTREGE et al., 2019.
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A B-ciclodextrina (B-CD) é a forma mais utilizada para o encapsulamento de
farmacos e a mais barata, apresenta uma cavidade ideal para hospedar drogas de
peso molecular 200 e 800 g/mol, e esta classificada como geralmente reconhecida
como segura (GRAS) pelo FDA desde 1998, levando-a a microencapsulagéo tanto em
solugdo aquosa quanto em estado solido (SZENTE & SZEDJI, 2004; KURKOV &
LOFTSSON, 2013; TAO et al., 2014). A B-CD é utilizada na formulagdo de nanogeis,
nanoparticulas, em drug delivery de drogas orais de alta qualidade, e agente de
mascaramento de sabor (CHEN et al., 2011; GIL et al., 2012; MARKUS et al., 2012;
ZHANG et al., 2015).

Algumas patentes ja foram depositadas utilizando a 3-CD como um complexo de
inclusdo para hospedar drogas como, piroxicam (CHIESI FARMACEUTIC, 1985) e
ibuproxam (ZMITEK et al., 1995), ambos sédo analgésicos e anti-inflamatérios, éleo
essencial de Ocimum basilicum (QUINTANA-JUNIOR et al., 2013) e Lipida grata
(QUINTANA-JUNIOR et al., 2013), para o tratamento da dor e (-)-linalol (QUINTANA-
JUNIOR et al., 2013), para o tratamento de doencas crénicas, como a fibromialgia.

Dessa forma, este trabalho visa analisar se a complexagéo do [6]-gingerol com
a B-CD, preserva a resposta terapéutica desse composto, em doses menores do que
o que ja foi apresentado na literatura, frente ao modelo de injuria renal aguda induzida

por cisplatina em camundongos fémeas.
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2 JUSTIFICATIVA

O dano renal causado pelo tratamento com quimioterapicos € algo frequente na
pratica clinica. A cisplatina € um antineoplasico altamente eficaz e amplamente
utilizado para o tratamento de tumores sélidos nos pulmdes, cabega e pescogo e trato
geniturinario, em criangas e adultos. Porém, dos derivados da platina € a droga que
causa mais nefrotoxicidade, fator que pode limitar o seu uso (SANTOS et al., 2012;
MARULLO et al., 2013; KARAKOC et al., 2015; AMINIAN et al., 2016; LIU et al., 2016).
Apesar de ja existir algumas pesquisas sobre a prevencado para a nefrotoxicidade
causada pela cisplatina (FOSTER-NORA & SIDEN, 1997; HAYATI et al., 2015;
CRONA, et al., 2017; GUNTURK et al., 2019), existe uma falta de dados sobre a
utilizagdo de novas estratégias, e nao existe nenhum estudo sistematico sobre a
eficacia clinica de nefroprotetores potenciais com base em uma analise quantitativa
(CASANOVA et al., 2020).

Alguns estudos relatam que o sexo feminino pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento de injuria renal aguda induzida por cisplatina. Em pesquisas com
cisplatina em modelo animal, foi possivel observar a nefroprotecdo das drogas
antioxidantes em ratos machos, mas ndo em fémeas, e o tratamento com estradiol
exacerbou a cisplatina, ndo protegendo o tecido renal (DE JONGH et al., 2003;
ESHRAGHI-JAZI et al., 2011; HAGHIGHI et al., 2012; ESHRAGHI-JAZI et al., 2013;
EL-ARABEY et al., 2015; LATCHA et al., 2016).

O [6]-gingerol, administrado por via intraperitoneal (i.p.), ja apresentou ter um
papel nefroprotetor em um modelo de IRA induzida por cisplatina em ratos. Tal efeito
mostrou-se ser dose-dependente, com os melhores resultados sendo visualizados na
dose de 50 mg/kg (KUHAD et al., 2006). Em outro estudo realizado por nosso grupo
de pesquisa, foi observado que o [8]-gingerol, também na dose de 50 mg/kg e
administrado por via intraperitoneal teve um efeito protetor na IRA induzida por
cisplatina, em camundongos machos (SANTOS, 2019). Nossa hipétese é de que o
[6]-gingerol complexado ao B-CD teria sua solubilidade em meio aquoso aumentada
assim como sua biodisponibilidade, fazendo com que pudéssemos reduzir a dose
administrada. Esta mesma complexagao poderia proporcionar um mascaramento ao
sabor pungente desse composto, proporcionando sua administrag&o por via oral uma
alternativa menos invasiva e dolorosa que a via i.p. Desta forma, acreditamos que o

complexo [6]-gingerol-p-CD possa ter uma melhor atividade nefroprotetora frente ao
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modelo de IRA em camundongos fémeas em doses menores que as ja testadas
anteriormente, mesmo que o emprego do agente protetor seja administrado por via

oral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar se o [6]-gingerol complexado com B-ciclodextrina teria potencial para

reverter totalmente o dano renal causado pela cisplatina em camundongos fémeas.

3.2 Objetivos Especificos:

>

Averiguar a melhor dose de cisplatina a ser usada para induzir a injuria renal
aguda em um estudo com camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss
fémeas.

Investigar as alteragdes histopatolégicas do tecido renal em camundongos
submetidos a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina.

Verificar os efeitos do tratamento com o [6]-gingerol complexado a B-
ciclodextrina sobre os parametros da fungao renal em camundongos fémeas
submetidas ao dano renal por cisplatina.

Comparar os efeitos de protegédo do tecido renal do [6]-gingerol complexado
com B-ciclodextrina com os da N-acetilcisteina na IRA induzida por cisplatina.
Avaliar o perfil oxidativo e inflamatério em camundongos fémeas tratados com
[6]-gingerol complexado a B-ciclodextrina submetidos ao dano renal por
cisplatina.

Analisar o perfil da expressédo génica associado a IRA, resposta inflamatéria e
de estresse oxidativo em camundongos fémeas tratados com [6]-gingerol

complexado a B-ciclodextrina submetidos ao dano renal por cisplatina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Comité de Etica

Foram utilizados camundongos swiss fémeas, adultas, em um peso de 30 — 35
gramas. Os animais s&o provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC), foram mantidos em caixas de polipropileno a uma temperatura de 20 +
2 °C, num ciclo de luminosidade 12h claro/12h escuro.

Os procedimentos foram realizados conforme as normas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo com Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de
Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, sob o nimero
de registro 5734070619.

4.2 Compostos utilizados

O complexado [6]-gingerol-B-CD foi cedido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr.
James Almada da Silva, da Universidade Federal de Sergipe (UFS). O protocolo de
isolamento do [6]-gingerol foi seguido conforme o proposto na literatura (FRAGOSO-
SERRANO et al., 2005, com modificagdes; SILVA et al., 2011 com modificagdes),
assim como a obteng¢ao do complexado com a B-CD (WANG et al., 2006; LYRA, 2009;
LIMA et al., 2011; KUMAR et al., 2017). Foi obtido na forma liofilizada e armazenado
a uma temperatura de 2 a 8 °C.

A cisplatina utilizada no presente estudo foi obtida no Hospital Universitario
Walter Cantidio, outros compostos e drogas utilizados sao provenientes das empresas
Sigma-Aldrich® USA, Vetec® Brasil e Labtest® Brasil.

4.2.1 Preparagcao dos compostos

O complexo [6]-gingerol-B-CD foi dissolvido em Tween 80 a 2% em solugéo
salina 0,9% e administrado, por via oral, nas doses de 6,25, 12,5 e 25 mg/kg. Da
mesma forma, a N-acetilcisteina foi diluida em Tween-80 a 2% em solugao salina 0,9%,

e administrada por via oral.
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4.3 Grupos Experimentais

4.3.1 Curva dose-resposta da Cisplatina

Foi realizada uma curva dose-resposta para a escolha da melhor dose que
induzisse uma injuria renal aguda, para ser utilizada nos experimentos seguintes.

Foram avaliadas as doses de 10, 12.5, 15 e 17 mg/kg.

e Grupo controle
Foi administrada salina 0,9% por via i.p.. Os animais (n=8) foram mantidos

em caixas de poplipropileno durante todo o experimento.

e Grupo Cisplatina
A cisplatina foi administrada, por via i.p., nas doses de 10, 12.5, 15 e 17
mg/kg para a inducdo da IRA. Os animais (n=8 para cada grupo) foram

mantidos em caixas de poplipropileno durante todo o experimento.

4.3.2 Grupos com tratamento

Apos a escolha da melhor dose de cisplatina para induzir a injaria renal (15
mg/kg), foram realizados os grupos com o complexo [6]-gingerol-B-CD e apenas a [3-
CD como tratamento, utilizando a N-acetilcisteina como farmaco-controle positivo.

Todos os grupos foram realizados na gaiola metabdlica.

e Grupo Controle
Foi administrado Tween-80 2% em solugdo salina 0,9% por via oral nos
animais (n=6), uma vez ao dia, durante 5 dias. No terceiro dia foi

administrada salina 0,9% por via i.p.
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Grupo IRA
Foi administrado Tween-80 2% em solugdo salina 0,9% por via oral nos
animais (n=8), uma vez ao dia, durante 5 dias. No terceiro dia foi

administrada cisplatina na dose de 15 mg/kg por via i.p..

Grupo IRA tratado com N-acetilcisteina

Foi administrada N-acetilcisteina na dose de 120 mg/kg dissolvida em
Tween-80 2% em solugao salina 0,9%, por via oral, nos animais (n=6) uma
vez ao dia, durante 5 dias. No terceiro dia foi administrada, por via i.p.,

cisplatina na dose de 15 mg/kg.

Grupo IRA tratado com B-CD (25 mg/kg)

Foi administrado B-CD na dose de 25 mg/kg, dissolvido em Tween-80 2%
em solugéo salina 0,9%, por via oral, nos animais (n=8) uma vez ao dia,
durante 5 dias. No terceiro dia foi administrada, por via i.p., cisplatina na dose
de 15 mg/kg.

Grupo IRA tratado com [6]-gingerol-B-CD (6,25 mg/kg)

Foi administrado [6]-gingerol-B-CD na dose de 6,25 mg/kg, dissolvido em
Tween-80 2% em solugao salina 0,9%, por via oral, nos animais (n=8) uma
vez ao dia, durante 5 dias. No terceiro dia foi administrada, por via i.p.,

cisplatina na dose de 15 mg/kg.

Grupo IRA tratado com [6]-gingerol-B-CD (12,5 mg/kg)

Foi administrado [6]-gingerol-B-CD na dose de 12,5 mg/kg, dissolvido em
Tween-80 2% em solugéo salina 0,9%, por via oral, nos animais (n=8) uma
vez ao dia, durante 5 dias. No terceiro dia foi administrada, por via i.p.,

cisplatina na dose de 15 mg/kg.

Grupo IRA tratado com [6]-gingerol-B-CD (25 mg/kg)
Foi administrado [6]-gingerol-B-CD na dose de 25 mg/kg, dissolvido em

Tween-80 2% em solugdo salina 0,9%, por via oral, nos animais (n=8) uma
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vez ao dia, durante 5 dias. No terceiro dia foi administrada, por via i.p.,

cisplatina na dose de 15 mg/kg.

4.4 Desenho Experimental

4.4.1 Curva dose-resposta

Para os experimentos de curva dose-resposta, a cisplatina (ou a salina), foi
administrada e apds o periodo de 72h (Figura 6) os animais foram anestesiados com
xilazina (dose: 10mg/Kg) e cetamina (dose: 100mg/Kg) via i.p. Logo apos foi realizada
a puncao cardiaca para a coleta de sangue. Desta forma a eutanasia dos animais
ocorreu por hipovolemia. O sangue coletado foi centrifugado a 4500 rpm/5 min e
armazenado a -80 °C, e posteriormente foi feita a dosagem de ureia e creatinina. Apos
0 Obito, ocorreu a coleta dos rins, o direito para a analise das concentra¢des de GSH,

atividade de MPO e o esquerdo para analise histopatologica.

Figura 6 — Desenho experimental da curva dose-resposta.

Eutanasia
(coleta de
sangue e rins)

O—O—C

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cisplatina ou
salina 0,9%

i.p.

4.4.2 Grupos com tratamento

Para esses grupos foram utilizadas as gaiolas metabdlicas, nas quais os animais
foram mantidos durante todo o experimento. Primeiramente, os animais foram
colocados nas gaiolas, 48h antes do inicio dos experimentos, para que se adaptassem
a gaiola metabdlica. Apds esse periodo se deu inicio o experimento com a
administracao de Tween-80 2% em solugao salina 0,9% (para o grupo controle), [6]-
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gingerol-B-CD, nas doses de 6,25, 12,5 e 25 mg/kg, B-CD na dose de 25 mg/kg e N-
acetilcisteina, na dose de 120 mg/kg, todos dissolvidos em Tween-80 2% em solugéo
salina 0,9%. Os compostos foram administrados duas vezes ao dia, por via oral,
durante 5 dias. No terceiro dia apds o inicio dos tratamentos foi administrada a
cisplatina na dose de 15 mg/kg (Figura 7) (KUHAD et al., 2006).

Apods os 5 dias de tratamento foi coletada a urina das ultimas 24 horas de
experimento que estava armazenada nos tubos coletores das gaiolas. Esta urina foi
quantificada, centrifugada e armazenada em microtubos a -80 °C. Posteriormente, os
animais foram anestesiados com xilazina (dose: 10mg/Kg) e cetamina (dose:
100mg/Kg) via i.p., para a coleta sanguinea por puncao cardiaca, para isso foram
utilizadas seringas lavadas com heparina 20%. O sangue coletado foi centrifugado a
4500 rpm/5 min e armazenado em microtubos a -80 °C. Apds o 6bito, foram coletados
os rins, o esquerdo para analisar os marcadores de danos oxidativos e inflamatorios
(armazenados em microtubos -80 °C), e o direito foi armazenado em formol 10%

tamponado para analise histopatologica.

Figura 7 — Desenho experimental dos grupos com tratamento.

Administragio de Tween-80 2% em solugéo salina 0,9%
(grupo controle), N-acetilcisteina ou [6]-gingerol-p-CD,
por via oral

L1 1 1 1 €
O—O—O—O—O—D

Eutanasia
(coleta de
sangue e rins)

Cisplatina ou

salina 0,9%
i.p.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Avaliagao dos Parametros Bioquimicos

Foram realizadas dosagens de ureia e creatinina nas amostras de plasma de
todos os grupos. Para tanto, foram utilizados os kits de Ureia-CE e Creatinina-K,

respectivamente, fornecidos comercialmente pela fabricante Labtest®. Nas amostras
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de urina foram feitas dosagens de proteina urinaria e creatinina urinaria, utilizando os
kits SensiProt e Creatinina-K, respectivamente, ambos fornecidos pela empresa acima
citada. Os protocolos de diagndstico seguiram as recomendacgdes do fabricante e os

resultados foram expressos em mg/dL.

4.6 Calculo do Clearance de Creatinina

Através do método de Jaffé modificado, foram mensuradas a creatinina
plasmatica e urinaria, utilizando o kit anteriormente citado. A fungao renal dos animais
foi avaliada através da estimativa da Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG) pelo

clearance de creatinina calculado da seguinte forma (YAMABE et al., 2007):

CLcr = [CrUx Vu/CrP]x [1000/Peso] x [1/1440]
Onde:
Vu = volume de urina (mL)
CLcr = resultado em mL/min/kg
CrU = concentragao urinaria de creatinina (mg/dL)
CrP = concentragdo plasmatica de creatinina (mg/dL)

Peso = peso do animal em gramas

4.7 Avaliacao do Dano Tubular: Gama-GT urinaria

Para verificar o dano tubular foi avaliado a atividade da enzima Gama Glutamil
Transferase (Gama-GT) na urina dos animais (HENNEMANN et al.,, 1997;
GUIMARAES, 2000; MELCHERT et al., 2007). Para este fim, foi utilizado o kit
comercial Gama GT Liquiform do fabricante Labtest®. Para os protocolos de
diagndstico foram seguidas as recomendagdes do fabricante e os resultados foram
obtidos em U/L e expressos U/mg de creatinina. Com base em estudos anteriores,
essa razao nos possibilita retirar a interferéncia da variagao do fluxo urinario, o qual

pode causar erros na interpretacéo dos valores da Gama-GT (GUIMARAES, 2000).
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4.8 Avaliacao da Inflamagao

4.8.1 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Para avaliacdo da inflamacao foi verificada a atividade da enzima MPO, que
consiste num marcador de invasao leucocitaria do tecido. A MPO esta presente em
leucdcitos da linhagem granulocitica e monocitica, apresentando papel fundamental
na producao de EROs. Para a analise, o tecido renal foi homogeneizado com brometo
de hexadecitrimetilaménio a 0,5% (HTAB; pH 6,0) em tamp&o de fosfato de potassio
para preparar um homogeneizado a 10%. O homogeneizado foi centrifugado a 5000
rom por 7 min a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para a analise. A atividade da
enzima foi aferida utilizando peréxido de hidrogénio (H202) a 1% como substrato.
Durante o ensaio, a medida que o H202 é degradado e ocorre a produgao de anion
superoxido, responsavel pela conversao de o-dianosidina em um composto de cor
marrom (BRADLEY et al., 1982).

4.9 Avaliagao da Atividade Antioxidante

4.9.1 Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

O principio desse ensaio se da na utilizacdo do &acido 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB), usado para verificar as concentragcbes de GSH em amostras
de tecidos. O DTNB reage com GSH formando o acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico
(TNB) de cor amarela, detectado por espectrofotometria (SEDLAK & LINDSAY, 1968).
Um homogeneizado a 10% de tecido renal em solugéo gelada de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 0,02M, foi utilizado para avaliar as alteragbes no conteudo
tecidual de GSH. Utilizou-se 100 yL de cada amostra (homogeneizado a 10% em
tampao fosfato) e adicionou-se 80 uL de agua destilada e 40 uL de TCA (acido tricloro
acético) 50%. O material foi agitado em vortex e centrifugado a 3000 rpm/15 min.
Deste material foi retirado 100 uL do sobrenadante, ao qual adicionou-se 200 uL de
tampao TRIS 0,4M (pH=8,9) e 10 yL de DTNB 0,01M. O ensaio foi avaliado na

absorbancia de 412 nm e os resultados foram expressos em ug/mg de tecido.
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4.10 Analise Histopatologica

Para o estudo histopatoldgico foi utilizado o rim direito, que foi seccionado
transversalmente e armazenado em cassete histolégico imerso em formol 10%
tamponado. Posteriormente as amostras foram processadas para realizagdao do
exame histolégico em processador automatico de tecidos (histotécnico). Logo apos
foram desidratadas em alcool em concentragdes crescentes de 70 a 100%. Em
seguida foi realizada a inclusdo do material em parafina. Utilizando o banho histolégico
os blocos de parafina foram cortados em 5 um de espessura, utilizando um micrétomo
de impacto. O material foi colocado em laminas histolégicas para coloragéo pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE).

As laminas foram analisadas segundo o trabalho de Kuhad e colaboradores, com
algumas adaptagbdes (KUHAD et al., 2006). Foram feitas analises dos scores onde
foram avaliados os seguintes critérios: perda de borda em escova, edema intersticial,
dilatagdo tubular, necrose epitelial, elencos hialinos e infiltracdo de células
inflamatdrias. Para cada critério foi dado um score para a gravidade do dano: nenhum
dano (0), leve (1), moderado (2) e grave (3). As laminas foram analisadas em
microscopia optica convencional e a avaliadas por histopatologista habilitado.

As analises histopatolégicas foram realizadas nas amostras da curva dose-

resposta.

4.11 Avaliagao de Marcadores por PCR Quantitativo em Tempo Real

4.11.1 Extragcdo de RNA

Foi feito um homogenato com trizol (Sigma Aldrich ® EUA), onde cada tecido foi
posto em contato com uma esfera de metal estéril, e macerado por meio do
equipamento Tissuelyzer LT® (Qiagen, EUA) seguido de centrifugagdo a 4 °C na
velocidade 12000G por 15 min. Apés a centrifugagao, foi coletado o sobrenadante e a
este foram adicionados 200 uL de 1-Bromo-3-Cloropropano (BCP, Sigma Aldrich ®
EUA). Essa solugao foi homogeneizada com auxilio de um vortex por 15 segundos e,
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em seguida, foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se a extragéao
centrifugando a ultima solugdo em temperatura de 4 °C na velocidade de 12000G por
15 minutos. Apos centrifugagéo, o sobrenadante transparente, no qual continha o RNA,
foi cuidadosamente coletado e adicionado em um novo microtubo de 1,5 mL
(aproximadamente 500 ulL). Foram adicionados 500 uL de isopropanol ao
sobrenadante, seguido de vortexacao e centrifugagcao a 4°C na velocidade de 12000G
por 20 minutos. Apds a centrifugagdo observamos um precipitado de RNA. Este
precipitado foi lavado com 1mL de alcool etilico a uma concentragcdo de 75%,
vortexado por 15 segundos e centrifugado por 5 min na temperatura de 4°C na
velocidade de 7500G. Este processo foi repetido 3 vezes. Apds a terceira lavagem
retirou-se completamente o alcool do microtubo e permitiu-se que o conteudo liquido
fosse completamente evaporado. Apos a finalizacado do processo de extracéo, 1uL de
RNA total de cada amostra foi dosado pelo Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) e através do Fluorimetro Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA®, EUA) com a finalidade de verificar qualidade das amostras e
quantificar suas concentracbes para fornecer RNA para transcricdo em DNA

complementar (cDNA), respectivamente.

4.11.2 Sintese de cDNA

O RNA total isolado armazenado a -80 °C seguiu para a sintese de cDNA por
meio do GoScript cDNA Synthesis Kit (PROMEGA®, Wisconsin, EUA), de acordo com
instrugdes do fabricante. O protocolo da reagao incluiu 2,0 uL da enzima transcriptase
reversa, 4 uL do GoScript Reaction Buffer (solugao constituida de oligonucleotideos
tampao salino e oligo dT), 500 ng/uL de RNA extraido das amostras e completou-se o
volume total até 20uL com agua livre de nuclease. O protocolo padrdo no
termociclador Veriti Applied Biosystems® (ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
EUA) 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 Reagdao de Polimerase em

Cadeia em Tempo Real (QPCR).
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4.11.3 PCR quantitativo em Tempo Real (QPCR)

A transcrigao relativa dos genes, molécula de injuria renal-1 (KIM-1), inibidor
tecidual de metaloproteinase-2 (TIMP-2), ligante de quimiocina 1 (CxCL-1), fator
nuclear kB (NF-kB), superoxido dismutase citosélica (SOD1s), heme oxigenase 1
(hemox-1). Foi utilizado o gene codificador para gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GADPH), como gene de referéncia. A Tabela 3 mostra as sequéncias dos iniciadores
de DNA (primers) dos genes investigados, que foi obtida no sitio eletrénico do National

Center for Biotechnology Information (NCBI).

Tabela 3 — Sequéncia de iniciadores de PCR para os genes avaliados. (gene de
refréncia: GAPDH).

Genes Sequéncia de Iniciadores N° NCBI
Senso 5 -3 Antisenso 5’ — 3’
KIM-1 TGGTTGCCTTCCGTGTCTCT TCAGCTCGGGAATGCACAA NM_134248.2

TIMP-2 TGGGACACGCTTAGCATCAC CGGGGAGGAGATGTAGCAAG NM_008706.5
CxCL-1 GCTGGGATTCACCTCAAGAA TGGGGACACCTTTTAGCATC NM_008176.3
NF-kB AGGCTTCTGGGCCTTATGTG TGCTTCTCTCGCCAGGAATAC NM_009045.5
SOD1s GGACAATACACAAGGCTGTACC CAGTCACATTGCCCAGGTCTC NM_011434.2
Hemox-1 GCCACCAAGGAGGTACACAT GCTTGTTGCGCTCTATCTCC  NM_010442.2

GAPDH TGGCCTTCCGTGTTCCTAC GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA NM_008084.3
Fonte: Elaborado pelo autor; KIM-1: molécula de injuria renal-1; TIMP-2: inibidor tecidual de

metaloproteinase-2; CxCL-1: ligante de quimiocina 1; NF-kB: fator nuclear kB; SOD1s: Superéxido

dismutase 1; Hemox-1: heme oxigenasse 1; GAPDH: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.

Para a reagao foram utilizados 7,5 pL de GoTag® qPCRMaster Mix (PROMEGA,
Wisconsin, EUA), 1,0 pyL de cada iniciador (0,8 nM) e 1,0 yL de cDNA das amostras,
completando com agua livre de nuclease até um volume final de 15pL. 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 desnaturagéo por 15
segundos a 95°C seguido de um passo de anelamento e extensao por 1 minuto a uma
temperatura de 60°C. Todas as amplifica¢des foram avaliadas quanto a curva de fusao,

realizada para assegurar a especificidade da amplificagao e detectar a nao formagao
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de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecifico. Para tanto a
temperatura foi acrescida em 0,5 °C a cada 5 segundos iniciando em 60 °C até 95 °C.
Os dados foram obtidos com o software do sistema QuantStudio5 (ThermoFisher
Scientific®, Massachusetts, EUA) e foram baseados nos valores do ciclo de limiar, em
que a fluorescéncia observada é de 10 vezes maior do que a fluorescéncia basal para

cada ensaio de qPCR.

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

4.12 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism®, versao 6.0.
Para verificar a normalidade dos dados foi feito o teste Kolmogorov-Smirnov.
Realizou-se estatistica descritiva seguido de teste de comparagdes multiplas por meio
de analise de variancia (ANOVA), seguido do pés-teste Dunnet’s (para o experimento
de curva dose-resposta) e teste Bonferroni’s (para os grupos com tratamento) (dados
paramétricos) ou aplicacdo do teste Kruskal-Wallis seguido do poés-teste Dunn’s
(dados nao paramétricos). Para os dados obtidos na expressao génica realizou-se a
aplicacdo do teste de Mann Whitney. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos para P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva Dose-Resposta

Inicialmente foi avaliada a dose de 20 mg/kg de cisplatina para a indugéo da IRA,
contudo foi observado que essa dose causava uma alta mortalidade nos animais. Para
escolher a melhor dose de cisplatina para induzir a IRA nos animais, foi feita uma
curva dose-resposta. Primeiramente foi avaliada a dose de 10 mg/kg, porém essa
dose néo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle. Posteriormente
foram avaliadas as doses de 12,5, 15 e 17 mg/kg, evitando uma dose muito préxima
ou acima de 20 mg/kg. Essas doses apresentaram diferencga estatistica em relacao
ao controle, porém as doses de 15 e 17 mg/kg apresentaram uma lesdo bem
estabelecida. Dessa forma a dose de 15 mg/kg foi a escolhida para a inducéo da IRA.
Foram administradas em dose unica por via i.p. Os resultados desses experimentos
serao apresentados a seguir, justificando a escolha da melhor dose de cisplatina,

utilizada nos experimentos com tratamento.

5.1.1 Parametros bioquimicos plasmaticos

De acordo com o Grafico 1, com relagdo a creatinina plasmatica, foi possivel
observar que a dose de 10 mg/kg (0,36 £ 0,018 mg/dL) nao teve diferenga significativa
quando comparada ao grupo controle (0,26 + 0,018 mg/dL). Ja as doses de 12,5 mg/kg
(0,76 £ 0,042 mg/dL), 15 mg/kg (1,44 £ 0,273 mg/dL) e 17 mg/kg (1,29 £ 0,163 mg/dL),

tiveram diferencgas significativas em relagéo ao grupo controle (P<0,05).
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Grafico 1 — Creatinina plasmatica na IRA induzida por cisplatina nas doses de 10,
12,5, 15 e 17 mg/kg.
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Os valores representam a média + erro padrao dos niveis séricos de creatinina na IRA induzida por
cisplatina em camundongos fémeas, nas doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg. *P<0,05 em relagdo ao
grupo controle tratado com salina 0,9% e Tween-80 2% via i.p. Analise estatistica feita pelo teste
Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn’s.

No Grafico 2, é possivel observar que ndo houve diferenga significativa nos
valores de ureia na dose de 10 mg/kg (48,25 * 3,92 mg/dL) com relagdo ao grupo
controle (56,2 + 2,60 mg/dL). Porém, as doses de 12,5 mg/kg (113,3 £ 22,73 mg/dL),
15 mg/kg (217,9 + 29,11 mg/dL) e 17 mg/kg (238,8 + 15,29 mg/dL) apresentaram um
aumento significativo (P<0,05) nas concentragdes de ureia, em comparagao ao grupo
controle.
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Grafico 2 — Niveis de ureia plasmatica na IRA induzida por cisplatina nas doses de
10, 12,5, 15 e 17 mg/kg.
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Os valores representam a média + erro padréo dos niveis séricos de ureia na IRA induzida por cisplatina
em camundongos fémeas, nas doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg. *P<0,05 em relagdo ao grupo controle
tratado com salina 0,9% e Tween-80 2% via i.p. Analise estatistica feita por pelo teste 1 way ANOVA
seguido por pés-teste Bonferroni’s.

5.1.2 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido renal

A partir do Grafico 3 pode-se verificar que nao houve diferenca significativa entre
o grupo controle (7,83 + 0,429 UMPO/mg de tecido) e a dose de 10 mg/kg (10,77 +
1,139 UMPO/mg de tecido) em relagéo a atividade de MPO no tecido renal. Enquanto
as doses de 12,5 mg/kg (12,26 + 1,092 UMPO/mg de tecido), 15 mg/kg (13,41 + 1,663
UMPO/mg de tecido) e 17 mg/kg (12,77 + 1,723 UMPO/mg de tecido), apresentaram
um aumento significativo (P<0,05) da atividade de MPO, com relacdo ao grupo

controle.
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Grafico 3 — Atividade de MPO em tecido renal na IRA induzida por cisplatina nas
doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg.
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Os valores representam a média  erro padréo da atividade de mieloperoxidase (MPO) na IRA induzida
por cisplatina em camundongos fémeas, nas doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg. *P<0,05 em relagéo ao
grupo controle tratado com salina 0,9% e Tween-80 2% via i.p. A analise estatistica foi feita pelo teste
Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s.

5.1.3 Niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido renal

Conforme o Grafico 4 ndo foi possivel observar diferenca significativa nos niveis
de GSH do tecido renal entre os animais do grupo controle (1588,0 + 108,3 GSH/mg
de tecido) e a dose de 10 mg/kg (1426,0 £ 57,42 GSH/mg de tecido). Ja nas doses de
12,5 mg/kg (1237,0 £ 94,19 GSH/mg de tecido), 15 mg/kg (747,2 + 93,28 GSH/mg de
tecido) e 17 mg/kg (515,8 + 93,70 GSH/mg de tecido) houve uma redugéo (P<0,05)

nos valores de GSH em relagdo ao grupo controle.
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Grafico 4 — Atividade de GSH em tecido renal na IRA induzida por cisplatina nas doses

de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg.
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Os valores representam a média + erro padrdo da atividade de glutationa reduzida (GSH) na IRA
induzida por cisplatina em camundongos fémeas, nas doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg. *P<0,05 em
relagéo ao grupo controle tratado com salina 0,9% e Tween-80 2% via i.p. A analise estatistica foi feita
pelo teste 1 way ANOVA seguido por pds-teste Bonferroni’s.

5.1.4 Analise histopatoldgica do tecido renal

A avaliacao histopatolégica foi realizada com base em scores: nenhum dano (0),
leve (1), moderado (2) e grave (3), como demonstrado na Tabela 4. Com base nisso,
foi possivel observar que o grupo controle (Figura 8A) ndo apresentou alteragdes
estruturais, o grupo de animais com a dose de 10 mg/kg (Figura 8B) de cisplatina
apresentou danos leves, assim como o grupo com a dose de 12,5 mg/kg (Figura 8C).
Ja os grupos de 15 (Figura 8D) e 17 mg/kg (Figura 8E) apresentaram danos

moderados a graves.
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Tabela 4 — Analise histopatolégica dos grupos controle ou com cisplatina (Cis)

administrada nas doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg via i.p.

Perda de

Grupos bordaem
intersticial tubular epitelial hialinos inflamatério

Edema Dilatacao Necrose Elencos Infiltrado

escova
Controle 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0(0-1)  0(0-0) 0 (0-0)
Cis10 1(0-1) 1(0-1) 1(0-1)  0,5(0-1)  0(0-1) 1(0-1)

Cis125 1(1-3)# 1(1-2)# 1(1-3)# 1(1-2)# 1(1-3)# 1(1-2)#
Cis15  3(0-3)# 2(1-2)# 3(0-3)# 25(0-3)# 3(0-3)# 2(0-2)#
Cis17  3(3-3)# 3(23)# 3(3-3)# 3(2-3)# 3(33)# 2(2-2)#

Os valores representam a mediana (min-max) dos scores microscopicos das alteragbes morfolégicas
nos tecidos de animais ap6és a indugao da IRA por cisplatina por via i.p. O simbolo +/- representa uma
frequéncia igual para nenhum dano e dano leve. #P<0,05 em relagdo ao grupo controle tratado com
salina 0,9% e Tween-80 2% via i.p. A analise foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis e pds-teste de
Dunn’s.
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Figura 8 — Alteracdes histopatoldgicas no experimento de curva dose-resposta, nas

doses de 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg de cisplatina e grupo controle.

A) grupo controle; B) dose de 10 mg/kg; C) dose de 12,5 mg/kg; D) dose de 15 mg/kg; E) dose de 17 mg/kg.
Seta preta: Elencos Hialinos; seta verde: Necrose de células epiteliais tubulares; seta azul: Dilatagao tubular;
seta amarela: Células inflamatdrias.
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5.2 Tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-acetilcisteina

Ap0Os a escolha da melhor dose de cisplatina para induzir a injuria renal aguda
(15 mg/kg), deu-se inicio ao tratamento com [6]-gingerol-3-CD nas doses de 6,25, 12,5
e 25 mg/kg, e N-acetilcisteina (NAC) na dose de 120 mg/kg, utilizando outro grupo de
animais e o auxilio da gaiola metabdlica. Os resultados desses experimentos serédo

apresentados a seguir.

5.2.1 Avaliagao dos parametros Bioquimicos plasmaticos

Para avaliagcdo dos parametros bioquimicos foram analisados creatinina e ureia
plasmaticas. No Grafico 5, é possivel observar que houve uma diferenga significativa
entre o grupo controle (0,31 + 0,010 mg/dL) e o grupo IRA induzida pela cisplatina
(0,75 £ 0,119 mg/dL), devido ao aumento dos niveis de creatinina plasmatica. Contudo,
houve uma queda nos niveis de creatinina apés o tratamento com [6]-gingerol-3-CD
nas doses de 12,5 mg/kg (0,32 + 0,022 mg/dL) e 25 mg/kg (0,38 + 0,020 mg/dL).
Porém o tratamento com [6]-gingerol-B-CD na dose 6,25 mg/kg (0,45 £ 0,015 mg/dL),
NAC (0,55 £ 0,051 mg/dL) e B-CD 25 mg/kg (0,55 + 0,072 mg/dL) ndo apresentaram
diferencgas significativas em comparacéo ao grupo IRA induzida por cisplatina, também

nao apresentando diferenca em relacdo ao grupo controle.
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Grafico 5 — Niveis plasmaticos de creatinina com o tratamento com [6]-gingerol-3-CD

e N-acetilcisteina.
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Os valores representam a média * erro padrao dos niveis plasmaticos de creatinina apés a indugéo de
IRA por cisplatina e o tratamento com NAC (120 mg/kg), B-CD (25 mg/kg) [6]-gingerol-B-CD (6,25, 12,5
e 25 mg/kg). #P<0,05 em relacdo ao grupo controle (tratado com Tween-80 2% em solugédo salina 0,9%
via oral). *P<0,05 em relagdo ao grupo cisplatina. A analise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA
seguido por pés-teste Bonferroni’s.

A partir do Grafico 6, pode-se observar que os niveis plasmaticos de ureia dos
animais se elevaram com a administracao de cisplatina 15 mg/kg (112,6 £ 16,42 mg/dL)
em comparagao ao grupo controle (32,0 + 4,0 mg/dL). Porém, os grupos tratados com
[6]-gingerol-B-CD, nas doses de 12,5 mg/kg (38,5 + 3,25 mg/dL) e 25 mg/kg (53,7
7,17 mg/dL) apresentaram uma queda significativa nos niveis de ureia, em
comparagao ao grupo IRA induzida por cisplatina. Contudo, os grupos tratados com
6,25 mg/kg de [6]-gingerol-B-CD (65,5 + 1,50 mg/dL), NAC 120 mg/kg (62,0 + 8,76
mg/dL) e B-CD 25 mg/kg (102,0 £ 24,72 mg/dL), ndo apresentaram diferenga
significativa nos niveis de ureia, em relacdo ao grupo IRA induzida por cisplatina.
Porém, os grupos tratados com 6,25 mg/kg de [6]-gingerol-B-CD e NAC também nao

apresentaram diferenca em relacédo ao controle.
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Grafico 6 — Niveis plasmaticos de ureia com o tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-

acetilcisteina.
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Os valores representam a média + erro padrao dos niveis plasmaticos de ureia apés a indugéo de IRA
por cisplatina e o tratamento com NAC (120 mg/kg), B-CD (25 mg/kg) [6]-gingerol-B-CD (6,25, 12,5 e
25 mg/kg). #P<0,05 em relacdo ao grupo controle (tratado com Tween-80 2% em solugao salina 0,9%
via oral). *P<0,05 em relagdo ao grupo cisplatina. $P<0,05 em relagédo ao grupo tratado com NAC. A
analise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA seguido por pds-teste Bonferroni’s.

5.2.2 Avaliacao da fungéao renal

Como pode ser observado no Grafico 7, a funcao renal foi avaliada através do
calculo do clearance de creatinina. O grupo tratado com cisplatina 15 mg/kg (1,38
0,371 ml/min/kg) apresentou uma queda no clearance de creatina, com relagdo ao
grupo controle (4,26 + 0,654 ml/min/kg). Os grupos tratados com [6]-gingerol-B-CD,
nas doses de 6,25 mg/kg (2,24 + 0,210 ml/min/kg), 12,5 mg/kg (2,57 £ 0,752 ml/min/kg)
e 25 mg/kg (2,42 £ 0,362 ml/min/kg) ndo apresentaram um aumento no clearance de
creatinina em comparacao ao grupo cisplatina. Ja os grupos tratados com NAC 120
mg/kg (1,38 = 0,387 ml/min/kg) e B-CD 25 mg/kg (1,36 + 0,274 ml/min/kg)
apresentaram diferenga significativa em relagdo ao grupo controle. Porém, os grupos
tratados com gingerol complexado a B-CD também ndo foram estatisticamente

diferentes ao grupo controle.
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Grafico 7 — Avaliacdo da Taxa de Filtragdo Glomerular na IRA induzida por cisplatina

apos tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-acetilcisteina.
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Os valores representam a média * erro padrao do clearance de creatinina apés a indugao de IRA por
cisplatina e o tratamento com NAC (120 mg/kg), B-CD (25 mg/kg) [6]-gingerol-B-CD (6,25, 12,5 e 25
mg/kg). #P<0,05 em relagéo ao grupo controle (tratado com Tween-80 2% em solugdo salina 0,9% via
oral). A analise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA seguido por pés-teste Bonferroni’s.

5.2.3 Avaliacao do dano tubular

O dano tubular foi analisado pela excreg¢ao/atividade da enzima gama glutamil
transferase (gama-GT) na urina. A partir do Grafico 8 € possivel observar que houve
um aumento no grupo de animais que receberam apenas a cisplatina 15 mg/kg (2,37
*+ 0,182 U/mg de creatinina) com relagdo ao grupo controle (1,07 + 0,231 U/mg de
creatinina). O tratamento com [6]-gingerol-B-CD, nas doses de 12,5 mg/kg (0,97 *
0,098 U/mg de creatinina) e 25 mg/kg (0,56 + 0,115 U/mg de creatinina) foram capazes
de diminuir esses parametros em comparagao ao grupo cisplatina, o mesmo néo foi
observado na dose de 6,25 mg/kg (1,84 + 0,139 U/mg de creatinina), porém, essa

ultima dose também nao apresentou diferengca em relagdo ao grupo controle. Os
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grupos tratados com NAC 120 mg/kg (2,06 + 0,172 U/mg de creatinina) e B-CD 25
mg/kg (2,42 + 0,251 U/mg de creatinina) nao apresentaram diferenga significativa em

comparagao ao grupo cisplatina.

Grafico 8 — Concentragdes urinarias de Gama glutamil transferase (Gama-GT) na IRA

induzida por cisplatina, apos tratamento com [6]-gingerol-p-CD e N-acetilcisteina.
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Os valores representam a média + erro padrao da atividade de Gama-GT urinaria apds a indugéo de
IRA por cisplatina e o tratamento com NAC (120 mg/kg), B-CD (25 mg/kg) [6]-gingerol-B-CD (6,25, 12,5
e 25 mg/kg). #P<0,05 em relacédo ao grupo controle (tratado com Tween-80 2% em solugéo salina 0,9%
via oral). *P<0,05 em relagédo ao grupo cisplatina. $P<0,05 em relagédo ao grupo tratado com NAC.
&P<0,05 em relagéo ao grupo B-CD. A analise foi realizada pelo teste 1 way ANOVA seguido por pos-
teste Bonferroni’s.

5.2.3 Avaliacao da proteinuria

Como pode-se observar no Grafico 9, o grupo que recebeu cisplatina 15 mg/kg
(133,1+ 14,88 mg/dL) teve uma grande perda de proteina na urina, com relagao ao
grupo controle (19,05 + 2,99 mg/dL). O tratamento com [6]-gingerol-B-CD nas doses
de 12,5 mg/kg (55,61 5,07 mg/dL) e 25 mg/kg (40,5 £ 6,84 mg/dL) foram capazes de
reduzir significativamente essa perda de proteina na urina em relagao ao grupo tratado

com cisplatina, o que n&o foi observado com a dose de 6,25 mg/kg (99,4 + 6,44 mg/dL).
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Os grupos tratados com NAC 120 mg/kg (179,0 + 5,54 mg/dL) e B-CD 25 mg/kg (146,4
+ 11,88 mg/dL) ndo demonstraram diferenga significativa em comparagao ao grupo

cisplatina.

Grafico 9 — Avaliacdo das concentracdes urinarias de proteina na IRA induzida por

cisplatina, apos tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina.
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Os valores representam a média + erro padrdo da concentragédo de proteina na urina apés a indugéo
de IRA por cisplatina e o tratamento com NAC (120 mg/kg), B-CD (25 mg/kg) [6]-gingerol-3-CD (6,25,
12,5 e 25 mg/kg). #P<0,05 em relagao ao grupo controle (tratado com Tween-80 2% em solugédo salina
0,9% via oral). *P<0,05 em relagdo ao grupo cisplatina. $P<0,05 em relagdo ao grupo tratado com NAC.
&P<0,05 em relacdo ao grupo B-CD. A analise foi realizada pelo teste Tway ANOVA seguido por pés-
teste Bonferroni’s.

5.2.4 Avaliacao da Atividade de MPO

No Grafico 10 é possivel observar que houve um aumento da atividade de MPO
no grupo que recebeu cisplatina 15 mg/kg (8,85 £ 1,101 UMPO/mg de tecido) em
relagdo ao grupo controle (4,48 + 0,478 UMPO/mg de tecido). Os tratamentos com
NAC 120 mg/kg (7,88 = 0,523 UMPO/mg de tecido) e B-CD 25 mg/kg (9,77 £ 0,626
UMPO/mg de tecido) e o complexo [6]-gingerol-B-CD nas doses de 6,25 mg/kg (13,66



64

t 1,204 UMPO/mg de tecido) e 12,5 mg/ kg (8,144 + 0,956 UMPO/mg de tecido) néao
conseguiram reverter os valores de MPO em comparagado ao grupo cisplatina, nédo
obtendo diferencga significativa com esse grupo. Contudo a dose de 12,5 mg/kg e NAC
também n&o apresentaram diferengca em relagdo ao grupo controle. Ja a dose de 25
mg/kg (5,29 £ 0,513 UMPO/mg de tecido) de [6]-gingerol-B-CD, conseguiu diminuir a

atividade de MPO em relagao ao grupo cisplatina.

Grafico 10 — Avaliagcado da atividade de MPO na IRA induzida por cisplatina, apés

tratamento com [6]-gingerol-p-CD e N-acetilcisteina.
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Os valores representam a média + erro padrdo da atividade de MPO no tecido renal apds a indugéo de
IRA por cisplatina e o tratamento com NAC (120 mg/kg), B-CD (25 mg/kg) [6]-gingerol-B-CD (6,25, 12,5
e 25 mg/kg). #P<0,05 em relacéo ao grupo controle (tratado com Tween-80 2% em solugéo salina 0,9%
via oral). *P<0,05 em relagédo ao grupo cisplatina. $P<0,05 em relagédo ao grupo tratado com NAC.
&P<0,05 em relagédo ao grupo B-CD. A analise foi realizada pelo teste 1Tway ANOVA seguido por pos-
teste Bonferroni’s.
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5.2.5 Avaliacao do estresse oxidativo: GSH renal

No Grafico 11 pode-se observar que o grupo que recebeu cisplatina 15 mg/kg
(11,48 £ 1,58 GSH/mg de tecido) teve uma queda nos niveis de GSH em comparagao
ao grupo controle (20,62 + 1,47 GSH/mg de tecido). O tratamento com NAC 120 mg/kg
(12,63 £ 1,35 GSH/mg de tecido) e B-CD 25 mg/kg (16,49 + 0,8007 GSH/mg de tecido)
nao elevou os valores de GSH em comparagdo ao grupo cisplatina e néo teve
diferenga significativa em relacdo a esse grupo. Ja o tratamento com [6]-gingerol-B3-
CD nas doses de 6,25 mg/kg (25,58 + 2,572 GSH/mg de tecido) 12,5 (34,59 £ 0,693
GSH/mg de tecido) e 25 mg/kg (18,74 + 0,691 GSH/mg de tecido) aumentaram os

niveis de GSH em comparag¢ao ao grupo cisplatina.

Grafico 11 — Avaliacdo dos niveis de GSH na IRA induzida por cisplatina, apos

tratamento com [6]-gingerol-B-CD e N-acetilcisteina.
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Os valores representam a média + erro padrao dos niveis de GSH no tecido renal apds a indugéo de
IRA por cisplatina e o tratamento com NAC (120 mg/kg), B-CD (25 mg/kg) [6]-gingerol-B-CD (6,25, 12,5
e 25 mg/kg). #P<0,05 em relacédo ao grupo controle (tratado com Tween-80 2% em solugéo salina 0,9%
via oral). *P<0,05 em relagédo ao grupo cisplatina. $P<0,05 em relagédo ao grupo tratado com NAC.
&P<0,05 em relagdo ao grupo B-CD. A analise foi realizada pelo teste Tway ANOVA seguido por pés-
teste Bonferroni’s.
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5.2.6 Expressao génica de KIM-1, TIMP-2, CxCL-1, NF-kB, SOD1s, Hemox-1

Apos a avaliagdo dos parametros bioquimicos dos grupos tratamentos, foi
realizada a analise da expressao génica de KIM-1, TIMP-2, CxCL-1, NF-kB, SOD1s,
Hemox-1. Para a avaliagao do [6]-gingerol-B-CD foi escolhido apenas o grupo de dose
25 mg/kg. A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos onde os valores

representam a mediana (min-max).

No Grafico 12A ¢ possivel observar que houve um aumento significativo da
expressao de KIM-1, no grupo IRA induzida por cisplatina 42,36 (26,9 — 73,8), no grupo
tratado com NAC 58,10 (33,5 —88,9) e no grupo tratado com 3-CD 81,08 (41,5 - 115,2)
em relagcéo ao grupo controle 1,28 (0,25 — 2,82). Enquanto no grupo tratado com [6]-
gingerol-B-CD apresentou aumento de apenas 5,37 vezes em relagdo ao controle
(2,72 — 9,50). Porém no Grafico 12B os animais do grupo NAC apresentaram
aumento da expressédo em 2,31 (1,33 — 3,54), e o grupo B-CD em 3,22 vezes (1,65 —
4,59) em relagao ao grupo tratado apenas com cisplatina. Contudo, os animais que
foram tratados com [6]-gingerol-B-CD obtiveram redugao significativa da expressao de
KIM-1 em 4,76 vezes, apresentando mediana de 0,21 e minimo e maxima de 0,11 e

0,38, respectivamente.
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Grafico 12 - Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na

transcricdo génica de KIM-1 na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcrigéo génica de KIM-1 em animais ap6s a indugao de IRA por cisplatina
tratados com [6]-gingerol-B-CD. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max). A)
Expressao génica de KIM-1 em relagao ao controle. B) Expressao génica de KIM-1 em relagdo ao grupo
cisplatina. #P< 0,05 em relagédo ao grupo controle. *P<0,05 em relagédo ao grupo tratado apenas com
cisplatina. A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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Quanto a expressao génica de TIMP-2, ao analisar o Grafico 13A é possivel
observar que nao houve diferenga significativa do grupo IRA induzida por cisplatina
0,96 (0,31 — 1,61) assim como com os grupos tratados com NAC 0,79 (0,39 — 1,66),
B-CD 0,96 (0,74 — 1,26) e [6]-gingerol-3-CD 1,32 (0,82 — 2,27), em relagdo ao grupo
controle 0,98 (0,77 — 1,16). Também nao houve diferenga significativa (Grafico 13B)
ao comparar os grupos tratados com NAC 0,98 (0,48 — 2,06), B-CD 1,19 (0,91 — 1,56),
[6]-gingerol-B-CD 1,64 (1,02 — 2,82) em relacdo ao grupo IRA induzida por cisplatina
1,19 (0,38 — 2,0).

Grafico 13 - Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na

transcrigdo génica de TIMP-2 na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcricdo génica de TIMP-2 em animais apds a indugdo de IRA por
cisplatina tratados com [6]-gingerol--CD. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max).
A) Expressao génica de TIMP-2 em relagao ao controle. B) Expressao génica de TIMP-2 em relagéo
ao grupo cisplatina. A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.

O Grafico 14A mostra que houve um aumento significativo da expressao de
CxCL-1, no grupo IRA induzida por cisplatina 102,7 (7,0 — 308,0) e nos grupos tratados
com NAC 56,0 (19,0 — 85,0), com B-CD 54,5 (43,0 — 69,0) e [6]-gingerol-3-CD 4,42
(1,0 — 7,0) em relagéo ao grupo controle 1,02 (0,45 — 1,62). Porém no Grafico 14B
ocorre uma diminuicdo da expressao desse gene no grupo tratado com [6]-gingerol-
B-CD 0,21 (0,11 — 0,38), em relagao ao grupo IRA 0,71 (0,31 — 1,21), mas o efeito
oposto é observado nos grupos tratados com NAC 2,31 (1,33 — 3,54), e com B-CD
3,22 (1,65 — 4,59), demonstrando que apenas o grupo tratado com [6]-gingerol-3-CD
foi capaz de diminuir o efeito inflamatério causado pela cisplatina.
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Grafico 14 - Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na

transcrigcdo génica de CxCL-1 na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcricdo génica de CxCL-1 em animais ap6s a indugdo de IRA por
cisplatina tratados com [6]-gingerol-3-CD. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max).
A) Expressao génica de CxCL-1 em relagcéo ao controle. B) Express&o génica de CxCL-1 em relacao
ao grupo cisplatina. #P< 0,05 em relagcdo ao grupo controle. *P<0,05 em relacdo ao grupo tratado
apenas com cisplatina. A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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O Grafico 15A mostra que houve um aumento significativo na expressao de NF-
KB, nos grupos IRA induzida por cisplatina 2,29 (1,19 — 4,15) e nos grupos tratados
com NAC 2,80 (1,33 — 4,98) e B-CD 2,47 (1,68 — 3,22), em relagdo ao grupo controle
0,98 (0,78 — 1,45). O mesmo n&o ocorre com o grupo tratado com [6]-gingerol-3-CD
1,21 (0,94 — 1,62), ndo apresentando diferenga significativa em relagado ao controle.
Contudo, ao ser comparado com o grupo IRA 0,85 (0,44 — 1,55), o grupo tratado com
[6]-gingerol-B-CD apresenta uma diminuicao significativa na expressao de NF-kB 0,50
(0,35 - 0,81). Porém, isso nao ocorreu nos grupos tratados com NAC 0,91 (0,50 —
1,18) e B-CD 0,92 (0,63 — 1,20) (Grafico 15B).

Grafico 15 - Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na

transcricdo génica de NF-kB na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcrigao génica de NF-kB em animais apés a indugao de IRA por cisplatina
tratados com [6]-gingerol-B-CD. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max). A)
Expresséo génica de NF-kB em relagéo ao controle. B) Expressédo génica de NF-kB em relagao ao
grupo cisplatina. #P< 0,05 em relagao ao grupo controle. *P<0,05 em relagao ao grupo tratado apenas
com cisplatina. A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.

No Grafico 16A ¢é possivel observar que houve uma diminui¢ao significativa na
expressao génica de SOD1s no grupo IRA 0,59 (0,22 — 0,88) e nos grupos tratados
com NAC 0,64 (0,42 — 0,79) e B-CD 0,56 (0,37 — 0,87) em comparagado ao grupo
controle 1,04 (0,61 —1,72). J4 o grupo tratado com [6]-gingerol-3-CD 1,01 (0,74 — 1,26)
nao apresentou diferenga significativa em relagéo ao grupo controle. Em contrapartida
no Grafico 16B, o grupo tratado com [6]-gingerol-3-CD 1,86 (1,35 — 2,32) apresenta
um aumento significativo na expressdo de SOD1s ao ser comparado com o grupo IRA
1,08 (0,41 — 1,61), o que nao ocorre com os grupos tratados com NAC 1,19 (0,77 —
1,46) e 3-CD 1,03 (0,68 — 1,60).
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Grafico 16 — Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na

transcricdo génica SOD1s na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcricao génica de SOD1s em animais apdés a indugdo de IRA por
cisplatina tratados com [6]-gingerol-B-CD. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max).
A) Expressao génica de SOD1s em relagao ao controle. B) Expressao génica de SOD1s em relagao
ao grupo cisplatina. #P<0,05 em relagao ao grupo controle. *P<0,05 em relacdo ao grupo tratado
apenas com cisplatina. A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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Quanto a expressao génica de Hemox-1, o Grafico 17A mostra que houve um
aumento na expressao desse gene nos grupos IRA 2,42 (1,0 — 4,53) e nos grupos
tratados com NAC 2,70 (1,55 — 3,48) e 3-CD 3,09 (2,77 — 3,70), em relagédo ao grupo
controle 1,10 (0,48 — 1,65), isso n&o € observado no grupo tratado com [6]-gingerol-3-
CD 0,70 (0,41 — 1,19), pois nao apresenta diferenga significativa em comparacéo ao
grupo controle. Comparativamente ao grupo IRA 1,0 (0,55 — 1,61), o grupo tratado
com [6]-gingerol-B-CD 0,24 (0,14 — 0,42) apresentou uma diminuigdo na expressao
génica de Hemox-1, isso n&o ocorreu com os grupos tratados com NAC 0,96 (0,55 —
1,23) e 3-CD 1,09 (0,98 — 1,31), que nao apresentaram diferenca em relagéo ao grupo
IRA (Grafico 17B).

Grafico 17 - Efeito do tratamento com [6]-gingerol-3-CD e N-acetilcisteina na

transcrigcdo génica Hemox-1 na IRA induzida por cisplatina.
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Os valores representam a transcricao génica de SOD1s em animais apds a indugdo de IRA por
cisplatina tratados com [6]-gingerol--CD. Os resultados foram reportados pelas medianas (min-max).
A) Expressao génica de SOD1s em relagdo ao controle. B) Expressao génica de SOD1s em relagéo
ao grupo cisplatina. #P< 0,05 em relagdo ao grupo controle. *P<0,05 em relagdo ao grupo tratado
apenas com cisplatina. A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
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6 DISCUSSAO

No modelo de IRA induzida por cisplatina seguido no presente estudo foi utilizado
apenas uma unica dose do antineoplasico para induzir a lesdo e a eutanasia
ocorrendo ap6és 3 dias, conforme proposto por Kuhad e colaboradores (KUHAD et al.,
2006). Visto que, a IRA demora de 3 a 5 dias para se manifestar apds a administragéo
de cisplatina (DRIESSEN et al., 2015). Geralmente, modelos de indugédo de IRA em
camundongos utilizam doses mais altas, em torno de 20 — 30 mg/kg (RAMESH &
REEVES, 2002; RAMESH & REEVES, 2004; MITAZAKI et al., 2009; MITAZAKI et al.,
2013), enquanto que em ratos, as doses utilizadas sdo mais baixas, por volta de 5 —
10 mg/kg (KUHAD et al., 2006; MORISAKI et al., 2008; KIM et al., 2015). Diante desta
ampla diversidade de doses resolvemos neste estudo realizar uma curva dose-
resposta, para avaliarmos qual seria a melhor dose de cisplatina para induzir a IRA
em camundongos fémeas.

Trabalhos relatam que o sexo feminino seria mais sensivel para o
desenvolvimento de IRA induzida por cisplatina (DE JONGH et al., 2003; LATCHA et
al., 2016; CHEN et al., 2017; FAIG et al., 2018). Estudos em outros modelos animais
apontam os mesmos resultados, evidenciando ainda que drogas com potencial
antioxidante conseguem ter um papel nefroprotetor em machos, mas ndo em fémeas
(ESHRAGHI-JAZI et al., 2011; HAGHIGHI et al., 2012; ESHRAGHI-JAZI et al., 2013;
NEMATBAKHSH et al., 2012; EL-ARABEY et al., 2015). Desta forma, para o presente
trabalho foram escolhidos camundongos fémeas, para que pudéssemos analisar se o
complexo [6]-gingerol-B-CD teria agdo nefroprotetora na IRA induzida por cisplatina
no sexo feminino.

Algumas hipoteses sao levantadas com o intuito de elucidar a causa dessa maior
sensibilidade pela qual o sexo feminino apresenta com o tratamento com cisplatina.
Foi observado em um estudo com células, que a poténcia da cisplatina pode ser
aumentada com tratamento com estrogénio e progesterona. Estes hormbnios podem
causar superexpressao de proteinas do grupo de alta mobilidade 1 (HMG1), que se
ligaram ao duto formado pela cisplatina e a molécula de DNA, impedindo seu reparo,
aumentando assim a citotoxicidade da cisplatina (HE et al., 2000).

Em adigéo, ja foi demonstrado que camundongos machos possuem uma taxa de
renovagao de GSH mais alta que fémeas da mesma espécie. Esta renovagao pode

ser diminuida quando os animais sao castrados ou recebem tratamento com
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estrogénio (HIRAYAMA et al., 1987; MA et al., 1998). Desta forma, pode ser sugerido
a hipétese de que ao possuirem uma taxa de renovagao de GSH menor, as fémeas
acabam por ser mais sensiveis ao estresse oxidativo causado pela cisplatina do que
0s machos.

A N-acetilcisteina (NAC) foi utilizada como uma droga nefroprotetora como um
controle positivo. Ja foi demonstrado em estudos com animais e humanos que a NAC
possui efeito nefroprotetor em modelos de IRA induzida por cisplatina (APPENROTH
et al., 1993; NISAR et al., 2002; DICKEY et al., 2005; DICKEY et al., 2008; HUANG et
al., 2019; GUNTURK et al., 2019).

Para verificar o dano renal causado pela cisplatina, foram analisados alguns
parametros, como creatinina, ureia, clearance de creatinina e proteinuria. O dano
tubular foi avaliado através da atividade da enzima gama-GT. A inflamagdo e o
estresse oxidativo, foram avaliados através das atividades da mieloperoxidase (MPO)
e glutationa reduzida (GSH), respectivamente. Porém, para o experimento de curva
dose-resposta ndo foram analisados o clearance de creatinina, a proteinuria e a
atividade da enzima gama-GT, devido a necessidade de urina para a realizagéo
dessas dosagens. Tal amostra biolégica nao foi coletada nos experimentos de dose-
resposta, pois os animais nao foram mantidos em gaiolas metabdlicas.

A creatinina e ureia foram utilizadas como parametros bioquimicos para
avaliagao da lesdo renal, pois a concentracdo plasmatica de ambos pode refletir a
taxa de filtragdo glomerular (TFG), sendo este o parametro que, clinicamente, define
a funcgao renal. Outra maneira de avaliar a TFG, é o clearance de creatinina, pois &
livremente filtrada pelos glomérulos, ndo sendo reabsorvida e pouco secretada
(BRITO et al., 2005; EMANUELLI et al., 2008; HIGGINS, 2016). Em modelos animais
de IRA induzida por cisplatina, altos niveis de ureia e creatinina sdo apresentados
(RAMESH & REEVES, 2004; NOJIRI et al., 2016; KADIR et al., 2020).

A enzima MPO é encontrada em granulos azuroéfilos de neutréfilos €, em menor
quantidade, em lisossomas primarios de mondcitos, sendo responsavel pela
catalizagao para a formagao de EROs. Durante o estimulo, os granulos azuréfilos séo
secretados no meio extracelular por degranulagao ou exocitose (WEISS, 1989; CHEN
et al., 2006; ROMAN et al., 2007; ARATANI, 2018). Diante do exposto, a analise da
atividade de MPO é uma medida indireta da inflamac&o tecidual, pois ja foi
demonstrado que a cisplatina pode causar a infiltragao de neutrofilos no tecido renal
de animais (FAUBEL et al., 2007; DENG et al., 2017).
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Um importante sistema antioxidante celular tem como centro a glutationa (GSH).
Na sua forma reduzida, é capaz de eliminar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(COUTO et al., 2016; HEGAZY et al., 2016). O processo inicial da nefrotoxicidade
causada por cisplatina é a formagao de conjugados com a molécula de GSH, que apods
chegarem ao rim seréo clivados em um metabdlito nefrotéxico. Além disso, o dano
oxidativo causado pela cisplatina pode diminuir sistemas antioxidantes de defesa do
organismo, como é o caso da GSH (HANNEMANN et al., 1991; SADZUKA et al., 1992;
ANTUNES et al.,, 2000; KADIKOYLU et al., 2004; VOLAREVIC et al., 2019). Em
estudos com animais ja foi demonstrado a deplecdo de GSH causada pela
nefrotoxicidade da cisplatina (SANTOS, 2019; HUANG et al., 2017).

Nosso experimento de curva dose-resposta foi avaliado em quatro doses de
cisplatina: 10, 12,5, 15 e 17 mg/kg. Apenas as doses de 15 e 17 mg/kg apresentaram
diferencas significativas em comparagdo ao controle quanto aos parametros
bioquimicos de ureia e creatinina plasmaticas. Para a atividade de MPO, apenas a
dose de 10 mg/kg ndo apresentou diferenca significativa em relagéo ao grupo controle.
Ja os niveis de GSH diminuiram significativamente nas doses de 12,5, 15 e 17 mg/kg.

As alteragdes histopatolégicas encontradas no presente estudo estdo em
conformidade com resultados encontrados em estudos anteriores, apresentando um
alto grau de necrose tubular, formacao de elencos, dilatagao tubular, perda de borda
em escova e aumento da infiltracdo de neutréfilos (KUHAD et al., 2006; DENG et al.,
2017; LIU et al., 2020). Em modelos animais a regido tubular € a mais atingida, nao
havendo alteragdes glomerulares evidentes. Pacientes em tratamento com cisplatina,
possuem a necrose tubular aguda como a principal alteragao observada na biépsia do
tecido renal (ASHRAFI et al., 2013). As doses de 15 e 17 mg/kg tiveram resultados
semelhantes quanto aos parametros bioquimicos, inflamacdo, dano oxidativo e
alteracdes histopatoldgicas. Desta forma, a dose de cisplatina escolhida para induzir
a IRAfoi a de 15 mg/kg.

Apos a escolha da dose de 15 mg/kg como a melhor para induzir IRA por
cisplatina, foram realizados os grupos de tratamento utilizando o complexo [6]-
gingerol-B-CD nas doses de 6,25, 12,5 e 25 mg/kg e NAC na dose de 120 mg/kg, com
0 auxilio das gaiolas metabdlicas.

De acordo com Silva e colaboradores (2020), a complexagéao do [6]-gingerol com
a B-ciclodextrina (B-CD) aumentou a sua solubilidade. Mas quando este projeto foi

proposto uma das hipoteses a ser testada era se um possivel aumento de solubilidade
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apo6s esta complexacao poderia fazer com que uma dose do [6]-gingerol menor que
50 mg/kg pudesse manter este efeito nefroprotetorr Como ja mencionado
anteriormente, a dose de 50 mg/kg de [6]-gingerol teve efeito protetor na IRA induzida
por cisplatina em ratos (KUHAD et al., 2006). A mesma dose, porém de [8]-gingerol
apresentou efeito semelhante na IRA induzida por cisplatina em camundongos
(SANTOS, 2019). Além disso a B-CD proporcionaria um mascaramento ao sabor
pungente do [6]-gingerol, tornando possivel e mais aceitavel a administragcdo desse
composto por via oral, via esta que n&o foi utilizada pelo estudo de Kuhad e
colaboradores (2006) ou no estudo com [8]-gingerol realizado por nosso grupo
(SANTOS, 2019).

Incialmente, foram avaliadas ureia e creatinina plasmaticas e o clearance de
creatinina. Com a analise dos resultados foi observado que as doses de 12,5 e 25
mg/kg do complexo [6]-gingerol-p-CD, foram capazes de diminuir as concentracdes
plasmaticas de creatinina e obtiveram uma diferenca estatistica significativa ao grupo
IRA induzida pela cisplatina. Contudo, a dose de 6,25 mg/kg do complexo e a NAC
conseguiram diminuir os niveis de creatinina, porém, ndo obtiveram diferenca
significativa em relagao ao grupo IRA. Os niveis de ureia plasmatica dos animais foram
reduzidos apods os tratamentos com as doses de 12,5 e 25 mg/kg do complexo [6]-
gingerol-B-CD, apresentando uma diferenca significativa quando comparados ao
grupo IRA. Porém a dose de 6,25 mg/kg do complexo e a NAC reduziram os niveis de
ureia plasmatica, mas n&o apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo
IRA. Em resumo, as doses de 12,5 e 25 mg/kg demonstraram bons resultados na
diminui¢ao dos niveis de ureia e creatinina em relagao ao grupo IRA, ja a dose de 6,25
mg/kg preveniu de forma leve a lesdo aqui apresentada pela cisplatina. Estes dados
evidenciam uma boa resposta nefroprotetora do complexo.

Ap0s a avaliacao do clearance de creatinina foi possivel observar que a NAC, na
dose empregada por este estudo, néo reverteu a queda do clearance causada pela
administracao de cisplatina. Ja os tratamentos com as trés doses do complexo
causaram um discreto aumento neste parametro. Estes aumentos nao refletiram em
uma real acao nefroprotetora, haja visto que nao foram estatisticamente significativas
em relagdo ao grupo IRA. Contudo, os valores obtidos por estes trés grupos de
tratamento também nao obtiveram diferenca significativa quando comparado ao grupo
controle, tanto para a NAC, quanto para a dose de 6,25 de [6]-gingerol-3-CD. A partir

desse dado, €& possivel observar que a maior solubilidade do [6]-gingerol
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proporcionada pela complexagao com a 3-CD concedeu um discreto efeito terapéutico
a esse composto, em uma dose mais baixa.

Outros estudos utilizando o [6]-gingerol como protecao frente a nefrotoxicidade
induzida por cisplatina demonstraram que este composto teve a capacidade de
diminuir os valores de ureia e creatinina plasmaticas e elevar o valor do clearance de
creatinina (KUHAD et al., 2006; HEGAZY et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018).
Contudo, vale salientar que nosso estudo empregou doses menores de um composto
em complexagdo, empregamos a via oral e testamos no sexo feminino. Desta forma,
os dados observados com o parametro de ureia plasmatica nos indicam que a
substancia testada pode proteger o efeito lesivo causado pela cisplatina. E esta
constatagao é refor¢cada pelos dados a seguir.

A gama-glutamil transferase (Gama-GT) € uma enzima presente em tecidos
como ducto biliar, vesicula biliar, coragao, cérebro, rim e outros tecidos. No rim ela
esta presente na borda em escova, principalmente do tubulo proximal. Porém, devido
ao seu alto peso molecular a Gama-GT n&o consegue atravessar a barreira glomerular
(GOLDBERG, 1980; LIPPI et al., 2018). O aumento da excre¢cédo dessa enzima indica
dano tubular com lesdo na membrana da borda em escova e perda da estrutura das
microvilosidades (CRIVELLENTI et al., 2014). A Gama-GT pode ser utilizada como um
marcador precoce de injuria renal, pois ocorre juntamente com pequenas alteragcdes
nas células, antes de mudancas na arquitetura renal e azotemia, além de ser um
importante marcador de les&o tubular na IRA induzida por cisplatina (GUIMARAES,
2000; ARANY & SAFIRSTEIN, 2003; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011). Alguns
trabalhos utilizam esta enzima como marcador, demonstrando seu aumento na urina
de animais experimentais (GORDON et al., 1986; MISHRA et al., 2013; KPEMISSI et
al., 2019; AZOUZ et al., 2020) e pacientes em tratamento com cisplatina (HU et al.,
1997).

Em nosso estudo, a partir da analise da atividade de Gama-GT foi possivel
observar que o complexo [6]-gingerol-B-CD, nas doses de 12,5 e 25 mg/kg, foi capaz
de reverter o dano tubular causado pela cisplatina, o mesmo n&o foi observado na
dose de 6,25 mg/kg, porém essa dose também nao apresentou diferenca significativa
para o grupo controle, evidenciado uma discreta melhora contra o dano tubular. Na
literatura ndo sdo encontrados trabalhos que relacionem o papel nefroprotetor do 6-
gingerol a atividade da Gama-GT urinaria. Em adi¢cdo, a administracdo de NAC néo

foi capaz de diminuir os valores da Gama-GT urinaria. Na literatura € possivel
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encontrar estudos onde NAC conseguiu diminuir os valores dessa enzima. Em modelo
de nefrotoxicidade induzida por gentamicina em ratos machos, a NAC foi administrada
por via oral, na dose de 40 mg/kg. Em outro modelo de nefrotoxicidade, também
utilizando ratos machos, a NAC foi administrada por via oral, na dose de 100 mg/kg
(EL-FATTAH & EL-SHEIKH, 2012; ANSARI et al., 2019).

Algumas proteinas de baixo e médio peso molecular conseguem atravessar a
barreira glomerular, porém sao quase totalmente reabsorvidas. Contudo, ha
proteinuria quando se tem um dano glomerular ou na maquinaria de reabsorgao do
tubulo proximal, ocorrendo a presenga de proteina na urina em niveis nao fisioldgicos
(EATON & POLLER, 2006; NIELSEN & CHRISTENSEN, 2010; GORRIZ &
MARTINEZ-CASTELAO, 2012). Portanto, a proteinuria causada pela nefrotoxicidade
induzida pela cisplatina pode ser devido a necrose tubular, visto que a lesao
glomerular € menos frequente durante o tratamento com esse antineoplasico
(DAUGAARD et al.,1988; CHIRINO et al., 2004; EATON e POLLER, 2006; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011; DUGBARTEY et al., 2016). Estudos com modelos de IRA
induzida por cisplatina conseguem reproduzir esse quadro de proteinuria
(ABDELRAHMAN, 2017; ZHAO & DAI, 2020; JING et al., 2020).

Foi demonstrado que uma fracdo enriquecida com [6], [8] e [10]-gingerol,
aplicada por via oral nas doses de 12,5 e 25 mg/Kg, diminuiu a excregao de proteinas
na urina de ratos machos, em um modelo de IRA induzida por gentamicina
(RODRIGUES et al., 2014). Em outro estudo, utilizando um modelo de IRA induzida
por sepse em ratos machos, foi observado que o [6]-gingerol foi capaz de diminuir a
proteinuria quando aplicado intraperitonealmente na dose de 25mg/Kg (RODRIGUES
et al., 2018). No presente estudo, o complexo [6]-gingerol-B-CD administrado por via
oral nas doses de 12,5 e 25 mg/kg, também conseguiu reverter os altos niveis de
proteinuria causados pela IRA induzida por cisplatina. Em contrapartida, a dose de
6,25 mg/kg néo obteve o0 mesmo efeito. Na literatura é possivel observar que a NAC,
utilizada como agente nefroprotetor, conseguiu diminuir os niveis de proteina urinaria.
Em modelo de IRA induzida por cisplatina em ratos machos, a NAC foi administrada
i.p. na dose de 50 mg/kg. Em outro modelo de nefrotoxicidade induzida por cisplatina
em ratos fémeas, a NAC foi administrada via s.c. na dose de 100 mg/kg. A NAC
também foi administrada via i.p. na dose de 50 mg/kg, em um modelo de IRA induzida
por gentamicina em ratos machos (APPENROTH et al., 1993; ABDEL-WAHAB et al.,
2017; SANCHO-MARTINEZ et al., 2018). No presente estudo a NAC na dose de



82

120mg/Kg por via oral nao foi capaz de diminuir os valores de proteinuria.

A molécula de injuria renal 1 (KIM-1), é expressa nos tubulos proximais apenas
quando ha injuria, sendo considerado, portanto, um étimo biomarcador (TIMMEREN
et al.,, 2007). Por se alterar muito antes dos parametros bioquimicos classicos, é
considerada um marcador precoce, diferentemente da creatinina, por exemplo, que
se eleva apdés 50% do comprometimento da funcdo renal (HAN et al., 2002,
BONVENTRE, 2008). No rim lesionado, KIM-1 torna as células tubulares em uma
espécie de fagocito ao exercer a fungdo de internalizar células apoptéticas e detritos
de células necrdéticas (ICHIMURA et al., 2012). Na literatura, ja foi bem relatado que a
expressao de KIM-1 é elevada com o tratamento com cisplatina (WU et al., 2011;
VINKEN et al., 2012; SINHA et al., 2013; AHMAD et al., 2019).

Em modelo de IRA induzida por sepse em ratos machos, o [6]- e [10]-gingerol na
dose de 25 mg/kg i.p. diminuiram a expressao de KIM-1 (RODRIGUES et al., 2018).
Na presente pesquisa, o complexo em estudo na dose de 25 mg/kg, conseguiu
diminuir a expressao de KIM-1, em relagdo ao grupo IRA induzida por cisplatina. Em
pacientes tratados com anfotericina B, a NAC reduziu a expressdo de KIM-1
(KARIMZADEH et al., 2015). Porém, neste estudo a NAC na dose de 120 mg/Kg por
via oral ndo reverteu a expressao génica de KIM-1.

O inibidor de tecidual de metaloproteinases (TIMP-2) € uma proteina pertencente
a familia de genes TIMP. As proteinas codificadas por essa familia de genes séo
inibidores naturais das metaloproteinases da matriz (MMP), um grupo de peptidases
envolvidas na degradagao da matriz extracelular, sendo o TIMP-2 capaz de inibir o
MMP-2 com mais eficacia do que outros TIMPs. Essas proteinas sdao capazes de
suprimir de maneira direta a proliferacdo de células endoteliais e, desta forma,
diminuem a formacgédo de tecidos inativos em resposta a fatores angiogénicos e
inibindo a atividade da protease em tecidos submetidos a remodelagdo da matriz
extracelular (BOURBOULIA & STETLER-STEVENSON, 2010). Estudos sugerem o
uso do TIMP-2 como um biomarcador para a IRA induzida por cisplatina (SCHANZ et
al., 2017). Ja foi observado que o extrato aquoso do gengibre diminuiu a expressao
de TIMP-2 em um modelo in vitro de infegéo pelo virus da dengue (SHARMA et al.,
2015). No presente estudo, a expressao do gene TIMP-2 nao foi alterada em relagao
ao controle em nenhum dos grupos testados.

Foi possivel observar no presente estudo que o complexo [6]-gingerol-B-CD na

dose de 25 mg/kg conseguiu reverter, significativamente, o efeito inflamatério
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promovido pela cisplatina pela detecg¢ao indireta da redugdo na atividade de MPO,
mas o0 mesmo nao foi observado na dose de 12,5 mg/kg. Porém, a dose de 12,5 mg/kg
nao apresentou diferenga significativa em relagdo ao grupo controle. Em um modelo
de mastite induzido por acido lipoteicoico (LTA), o [6]-gingerol nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg via i.p., conseguiu diminuir a atividade de MPO e o infiltrado de neutrdfilo,
em camundongos de ambos os sexos (ZAHOOR et al., 2020). Esse composto, nas
doses de 50 e 100 mg/kg por via oral, foi capaz de reduzir os niveis de MPO no cérebro,
ovario e utero de ratos fémeas, em um modelo de inflamacdo induzida pelo
organofosforado clorpifiros (ABOLAJI et al., 2017). Da mesma forma, o [6]-gingerol
administrado por via oral na dose de 25 mg/kg teve o mesmo efeito na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida, em camundongos fémeas (FERREIRA, 2017).
Na colite ulcerativa induzida por sulfato de sédio dextrana, em camundongos machos,
o [6]-gingerol administrado via oral, na dose de 100 mg/kg, também foi capaz de
diminuir a atividade de MPO (AJAYI et al., 2018). O uso de NAC para reduzir a
atividade de MPO ja foi reportado na literatura. Na nefrotoxicidade induzida por
acetaminofeno em camundongos de ambos os sexos, a NAC foi administrada na dose
de 400 mg/kg via i.p.. No dano renal causado por isquemia-reperfusdo, a NAC foi
administrada via i.p. na dose de 150 mg/kg (TAS et al., 2019; ALTUN et al., 2020). No
presente estudo, NAC nao conseguiu reduzir a atividade de MPO significativamente,
porém nao apresentou diferenga significativa em relagdo ao controle.

A inflamacdo causada pela nefrotoxicidade induzida pela cisplatina leva a
ativagao da via do NF-kB, fator que promove a transcricido de muitas citocinas e
quimiocinas, incluindo a expressao do TNF-a (MILLER et al., 2010; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011b; PERES & CUNHA, 2013), uma citocina pré-inflamatéria que
desempenha um importante papel na regulagdo da resposta inflamatéria a cisplatina
(Ql et al., 2019). Ja foi observado que o [6]-gingerol 25 mg/kg conseguiu diminuir a
producdo de NF-kB, em um modelo de fibrose hepatica em ratos machos
(ALGANDABY et al., 2016). Em outro estudo foi demonstrado que o zingerone, nas
doses de 25 e 50 mg/kg, por via oral, conseguiram reduzir os niveis de NF-kB, na
nefrotoxicidade induzida por cisplatina em ratas fémeas (KANDEMIR et al., 2019). No
presente estudo, foi observado que o complexo [6]-gingerol-B-CD na dose de 25
mg/kg foi capaz de diminuir a expressédo de NF-kB na IRA induzida por cisplatina. Em
um modelo de inflamagado generalizada induzida por zymosan em camundongos

machos, a NAC a 100 mg/kg por via subcutanea, foi capaz de diminuir os niveis de
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NF-kB nos pulmdes dos animais (WANG et al., 2013). No presente estudo a NAC nao
conseguiu diminuir a expressao de NF-kB, em relagédo ao grupo IRA induzida por
cisplatina.

A CxCL-1 é uma quimiocina que desempenha um papel crucial no recrutamento
de neutrdfilos para o tecido lesionado (RAVINDRAN et al., 2013). Pertence a familia
CXC, que sao produzidas por células epiteliais dos tubulos renais, tendo um papel
importante na inflamagao intersticial (HUANG et al., 2006). E formada por mondcitos,
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais (SIGAL, 2004; FRANGOGIANNIS,
2007). Alguns estudos sugerem que essa quimiocina € um marcador inicial na IRA por
isquemia (MOLLS et al., 2006; ACKAY et al., 2009). Ja foi observado que na IRA
induzida por cisplatina a CxCL-1 tem seus niveis elevados (LIU et al., 2006; ZHANG
et al., 2008; ACKAY et al., 2011). Em um experimento in vitro foi demonstrado que a
fracdo etandlica do gengibre foi capaz de diminuir a expressdao de CxCL-1, em um
modelo de infecgao viral (HABEBALLA et al., 2020). A presente pesquisa demonstrou
que o [6]-gingerol-B-CD na dose de 25 mg/kg diminuiu a expresséo génica de CxCL-
1 nos rins dos camundongos fémeas, em relagao ao grupo IRA induzida por cisplatina.
Em um modelo de IRA induzida por cisplatina em camundongos machos, a NAC
50mg/kg i.p., diminuiu a expressdo de CxCL-1 nos rins dos animais (HUANG et al.,
2019). Na presente pesquisa, a NAC nao apresentou o mesmo efeito, ndo diminuindo
os niveis de CxCL-1.

No presente estudo, o [6]-gingerol complexado com a (-CD, nas doses de 6,25,
12,5 e 25 mg/kg foi capaz de elevar os niveis de GSH na injuria renal aguda induzida
pela cisplatina, corroborando com seu efeito antioxidante ja demonstrado na literatura
(YANG et al., 2011; WANG et al., 2014). Em um modelo de toxicidade por aluminio em
ratos, o [6]-gingerol administrado via oral nas doses nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg,
conseguiu aumentar os niveis de GSH, no figado, rim e cérebro de ratos fémeas
(SHRIVASTAVA, 2015). Foi observado que o extrato do gengibre na dose de 500
mg/kg administrado por via oral elevou os niveis de GSH frente a nefrotoxicidade
induzida por aspartame em ratos machos (HOZAYEN & ABOUSEIF, 2015). No modelo
de IRA induzida por cisplatina em ratos machos e fémeas, ja anteriormente
mencionado, o [6]-gingerol na dose de 25 mg/kg i.p. aumentou as concentragdes de
GSH (KUHAD et al., 2006). O [6]-gingerol na dose de 25 mg/kg via i.p. foi capaz de
aumentar as concentragdes de GSH, em um modelo de nefrotoxicidade induzida por

sepse em ratos machos (RODRIGUES et al.,, 2018). Em outro modelo de
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nefrotoxicidade, induzida por gentamicina em ratos machos, uma fragado enriquecida
com [6], [8] e [10]-gingerol nas doses de 12,5 e 25 mg/kg administrado por via oral
obteve 0 mesmo efeito antioxidante ja mencionado, elevando os niveis de GSH
(RODRIGUES et al., 2014). Em dois estudos utilizando modelo de nefrotoxicidade
induzida por cisplatina em ratos machos, a NAC foi administrada nas doses de 50 e
250 mg/kg, respectivamente, elevando os niveis de GSH (LUO et al., 2008; ABDEL-
WAHAB et al., 2017). No presente estudo a NAC nao obteve sucesso com o aumento
dos niveis de GSH, que permaneceram reduzidos.

A heme oxigenase é uma enzima que degrada grupos heme, tendo como
resultado a biliverdina e liberando mondxido de carbono e ferro no processo,
consideradas moléculas protetoras, o grupo heme livre é considerado tdxico
(COURTNEY & MAXWELL, 2008; ABRAHAM et al., 2009). Sua isoforma heme
oxigenase 1 (Hemox-1) é induzida por varias condicdes de estresse, dentre elas,
estresse oxidativo, e é utilizada pela célula para neutraliza-las (RYTER et al., 2006).
Foi observado que essa enzima concede um efeito protetor a fungao renal em modelos
animais de rabdomidlise, nefrotoxicidade induzida por cisplatina e nefrite nefrotoxica
(NATH, 2006; CHO et al., 2020). Em um modelo de sepse, o [6]-gingerol, na dose 40
mg/kg administrado por via oral demonstrou ser capaz de elevar os niveis de Hemox-
1 no figado de camundongos machos (HONG et al.,, 2020). Na IRA induzida por
isquemia, o 6-shogaol a 20 mg/kg por via i.p., foi capaz de induzir a expressao dessa
enzima nos rins de camundongos machos (HAN et al., 2019). No presente estudo, o
complexo [6]-gingerol-B-CD na dose de 25 mg/kg elevou os niveis de Hemox-1 em
relagdo ao grupo IRA induzida por cisplatina. Em um modelo de injuria hepatica em
ratos machos, a NAC na dose de 200 mg/kg i.p., apresentou efeito protetor ativando
a vida da Hemox-1 (CAl et al., 2015). Na IRA induzida por isquemia em ratos machos,
a NAC 150 mg/kg i.p. conseguiu induzir a expressao de Hemox-1 (ZHANG et al., 2014).
No presente estudo a NAC nao elevou os niveis de Hemox-1 em relagédo ao grupo IRA
induzida por cisplatina.

As superoxidos dismutases sao proteinas intermembranares do citoplasma e
mitocdndria que agem convertendo radicais superoxido de origem natural, contudo
prejudiciais, em oxigénio molecular e perdoxido de hidrogénio, sendo a SOD1 a
variante citosolica. ASOD1 é importante por seu efeito antioxidante, tendo capacidade
de reduzir os danos causados por EROs (YAMANOBE et al., 2007; MASLQV et al.,

2015). O tratamento com cisplatina pode diminuir os niveis de SOD1. Ja foi relatado
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que o [6]-gingerol, na dose de 50 mg/kg i.p., conseguiu elevar os niveis de SOD1, no
modelo de IRA induzida por cisplatina em ratos machos e fémeas (KUHAD et al., 2006).
Nosso estudo demonstrou que a dose de 25 mg/kg do complexo [6]-gingerol-3-CD
elevou os niveis de SOD1 em relagdo ao grupo IRA induzida por cisplatina. Na IRA
induzida por cisplatina a NAC também demonstrou elevar os niveis de SOD1 (HUANG
et al., 2019). O mesmo n&o ocorreu no presente estudo.

Muitos trabalhos que utilizam o [6]-gingerol como agente terapéutico, fazem sua
administragcdo por via intraperitoneal (KUHAD et al., 2006; HEGAZY et al., 2016;
RODRIGUES et al., 2018; ZAHOOR et al., 2020), muito provavelmente devido a sua
baixa solubilidade em meio aquoso (JIANG et al., 2008; YAGIHASHI et al., 2008;
WANG et al., 2018). Desta forma, a administragao intraperitoneal concede uma maior
absor¢ao, pois alcanga mais rapidamente a circulagdo (SANTOS et al., 2013). Porém,
a via oral é de mais facil emprego, menos invasiva e mais segura para administracao
de drogas (CHAVES et al., 2018; FREITAS et al., 2020). Assim, a via oral foi a
escolhida como via de administragao oral para o [6]-gingerol-3-CD no presente estudo.
Como ja mencionado anteriormente, a complexagdo do [6]-gingerol com a [3-
ciclodextrina aumentou sua solubilidade em meio aquoso (SILVA et al., 2020). A partir
disso esperava-se ser possivel diminuir a dose de 50 m/kg de [6]-gingerol, ja descrita
na literatura por ter um efeito nefroprotetor frente a IRA induzida por cisplatina (KUHAD
et al., 2006). No presente estudo foram avaliadas trés doses do complexo [6]-gingerol-
B-CD 6,25, 12,5 e 25 mg/kg, com base nos resultados obtidos, foi possivel observar
que as doses de 12,5 e 25 mg/kg apresentaram efeito nefroprotetor semelhante para
a maioria dos parametros bioquimicos analisados. Porém, a dose de 6,25 mg/kg néao
apresentou diferenga estatistica em relagdo ao grupo IRA ou ao grupo controle para a
maioria dos parametros bioquimicos analisados, indicando que mesmo com uma dose
mais baixa o complexo [6]-gingerol-3-CD preveniu uma lesdo mais acentuada. Por
apresentar um efeito terapéutico ligeiramente melhor, a dose de 25 mg/kg foi escolhida
para as analises de expressao génica, apresentando uma melhora nos niveis da
maioria dos genes analisados.

Sabe-se que a injuria renal aguda causada pela cisplatina esta relacionada a
um dano no tubulo proximal, estresse oxidativo e inflamagdo (MANOHAR & LEUNG,
2018). Essa nefrotoxicidade pode ativar a via do NF-kB, uma importante via para a
ativagao de citocinas e quimiocinas, incluindo TNF-a e CxCL-1 (MILLER et al., 2010;
SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011b; PERES & CUNHA, 2013; BURKE et al., 2014).
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A CxCL-1 é uma quimiocina que ativa a infiltragao de neutréfilos até o tecido lesionado
(BURKE et al., 2014). O TNF-a pode levar ao dano tecidual, apoptose das células
renais e até mesmo ativar citocinas pro-inflamatorias, exercendo assim um papel
importante na inflamagdo causada pela cisplatina (RAMESH & REEVES, 2003;
ZHANG et al., 2007; Ql et al., 2019). No presente trabalho, o complexo [6]-gingerol-3-
CD reduziu a expressao de NF-kB, CxCL-1 e o infiltrado de neutréfilos (analisado pela
atividade de MPO). Sendo assim, podemos supor que o composto também foi capaz
de reduzir a expressdao de TNF-a. Portanto, o [6]-gingerol complexado a B-CD
apresentou um bom efeito anti-inflamatério, frente a IRA induzida por cisplatina.

O [6]-gingerol-B-CD também apresentou efeito antioxidante na nefrotoxicidade
induzida por cisplatina. Em relagdo ao grupo IRA o complexo apresentou um aumento
nos niveis de GSH e na expressédo de SOD1, assim como uma diminuigdo na
expressao de Hemox-1, devolvendo os valores para um patamar ao nivel do grupo
controle. AGSH, SOD1 e Hemox-1 fazem parte de importantes sistemas antioxidantes
celulares (RYTER et al., 2006; MASLOV et al., 2015; COUTO et al., 2016; HEGAZY
et al., 2016). Esses antioxidantes fazem parte da via do fator nuclear eritroide 2 (Nrf2),
um grande regulador da resposta antioxidante (DREGER et al., 2009; ZOJA et al.,
2014; LIN et al., 2016). O Nrf2 protege a célula de substancias endégenas, EROs,
radiacdo e toxinas (HUANG et al., 2015). Isso corrobora com alguns estudos que
correlacionam a atividade antioxidante do [6]-gingerol a ativagao da via do Nrf2 (LEE
et al., 2011; SAMPATH et al., 2017; HONG et al., 2020).

A metodologia de posologia do complexo [6]-gingerol-p-CD utilizada no presente
estudo foi a mesma seguida por Kuhad e colaboradores (KUHAD et al., 2006), que
consistia em um pré e pos-tratamento. Ou seja, antes de ocorrer a lesdo renal
ocasionada pela cisplatina, o paciente ja estaria recebendo doses de [6]-gingerol-3-
CD. Como mencionado anteriormente, a hemox-1 tem sua producgao iniciada no
organismo por diversas condi¢des de estresse, em contrapartida a GSH e SOD1, tém
sua producdo diminuida em situacbes de estresse ao tecido, como pbde ser
observado no grupo IRA induzida pela cisplatina. Nos grupos tratados com o complexo
foi possivel observar que os niveis de GSH, SOD1 e hemox-1 permaneceram em um
patamar a nivel do grupo controle. Dessa forma, pode-se inferir que a via do Nrf2 ja
estaria ativada, antes mesmo que a injuria renal fosse estabelecida, evitando que o
tecido renal sofresse estresse oxidativo.

Além de demonstrar efeitos anti-inflamatério e antioxidante, o [6]-gingerol-3-CD
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também diminuiu os niveis de creatinina, ureia, gama-GT, proteina urinaria, assim
como a expressao de KIM-1, todos marcadores de lesao renal.

Como ja mencionado anteriormente a NAC foi aqui utilizada como um agente
nefroprotetor como um controle positivo. E relatado em diversos estudos que esta
droga possui um efeito nefroprotetor frente a IRA induzida por cisplatina
(APPENROTH et al., 1993; NISAR et al., 2002; DICKEY et al., 2005; DICKEY et al.,
2008; HUANG et al., 2019; GUNTURK et al., 2019), sendo um bom antioxidante
(ONDANI et al., 2011; SANCHO-MARTINEZ et al., 2018). Porém, no presente estudo
a NAC néao apresentou uma protecado frente a IRA induzida por cisplatina em
camundongos fémeas. Podemos inferir que a dose de 120 mg/kg utilizada nao
forneceu uma biodisponibilidade suficiente para que a NAC apresentasse seu efeito
antioxidante. Nao foi encontrado na literatura trabalhos que correlacionassem o efeito
antioxidante de NAC ao sexo feminino. Porém, existem estudos demonstrando que
alguns antioxidantes ndo possuem papel nefroprotetor na presenca de estrogénio
(NEMATBAKHSH et al., 2012; PEZESHKI et al., 2012).

Tabela 5 — Resumo dos resultados obtidos.
Cisplatina NAC 6,25mg/kg 12,5mg/kg 25 mg/kg

Creatinina 1 - - ! !
Ureia 1 - - ! !
Clearance ! - - - -
Gama GT 0 - - ! !
Proteinuria 1 - 1 ! !
MPO ) - ) - !
GSH ! - T T T
KIM-1 1 - * * !
TIMP-2 - - * * -
CxCL-1 1 - * * !
NF-kB 0 - * * !
SOD1 ! - * * 0
Hemox-1 1 - * * !

Fonte: Elaborado pelo autor. 1: aumento significativo; |: diminuigdo significativa; —: auséncia de

diferencga estatistica em relagéo ao grupo controle ou ao grupo cisplatina; *: ndo foi analisado.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que foi estabelecido com
sucesso um modelo de injuria renal aguda induzida por cisplatina em camundongos
fémeas.

Ao complexar o [6]-gingerol a B-CD foi possivel identificar que doses menores
que 50 mg/kg (25 e 12,5 mg/kg) preservaram efeito terapéutico frente a IRA induzida
pela cisplatina mostrando que uma melhor solubilidade e, consequentemente, uma
melhor biodisponibilidade intensificaram os efeitos do [6]-gingerol. Na Figura 9
propomos um mecanismo de acdo do [6]-gingerol-3-CD frente a IRA induzida por
cisplatina.

A NAC na dose de 120 mg/kg por via oral ndo teve efeito nefroprotetor na IRA
induzida por cisplatina em camundongos fémeas, isso pode ter sido causado ou pela

dose utilizada, por termos usado fémeas ou por ambos.

Figura 9 — Mecanismo de agao do [6]-gingerol-3-CD.

A) Lesdo Renal

. Lesdo Renal
[6]-gingerol-B-CD ——— (KIM-1 { )
B) Resposta anti-inflamatoria Infiltrado de
[6]-gingerol-B-CD ——— NF-kB ——— (xCL-1 ——— neutrofilos
(MPO)

C) Resposta antioxidante
[6]-gingerol-B-CD —— Nrf2 —— GSH e SOD1

Lesao — Estressesxidativo — Nrf2

Hemox-1

Fonte: Elaborado pelo autor. A) A IRA induzida por cisplatina aumentou a expressao de KIM-1, que foi
diminuida com o tratamento com [6]-gingerol-B-CD; B) O tratamento com [6]-gingerol-B-CD apresentou
uma resposta anti-inflamatéria demonstrada pela diminuigdo da expressao génica de NF-kB e CxCI-1
e, consequentemente, uma diminuicdo do infiltrado de neutrdfilos (analisado indiretamente pela
atividade de MPO); C) A resposta antioxidante do tratamento com [6]-gingerol-B-CD se deu através do
aumento dos niveis de GSH, aumento da expressao génica de SOD1 e diminuigdo da expressao génica
de Hemox-1. Esses resultados indicam que o tratamento com [6]-gingerol-3-CD apresentou uma
resposta antioxidante através da ativagédo da via do Nrf2.
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