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RESUMO

A Gentamicina (GM) é um aminoglicosideo amplamente utilizado contra infeccBes por
microrganismos gram-negativos. Lesdo renal aguda (LRA) é a principal limitacdo para a sua
eficacia terapéutica, ocorrendo em 10-20% dos pacientes. O evento capital é producdo de
espécies de reativa de oxigénio (EROs) e alteracdo na dindmica intra-renal e glomerular. O
gengibre é fonte de substancias bioativas que podem ter efeito satisfatorio na renoprotecao por
acdo antioxidante. A fracdo ZOEB4 ¢é enriquecida com os compostos com [6]-, [8]- e [10]-
gingerol, isolada a partir do extrato do Zingiber officinale Roscoe, parece ser promissora
diante desta nefrotoxidade, podendo auxiliar o rim na resposta antioxidante enddgena,
diminuindo o dano oxidativo e atenuando a resposta pré-inflamatoria. O presente estudo visou
investigar os possiveis efeitos protetores da fragdo ZOEB4 em um quadro de LRA pela
administracdo de GM 100 mg/kg i.p. em 7 dias consecutivos. Foram utilizados ratos Wistar,
adultos machos, divididos em 6 grupos. Os grupos controles foram induzidos com NaCl
0,9% por 7dias e tratados oralmente com tween-80 2%, ou com a fragdo ZOEB4 25 mg/kg;
grupos induzidos a nefrotoxicidade com GM 100mg/kg por 7dias acrescido do tratamento oral
com a fragdo ZOEB4(6,25, 12,5 ou 25mg/kg) ou com tween 80 2%. O tratamento oral ocorreu
durante 5 dias a partir do 5° dia de indugdo. Ao termino de cada tratamento foram coletados
plasma, urina e rins para as analises. Foram avaliados os parametros bioquimicos indicativos
de funcdo renal, funcdo tubular, perfil oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes, a
transcricdo génica de mediadores pro-inflamatdrios através da reacdo da polimerase em cadeia
em tempo real (QPCR), além da analise histopatologica. A GM alterou consideravelmente
quase que todos os parametros investigados: Clcr (0,7+0,1 mL/min), ureia (73,1+7,5 mg/dL)
proteina urinéria (93,5+9,2 mg/dL), FENa (3,3+0,5 %) e FEK (78,76+ 11,7 %), MDA
renal(1,7+0,3 nM/mg de prot.), GSH (101,6+ 23,4ug/mg prot.), SOD (52,47+7,7 U/mg prot.)
e TNF-a (3,2 +0,7) estabelecendo assim, dano renal nos animais. O tratamento com a fragédo
ZOEB4 na dose de 25mg/kg desencadeou protecdo diante desta nefrotoxicidade, revertendo a
diminuicdo do Clcr (1,3 0,2 mL/min), diminuindo os niveis sérico de ureia (41,7+0,03
mg/dL), de proteina urinaria (51,36+3,2 mg/dL), da FENa (1,82 + 0,21 %) e FEK (48,8+4,6
%), MDA (0,67+0,2 nM/mg de prot.), além de aumentar os niveis de GSH (250,2+27,7 ug/mg
prot.) e a atividade da SOD (112,2+6,4 U/mg prot.) e, inibicdo da transcricdo de TNF-a
(1,5+£0,2). Desta forma, proporcionando protecdo a fungdo renal. Estes resultados,
acrescentados aos relatos de estudos prévios realizados com os compostos desta planta,
indicam um futuro promissor para a utilizagdo dos gingerois como um coadjuvante no
tratamento diante de LRAs induzidas por aminoglicosideos.

Palavras-chave: Antioxidante. Estresse oxidative. Gingerol. Nefrotoxicidade.



ABSTRACT

Gentamicin (GM) is an aminoglycoside widely used against infections by Gram-negative
microorganisms. Acute Renal Injury (ARI) is the main limitation to its therapeutic efficacy,
occurring in 10-20% of patients. The capital event is the production of reactive oxygen
species (ROS) and changes in the intrinsic-renal and glomerular dynamics. Ginger is sources
of bioactive substances that may have satisfactory effects on renal protection by an
antioxidant action. The ZOEB4 fraction enriched with the compounds [6]- [8]- and [10]-
gingerol, was isolated from Zingiber officinale Roscoe hydroalcoholic extract. Therefore,
their use is promising in relation to its use against nephrotoxicity, contributing to the
clearance of the ROS and attenuating the pro-inflammatory response during the damage
caused by aminoglycoside. The present study aimed to investigate, experimentally, the
possible protective effects of ZOEB4 fraction a model of ARI by administering GM 100
mg/kg i.p. for 7 consecutive days. We used Wistar rats, adult males, divided into 6 groups.
Control groups were induced with 0.9% NaCl by 7 days orally treated with tween-80 2% or
with ZOEB4 fraction in dose 25 mg/kg; groups induced nephrotoxicity with GM 100mg/kg
were treated orally for 7 days with tween-80 2% or ZOEB4 fraction (6.25, 12.5 or 25mg/kg).
Oral treatment occurred by 5 days in the 5th day of induction. At the end of each group's
treatment, we collected plasma, urine and kidneys for analysis. We evaluated biochemical
parameters indicative of renal function; tubular function; oxidative profile MDA
(malonaldehyde), antioxidant enzymes SOD and GSH; gene transcription of pro-
inflammatory mediators by real time polymerase chain reaction (qPCR); and the
histopathological analysis. GM reverted considerably almost all parameters investigated: CrCl
(0.7£0,1ml/min), urea (73,1+7,5 mg/dL) urinary protein (93,5+9,2 mg/dL mg/dL) FENa (3.3t
0.5%) and FEK (78,76% 11,7 %), MDA (1,7+0,3 n nMg/mg prot.), GSH (101,6+ 23,41ug/mg
prot.), SOD (52,47+7,7 U/mg prot) and TNF-a (3.23+0.7) related to renal injury in animals.
The fraction ZOEB4 at a dose of 25 mg/kg was able to improve the damage caused by the
used drug: reversing the decline in do CrCl (1,3£0,2 mL/min), by lowering levels of serum
urea (41,7 0,03 mg/dL) urinary protein (51,36 +3,2 mg/dL), FENa (1,8+0,2%) and FEK
(48,8+4,6%); MDA (0,67+0.2 nM/mg prot.) while increasing GSH levels (250,2+27,7 pug/mg
prot.) and SOD (112,2+6,4 U/mg prot) and inhibition of the transcription of TNF-a (1,5£0,2).
Therefore, exhibit protection of renal function. These data, added to the reports of previous
studies with compounds of this plant, indicate promising future for gingerols as an alternative
coadjuvant for treatment against AKI induced by aminoglycoside.

Keywords: Antioxidant. Gingerol. Nephrotoxicity. Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

1.1  Lesdo renal aguda: aspectos epidemioldgicos, etiopatogénese e fisiopatologia.

Os rins séo 6rgdos complexos, essencialmente reguladores que exercem uma gama de
fungdes primordiais para a homeostasia orgéanica. A maioria destas fungdes envolve uma
combinacdo entre excrecdo e reabsorcdo renal de substancias, produzindo um balanco de
entrada e saida. E responsabilidade da funcao renal regular o equilibrio hidrico e eletrolitico,
controlar a pressao sanguinea, a producdo de células vermelhas e de vitamina D, excretar
metabdlitos e secretar substancias bioativas como horménios, e promover a manutenc¢ao do
equilibrio acidobasico, dentre outras (EATOON; POOLER, 2006; BERNE; LEVI, 2009).

No entanto, alguns compostos quimicos e determinadas complicacdes patoldgicas sdo
responsaveis por danificarem a estrutura e diminuirem a atividade funcional dos rins,
desencadeando quadros denominados de LesGes Renais Agudas (LRAs). Esta sindrome
manifesta-se de forma peculiar através da deterioracdo das funcGes tubular e glomerular,
possuindo como causas frequentes a isquemia e a nefrotocixidade associada a alta morbidade
e mortalidade (BRENNER et al.,1998; BELLOMO, 2004).

A LRA esté relacionada com rapido declinio na taxa de filtracdo glomerular (TGF) e
na incapacidade do sistema renal em excretar compostos nitrogenados resultantes dos
processos metabdlicos organicos, tais como a ureia e a creatinina, acompanhado ou ndo de
diminuicdo da diurese (MEHTA et al., 2003; MELCHERT et al., 2007).

Atualmente, a doenga renal é um sério problema de saude publica que atinge milhares
de pessoas no Brasil e no mundo. A LRA é uma complicacdo em cerca de 5% das
hospitalizacbes e até 30% das internacbes em UTI. Necrose tubular aguda (NTA) é
responsavel por mais de 50% da LRA em pacientes hospitalizados e mais de 76% dos casos
nos pacientes em UTI (NUNES et al., 2010), Além disso, detém taxas de mortalidade que
variam de 15% a 60% nesses pacientes (KELLUM, 2008).

Segundo Lameire et al., (2013) a pré-existéncia de doenga renal cronica e/ou situagdes
que manifestem reducdo da TFG, proteindria e deplecdo de volume, sdo fatores de riscos
comuns e importantes, tanto em jovens como em idosos para o desenvolvimento de falha
renal aguda. Além disso, fatores de co-morbidade, incluindo o diabetes mellitus, doenca
cardiovascular, doenga hepatica crbnica, cancer e cirurgia tém sido associados com 0

desenvolvimento de lesdo renal em ambiente hospitalar, necessitando de cuidados criticos.
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Diante da dificuldade de se comparar resultados terapéuticos e, a auséncia de
uniformidade de classificacdo e de diagndsticos, a rede AKIN (the Acute Kidney Injury
Network) indicou uma classificacdo para LRA, caracterizando-a pela reducdo abrupta da
funcdo renal (dentro de 48 horas) com o aumento absoluto na creatinina sérica >0,3 mg/dL (>
25 mmol/L), aumento percentual de 50%, ou, ainda, por reducdo na producdo de urina
(documentado oliguria de <0,5 ml/kg/h durante>6 horas) (BONVENTRE, 2008).

Além do exposto, tradicionalmente as causas de LRA podem ser classificadas em pre-
renal, renal ou intrinseca e pés-renal (ABUELO, 2007). A LRA pré-renal é a causa mais
comum de azotemia aguda em pacientes hospitalizados, em percentagem que varia de 40% a
60% do total de acometimentos (COSTA et al., 2003; LAMEIRE et al., 2013).

Durante a LRA pré-renal a integridade anatomofuncional do rim esta preservada,
resulta principalmente de uma reducdo na perfusdo renal causada por uma série de eventos
que culminam, sobretudo com a reducdo do volume circulante efetivo e hipoperfuséo
glomerular. As causas mais frequentes sdo desidratagdo (vOmito, diarreia e febre), uso de
diuréeticos e insuficiéncia cardiaca, vasoconstri¢do intra-renal primaria e obstrucdo reno-
vascular. O seu diagndstico € imprescindivel, ja que existe reversibilidade nesses casos, em
um a dois dias e, se persistir, pode desencadear NTA (COSTA et al., 2003; ABUELO, 2007,
BONVENTRE, 2011).

A LRA pés-renal ocorre por obstrucdo do trato urinario e, consequentemente, causa
interrupcdo do fluxo urinario. A importancia do diagnostico nesta patologia proporciona a
reversibilidade da insuficiéncia renal quando se utiliza o tratamento apropriado mais
precocemente possivel (HUMPHREYS et al., 2005).

A LRA desencadeada por fatores intrinsecos (renal) ao rim é classificada de acordo
com o principal local afetado (tabulos, intersticio, vasos ou glomérulo) que, depois da pré-
renal, é a segunda modalidade mais comum de LRA. Em torno de 70% a 90% dos casos deste
tipo de LRA tem como causas comuns o dano tubular de origem isquémica ou toxica
desencadeando a NTA. Além disso, caracteriza-se por perda quase total, porém reversivel, da
funcdo renal, que incluem todas as formas de lesGes ao parénquima renal (tabela 1) (COSTA
etal., 2003; HUMPHREYS et al., 2005).
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Tabela-1 Fatores responsaveis pelas LRAs com causas em origens intrinsecas.

Insuficiéncia renal aguda: Causas

(Renal ou intrinseca)

1- Hemodinamicas: » Politraumatismos, hemorragias, choque séptico,
pancreatite, gastroenterite.
» Antibidticos (aminoglicosideos, tetraciclina,
2-Nefrotoxicas: anfotericina, aciclovir) chumbo, ouro, deposicéo
tubular de célcio, &cido Urico, contrastes
radiograficos, DAINES.

3- Venenos: » Pesticidas, herbicidas, peconhas.
4- Agentes nefrotdxicos » Mioglobina, hemoglobina, metahemoglobina.
enddgenos:

Fonte: adaptado de PANNU e NADIM, (2008).

Nota: DAINES — Drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais.

Apds a exposicdo a um agente nefrotdxico, um ou mais mecanismos podem contribuir
para a reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), incluindo modifica¢cbes hemodinamicas,
resultante da alta azotemia, além de alteracdes nos niveis de uma variedade de mediadores
vasoativos (endotelina-1, Angiotensina-2, Prostaglandina- E2, ON). Ademais, se uma
nefrotoxina provoca alteracbes hemodinamicas intra-renais que levam a vasoconstricao,
desencadearia uma diminui¢do da pressdo de perfusdo e na pressdo hidrostatica glomerular,
resultando em reducéo da ultrafiltragdo glomerular (SCHNELLMANN, 2001).

Se 0 dano estiver relacionado a privacdo de oxigénio, toxinas, ou, uma combinacdo de
ambas, resultam em lesbes com répida perda de polaridade celular e integridade do
citoesqueleto, alteracdes na borda em escova no tubulo proximal, danos no funcionamento das
moléculas de adesdo e em outras proteinas de membrana (Na'/H*, Na'/K'/ATPase e B-
integrinas), seguidos de a apoptose e necrose (Fig. 1). (BONVENTRE, 2008).
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Figura 1 - Mecanismos que contribuem para a o dano tubular.

Na*/K*/ATPase ‘.'.‘,‘.‘.'.'HWI ; '.‘.‘,"l'lﬂ.' ‘ ‘.'.'“‘“}'-' i

Moléculas de adesdo

/

Epitélio normaldo tubulo proximal g J\'{fﬁfﬁsiy A;fc:ggose

~ Danoisquémico ™ l

ou toxico

o e g / I

Perda da polaridade /perda dabordaem D " .
/_} "J“ ’ :' Ll
escova &
< e o
¢ @

Descamacdode célulasvidweis
commorte de célulase
obstruc¢do luminal

£

Morte celular

Fonte: adaptado: BONVENTRE, (2008).

Além disso, € consideravel a presenca de eventos inflamatorios nessa fisiopatologia,
onde as moléculas de adesdo de leucdcitos desempenham papel critico e, a capacidade dos
proprios leucdcitos ativados em estimular citocinas (BONVENTRE, 2013). E descrito para
lesbes isquémicas e nefrotoxicas o dano tecidual e lesdo aos capilares, além de
extravasamento, 0 que poderia contribuir para a congestdo vascular que € geralmente
observada (SCHNELLMANN, 2001; BELLOMO, 2004).

1.2 Drogas e Nefrotoxidade.

Os rins sdo locais frequente de toxicidade, as drogas por eles excretadas podem
exercer efeitos toxicos, sobretudo nos tubulos renais, levando a lesdo e morte celular, ou
induzindo a nefrite intersticial aguda (PANNU; NADIM, 2008).

As LRAs nefrotoxicas correspondem a 30% dos casos de lesdo renal, sendo a
nefrotoxicidade um efeito indesejavel de diversos farmacos de uso rotineiro (SILVA, 2010).
Farmacos causam cerca de 20% dos episddios de injurias renais no ambiente hospitalar, com
nefrotoxidade consideravelmente elevada (CYNTHIA et al., 2008).



21

Segundo estudos de Markowitz e Perazella (2005), os padrdes de lesdo renal induzida
por drogas podem ser subdivididos com base nos componentes do parénguima renal. A
maioria das lesdes renais induzidas por farmacos envolve os tubulos e intersticio. Menos
comumente, 0s agentes terapéuticos podem induzir lesdo nos vasos sanguineos ou produzir
uma variedade de padrdes de doenca glomerular.

Muitas das lesdes nefrotdxicas e isquémicas envolvem as celulas do tubulo proximal,
sendo a causa primaria responsavel pela ativacdo dos principais mecanismos fisiopatoldgicos
que levam a perda da TFG durante as LRAs, como discutido anteriormente. O segmento
proximal e o ramo ascendente espesso medular da alga de Henle sdo as regides do rim que séo
alvos de dano isquémico e de algumas lesdes toxicas (WALKER; ENDRE, 2008).

Os eventos lesivos a estas células ocorrem devido a alta taxa de trabalho dessa regido,
principalmente em concentrar e reabsorver o filtrado glomerular, o que expde os tdbulos a
elevados niveis de substancias circulantes, dentre elas as toxinas, sendo assim, uma regiao
vulneravel a toxicidade (CYNTHIA et al., 2008).

Consideravelmente, parte das lesbes que atingem a regido do tubulo proximal ocorre
por NTA. Embora o termo NTA ndo seja completamente apropriado, é utilizado
universalmente para designar o quadro clinico de LRA provocado por lesdo isquémica e/ou
nefrotoxica, cuja reversao imediata ndo ocorre apds a remocdo da causa inicial. A NTA é
provocada por isquemia em 50% dos casos e por nefrotoxicidade em 35% (COSTA et al.,
2003). A NTA é geralmente um fenbmeno dose-dependente e, previsivelmente ocorre em
pacientes de alto risco para injuria renal (pacientes idosos, com doenga renal pré-existente,
varios agentes nefrotoxicos utilizados) (PANNU; NADIM, 2008).

As drogas que causam toxicidade tubular atuam alterando a fungdo mitocondrial,
interferindo no transporte tubular, aumentando estresse oxidativo e a formacdo de radicais
livres. Dentre as drogas associadas a este mecanismo patogénico de lesdo, estdo 0s
aminoglicosideos, anfotericina B, quinolonas, rifampicina, adefovir, cidofovir, tenofovir,
DAINES, cisplatina, contrastes radiolégicos, dentre outras (CYNTHIA, 2008).

Nesse contexto, é notdvel citar que a utilizacdo de antibidticos nefrotoxicos, sozinhos
ou em combinagdo com outros farmacos nefrotoxicos sdo causas importantes de leséo renal
direta (MEHTA et al., 2004, PANNU; NADIM, 2008).

Os mecanismos pelos quais os aminoglicosideos provocam leséo renal ainda néo estdo
bem definidos, apesar de bem estudados em modelos com animais. Porém, a interferéncia

com o funcionamento dos lisossomos, alteragcdo mitocondrial, produgédo excessiva de radicais
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livres, inibicdo competitiva das reacdes citosélicas mediadas por célcio e diminuicdo do
coeficiente de ultrafiltracdo glomerular tem sido apontado como fatores etiopatogénicos da
nefrotoxicidade (RIELLA, 2003).

1.3 Antibidticos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo moléculas constituidas por dois ou mais aminoagucares
unidos por ligacdo glicosidica a hexose ou aminociclitol, que geralmente se encontram no
nacleo central (Fig. 2) (JANA; DEB, 2006). De estrutura polar catibnica, possuem peso
molecular variando entre 445 a 600 Da, altamente solUveis em agua e estaveis em pH 6 a 8
(OLIVEIRA et al., 2006).

Essa classe de farmacos tem importante mecanismo de acdo bactericida contra
infeccOes graves por microrganismo gram-negativos (Acinetobacteria, Enterobacteria,
Escherichia coli, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Pseudomonas, Serratia e Shigella), além de
atuar sinergicamente contra 0s microrganismos gram-positivos tais como Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis. O mecanismo de acdo contra essas espécies resulta da
inibicdo da sintese proteica bacteriana por meio de ligacdo a subunidade 30s do ribossomo
bacteriano, induzindo a leituras incorretas e interrupcdo prematura da traducdo do mRNA
(RAO, 2010).

Possuem farmacocinética semelhante, atingindo concentracdes plasmaticas apds 30-90
min. A eliminacdo ocorre através da filtracdo glomerular, com sua depuracdo em cerca de
66% simultdnea com a da creatinina e meia-vida estimada de 30-700 h, o que faz com que
haja eliminacdo 20 a 30 dias apds a ultima administracdo (RIELA, 2003; OLIVEIRA et al.,
2006).

Ressalta-se que as concentracBes séricas observadas com as doses terapéuticas estao
proximas da dose toxica, conferindo assim, um baixo indice terapéutico. A toxicidade celular
¢ comum a praticamente todos aminoglicosideos, principalmente nefrotoxicidade e
ototoxicidade (OLIVEIRA etal., 2006).

Relatos na literatura citam que o grupamento amina confere toxicidade ao
aminoglicosideo, de modo que quanto maior o nimero de aminas maior a toxicidade do
antibidtico, entretanto, a gentamicina (GM), quando comparada aos outros aminoglicosideos,
apresenta maior nefrotoxicidade em relagdo, por exemplo, & netilmicina e a trobamicina
(CONCENZA, 2010).



23

O tratamento com esta classe de antibidticos (GM, Amicacina, Neomicina,
Estreptomicina, etc) é uma fator importante para o desenvolvimento de disfuncdo renal com
toxidade celular consideravel (BALAKUMAR et al., 2010). Tal toxicidade estd associada a
lesdo renal aguda ndo oligdrica, que geralmente ocorre com 7 a 10 dias de tratamento,
manifestando-se através de uma reducdo na TFG, enzimulria, aminoaciduria, glicosUria,
hipomagnesemia, hipocalcemia e hipocalemia, sindromes de Fanconi simile e Bartter.
Contudo, 0s mecanismos nos quais estes farmacos causam leséo renal ndo foram totalmente
descritos (ROUGIER, 2003; OLIVEIRA et al., 2006).

1.4 Nefrotoxidade por Gentamicina

Um marco histérico dos aminoglicosideos ocorreu na década de 60 com a descoberta
da gentamicina (GM). Assim como os outros farmacos desta classe, tém o potencial de
produzir toxicidade renal reversivel ou irreversivel, o que limita a sua frequente exploracéo

clinica terapéutica (Fig. 2) (SOUZA et al., 2008).

Figura 2 - Estrutura quimica da gentamicina.
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Fonte: MAURICE et al (2008).

Ressalta-se que 0 uso na rotina terapéutica de GM (80 mg/kg) por mais de sete dias,
tem sido uma causa comum de nefrotoxidade em aproximadamente 30% dos pacientes
(DERAKHSHANFAR et al., 2005).
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Conforme Parlakpinar e colaboradores (2005), a nefrotoxidade induzida por GM é um
fendmeno complexo caracterizado por um aumento na concentracdo de ureia e creatinina
séricas, além de grave necrose tubular proximal, seguido de deterioracéo e insuficiéncia renal.
Embora a etiopatogénese seja bem estudada, ainda ndo é bem compreendida. Contudo, a
toxicidade encontrada no rim é bem relacionada com a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) nestas células.

Nos rins, a GM acumulam-se nas células epiteliais do tubulo proximal induzindo
alteracdes morfoldgicas renais. Este evento tem sido verificado tanto em humanos como em
modelos experimentais. No entanto, a sindrome é similar em ambos. Esse acimulo altera a
funcdo de diversas organelas e 0s processos que sdo cruciais para viabilidade celular. Além
disso, a GM pode ativar os receptores extracelulares sensiveis ao calcio (CaSR) associados a
morte celular tubular (Fig. 3) (BANDAY et al., 2008; QUIROS et al., 2011).

A etapa inicial para a nefrotoxidade € a ligacdo do farmaco e sua internalizacdo no
tibulo proximal. A interagdo com a membrana tubular ocorre por meio do complexo
Megalina e Cubilina, receptores endocitoticos expressados na membrana apical do epitélio
tubular proximal que séo responsaveis por se ligarem a uma variedade de substancias, dentre
elas as proteinas de baixo peso molecular e xenobioticos. A Megalina é uma glicoproteina de
aproximadamente 600 kD. E membro dos receptores da familia das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), tem um unico dominio transmembrana e um grande dominio extracelular
N-terminal. Ja a Cubilina é uma glicoproteina com 3,600 aminoacidos de peso molecular de
400 Kd com funcdo semelhante a Megalina (Fig. 3) (SCHMITZ et al., 2002; VERROUST et
al., 2002).

Uma vez ligado, o complexo aminoglicosideo-megalina/cubulina é endocitado. Este
processo requer a ligacdo eletrostatica da GM a cargas negativas de fosfolipides de membrana
e, em seguida, passa através de pinocitose para o compartimento endossomal (SAFA et al.,
2010; OUEDRAOGO, et al., 2013).
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Figura 3 - Receptores Megalina e Cubilina no tdbulo proximal.
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Fonte: adapto de VERROUST et al,. (2002).
A droga se acumula principalmente nos lisossomos, viaja de forma retrograda pela a

via secretora de Golgi e do reticulo endoplasmatico, alterando o trafego vesicular. Nos
lisossomos a GM produz desestabilizacdo da membrana, agregacdo lisossomal, alteragdo do
metabolismo de lipideos, fosfolipidose e formacédo de corpos mieldides. Muitos dos eventos
desencadeados tém sido associados com morte celular, contudo, os mecanismos especificos
pelos quais o aminoglicosideo altera a filtracdo glomerular ainda ndo foram totalmente
esclarecidos (SAFA et al., 2010; QUIROS et al., 2011; OUEDRAOGO, et al.,2013).

Um dos efeitos mais importantes ocorre quando a concentracdo de GM no interior dos
lisossomos, do complexo de Golgi, e do reticulo endoplasmatico excedem um limiar e
desestabiliza as membranas. O farmaco é liberado no citoplasma e altera o funcionamento das
mitocondrias, causando estresse oxidativo e, consequentemente, reducdo das reservas de ATP,
0 que esta associado & ativacdo da via mitocondrial de apoptose (Fig. 4) (MORALES et al.,
2010; QUIROS et al., 2011).

Alem disso, estudos demostraram que a GM causa ruptura dos lisossomos e provoca a
liberacdo de proteases para o citosol, tais como as catepsinas L, B, D, e outras, que intervém
na inducdo de morte celular. As catepsinas catalisam a ativagdo proteolitica das caspases 3 e 7

e ativam a via mitocondrial da apoptose. Na auséncia de ATP, catepsinas no citosol produzem
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protedlise macica que leva a morte celular por necrose (Fig. 5) (CHWIERALSKI et al.,2006;
YIN, 2006)

Figura 4 - Mecanismos de absor¢do e de redistribuicdo subcelular de GM em células
tubulares renais e outras células.
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Fonte: QUIROS et al.,(2011)
NOTA: M: Megalina; CaSR: Receptor sensivel a Ca*".

Conforme Quiros e colaboradores (2011), outro fator relevante é a inibicdo dos
transportadores de membrana encontrados nas células proximais, que contribuem fortemente
para a nefrotoxidade do farmaco, ja que este inibe uma variedade de transportadores na borda
em escova e membrana basolateral, (Na'/Pi, Na/H®, o transportador de dipeptideos,
transportador eletrogéneo de Na" e a bomba Na'/K*/ATPase), ocasionando alteracdes no
transporte de Na" e reducdo da entrada de glicose para o meio intracelular, colaborando assim
para a reducdo dos niveis de ATP e, seguidamente conduzindo a necrose e morte.

Resumidamente, a nefrotoxidade induzida pela GM € caracterizada pelo aumento da
creatinina e da ureia sérica, pela incidéncia da albuminuria e perdas urinarias de carnitina.
Estruturalmente essa lesdo é associada as ocorréncias de descamacdo celular, atrofia
glomerular, necrose tubular, fibrose tubular, edema epitelial dos tdbulos proximais,

edema/inflamac&o perivascular e congestédo glomerular (BALAKUMAR et al. 2010).
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Figura 5 - Redistribuigdo citosolica de GM e os mecanismos que conduzem a morte celular

por necrose e apoptose.
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Fonte: Adaptado de QUIROS et al., (2011).

1.5 Dano oxidativo e lesdo inflamatéria por GM

Varios estudos demostram que a GM aumenta a geracdo de radicais livres tais como o
anion superoxido, radicais hidroxilas e perdxido de hidrogénio, além de espécies reativas de
nitrogénio (RNS) no cortex renal os quais, eventualmente, levam a deterioracdo estrutural e
funcional destes 6rgdos (CUZZOCREA et al., 2002; BALAKUMAR et al., 2010).

Além disso, tem sido comumente demonstrado que o tratamento com o farmaco
desencadeia reducdo nas quantidades de glutationa (GSH), Superoxido Dismutase (SOD) e de
catalase no tecido renal (JUAN et al., 2007; MORALES et al., 2010).

Neste contexto de dano, o detrimento renal esta relacionado com aumentos acentuados
nos niveis de lipoperoxidacdo e producdo de MDA (Malondealdeido), a formacdo de
nitrotirosina e oxidacdo de proteina no coértex renal (Fig. 6) (HUSSAIN et al., 2012;
STOJILIKOVIC et al., 2012).

O corpo de evidéncias experimentais sugere que mecanismos multifatoriais estdo

envolvidos nesse quadro de nefrotoxidade (Fig. 6). Durante o dano renal, o antibidtico
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estimula eventos inflamatorios pelo recrutamento local da molécula de adeséao intercelular-1
(ICAM-1) e por proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), aumentando a migracao de
monocitos e macréfagos para o local do dano tecidual com consideravel elevacdo nos niveis
de TGF-B, contribuindo assim para a progressao da nefrite tubular intersticial (MOUEDDEN
et al., 2000; BLEDSOE et al., 2006).

A GM causa aumento na populacdo de mondcitos/macréfagos no rim, o farmaco
aumenta a expressdo de marcadores pré-inflamatorios, tais como TNF-a, IL-1B ¢ IFN-y. Estas
moléculas inflamatorias participam na patogenese da insuficiéncia tubulointersticial através
da promogdo da atracdo de leucocitos e a aderéncia as células tubulares renais inflamados
(BAE et al., 2013).

A GM aumenta ativacdo da proteina kinase ativada por mitogeno (p38 MAPK) e da
via do fator nuclear Kappa-B (NFx-B), importante mediador de algumas vias inflamatorias
que induz a expressdo de citocinas pro-inflamatoria e da Oxido Nitrico Sintetase (NOS)
durante a IRA (VOLPINI et al., 2006).

No entanto, as vias inflamatorias podem aumentar o metabolismo das NOS
significativamente. As eNOS produzem &xido nitrico (ON) em niveis baixos e medeiam
assim a vasodilatacdo fisiol6gica. Contudo, a produgdo em excesso de ON devido a elevada
expressdo da iINOS pode causar efeitos citotoxicos nas células. O ON pode reagir com o anion
superoxido e produzir peroxinitrito, um radical altamente reativo que contribui para dano
celular reduzindo o relaxamento vascular e, consequentemente, aumentando o cendrio da
lesdo local (Fig. 6). (QUIROS et al., 2011; FORSTERMANN, 2010). Ressalta-se que
inibidores de NFk-B sdo fatores de protecdo contra os danos renais induzidos pela GM em
modelos experimentais (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2009).
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Figura 6 - Mecanismos patoldgicos relacionados com a nefrotoxidade induzida pela GM
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Nota: O,: Radical superéxido, OH": radical hidroxila; H,0O,. perdxido de hidrogénio, ICAM: Molecula
intercelular de adesdo celular-1, a MCP-1: Proteina hemoatraente de mondcitos-1, IL: Interleucina, PAF: Fator
de Agregacao Plaquetéria, INF: Inteferonas, Ang Il: Angiotensina Il.

1.6 Compostos naturais: agentes que atenuam a nefrotoxidade da GM.

Apesar das plantas medicinais ja fazerem parte da cultura popular, nas Gltimas décadas
o0 interesse pela fitoterapia teve um aumento consideravel entre usuarios, pesquisadores e
servigos de saude. A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) reconhece que 80% da populagéo
dos paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados béasicos de
salde e 85% usam plantas ou preparacGes destas. Diante do exposto, a OMS tem expressado a
sua posicdo a respeito da necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas medicinais no
ambito sanitario e na atencao béasica a saude (ROSA et al., 2011).

Cerca de aproximadamente 25% das drogas mundialmente prescritas sdo derivadas de

plantas e, 11% das drogas consideradas basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial de
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Saude sdo originarias de plantas. Além disso, um grande numero de drogas sintéticas possui
um precursor natural. Estima-se que 60% dos medicamentos anti-tumorais e antibioticos
tenham origem natural (RATES, 2001).

Em adicdo, ressalta-se que o tratamento concomitante com outros farmacos, como
estratégia farmacoldgica na tentativa de atenuar as LRAs nefrotoxicas, pode ser arriscado, j&
que existe possibilidade de acontecer sinergismo e incorrer em maior numero de efeitos
indesejaveis, pois tais farmacos podem exibir outras toxicidades somatorias (ALl el al., 2011).

Alguns estudos tém visado identificar agentes com efeitos renoprotetores. Neste
contexto, observa-se 0 uso crescente de fitoterapicos, representando assim uma alternativa
viavel. Desta forma, varios extratos e substancias oriundas de plantas medicinais foram
testados experimentalmente diante da nefrotoxidade induzida por GM. A geracdo EROs
parece ser a base de uma variedade de insultos do antibiotico e, o tratamento com varios
antioxidantes naturais tem se mostrando Util, tanto na prevencdo como no tratamento.

Tais efeitos sdo observados através de varios compostos, dentre eles 0s compostos
naturais Ginkgo biloba e extrato da Rhazya stricta, que preveniram as mudancas no clearance
de creatinina e nas concentracGes de ureia e creatinina sérica, além da necrose tubular
desencadeada pela GM, conduziu o aumento nos niveis de GSH, SOD, e reducdo dos niveis
de peroxidacdo lipidica e de expressdo de mieloperoxidase (NAIDU et al., 2000; ALI, 2002).

O composto natural Glicirrhizina também atenuou as alteracGes nos parametros renais
causados pela GM, além de ter melhorado a incapacidade de concentrar urina e manutencéo
dos niveis adequados das aquaporinas danificadas pelo tratamento com o antibiético (SOHN
et al., 2003).

Geralmente, os efeitos indesejaveis dos farmacos nefrotoxicos (GM e Cisplatina), sdo
melhorados por antioxidantes naturais, por exemplo, a Aerva lanata teve acdo protetora ao
reduzir a retencdo dos compostos nitrogenados e as alteracdes lesivas observadas através da
analise histopatoldgica (SHIRWAIKAR et al., 2004). Além disso, estudos de Ali et al., (2004)
relataram que o tratamento com 6leo da Nigella sativa reduziu os indicios de nefrotoxidade
por GM, aumentando o status antioxidante total dos animais tratados com essa substancia.

Como discutido anteriormente, nota-se que 0s agentes naturais parecem ser fonte
valiosa de substancias antioxidantes que sdo bem efetivas diante do estresse oxidativo. Pode-
se evidenciar uma série de efeitos benéficos diante dessa toxidade (tabela-2). Como exemplo,
foi identificado que a Curcumina eleva os niveis de Catalase; a Timoquinona conserva 0S

niveis de ATP reduzidos pela GM; a Spirulina platensis melhoram a acdo da SOD e GSH; o
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6leo de gergilim atenua a producdo elevada de peroxido de hidrogénio e &nion superéxido
(FAROMBI; EKOR, 2006; SAYED-AHMED; NAGI et al., 2007; KARADENIZ et al., 2008;
HSU et al., 2010).

Tabela 2 - Agentes antioxidantes naturais que atenuam a nefrotoxidade por GM.

Agente Dose do GM Efeitos Referéncia
antioxidante
. . Lo Pedraza-
Diallil sulfureto =0 .mgl.kg’ 125_mg/_kg, Pr_oteg_e € d'm',nu' B Chaverri et
4dias; i.p. 4 dias; i.m oxidativo no cortex renal.
al.,(2003)
300 e 600 ] Atenua sinais bioguimicos, L
Pongamia pinnata  mg/kg; 10 40 .mql.kg’ 5 funcionais e histologicos Shirwaikar
o dias; i.m. . et al.,(2003)
dias; v.o. da nefrotoxidade .
Hemidesmus SR, B RERllD BAE S Kotnis et
. 5g/kg V.0 dias de renal induzida em ratos por
indicus tratamento GM. al.,(2004)
100-400 , Protecéo contra os sinais Adeneye e
g;‘g:ﬁgthus mg/Kkg; 110 d?;g_/l?g’ bioquimicos e histologicos Benebo,
14 dias;. v.o0.. 1P da nefrotoxicidade. (2008)
Diminui o estresse
Spirulina 1000 mg/kg; 100 mg/kg; oxidativo e preserva a Karadenize
platensis 7 dias; v.o. 7 dias; i.p.. atividade das et al.,(2008)
enzimas antioxidantes.
Bauhinia 300 mg/kg; 100 mg/Kkg; Reve,rsa_lo das a!tera(;ogss Lakshmi et
. 3 bioquimicos e histol6gicos
purpurea 8 dias, v.o.. 8 dias; i.p.. al.,(2009)
do dano renal.
0.2 ou 0.4 mi Protecéo contra os sinais
Nigella sativa /kg; 6 dias; togi;nsg/ikg, bioquimicos e histologicos ;IKarFZaglgt)
i.p.. 1P da nefrotoxidade. !
200-400 mg Protege contra o estresse .
Sida rhomboidea /kg, 8 dias; 100_mg/_Kg, oxidativo e alteragdes Thounaojam
8 dias, i.p.. L et al.,(2010)
V.0. bioquimicas.
Protegeu as alteragdes na
Macrophyllus /180-350&2;9 80mg/Kg, 5 fracdo de excregdo de sodio  Portela et
Micheli g’v o ' dias, i.p.. e potassio e nos niveis do al.,(2012)

Clcr.

Fonte: Adaptado de ALl et al., (2011).

1.7 Zingiber officinale Roscoe (Gengibre).

Originario das florestas tropicais do Sudoeste da Asia, 0 gengibre (Zingiber officinale)
(Fig. 7) é cultivado em diversos paises, tais as Antilhas, Havai, Africa, Australia e no Brasil.
Em nosso pais, esta planta chegou um século anterior ao inicio de sua colonizacao.

Naturalistas que visitavam 0 pais achavam que se tratava de uma palavra nativa, pois era
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comum encontra-la em estado silvestre, os indigenas chamavam-na de mangaratia ou
magarataia (PALHARIN et al., 2008).

O gengibre pertence a familia Zingiberaceae que apresenta distribuicdo em areas
tropicais e semi-tropicais, incluindo cerca de 50 géneros e 1100 espécies. Do ponto de vista
econdmico destaca-se o Zingiber officinale Roscoe, com rizomas aromaticos (SOUZA, 2005).

Dentre suas caracteristicas gerais, 0 gengibre é uma planta herbacea aromatica, perene,
de rizoma articulado, septante, carnoso, revestido de epiderme rugosa, de onde desenvolve o
caule aéreo (JOLY, 2002). Na parte inferior, possui muitos rizomas cilindricos, horizontais,
distribuidos lateralmente, com ramifica¢fes situadas num mesmo plano, digitiformes, no
vértice das quais se encontram cicatrizes do caule foliaceo de 14 a 16 cm de comprimento por
4 a 20 mm de espessura. As caracteristicas botanicas estdo representadas na tabela 3
(DABAGUE, 2008).

Tabela 3 - Descrigéo botanica do Gengibre.

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

Fonte: BEAL, (2004).

E importante ressaltar que o gengibre é uma das mais antigas e populares plantas
medicinais do mundo, um composto natural utilizado como condimento e como erva
medicinal desde a antiguidade pelos povos do oriente e, atualmente utilizado na medicina
popular de quase todos os povos do planeta (PALHARIN et al., 2008; DABAGUE, 2008).
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Figura 7 - Rizoma do gengibre.

Fonte: DABAGUE, (2008); MISHRA et al., (2012).

E amplamente utilizado devido a sua atividade farmacoldgica citada contra diversas
enfermidades. S&o crescentes os relatos cientificos das acdes benéficas advindas do Zingiber
officinale. Encontra-se atividades anti-inflamatoria, antiemética, anti-nausea, antiulcerosa,
ansiolitica, antipirética anti-Glcera, hipoglicémica, antitumoral e antioxidante (ZHOU et al.,
2006; SHUKLA, 2007).

Por meio dos estudos de Jolad et al., (2005), foram identificadas 63 compostos através
da andlise das fracBGes purificadas do Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae). Dentre o0s
diversos componentes, é relevante a quantidade de Oleos volateis (10% a 30%) e varios
componentes pungentes, compostos estes, responsaveis pelos principais mecanismos
farmacoldgicos citados na literatura (ZICK et al., 2008).

Os oOleos volateis encontrados no gengibre sdo constituidos principalmente de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, predominando os zingebereno (35%), curcumeno (18%),
farneseno (10%) e, em quantidades menores, o bisaboleno e b-sesquiphellandreno. Além destes
temos a presenga de hidrocarbonetos monoterpénicos, tais como o 1,8-cineol, linalol, borneol,
neral, geraniol. Muitos destes constituintes volateis contribuem para o aroma e sabor distinto do
gengibre (SHUKLA; SINGH, 2007).

Os componentes pungentes ndo volateis sdo os constituintes biologicamente ativos desta
espécie, tais como 0s compostos gingeroéis, shogaols, paradols e zingerone. Dentre estes se
destacam os gingerois, que apresentam uma série de homologos diferenciados pelo comprimento
das suas cadeias alquila ndo ramificadas. Os gingerois foram identificados como os principais
componentes ativos no rizoma fresco. Além disso, os shogaols, e uma serie de compostos
homdlogos sdo derivados dos gingerois através da eliminacdo da hidroxila do C-5, e com

consequente formacdo de uma ligacdo dupla entre C-4 e C-5. Contudo, ainda podemos citar a
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presenca do paradol, composto semelhante ao gingerol formado por meio da hidrogenacdo do
shogoal (JIANG et al., 2006; SHUKLA,; SINGH, 2007).

1.8 [6]-, [8]- e [10]-Gingerol.

Os principais constituintes quimicos ndo volateis encontrados no rizoma do gengibre
s80 0s gingerois, os quais formam uma familia de compostos homologos, diferenciados entre
si pelo numero de 4tomos de carbono em sua cadeia lateral: 10, 12 e 14 dtomos de carbono
que ddo origem ao [6]-, [8]- e [10]-gingerol, respectivamente, sendo o [6]- gingerol o
composto mais abundantemente encontrado (Fig. 8) (JIANG et al., 2005).

Tem sido demonstrada uma variedade de efeitos farmacoldgicos para estes compostos.
No geral, estes possuem efeitos anti-inflamatdrios, analgésicos, antipirético, cardiotonicos,
hipotérmicos e efeitos na prevencdo do cancer (LANTZ et al., 2007; WANG et al., 2009).

Figura 8. Estrutura dos [6]-, [8]- e [10]-gingerol.

O OH
MeO
U\M(CHZLCHg
HO
6-Gingerol
O OH
MeO
| \I (CH,),CH,
=
HO y
8-Gingerol
O OH
MEQ i (CH,),CH,
HO™ _
10-Gingerol

Fonte: MORERA et al.,(2012).

Contudo, o [6]- gingerol é citado como o principal responsavel por tais acdes.
Diversos relatos na literatura mencionam que este possui propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdria, anti-carcinogénica e anti-mutagénica (OJEWOLE, 2006, SARKAR et al., 2011,
HANIADKA et al., 2012; ZICK et al., 2013).
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Atualmente, é bem reportado o forte potencial do [6]-gingerol em reduzir a resposta
inflamatoria induzida. Segundo relatos de Tripathi et al., (2007), este composto reduziu a
producdo de citocinas pro-inflamatorias induzidas por LPS (Lipossacarideo), tais 0 TNF-a,
IL-12 e IL-1-B, identificou-se ainda a reducdo da expressdo das quimiocinas RANTES
(CCL5) e MCP-1, além da reducdo do NFk-B.

Além da inibicdo de TNF-a e de NFk-B, 0 6-gingerol reduziu a expressao da iNOS
induzida por LPS. A alta taxa da expressdo desta enzima esta associada com a participacdo
das EROs na regido lesionada, indicando assim, um efeito antioxidante deste composto (LEE
et al., 2009; DUGASANI et al., 2010). O 6-gingerol possui a capacidade de reduzir também
0s niveis de TGF-B e COX-2 (KAMATO et al., 2013; SAPTARINI et al., 2013).

Contudo, foi identificado evidéncias de que o [8]-gingerol inibe seletivamente a
agregacdo plaquetaria, aléem de ser um forte inibidor da atividade de COX-1 em células
leucémicas (RBL-2H3) de basofilos de rato, sugerindo que este também possui efeitos
antiflamatdrios e antiplaquetarios (NURTJAHJA et al., 2003; MISHRA et al., 2012). Outros
estudos relatam que além da reducdo da expressdo de COX-2, os compostos [6]- [8]- e [10]-
gingerol tém a capacidade de reduzir in vitro a producdo de PGE, (LANTZ et al., 2007;
KIM et al., 2005; ALI et al., 2008).

Sdo reportadas acGes benéficas do [6]-gingerol frente a eventos neoplésicos. A
aplicacdo tdpica do 6-gingerol em animais evita a papilomagenese na pele, como também,
este inibiu a mestastase pulmonar de melanomas B16F10 e, a carcinogénese intestinal
induzida por azoximetano. Recentemente, o [6]-gingerol demostrou efeitos anti-cancerigenos
e anti-inflamatorios em hepatomas, inativando a via do NF-xB e supressdo de de TNF-a,
além de inibir a hidrolase de leucotrieno A4 no céncer de cdlon (JU et al., 2012)..

Ocorre inibicdo da adesdo celular e da acdo das metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e -9)
em linhagens de células cancerigenas da mama humana pelo [6]-gingerol. Além do que, a
inibicdo da angiogénese por este composto pbde ser Util no tratamento de tumores e outras
doencas dependentes deste evento (KIM et al., 2005; KAMATO et al., 2013).

Além de forte efeito anti-inflamatério e anti-apoptoético, recentemente tem sido
demonstrado que a [6]-gingerol é dotado de uma intensa acdo anti-oxidante, tanto in vivo
como in vitro, com isso, torna-se agente eficaz para a prevencdo da formacdo de EROs (ALI
et al., 2008).

Os compostos fenolicos [8]- e [10]-gingerol detém acdo antioxidante significante

semelhante ao [6]-gingrol. Os trés inibem o dano oxidativo por redugdo na producdo de EROs
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diminuindo os niveis do anion superoxido, do radical hidroxila e, reduzindo a producao de
nitrito, além de reduzir a atividade da via da xantina/xantina oxidase que ¢ uma fonte de
formacéo dessas epecies (BADRELDIN et al., 2008; DUGASANI et al., 2010).

E bem relatado os efeitos anti-eméticos do gengibre, sugere-se que os fitoquimicos,
especialmente [6]-gingerol, [8]-gingerol, [10]-gingerol podem funcionar como um antagonista
de 5-hidroxitriptamina, antagonista de Neurokinina-1 e como anti-histaminico (WANG et al.,
2009; HANIADKA, et al., 2010).

Contudo, ainda é descrito um efeito benéfico do [6]-gingerol sobre o metabolismo.
Esse composto diminuiu significativamente a glicemia de jejum e melhorou a tolerancia a
glicose em animais diabéticos tipo 2, reduziu os triglicérides plasmaticos, o colesterol total,
acidos graxos livres, as lipoproteinas de baixa densidade e os niveis plasmaticos de insulina
(Lletal., 2012; TZENG et al., 2013).

Foram identificados que, por si s@, o [10]-gingerol apresenta efeitos benéficos diante
da hepatoxicidade induzida por diclofenaco de sodio, aléem de ser detentor de forte acdo
antibactericida, atividade antiflamatéria e anti-atrite (NAGOSHI et al., 2006; FUNK et al.,
2009; ALQASOUMI, 2012).

Em face dessas consideracOes e na tentativa de atenuar a nefrotoxicidade da GM,
nosso trabalho teve como intuito investigar os efeitos benéficos reportados aos gingerois,
diante de um quadro de nefrotoxicidade por GM.
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1.9 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Existem varios relatos importantes, nos quais a administracdo de Gentamicina (GM)
estd implicada como uma causa importante para a génese de LRA por NTA, envolvendo
numerosos mecanismos de nefrotoxicidade (TAVAFI; AHMADVAND, 2011; AYGUN e
AKCAM, 2012). Esta interligacdo entre GM e os quadros de LRAs proporciona uma
causalidade aceitavel para referendar a necessidade de se identificar medidas de prevencéo e
tratamento dos eventos criticos que atingem o sistema renal nessa fisiopatologia.

O modelo de LRA por GM como objeto de estudo é extremamente valioso,
desencadeia efeitos agudos sobre a funcdo renal em investigacdo, proporcionando um
processo de inducdo de dano tubular.

Nesse contexto, o presente estudo vem na tentativa de demonstrar que algumas
estratégias farmacoldgicas, quando adotadas, poderiam proporcionar beneficio para a
problematica em questdo, tendo como énfase os agentes fitoterapicos antioxidantes, que tém
se consolidado nessa procura. Os compostos do Gengibre sdo detentores de mecanismos
bioldgicos nos quais 0os componentes ativos deste produto natural demonstram efeitos nos
sistemas celulares, possuindo acgdes classificadas como antioxidantes, anti-inflamatorias,
antineoplasicas dentre outras. Com isso, demonstram protecdo celular através do
enriquecimento dos sistemas organicos (ALI, 2008). No entanto, estas a¢fes ainda ndo foram
completamente elucidadas sobre o quadro de IRA desencadeado por GM, gerando assim um
amplo interesse na utilizacdo dos mesmos, principalmente no ponto de vista terapéutico.

Portanto, o foco de investigacdo deste estudo experimental foi determinar os possiveis
efeitos renoprotetores da fracdo enriquecida em gingerois (ZOEB4) do extrato etandlico de Z.
Oficinalle, administrado apds a génese, e no percurso da IRA induzida pela administracdo de
GM em ratos.



38

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral.
Investigar o potencial terapéutico e os efeitos farmacolédgicos da fragdo ZOEB4 do
extrato etanolico de Z. Oficinalle roscoe na insuficiéncia renal aguda induzida por

gentamicina em ratos.

2.2 Objetivos especificos.
v' Caracterizar a lesdo renal induzida pela gentamicina (GM) em tratamento de sete dias

consecutivos.

v Verificar os possiveis efeitos protetores do tratamento com a fracdo enriquecida em
gingerois (ZOEB4), sobre a fungdo renal e tubular de ratos submetidos & inducéo de
LRA por GM.

v"Avaliar o perfil oxidativo da lesdo renal induzida GM em ratos tratados ou ndo com a
fracdo ZOEBA.

v" Verificar as possiveis alteracdes histoldgicas na auséncia e presenca da fragdo ZOEB4

em ratos submetidos ou ndo ao tratamento com Gentamicina.

v" Investigar o0 mecanismo molecular do possivel efeito protetor da fracdo ZOEB4 sobre

os marcadores de lesdo inflamatéria induzida por GM.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, pesando entre 240-280 gramas (n= 6 a 7 por
grupo), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura
controlada de 22+2°C com acesso a alimento e dgua “ad libitum”.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), aprovado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa Animal — CEPA-UFC (protocolo 68/12).

3.2 INDUCAO DA NEFROTOXIDADE

O modelo de nefropatia induzida por droga ocorreu pela administracdo de GM na dose de
100 mg/kg (i.p.) durante sete dias consecutivos. Tal dose foi escolhida por meio de um
protocolo piloto realizado previamente ao inicio dos experimentos, e fundamentada por
estudos de Singh e colaboradores, (2012). Ao término do periodo experimental de inducdo da
nefrotoxidade e do tratamento de cada grupo, foram mensurados marcadores da funcgéo renal
por meio da coleta de urina, sangue e do tecido renal conforme descrito e representado no
protocolo experimental que segue no item 3.5.

3.3 SUBSTANCIAS UTILIZADAS.

GM e todos os produtos quimicos e outras drogas aqui mencionadas foram obtidas da
Sigma-Aldrich® USA, ou Vetec® Brasil. A fracdo ZOEB4 foi isolada no Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Ceara e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jame’s

Almada da Silva.

34 CARACTERIZACAO DA FRACAO ZOEBA4.

O gengibre (Zingiber oficinalle Roscoe) é constituido por diversos compostos
biologicamente ativos. A ZOEB4 é uma fracdo enriquecida em compostos gingerois do
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extrato etandlico do Z. oficinalle. Nesta estdo concentrados e isolados 0os compostos [6]-, [8]-
e [10]-gingerol. Foi utilizada a tecnologia de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) que pode ser usada para purificar metabdlitos labeis de animais ou plantas como no

caso do Z. oficinalle.

3.4.1 PROCEDIMENTO DE EXTRAQAO E FRACIONAMENTO DO Zingiber
officinale Roscoe (GENGIBRE)

Um kilo e meio Z. oficinalle roscoe foi cortado em pedagos pequenos e secos em
estufa climatizada a 40°C com circulacdo de ar. Depois de 3 dias na estufa o0 material seco foi
pulverizado e macerado utilizando alcool etilico (99,5 %) por 9 dias, com troca de solvente de
3 em 3 dias. O alcool etilico foi evaporado utilizando rota evaporador, obtendo-se desta forma
um extrato livre de solventes (extrato bruto: 8,9 g). Em seguida este extrato foi aplicado em
uma coluna de vidro (4,2 cm de diametro) preenchida com silica (18 cm de altura).
Inicialmente eluiu-se 500 mL de hexano na coluna com o objetivo de eliminar a fracdo
lipidica presente no extrato. Apés ter sido coletado a primeira fragdo denominada ZOEB1
(500 mL), eluiu-se uma mistura de hexano/acetato de etila na proporcdo 60:40 (v/v),
coletando-se as duas fracbes seguintes (200 mL de ZOEB2 e 200 mL de ZOEB3). As fracbes
seguintes foram coletadas utilizando a mistura de solventes hexano/acetato de etila (40:60).
Volumes de 400 mL foram coletadas até a fracdo de nimero 6 (ZOEB4-ZOEB6). As fracdes
obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando o [6]-, [8]-
e [10]-gingerol como padrdes. ldentificou-se a fracdo ZOEB4 como a enriquecida com 0s

gingerois.
3.4.2 ISOLAMENTO DOS GINGEROIS POR HPLC SEMIPREPARATIVA

Para quantificar os [6]-, [8]- e [10]-gingerois uma aliquota (50 mg) da fracdo ZOEB4
foi injetada em um sistema de HPLC da Shimadzu, utilizando uma coluna C18 (10 p, 25 x 1
cm), com detector de ultravioleta (DAD: diode array detector), vazao de 4,7 mL/min, volume
de injecdo 150 pL utilizando como fase movel metanol/agua (75:25). Antes da injecdo em
escala semipreparativa injetou-se uma amostra em escala analitica nas mesmas condicGes

acima em coluna C18 (10 p, 25 x 0,46 cm), vazao 1 mL/min, volume de inje¢do 10 pL.

A quantificagdo obtida dos compostos gingerois por HPLC esta expressa na tabela 4 e

no cromatograma representado na figura 9.
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Tabela 4 - Quantidade percentual (m/m) de cada gingerol na fracdo ZOEBA4.

Gingerol Quantidade de Quantidade relativa Raz&o em
gingerol na fragéo de gingerol na massa dos
ZOEB4 (m/m, %)* fracdo ZOEB4 gingerois

(m/m, %)

6-gingerol 41,7 85,3 17,4

8-gingerol 4,8 9,8 2

10-gingerol 2,4 4,9 1

Outras substancias 51,1 - -

Figura 9 - Cromatograma obtido por HPLC em sistema semi-preparativo da fracdo ZOEB4

3000 - 6-gingerol

2000 —

8-gingerol

mAbs

1000 —
10-gingerol

Tempo (min)

3.4.3 PREPARO DAS DROGAS

A fracdo ZOEB4 foi dissolvida em Tween-80 a 2%, obtendo-se as concentragdes
finais de 6,25, 12,5 e 25 mg/mL que foram administradas nas doses 6,25 e 12,5 e 25 mg/kg,
respectivamente. Os grupos controles receberam intraperitonealmente (i.p.) uma solucéo
liquida de GM na dose de 100 mg/kg; GM mais tween-80 2% (v.0.); ou salina 0,9% (v.0.); e
salina 0,9% (i.p..) mais tween-80 2%(v.0.). O restante dos grupos recebeu GM acrescentada
ao tratamento (v.0.) com a fracdo ZOEB4 nas trés doses citadas anteriormente. O subitem 3.5

apresenta informacdes adicionais sobre 0s grupos e suas respectivas doses.
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3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

e Grupos Controles (NacCl).

o Animais receberam inducdo com NaCl 0,9% (i.p.) durante 7 dias acrescentado ao
tratamento com Tween-80 2% (v.0.) durante 5 dias, iniciando a partir do 5° dia de
indugéo. Grupo denominado CT.

o Animais receberam inducdo com NaCl 0,9% (i.p.) durante 7 dias acrescentado ao
tratamento com a fracdo ZOB4 (25mg/Kg v.0.) durante 5 dias, iniciando a partir do 5°

dia de inducédo. Grupo denominado zoeb4 25.

e Grupo Nefrotoxico.
o Animais receberam inducdo com solucdo de GM (100 mg/kg, i.p.) durante 7 dias, e
tratamento com solvente Tween-80 2% (v.0.) durante 5 dias, iniciando a partir do 5°

dia de induc¢édo. Grupo denominado GM.

e Grupo nefrotoxicos mais tratamento com a fracdo ZOEBA4.
o Animais receberam inducdo com GM (100mg/kg i.p.) durante 7 dias, e tratamento
com a fracdo ZOEB4 (6,25, 12,5 e 25 mg/kg v.0.), iniciando a partir do 5° dia de
inducdo durante 5 dias seguidos. Grupos denominados GM +ZOEB4 (6,25; 12,5 e 25).

Todos os grupos listados acima foram submetidos a avaliacdo da funcéo renal, através
do clearance de creatinina, além da mensuracdo do estresse oxidativo e analise
histopatologica. No entanto, a partir dos resultados destas metodologias, foram selecionados
apenas animais do grupo CT, GM, GM+ ZOEB4 25 e zoeb4 25 para 0s ensaios com biologia

molecular.
3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
Com o intuito de induzir o quadro de LRA e seguir um esquema de tratamento 0s

animais receberam inducdo com NaCl ou GM seguidos do tratamento oral com a fracao
ZOEB4 ou com Tween-80 2%. Os mesmos estdo ilustrados na figura 10.
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Os animais induzidos com NaCl 0,9% foram tratados com Tween-80 2% (Controle:
CT) ou com a fragdo ZOEB4na dose de 25 mg/Kg (Grupo Controle: zoeb4 25) (Fig. 10). No
entanto, os grupos induzidos com GM foram tratados concomitantemente com fragdo ZOEB4
6,25; 12,5 ou 25 mg/Kg (Grupos: GM+zoeb4 6,25; 12,5 ou 25), ou com solvente Tween-80
2% (Grupo: GM) (Fig. 10.1). O tratamento oral ocorreu durante 5 dias consecutivos,
iniciando a partir do quinto dia do desenvolvimento do periodo experimental. Quando estes
ocorreram em dias similares a administracdo com os indutores, o tratamento oral deu-se uma
hora apos tal administracdo. Todos os animais pertencentes aos grupos experimentais ficaram
em gaiolas metabolicas a partir do 7° dia do protocolo experimental até o termino do mesmo
no 10° dia (Fig.10 e 10.1). Ressalta-se, que foi observado o peso dos animais durante todo
protocolo experimental e, a partir da entrada nas gaiolas metabdlicas, o consumo de alimento
e agua também foram averiguado diariamente.

Ap0s a obtencdo do volume urinério de 24h do ultimo dia experimental, os animais
foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg) e, em seguida, conduzidos a
laparotomia e disseccdo da aorta abdominal, por onde foi realizada puncdo. As amostras
sanguineas foram coletadas em microtibulos (2 mL) contendo 20uL de heparina a 10% e,
posteriormente, centrifugadas a 3.500 rpm a uma temperatura de 4 °C durante 15minutos. As
amostras de plasma obtidas foram armazenadas a -80C° para dosagens bioquimicas.
Seguidamente a coleta sanguinea, sucedeu-se a coleta dos rins, estes foram pesados
rapidamente em uma balanca analitica (shimadzu®) e, em seguida, o rim direito foi
armazenado em formol tamponado 10% para o posterior estudo histopatoldgico. O restante do
tecido foi mantido em gelo e rapidamente conduzido a -80 °C para serem utilizados nos
protocolos do dano oxidativo e nos ensaios de biologia molecular (Fig. 10 e 10.1).
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Figura 10 - Desenho experimental utilizado para indu¢do com NaCl 0,9%, juntamente com o

tratamento via oral com solvente Tween-80 2% ou ZOBE4 25 mg/Kg. Grupos ( CT e Zoeb4
25).
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Figura 10.1 - Desenho experimental utilizado para inducdo com GM, juntamente com o

tratamento via oral com fragdo ZOEB4 (6,25, 12,5 e 25 mg/Kg).Grupos GM + ZOEB4 (6,25,
12,5 e 25).
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3.7 FUNCAO RENAL: CLEARANCE DE CREATININA.,

A mensuragdo da creatinina plasmatica e urinaria foi realizada por meio do metodo de
Jaffé modificado, utilizando o kit comercial Creatinina K® do fornecedor Labtest®,
Fortaleza, CE, Brasil. Estimou-se o0 Ritmo Filtracdo Glomerular (RFG) através do clearance
de creatinina (Clcr), este foi utilizado para determinar a funcéo renal dos animais e calculado

por meio da seguinte formula:

Ccr = (crU x Vu / Pcr)
Onde:
crU = concentragdo urindria creatinina (mg/dl); Vu = volume urinario (ml/min);

crP = concentracdo plasmatica de creatinina (mg/dl).

Os valores do Clcr foram expressos em ml/min.

Para as dosagens de ureia e &cido Urico plasmatico foi utilizado os kits Ureia CE e
acido urico liquiform, ja a proteina urinaria e o célcio urinario foram dosados utilizando os
Kits comerciais, SensiProt, e Calcio liquiform respectivamente, todos comercialmente
fornecidos pelo fabricante (Labtest®, Fortaleza, CE, Brasil) e, seguindo as recomendac6es de

dosagens para cada kit. Todos os resultados foram dados em mg/dL.

3.8 AVALIACAO DA FUNCAO TUBULAR

3.8.1 FRACAO DA EXCRECAO DE SODIO E DE POTASSIO

A fracdo excretada de sodio (FENa") e a fracdo excretada de potassio (FEKY)
consistem nos percentis de Na* e K filtrados e excretados na urina. Existe uma variacio
muito grande no manejo iénico destes durante os quadros de LRAS.

A fracdo de excrecdo de sodio (FENa") e (FEK™) foi calculada a partir da mensuracgio
de sodio e potéssio urinario e plasmatico por meio do analisador de eletrolitos 9180 (Roche,
Brasil) pelo método eletrodo ion seletivo. Foi utilizado como diluente o Snap Park® (Roche,
Brasil) para preparo da solucdo padréo e solugdo para mensuracdo de eletrolitos urinaria. O
aparelho foi calibrado usando padrdo contendo 140 mEq/l de Na* e 5 mEq/l de K*. O controle
para mensuracgdo das amostras foi realizado com Isetrol® (Roche, Brasil).
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Com as concentracdes plasmaticas e urinarias de sédio e potassio foram determinadas
as fracOes de excrecdo de Na" e K (FENa', FEK"). Estes parametros servem para analisar do

manejo renal de tais ions.

O célculo utiliza as seguintes formulas:

Clearance Na*

FENa" = x 100

Clearance de creatinina

Clearance K*

FEK" = x 100

Clearance de creatinina

Os valores foram expressos em %.

3.9 DERTERMINACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

3.9.1 DOSAGEM MALONDEALDEIDO (MDA) URINARIO

Para analisar o estresse oxidativo renal desencadeado pelo tratamento com GM foi
analisada a producdo de malondialdeido (MDA), um dos principais produtos da cascata de
peroxidacdo lipidica, determinada pela reacdo com &cido tiobarbitdrico. Para tanto, 0,4 ml da
amostra de urina com 0,6 ml de H,O foram adicionados a 1,0 ml de TCA (tricloroacético)
10% e 1,0 ml de &cido tiobarbitdrico (0,6% pH 2).

Todos os tubos de ensaio com a solugdo foram mantidos no gelo durante essa primeira
etapa do processo. A solugdo foi homogeneizada e depois colocada em banho maria a 100 °C
durante 20 minutos para que ocorresse a reagdo com o acido tiobarbitarico. Apoés refrigeragdo
e adicdo de TCA 70%, a mistura final foi centrifugada por 15min a 3000 rpm e a leitura
realizada por espectrofotometria em absorbéncia de 534 nm (WALKER e SHAH, 1990).
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3.9.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MALONDIALDEIDO (MDA)
NO TECIDO RENAL DE RATOS.

Para confirmar o dano oxidativo direto no tecido renal, o grau de lipoperoxidacdo nos
tecidos foi mesurado por meio da determinacdo dos niveis de MDA através das substancias
reativas com acido tiobarbitrico TBARS, conforme o método de Ohkawa et al (1979). Foi
feito homogenato dos tecidos renais a 10% em solucdo de cloreto de potéssio (KCI) 0,15 M.
Retirou-se 250 L do homogenato e, em seguida, foi adicionado 1,5 mL de acido fosforico
(H3sPO4) 1% + 500 pL de solucdo de acido tiobarbitirico 0,6%. Colocou-se em banho
fervente (95-100 °C) por 45 minutos. A mistura foi resfriada em agua corrente e, a seguir, foi
adicionado 2 mL de n-butanol. O tubo foi agitado no vértex por 1 min. e centrifugado a
1200rpm/15min. Apds a centrifugacao foi retirado a fase organica para realizacao da leitura
em espectrofotometro (520-535 nm). Os resultados foram expressos em nMols de
malondialdeido (MDA) por mg de proteina. A concentragdo de proteinas foi medida
utilizando o método adaptado de Bradford (1976).

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

A dosagem de nitrito é baseada na utilizacdo do reagente de Griess. Este tem a
capacidade de quantificar nitrito em amostras por uma reagdo de diazotizacdo, formando um
cromoforo de cor rosea durante a reacdo. O reagente € constituido de acido fosférico 5%, N-1-
naftilenodiamina (NEED) 0,1%, Sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5% e &gua destilada.

Para realizacdo do ensaio foi feito homogenato a 10% do tecido renal com tampéo de
fosfato de potéssio (PBS). O ensaio consistiu na adigdo de 100 uL do sobrenadante do
homogenato em 100 pL do reagente de Griess. Como controle negativo foi adicionado 100 uL
do reagente em 100 pL de tampéao PBS. Uma curva padrao foi construida para a quantificacdo
do nitrito, através de uma dilui¢do seriada com concentragdes de 100, 50, 25 12,5, 6,25, 3,12,
e 1,56 uM. A leitura feita na faixa de absorbancia de 560 nm (GREEN et al,. 2000).
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3.11 AVALIACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM TECIDO
RENAL DE RATOS.

O principio do teste consiste na utilizacgdo do DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico)), que é bem usado para analisar a atividade da GSH em amostra de tecidos. O
DTNB reage com GSH formando o acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) de cor amarela
que pode ser detectado por espectrofotometria (SEDLAK e LINDSAY, 1968).

Para avaliacdo das alteracGes no conteddo tecidual renal de glutationa reduzida foi
feito homogenato a 10% em solugéo gelada de EDTA 570,02 M. 40 puL de cada amostra
(homogenato a 10% em tampé&o fosfato), adicionada a 50 uL de agua destilada e 10 uL de
TCA (acido tricloro acético) 50%. O material foi centrifugado a 3000 g por 10 min e retirado
60 pL do sobrenadante, que foi adicionado a solugdo de DTNB em tampé&o Tris. A curva
padrdo foi obtida mediante leitura de vérias concentracdes de GSH padrdo (1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25; 50; 100 pg). Todo o ensaio foi avaliado na absorbancia de 412 nm e os resultados

foram expressos em pg/mg de proteina.

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

A atividade da enzima SOD foi avaliada medindo-se a capacidade de inibir a reducéo
fotoquimica do azul de nitro-tetrazolio (NBT). Nesse método a riboflavina reduzida
fotoquimicamente gera O,- 0 qual reduz o NBT produzindo formazan, que absorve no
comprimento de onda de 560nm segundo o método de Sun et al., (1988). Na presenca de SOD
a reducdo do NBT ¢ inibida, determinando que é a quantidade de SOD necessaria para inibir a
taxa de reducdo do NBT em 50%.

O homogenato (10% em tampéo fosfato) foi centrifugado (10 minutos, 3600 rpm a
4°C). O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C). Para
0 ensaio utilizou-se o sobrenadante. Em uma cadmara escura foram misturados 1mL do meio
de reagdo (tampdo fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8) 30 uL da
amostra, 150uL do NBT 75uM e 300 uL de riboflavina 2uM. Os tubos contendo a solugdo
obtida foram expostos a ldampadas fluorescentes (15W) por 15 minutos. A leitura foi feita
espectrofotdbmetricamente em 560nm. Os resultados foram expressos em unidades da enzima

por grama de proteina.



49

3.13 AVALIACAO DA TRANSCRICAO GENICA
3.13.1 Extracdo do RNA total

As amostras foram congeladas a -80 °C até o momento da extracdo. Foi feito um
homogenato com trizol e, em seguido, a extracdo de RNA foi realizada com o Kit RNeasy
Lipid Tissue Mini (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com o protocolo do fabricante.
Apbs a finalizacdo do processo de extracdo, 1uL de RNA total de cada amostra foi dosado
com o Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) com a finalidade de verificar a
qualidade das amostras e quantificar suas concentracdes para fornecer RNA para transcricao
em DNA complementar (cDNA).

3.13.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, USA) de acordo com o instru¢des do fabricante. O protocolo da reacdo contém
1 pL da enzima trasncriptase reversa, 4 UL do tampdo 5x iScript Reaction Mix (solucéo
constituida de oligonucleotideos e iniciadores aleatdrios), um volume da amostra de RNA
uniformizado para 200ng/puL e completado a reagdo com &gua livre de nuclease em volume
suficiente para completar 20uL. O protocolo padrdo do termociclador iCycler (Bio-Rad
Laboratories, USA) foi 25° C por 5 min., 42° C por 30 min., e 85° C por 5 min. O cDNA foi
armazenado em freezer a -20° C até sua posterior utilizagdo no PCR quantitativo em tempo
real (QPCR).

3.13.3 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Conforme a Tabela 5, foram avaliados na transcricdo do mMRNA 0s genes relacionados
com o processo pro-inflamtorio celular (TNF-a, IL-1B, IL-2 e INF-y) com o aparelho do iQ5
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos ). O gene de
referéncia utilizado foi o YWHAZ da fosfolipase A2 (Proteina de ativacdo tirosina 3-
monooxigenase 5-triptofano, polipeptidio zeta) (SOUSA et al., 2011).

Para a reacdo foi utilizado 10 pL da Syber Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Inglaterra), 2 uL de cada iniciador (0,2 uM) e 1 pL de cDNA das amostras

completando com &gua livre de nucleases para um volume final de 20uL. Todos os
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iniciadores utilizados e as condi¢es da qPCR estdo na Tabela 6. Todas as amplificagdes
foram finalizadas com a curva de melting, realizada para assegurar especificidade da
amplificacdo e detectar a formacdo de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto
inespecifico.

Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou Ct) para os genes testados foram exportados
para o Microsoft Excel (Microsoft, Estados Unidos) e os niveis relativo de RNAm foram
calculados de acordo com a metodologia 2-AACT , qual AACT= (CT gene alvo — CT gene
referéncia do grupo tratado) / (CT gene alvo — CT gene referéncia do controle) como descrito
por Livak e Schmittgen (2001).

Tabela 5 - Sequéncias de iniciadores e condi¢es de PCR para os genes avaliados (S: senso e

A: antisenso).

Processo Sequencias dos iniciadores Produto o Condicoes *
Relacionado Genes (5°-3) (pb) n” NCBI do PCR Fonte
TNE-q S — GTACCCACTCGTAGCAAAC 107 NM_02 RTprimer
AS — AGTTGGTTGTCTTTGAGATCCATG 1578 ID: 3899
S — GACCTGTTCTTTGAGGCTGACA AFQ0793 ° ” RTprimer
IL-1B 78 95°C - 20
Resposta AS — CTCATCTGGACAGCCCAAGTC 14.1 60°C - 20’ ID: 3771
inata IL-2 S — CAAGCAGGCCACAGAATTGA 51 NM_03 799C - 45° RTprimer
AS — CCGAGTTCATTTTCCAGGCA 0845.1 -45 1D:1307
INF S — ACAGTAAAGCAAAAAAGGATGCA 69 NM 13 RTprimer
o AS — GCTGGATCTGTGGGTTGTTC 8880.2 1D:4300
Transporte 95°C -20” )
celular Aquaporina-2 S — GAGCAGCATGTGGGAACT 69 NM 01 58°C - 20°° RTprimer
AS — AGCGTGGCCAAGAACTC 2909.2 1D:4280
72°C - 45>
S — GCTACTTGGCTGAGGTTGCT NM_01 95°C-20" S t
. - N oA ouza et.
Referéncia YWHAZ S TGCTGTGACTGGTCCACAAT ®1 30113 sgog ig,, al.,, 2011

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

3.14 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

O rim direito foi seccionado transversalmente e armazenado em cassetes histoldgicos

que foram imersos em formol 10% tamponado por 48 horas. Logo apos esse periodo foi
armazenado em alcool 70% até o processo de fixacdo. Depois da devida fixacdo dos tecidos.
O material foi processado rotineiramente para exame histoldgico em processador automatico
de tecidos Lupe® modelo PTO9 (histotécnico), para ser entdo desidratado em concentracfes
crescentes de 70 a 100% de etanol. Apds o processamento, realizou-se a inclusdo do material
em parafina, utilizando o equipamento para Banho Histologico Modelo BH05. O material nos
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blocos de parafina foi cortado em 5 um de espessura e colocado em ldminas histologicas para
posterior processo de coloragdo. Os cortes histolégicos foram obtidos utilizando-se
micrétomo de impacto (Poycut S, Leica, Alemanha) equipado com navalha de tungsténio de
16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). As laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e
eosina. A andlise histopatologica foi realizada pelo patologista Msc. Daniel de Araujo Viana,
sendo posteriormente registradas através de fotomicrografias.

Foram analisadas em microscopio Optico em diferentes aumentos de lente e, para a
captura das imagens utilizou-se uma camera de video digital (Samsung®) acoplada ao

microscopio, por onde ocorreu a digitalizacdo das imagens.

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média
(EPM). Os dados foram analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) seguido do
teste de Student-Newman-Keuls post hoc. Os resultados foram considerados significativos
para P <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1. Efeito da administracdo em dias seguidos com GM sobre os niveis séricos de

creatinina em um modelo piloto experimental.

Inicialmente para o designio da inducdo da nefrotoxidade, realizou-se a administracdo
de GM na dose de 100 mg/kg (i.p.) em distintos grupos durante 3, 5 e 7 dias. O grupo controle
(salina) recebeu, durante sete dias, um volume equivalente de NaCl 0,9% (i.p.) similar aos
grupos tratados com GMs.

Por meio da Figura 11 podemos observar que o0s animais tratados com GM, apds 5 e 7
dias (0,86 0,09 mg/dL e 1.02 + 0,12 mg/dL, respectivamente), apresentaram aumento
significante nos niveis de creatinina séricas em relacdo ao controle (0,58 = 0,02 mg/dL).
Conforme este resultado e, baseado nesta escala temporal de administracdo, o periodo de
administracdo em 7 dias foi o escolhido para a indugéo da disfuncéo renal (Fig. 11).

Figura 11 - Alteragdo nos niveis de creatinina serica induzida pelo tratamento com GM em
ratos.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. da concentragdo de creatinina plasmatica (mg/dL) nos grupos
3 dias (n=5), 5 dias (n=6) e 7 dias (n=6) tratados com GM (100mg/kg, i.p.) ou NaCl 0,9% i.p.(controle). A
analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do Teste de Newman Keuls. Os valores significativos tinham
#P< 0,05 e ##P< 0,01 em comparagdo com o grupo controle.
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4.2 AVALICAO DA FUNCAO RENAL

4.2.1 Efeito da fracdo ZOEB4 sobre o RFG (Clearance de creatinina) em animais
tratados com GM.

O Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) foi determinado pelo Clearance de Creatinina
(Clcr). A administracdo de GM reproduziu o modelo de LRA nos animais dos grupos GM
(0,70 0,1 mL/min), resultando na diminuicdo significativa do Clcr quando comparado ao
grupo CT (1,3£0,1mL/min).

O tratamento concomitante com a fracdo ZOEB4 proporcionou melhoria no RFG nos
animais, conforme o resultado do grupo GM+ZOEB4 25 (1,3+ 0,2 mL/min) frente ao grupo
GM (P<0,05). Observou-se que 0 grupo Zoeb4 25 (1,5 0,23mL/min), tratados com fracdo
gingerois, ndo alterou a fungédo renal, expressando assim, resultado equivalente ao grupo

controle (Fig. 12).

Figura 12 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre o clearance de creatinina em ratos com

nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. do RFG no periodo de 24h em animais com o padrdo de
lesdo nefrotdxica, tratados concomitante com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p. + Tween80-2%,
v.0.), zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%,
v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A analise estatistica
foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham *P< 0,05 vs CT,
##P <0.01vs GM e #P <0.05vs GM.
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4.2.2 Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a concentracéo plasmatica de creatinina em animais
tratados com GM.

Conforme os valores apresentados na figura 13, observou-se uma diferenca
significativa nos niveis de creatinina entre o grupo GM (1,0 £ 0,08 mg/dL), frente ao grupo ao
CT (0,62 £ 0,03 mg/dL) demostrando assim, o acimulo sistémico deste composto nos animais
do grupo nefrotdxico.

Notou-se uma reducdo significativa desse parametro no grupo GM+ZOEB4 12,5
(0,78 0,07 mg/dL) assim como no grupo GM+ZOEB425 (0,63 +0,032 mg/dL) quando
confrontados ao grupo GM. Este achado demonstra o papel protetor dos gingerois. Desta
forma, a fracdo ZOEB4 contribuiu para a ndo acumucdo sistémica deste metabdlito,
aumentando a filtracdo e excrecdo e, desta forma, reforcando o resultado anterior. Nota-se
diante do resultado do grupo zoeb4 25 (0,51 + 0,01 mg/dL) que o mesmo obteve valores
estatisticamente nédo diferentes em relacdo ao grupos CT (P<0,05). (Fig.13).

Figura 13 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre os niveis de creatinina plasmaticas em ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. da concentracdo de creatinina no periodo de 24h em animais
com lesdo nefrotdxica, tratados concomitante com a fracdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p. + Tween80-
2%, v.0.), Zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-
2%, v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p.+ ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A andlise
estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham ***P<
0,001vs CT,**P<0,01vs CT, ###P <0.001 vs GM e ##P < 0.01vs GM .
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4.2.3 Efeito da Fracdo ZOEB4 sobre a concentracdo plasmatica de ureia em animais
tratados com GM.

A figura 14 demonstra diferenca significativa na concentragdo plasmatia de ureia entre
0 grupo GM (73,18 £7,50 mg/dL) frente ao grupo CT (45,2 + 2, mg/dL). Desta forma, nota-se
0 acimulo deste metabolito apds o tratamento com GM.

Foi encontrada uma reducéo significativa desse parametro nos grupos GM+ZOEB4
12,5 (53,88 + 6,94) e estatisticamente significativo em GM+ZOEB4 25 (41,75 = 1,8 mg/dL)
quando comparados aos grupos GM. Este achado demonstra e reforga o papel protetor da
fracdo ZOEB4. Similar ao resultado da creatinina. Observa-se que o grupo zoeb4 25 (37,95 +
2,83 mg/dL) obteve valores estatisticos semelhante aos grupos CT e GM+ZOEB4 25
(P<0,05) (Fig.14).

Figura 14 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre os niveis de ureia plasméatica em ratos com

nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média = E.P.M. da concentragdo de ureia no periodo de 24h, em animais com
lesdo nefrotoxica tratados concomitante com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%,
v.0.), zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%,
v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p.+ ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A andlise estatistica
foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham **P< 0,01 vs CT,
###P < 0.001 vs GM e ##P < 0.01 vs GM.
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4.2.4 Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a concentracdo de proteina urinaria em animais
tratados com GM.

Conforme expresso na figura 15 ocorreu um amento dos niveis de proteina urinaria
(PU) significativo no grupo GM. Esse dado mostra o surgimento de uma provavelmente, além
da lesdo tubular, também um dano glomerular nos animais tratados com GM. Isto foi notavel
quando se compara o grupo GM (93,5 £ 9,0 mg/dL) em relacdo ao grupo CT (38,53 £ 4,5
mg/dL).

A associacdo do tratamento concomitante com a fracdo ZOEB4 demonstrou
efetividade na reducdo na excrecdo de proteina urinaria, de forma notavel nos grupos
GM+ZOEB4 12,5 (55,68 + 7,74 mg/dL) e GM+ZOEB4 25 (51,36 + 3,24 mg/dL) quando
esses grupos foram comparados aos animais do grupo GM (P<0,05).

O grupo controle que recebeu zoeb4 25 apresentou valores baixos de PU (44,53 +
4,82 mg/dL), valor este estatisticamente semelhante ao grupo CT (Fig. 15).

Figura 15 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre os valores de proteina urindria em ratos com

nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. da concentracao de proteina urinaria de 24h, em animais com
lesdo nefrotoxica tratados, concomitante com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%,
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v.0.), Zob4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.)
GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A andlise estatistica foi
feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham ***P< 0,0001 vs CT,
##P <0.01vs GM e #P <0.05vs GM.

4.2.5 Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a concentracdo plasmatica de acido drico em

animais tratados com GM.

Estdo representados na figura 16 os niveis séricos de acido drico. Este metabolito dos
acidos nucleicos, geralmente encontra-se elevado nos quadros de LRAs desencadeados por
necrose tubular aguda, sendo assim, um indicativo Util para o diagnoéstico dos quadros de
disfuncéo renal. Ocorreu uma diferenga significativa entre o grupo GM (3,71 + 0,52 mg/dL)
frente ao grupo CT (1,33 = 0,2 mg/dL). Confirmando o quadro de disfuncdo renal pela
administracdo de GM.

O grupo GM+ZOEB4 25(1,57+0,2) apresentou valores menores de acido Urico em
relacdo aos grupos GM (P< 0,05). Observa-se que o valor estatistico dos animais do grupo
zoeb4 25 (1,57 £ 0,30 mg/dL) foi préximo ao grupo CT (P<0,05) (Fig. 16).

Figura 16 - Efeito da Fracdo ZOEB4 sobre os niveis plasméaticos de &cido Urico em ratos
com nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. da concentracdo plasméatica do &cido Urico no periodo de
24h, em animais com lesdo nefrotoxica, tratados concomitante com a fracdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%,
i.p.+ Tween80-2%, v.0.), zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p.
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+ tween80-2%, v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p.+ ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A
analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham
**P<0,01vs CT e#P <0.05vs GM.

4.2.6 Efeito da fragdo ZOEB4 sobre a concentragdo Ca*™ urinario em animais tratados
com GM.

Evidenciam-se na figura 17 os valores de Ca'™" urinario. Esse parametro pode ser
utilizado como indicio de disfungdo renal, com alteragbes no transporte tubular. Foi
estaticamente significativo a diferenca entre o grupo GM (10,49 + 1,52 mg/dL) frente ao
grupo CT (3,78 = 0,96 mg/dL), demonstrando assim, um quadro de disfuncdo renal como
provavel dano tubular pela administracdo de GM.

Notavelmente, foi observado um papel protetor no grupo GM+ZOEB4 25 (3,67 = 1,01
mg/dL), apresentando valores menores de Ca’™" urinario em relagdo ao grupo GM (P>0,05).
Observa-se que os animais do grupo zoeb4 25 (3,95 + 0,98 mg/dL) obtiveram valores
estatisticos semelhantes aos grupos CT e GM + ZOEB4 25 (P<0,05) (Fig.17).

Figura 17 - Efeito da fragdo ZOEB4 sobre os niveis de Ca'" urinario em ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. da concentracdo urinaria de Ca™ durante 24h, em animais
com de lesdo nefrotoxica, tratados concomitante com a fragdo ZOEB4 Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-
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2%, v.0.), zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%,
v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p.. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/Kkg, v.0.) . A analise estatistica
foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham **P< 0,01 vs CT e
##P <0.01 vs GM.

4.3 AVALIACAO DO FLUXO URINARIO

4.3.1 Efeito da fragdo ZOEB4 sobre fluxo urinario em animais tratados com GM.

Na figura 18 estdo representados os valores do fluxo urindrio de cada grupo,
constituindo como critério para confirmacdo da fase na qual a LRA se encontrava. Em relagéo
a esse parametro, ndo se observou diferenca significativa entre o grupo GM (0,011 + 0,0017
mL/min) frente ao grupo CT (0,0082 + 0,0010 mL/min) , classificando assim a LRA como
ndo oligurica. Notou-se uma elevacdo significativa desse parametro nos grupos GM+ZOEB4
25 (0,012 = 0,0010 mL/min) e zoeb4 25 (0,014 + 0,0011 mL/min) quando comparado aos
grupos CT (P<0,05). Esse achado expressa um possivel efeito diurético da fracdo ZOEB4
advindo consequentemente dos gingerois. Além disso, ressalta-se que ndo observou-se
diferencas significativas entre a ingesta hidrica dos grupos, fator este que poderia interferir no
resultado (Fig. 18).
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Figura 18 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre o fluxo urinario de ratos com nefrotoxidade por
GM.
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Os valores da figura representam a média = E.P.M. do fluxo urinario no periodo de 24h em animais com leséo
nefrotdxica, tratados concomitantemente com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%,
v.0.), zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/Kkg, i.p. + tween80-2%,
v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p.. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A analise estatistica
foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham *P< 0,05 vs CT.

4.3.2 Efeito da fracdo ZOEB4 sobre os niveis transcricionais de aquaporina-2 em

animais tratados com GM tratados com ZOEBA.

Conforme a figura 19 identificou-se que o grupo GM (0,64 + 0,09) obteve uma
reducdo consideravel na transcricdo génica de aquaporina-2 em relacdo ao grupo CT
(1,26+0,20), sendo estatisticamente significativo diante ao grupo GM+ZOEB4 25 (1,6 0,40).
Desta forma, o dado para o grupo GM contribui para justificar o aumento da excregédo de
agua observado nos animais deste grupo, observado no resultado anterior, aléem de indicar
uma LRA ndo-oligurica. Essa reducdo também foi relevante diante o grupo zoeb4 25 (1,63 £
0,20), demostrando que o efeito diurético do composto ZOEB4 foi oriundo de outro(s)
mecanimo(s), (P<0,05) (Fig. 19).
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Figura 19 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a transcricdo génica de aquaporina-2 em ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores da transcricdo génica de aquaporina-2 no tecido
renal. CT (NaCl 0,9%, i.p. + Tween80-2%, v.0.), GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.) GM +
ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 25 mg/kg, v.0.) e ZOEB4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4
25mg/kg, v.0.). A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores
significativos tinham *P< 0,05 vs GM.

4.4 AVALIACAO DA FUNCAO TUBULAR

4.4.1 Efeito da fracdo ZOEBA4 sobre a fracdo de excrecdo de Na* e K* em animais

tratados com GM.

A fracdo excretada de sodio (FENa) e a fracdo excretada de potassio (FEK) consistem
nos percentuais de sodio e potassio filtrados e excretados na urina. A figura 20 mostra que o
grupo GM elevou significativamente os niveis de excrecio de Na’. Esse aumento foi
observado no grupo GM (3,29 + 0,48 %) quando comparado ao grupo CT (1,29+ 0,29 %),
mostrando assim uma inabilidade dos rins dos animais tratados com GM em manter a fungédo
tubular adequada. Notavel que o tratamento com ZOEB4 foi efetivo, se contrapds a essa
maior excrecdo, um efeito observado no grupo GM+ZOEB4 25 (1,82 + 0,21 %) quando
comparado ao grupo GM (P<0,05). Seguindo os resultados anteriores, 0s animais do grupo
zoeb4 25 (1,86 = 0,27 %) apresentaram valores estatisticamente diferentes em relagdo aos
grupos CT e GM + ZOEB4 25, (P<0,05) (Fig. 20).

Ja na figura 21, assim como o resultado anterior, demonstrou valores nos quais o

grupo GM alcangou niveis maiores e significativos na excrecio de K*. Esses valores sdo
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observados GM (78,28 + 7,63 %) frente ao grupo e CT (32,11 + 7,04%), reforcando o
resultado do grau lesivo tubular. Efetivamente esses valores foram reduzidos no grupo
GM+ZOEB4 25 (48,87 + 4,60 %) quando comparados ao grupo GM (P<0,05). Os animais do
grupo zoeb4 25 (44,24 £ 5,99) apresentaram valores similares aos grupos CT e GM+ ZOEB4
25, (P<0,05) (Fig. 21).

Figura 20 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a fracdo de excrecdo de Na® em ratos com

nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. da fragdo de excrecdo de Na* de 24h, em animais com lesdo
nefrotdxica, tratados concomitante com a fracdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%, v.0.),
zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.) GM
+ ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A anélise estatistica foi feita
por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham *P< 0,05vs CT e #P vs GM.
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Figura 21 - Efeito da fragdo ZOEB4 sobre a fracdo de excrecdo de K* em ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. da fragdo de excregdo de K* de 24h, em animais com lesdo
nefrotdxica, tratados concomitante com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%, v.0.),
zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.) GM
+ ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p.. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A andlise estatistica foi feita
por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham **P< 0,01 vs CT e ##P<
0,01 vs GM e #P<0,05 vs GM.

4.5 PERFIIL DO DANO OXIDATIVO

4.5.1Avaliacdo dos niveis de malondialdeido (MDA).

4.5.1.1 Determinacdo de MDA urinario em animais tratados com GM e tratados com
ZOEBA4.

A figura 22 mostra que o grupo GM apresentou maiores valores de MDA urinarios,
GM (79,25 + 9,87 nmol/g de creat.) quando comparados aos grupo e CT (38,75 £ 6,78 nmol/g
de creat). Os animais do GM+ZOEB4 25 (49,11+ 13,01 nmol/g de creat.) apresentaram
valores menores que 0s 0 grupo GM, demonstrando assim, uma tendéncia deste composto a
deter papel protetor contra o dano oxidativo da GM. O grupo zoeb4 25 (47,34 £ 10,14 nmol/g
de creat.) ndo apresentou alteragdo nos valores desse parametro, possuindo valores estatisticos

proximos ao grupo CT (P<0,05) (Fig. 22).
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Figura 22 - Efeito da Fragdo ZOEBA4 sobre os valores de malonaldeido urinério em ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores malondeldeido (MDA) de 24h, em animais com
lesdo nefrotodxica, tratados concomitante com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%,
v.0.), Zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.)
GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A andlise estatistica foi
feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham *P< 0,05 vs CT e #P<
0,05 vs GM.

4.5.1.2 Determinacdo do malondialdeido (MDA) no tecido renal dos animais tratados
com GM e ZOEBA4.

A figura 23 apresenta valores nos quais o grupo GM obtive valores
consideravelmente altos de MDA no tecido renal, GM (1,71 £ 0,36 nMols/g de prot.) quando
confrontados ao grupo CT (0,59 = 0,10 nMols/g de prot.). Os animais do GM+ZOEB4 25
(0,67 £ 0,26 nMols/g de prot.) apresentaram valores significantes menores que 0s o grupo GM
(P<0,05). O grupo zoeb4 25 (0,61 + 0,21 nMols/g de prot.) ndo apresentou alteragcdo nos
valores desse parametro, detendo valores estatisticos similares aos grupos CT e GM+ ZOEB4
25 (P<0,05), (Fig. 23).
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Figura 23 - Efeito da fragdo ZOEB4 sobre os valores MDA em tecido renal de ratos com
nefrotoxidade por Gentamicina.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores malonaldeido no tecido renal, em animais com
lesdo nefrotoxica, tratados concomitante com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%,
v.0.), Zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.)
GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A andlise estatistica foi
feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham *P< 0,01 vs CT, ##P<
0,01 vs GM e #P< 0,05 vs GM.

4.6 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO (ON)

4.6.1 Determinacao do niveis de nitrito em animais tratados com GM e continuamente

com a fracdo ZOEBA4.

A figura 24 apresenta valores nos quais 0 grupo GM obteve aumento no nitrito total.
GM (9,14 + 1,5 nM/g de prot.) quando em rela¢do ao grupo CT (3,42 = 0,77 nM/g de prot).
Os animais do grupo GM+ZOEB4 25 (2,9 + 0,967 nM/g de prot.) apresentaram valores
significantes menores do que o grupo GM. Ja o grupo zoeb4 (3,26 + 0,69 nM/g de prot.) ndo
apresentou alteracdo nos valores desse parametro, detendo valores proximos aos grupos CT e
GM+ ZOEB4 25, (P<0,05) (Fig.24).
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Figura 24 - Efeito da fragdo ZOEB4 sobre os valores de nitrito em tecido renal de ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média £ E.P.M. os valores de nitrito no tecido renal, em animais com leséo
nefrotdxica, tratados concomitantemente com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%,
v.0.), ZOEB4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM gentamicina 100 mg/Kkg, i.p. + tween80-2%,
v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A analise estatistica
foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham **P< 0,01 vs CT,
##P< 0,01 vs GM e #P< 0,05 vs GM.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE.

4.7.1 Determinacdo dos niveis de Glutationa reduzida (GSH) em animais tratados com
GM e ZOEBA.

Conforme resultado da figura 25, o tratamento com GM foi efetivo em reduzir os
valores de glutationa reduzida nos animais do grupo GM (101,6% 23,41ug/mg prot) quando
comparado ao grupo CT (312,7% 43,6 ug/mg prot.). Os animais do GM+ZOEB4 25 (250,20 £+
27,77 pg/mg prot.) apresentaram valores significantes maiores do que o grupo GM,
demonstrando assim, uma prote¢éo tecidual contra o dano oxidativo da GM. O grupo zoeb4

25 (309,4+ 50,10 pg/mg prot.), como quase todos os resultados anteriores, ndo apresentou
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alteracdo nos valores desse parametro, expressando valores semelhantes aos grupos CT e
GM+ ZOEB4-25, (P<0,05) (Fig. 25).

Figura 25 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre os niveis de GSH em tecido renal de ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores de GSH no tecido renal, em animais com leséo
nefrotdxica, tratados concomitante com a fragdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+ Tween80-2%, v.0.),
ZOEB4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.)
GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A analise estatistica foi
feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham **P< 0,01 vs CT, #P<
0,05 vs GM.

4.7.2 Avaliacdo da atividade da Superédxido Dismutase (SOD) no tecido renal de ratos
induzidos com GM, tratados com ZOEBA4.

A figura 26 mostra que o grupo GM obteve valor diminuido na atividade da SOD,
conforme os resultados dos animais deste grupo, GM (52,4 7,73U/mg de prot.), quando
confrontados aos grupo CT (135,7+ 22,2U/mg de prot.). Os animais do GM+ZOEB4 25
(112,2+ 6,40U/mg de prot.) apresentaram valores significante maiores do que o grupo GM,

demonstrando assim, como no resultado que antecedeu a este, a capacidade de protecdo da
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fracdo ZOEB4 contra a dano oxidativo da GM. O grupo ZOEB4 (132,60 £+ 10,74 U/mg de
prot.) equiparou-se estatisticamente aos grupos CT e GM+ ZOEB4 25, (P<0,05) (Fig. 26).

Figura 26 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a atividade da SOD no tecido renal de ratos com
nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores de Superdxido Dismutase no tecido renal, em
animais com lesdo nefrotdxica, tratados concomitante com a fracdo ZOEB4. Grupos: CT (NaCl 0,9%, i.p.+
Tween80-2%, v.0.), ZOEB4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.) GM gentamicina 100 mg/kg, i.p. +
tween80-2%, v.0.) GM + ZOEB4 (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, v.0.) . A
analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham
**P< 0,01 vs CT, *P<0,05vs CT, #P<0,05vs GM e ##P< 0,05 vs GM.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE PRO-ANTINFLAMATORIA

4.8.1 Avaliacéo da transcrigédo genica TNF-a no tecido renal de ratos induzidos com
GM, tratados com ZOEBA4.

A figura 27 mostra que o grupo GM (3,23 £0,71) obteve aumento significativo na
transcricdo génica de TNF-a diante do grupo CT (1,18 £ 0,27). Desta forma, indicando a
promogdo da resposta imune e a inflamatoria por meio do recrutamento de neutrofilos e

mondacitos para o local da danificado, além de ativa-los. O grupo GM+ZOEB4 25 (1,57 +
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0,27) obteve valor significante menor do que o grupo GM, demonstrando assim, um possivel
efeito antiflamatorio da fracdo ZOEB4. O grupo ZOEB4 25 (1,74 + 0,34) equiparou-se
estatisticamente aos grupos CT, e GM+ ZOEB4 25, (P<0,05) (Fig. 27).

Figura 27 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a transcri¢do génica de TNF-a no tecido renal de
ratos com nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores da transcrigcdo génica de TNF-a no tecido renal.
CT (NaCl 0,9%, i.p. + Tween80-2%, v.0.), GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween80-2%, v.0.) GM + ZOEB4
(gentamicina 100 mg/kg, i.p. GM+ ZOEB4 25 mg/kg, v.0.) e ZOEB4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg,
v.0.). A analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos
tinham 8P< 0,05 vs CT, *P< 0,05 vs GM.

4.8.2 Avaliagéo da transcrigdo génica de IL-1p e IL-2 no tecido renal de ratos induzidos
com GM, tratados com ZOEB4.

Conforme a figura 28 o grupo GM (2,77 + 0,89) obteve valor significativamente
elevado na transcricdo génica para IL1-B comparada ao grupo CT (1,07 £ 0,15) e ao grupo
zoeb4 25 (1,11 + 0,08). O grupo GM+ZOEB4 25 (1,78 + 0,22) apresentou valor reduzido
diante do grupo GM, porém néo significativo (Fig.28). Conforme os resultados da figura 29,
os resultados de transcricdo para IL-2, demonstraram um significante aumento na expressao
desta citocina nos grupos GM (3,07 = 0,57) quando comparado aos demais grupos analisados:
CT (1,14 £ 0,21); GM+ZOEB4 25 (1,86 % 0,15) e zoeb4 25(1,07 + 0,25), indicando mais uma

vez o efeito anti-inflamtorio dos compostos contidos na fragdo ZOEB4 (P<0,05) (Fig. 28).
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Figura 28 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre os valores da transcricdo génica de IL-1p em
tecido renal de ratos com nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média = E.P.M. os valores da transcri¢do génica de IL-1p no tecido renal. CT
(NaCl 0,9%, i.p. + Tween80-2%, v.0.), GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween 80-2%, v.0.) GM + ZOEB4
(gentamicina 100 mg/kg, i.p. GM+ ZOEB4 25 mg/kg, v.0.) e zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg,
v.0.). A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos
tinham 8P< 0,05 vs CT, *P< 0,05 vs GM.

Figura 29 - Efeito da fracdo ZOEB4 sobre os valores da transcri¢do génica de IL-2 em tecido
renal de ratos com nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores da transcri¢do genica de IL-1p no tecido renal. CT
(NaCl 0,9%, i.p. + Tween80-2%, v.0.), GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween 80-2%, v.0.) GM + ZOEB4
(gentamicina 100 mg/kg, i.p. GM+ ZOEB4 25 mg/kg, v.0.) e zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg,
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v.0.). A analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos
tinham §P< 0,05 vs CT, *P< 0,05 vs GM.

4.8.2 Avaliacédo da transcricédo genica de IFN-y no tecido renal de ratos induzidos com
GM, tratados com ZOEBA4.

Conforme a figura 30, o grupo GM (2,84 £ 0,79) aumentou a trancris¢do génica para
esse mediador significativamente em relacdo ao grupo CT (0,67 + 0,19). Ressalta-se que o
grupo GM+ZOEB4 25 (1,53 + 0,23) reduziu relevantemente essa elevagdo. Diferencga
estatistica semelhante teve o grupo zoeb4 25 (0,99 + 0,27) (P<0,05) (Fig. 30).

Figura 30 - Resultado referente ao efeito da fracdo ZOEB4 sobre os valores da transcri¢éo
génica de INF-y em tecido renal de ratos com nefrotoxidade por GM.
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. os valores da transcri¢do genica de IL-1p no tecido renal CT
(NaCl 0,9%, i.p. + Tween80-2%, v.0.), GM (gentamicina 100 mg/kg, i.p. + tween 80-2%, v.0.) GM + ZOEB4
(gentamicina 100 mg/kg, i.p. + ZOEB4 25 mg/kg, v.0.) e zoeb4 25 (NaCl 0,9%, i.p. + ZOEB4 25mg/kg, v.0.).
A analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. Os valores significativos tinham
$P< 0,05 vs CT, *P< 0,05 vs GM.
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4.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA

4.9.1 Efeito da fracdo ZOEB4 sobre a nefrotoxidade induzida por GM em tecido renal
de ratos.

A analise histopatoldgica nos tecidos renais foi realizada com todos 0s grupos
induzidos a nefrotoxidade com GM e tratados com a ZOEB4 nas doses (6,25, 12,5 e 25
mg/Kag).

Conforme os resultados nas figuras 31 e 32, os animais dos grupos controles (CT e
ZOEB4 25) ndo apresentaram quaisquer alteracfes arquiteturais nos érgdos examinados. Nao
houve qualquer indicio de citotoxicidade. Foi observado apenas um pequeno processo
inflamatdrio (pielonefrite) em um animal no grupo CT e, seguido a identificacdo degeneracédo
hidrépica do epitélio tubular renal em 2 animais do grupo CT, achados estes que representam
citotoxicidade. Contudo, ndo relevante para o nimero de animais analisados, além do que, ndo
foram observados processos inflamatorios nesses grupos.

No grupo GM, ndo se identificou alteragcdes arquiteturais visivelmente. Entretanto,
quase todos os animais deste grupo exibiram indicios de citotoxicidade (degeneracdo
hidrépica do epitélio tubular), embora caracterizada como leve. Em alguns animais, presenca
de infiltrado inflamatorio, linfohistiocitario multifocal, como também presenca de linfocitos e

plasmdcitos.

O tratamento com a fracdo ZOEB4 nas doses, 6,25 e 12,5 mg/kg conseguiu reduzir o
namero de animais com achados de toxicidade e os pardmetros de lesdo nestes (Fig. 31 e 32).
Cerca da metade dos animais do grupo GM+ ZOEB4 6,25 tiveram essa redugdo. Observou-se
degeneracdo discreta hidropica do epitélio tubular (citotoxicidade leve). Além disso, foi
observado no grupo GM +ZOEB4 12,5 mg/kgn degeneracdo hidropica do epitélio tubular
renal discreta na maior parte dos animais, 0 que representa citotoxicidade. Também foram
observados pequenos infiltrados linfocitarios. Mesmo menores, 0s achados nao representam

reversdo da citotoxicidade pela a fracdo ZOEBA4.

No entanto, foi observado um efeito protetor da fragdo ZOEB4 no grupo GM +
ZOEB4 25, ja que ndo havia alteracfes arquiteturais nos orgaos, além de néo existir qualquer
indicio de citotoxicidade e somente um animal apresentou pequeno foco linfoplasmocitario. O
grupo zoeb4 25, controle de citotoxidade da fragdo ZOEB4, ndo apresentou qualquer indicio

de citotoxicidade.
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Figura 31 - Imagens representativas do efeito da fracdo ZOEB4 sobree Degeneragédo
Hidropica Tubular (Hematoxilina-eosina) em ratos iduzidos a nefrotoxidade por GM.

As setas nas figuras representam degeneracéo hidrépica tubular. Grupos: CT (NaCl 0,9%; i.p. +
Twwen80-2%; v.0.), GM (Gentamicina+ Tween80-2%; v.0.) GM + ZOEB4 (6, 25, 12,5 e 25
mg/kg; v.0.) e ZOEB4 25 (NaCl 0,9%; i.p. + ZOEB4 25mg/Kkg; v.0).
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Figura 32 - Imagens representativas do efeito da fragdo ZOEB4 sobre infiltrado inflamatério
(Hematoxilina-eosina) em ratos iduzidos a nefrotoxidade por GM.

As setas nas figuras representam infiltrado inflamatério. Grupos: CT (NaCl 0,9%; i.p. + Twwen80-2%; v.0.),
GM (Gentamicina+ Tween80-2%; v.0.) GM + ZOEB4 (6, 25, 12,5 e 25 mg/kg; v.0.) e CT-FZ (NaCl 0,9%; i.p.
+ ZOEB4 25mg/kg; v.0.).
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5 DISCUSSAO

A LRA é caracterizada pela subita perda da fungdo renal e da inabilidade dos rins em
excretar escérias, concentrar urina e de manter o balanco hidroeletrolitico adequado no
organismo. Geralmente desencadeada por causas isquémicas ou nefrotoxicas que se mantém
por periodos variaveis de tempo. Apesar do substancial avanco no entendimento e no
tratamento dos mecanismos fisiopatolégicos, nos dltimos 40 anos os indices de mortalidade
ainda continuam excessivamente elevados (SCHRIER et al., 2004; BELLOMO, 2011).

A GM, antibidtico pertencente a classe dos aminoglicosideos, é frequentemente
utilizado para o tratamento de infeccBes causadas por bactérias gram-negativas. Contudo, 0s
eventos de nefrotoxicidade sdo os principais efeitos colaterais, que afetam de 10-20% dos
regimes terapéuticos dessa droga e, desta forma limitando sua acéo clinica (MANIKANDAN
etal., 2011).

As medidas de prevencdo e de tratamento da nefrotoxidade por GM e dos
aminoglisideos, de forma geral, consiste em evitar e/ou prevenir o acumulo do farmaco no
cortex renal, ao mesmo tempo em que reduzir a fosfolipidose e promover medidas de protecédo
contra a NTA e outras alteragdes celulares, vasculares e glomerulares, sobretudo aumentando
a capacidade da regeneracgéo do rim (RIELLA, 2003; OLIVEIRA, 2006).

Relatos recentes (PARLAKPINAR et al., 2005; DERAKHSHANFAR et al., 2007;
BLEDSOE et al.,2008), demostraram experimentalmente mecanismos de protecdo diante
desta nefropatia, através de alternativas terapéuticas advindas de produtos naturais, expondo
assim, a eficécia destes em relagdo a esta fisiopatologia.

O gengibre como substancia natural, tem sido considerado tanto ao nivel cientifico,
quanto clinico, como planta de alto potencial terapéutico em diversas enfermidades (SERTIE
etal., 1992; WILKINSON, 2004).

Nesse sentido, o presente trabalho estudou experimentalmente a LRA, investigando o
possivel potencial terapéutico da fragdo ZOEBA4, fragdo enriquecida com o [6]-, [8]- e [10]-
gingerol diante da nefrotoxidade da GM . Este composto natural foi utilizado com intuito de
prevenir, intervir ou acelerar o restabelecimento normal da fungéo renal, pois conforme Silva,
(2010) e Calixto, (2003), consideravel percentual da populacéo utiliza plantas medicinais nos
cuidados primarios de saude, o que torna perceptivel o acentuado interesse na incorporagdo do

uso destas pela medicina convencional.
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Durante a padronizagdo experimental da escala temporal da LRA neste estudo,
observou-se uma elevacdo significativa nos niveis de creatinina sérica nos grupos tratados
com GM. Notavel que o periodo de sete dias de administracdo obteve valor significativo
similar ao descrito na literatura e, através disto, foi a dose de escolha para a inducdo da
disfuncéo renal. Esse dado, é reforgado em estudo de Said, (2011) ao estimar que até 30% dos
pacientes tratados com GM por sete dias ou mais dias, apresentam indicios clinicos de
nefrotoxicidade, ou o estudo Nykjeer et al., (2009) ao citar que o tratamento por um periodo
maior de tempo (10 dias), entretanto, com doses bem inferiores, é capaz de aumentar tais
valores e consequentemente desencadear insuficiéncia renal em animais.

Os modelos de lesdo renal contribuem para o esclarecimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos e para o desenvolvimento de prevencao terapéutica, intervindo ou reduzindo
a severidade da lesdo tubular frente ao insulto isquémico ou téxico. A aplicabilidade e
viabilidade desses modelos sdo resultantes da similaridade da resposta inflamatoria, congestao
medular e lesdo tubular apresentada quando comparados com dados obtidos de bidpsia renal
em pacientes com LRA (SILAN et al., 2007; BLEDSOE, 2008).

O protocolo de inducdo de NTA por GM constitui um modelo confiavel, pois
reproduz alteragdes renais conforme relatos clinicos em outros estudos. A nefrotoxidade
induzida por GM é semelhante em animais e seres humanos, o que incentiva o estudo da leséo
renal neste modelo (ALI et al., 2009; PESSOA et al., 2012).

O RFG € um parametro capital para avaliacdo da funcdo renal, considerada uma
estimativa pratica e valiosa para a identificacdo de disfuncdo renal. A afericdo do RFG neste
estudo se deu a partir do Clcr. O tratamento com GM, por si s6, apresentou modificacGes no
Clcr, ocorrendo uma diminuicdo significativa nesse parametro comparado aos grupo
controles. O evento encontrado estd em concordancia com relatos de outros autores (SAID,
2011; HUSSAIN, 2012; PORTELA et al., 2012). O tratamento concomitante com a fracdo
ZOEBA4, por cinco dias, reverteu a reducao do Clcr desencadeado ocasionado pelo antibiotico,
indicando um efeito benéfico da fracdo ZOEB4 no progresso da melhora da funcéo
glomerular e tubular. Isto corrobora com efeito protetor encontrado no extrato Zingiber
zerumbet frente a nefropatia diabética causada por Streptozotocina (TZENG, 2013).

O Clcr de ambos os rins representa a integragdo dos Clcr de todos os nefrons
funcionantes. No entanto, a nivel de um unico néfron as EROs podem diminuir a eficacia do
RFG, prejudicando os determinantes da filtracdo glomerular. Tais espécies podem contribuir

para reducdo do RFG em circunstancias de NTA desencadeadas por drogas nefrotoxicas,
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afetando negativamente os determinantes da hemodinamica glomerular ao danificarem células
epiteliais renais (KUHAD et al., 2006; NITHA; JANARDHANAN 2008). Neste contexto, 0
tratamento com o [6]-gingerol conseguiu melhorar o RFG em lesdo renal causada por
cisplatina (KUHAD et al., 2006).

Ademais, o efeito reversor da fracdo ZOEB4 sobre a redugédo do Clcr neste estudo foi
similar ao potencial protetor afirmado ao gengibre confirmado em outros estudos
(MAGHSOUDI et al., 2010; TEZENG et al., 2013), atribuimos esse efeito possivelmente a
acao do [6]-gingerol, ja que este reverteu esse parametro como citado anteriormente (KUHAD
et al., 2006) e, por ser o composto majoritario da fracdo em estudo. Além disso, a presenca
dos gingerois [8]- e [10]-gingerol nesta fracdo, pode ter favorecido de forma sinérgica para
tal efeito protetor, j& que os mesmos possuem similaridade em estrutura. No entanto, ndo
existem relatos cientificos quanto ao potencial benéfico destes dois compostos diante as
manifestacdes de lesdes renais.

O aumento da creatinina plasmatica resulta diretamente da queda no RFG, portanto, a
medida da creatinina plasmatica é um bom indicador do RFG. O acréscimo da creatinina no
plasma é um sinal de alerta, indicando a possibilidade de haver algum problema renal sério
(EATON; POOLER, 2006). A GM induziu um considerdvel aumento na concentracéo
plasmética de creatinina, simultaneamente a reducdo do Clcr, caracterizando um cenério
fidedigno de lesdo renal. Este achado estd em concordancia com outros estudos
(DERAKHSHANFAR et al., 2007; BLEDSOE et al., 2008; HOSOHATA et al., 2012).

Contudo, a ureia por sofrer filtracdo, mesmo com mecanismos diferentes, nos infere o
mesmo tipo de andlise anterior, no qual uma medida de sua concentracdo plasmatica serve
também como um indicador do RFG, principalmente em doenca renal terminal. Com isso, a
excrecdo renal deve igualar-se & producdo, sendo 0s niveis plasmaticos podem aumentar até
um valor patolégico, produzindo condi¢bes chamadas de uremia. Observou-se um acentuado
aumento nos niveis plasméaticos de ureia. Desta forma, um resultado somatério ao da
creatinina. Esses achados corroboram para a alta capacidade da retencdo de compostos
nitrogenados pela GM (SHIRWAIKAR, et al., 2004; SAID, 2010).

A diminuigéo plasmatica nos niveis destes compostos nitrogenados, tanto de creatinina
quanto de ureia pela fracdo enriquecida de gingerois esta em concordancia com os resultados
obtidos em outro trabalho Kuhad et al., (2006), onde o [6]-gingerol em doses similares as
utilizadas para a fragdo ZOEBA4, reduziu as concentragcdes séricas de creatinina e ureia no

dano renal por cisplatina. Além disso, a simples administracdo do extrato do gengibre durante
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vinte dias em animais sadios, reduziu significativamente os niveis séricos de creatinina e de
ureia (MEHRDAD et al., 2007), sugerindo assim, um efeito benéfico dos componentes desta
planta nos casos de uremia. O efeito nefroprotetor desta do extrato desta planta foi reforcado
em modelo de lesdo nefrotdxica por doxorrubicina, ao reduzir os niveis de ureia e creatinina
séricas (AJITH, 2008).

Na prética clinica, a proteinuria macica € um indicativo sério de lesdo glomerular ou
tubular (SALGADO-FILHO et al., 2003). Como observado nos parametros da creatinina e da
ureia plasmaticas, o tratamento com GM resultou em uma alteracdo na excrecao urinaria de
proteinas. Este resultado esta de acordo com outros estudos (PRIYAMVADA et al., 2008;
CONSENZA, 2010). Além do que, essa elevacdo é significativamente crescente em uma
escala temporal de tratamento entre 5 a 15 dias com o aminogliosideo (BANDAY et al.,
2008). Mesmo com o aumento significativo, ndo podemos atribuir esse resultado a um quadro
de proteindria.

No presente estudo a fracdo ZOEB4 reduziu esse acréscimo da PU. N&o existem
relatos cientificos sobre a participacdo dos gingerois sobre esse parametro da funcéo renal. No
entanto, o extrato etandlico e aquoso do Zingiber officinale Roscoe reduziu a proteindria
desencadeada por nefropatia diabética (AL-AMIN et al., 2006; TZENG et al., 2013). No
presente estudo, sugerimos que os gingerois isolados na fracdo ZOEB4, melhorou esse
parametro por ter um efeito protetor sobre o tecido epitelial tubular, ja que a elevacdo da a
proteinudria é a resultante do somatério das proteinas encontradas na urina ndo recaptadas.
Tais proteinas, geralmente sdo proteinas de baixo peso molecular (PBM) que sdo livremente
filtradas no capilar glomerular e reabsorvidas quase que totalmente pelas células tubulares
proximais. A GM gera um dano lesivo a essas células e, desta forma, compromete sua
reabsorcdo, favorecendo para que estas proteinas sejam excretadas em grandes quantidades.

E caracteristico das lesdes renais, uma subita elevacio nos niveis séricos de acido
urico (MCPHERSON; PINCUS, 2007). Esse achado reforca os valores aumentados nos niveis
séricos dos compostos nitrogenados neste estudo, aumentando e confirmando os indicios de
disfungéo renal.

A nefrotoxidade induzida pelo tratamento com GM produz um fendmeno complexo,
caracterizado por um aumento tanto nos niveis de creatinina e ureia sérica, como também de
acido urico, que sdo seguidos de necrose tubular renal e falha renal (RAJU, et al., 2011;
SUBRAMANIAN; ANANDAN 2012).
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O extrato bruto do gengibre possui efeito benéfico sobre a fungdo renal, ao reduzir os
marcadores quimicos de lesdo renal quando administrados na dieta de animais submetidos a
injuria renal por isquemia de reperfusdo e por GM (EBRU et al., 2009; EI-GHANY et al.,
2012). O é&cido drico sérico foi reduzido pelo extrato do gengibre (LAKSHMI;
SUDHAKAR, 2010).

A GM ativa o receptor extracelular sensivel a célcio (CaSR), um receptor de
membrana sensivel & quantidade de célcio extracelular, que também tem sido associada com a
morte das células tubulares (QUIROS et al.,2011). Dentre as medidas que se contrapdem e
que reduziram experimentalmente a nefrotoxidade, esta a sobrecarga de célcio (OLIVEIRA,
2006; PARSONS, et al.,1997).

E observado durante o curso do tratamento de pacientes com aminoglicosideos, dentre
eles a GM, uma hipercalcitria dose-resposta. Tais mudancas induzidas pelo farmaco no
manejo dos eletrdlitos renais podem ocorrer independentemente e antes do desenvolvimento
de lesdo celular proximal (PARSONS, et al.,1997).

O tratamento oral em animais com carbonato de calcio (C,COgz) reduziu a gravidade na
nefrotoxidade por GM em um estudo experimental. No entanto, no mesmo estudo, o
tratamento com verapamil provocou efeito oposto. Portanto, em doses elevadas a GM induz
perda de célcio, possivelmente, sendo este ion € um inibidor eficaz da ligacdo entre GM e 0s
receptores de membranas, evitando assim sua endocitose e posterior armazenamento nas
celulas tubulares (BENNETT et al.,1982; PARSONS et al.,1997; ALl et al., 2002).

No presente estudo, observou-se que a fragdo ZOEB4 diminuiu significativamente a
concentracdo de Ca™" urinario. Este achado demonstrou a eficécia protetora dos compostos
gingerois em aumentar a reabsorcdo do Ca*" filtrado, ou em inibir a ligacdo do farmaco com
os receptores de membrana no tabulo. O gengibre quando administrado na dieta garantiu
eficacia em aumentar os niveis de Ca™ séricos durante a lesdo renal (EL-GHANY, et al.,
2012). O oleo volatil do gengibre contém diversos compostos, tais como 0s monoterpenos,
sesquiterpenos e zingiberol. No entanto, os compostos fendlicos como o0s gingerois e
shagoals, sdo indicados como os principais responsaveis pelas a¢oes protetoras (EL-GHANY,
etal., 2012, AHMAD, 2006).

Os extratos do Z. officinale Roscoe contém fito-constituintes flavonoides que
poderiam melhorar o0 sistema antioxidante mitocondrial renal, protegendo contra
nefrotoxidade (ZAHEDI et al., 2010; EL-GHANY, et al., 2012, AHMAD, 2006; LAKSHMI;
SUDHAKAR, 2010).


http://ascidatabase.com/author.php?author=B.V.S.&last=Lakshmi
http://ascidatabase.com/author.php?author=M.&last=Sudhakar
http://ascidatabase.com/author.php?author=B.V.S.&last=Lakshmi
http://ascidatabase.com/author.php?author=M.&last=Sudhakar
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Tradicionalmente o curso clinico da LRA tem sido subdividido em quatro fases
distintas: fase inicial, fase de oliguria, fase de poliuria e fase de recuperacdo funcional. A
nefrotoxicidade por aminoglicosideo causa LRA ndo oligdrica e queda na filtracdo
glomerular, geralmente ocorrendo apds sete dias de tratamento. Nao é comum a evolucao para
insuficiéncia renal oligo-anurica (OLIVEIRA, 2006).

No presente estudo, observou-se que o fluxo urinario de 24h nos animais do grupo
GM se elevou e, desta forma classificando a LRA como néo oligdrica. Este discreto aumento
¢ comum nos casos de LRA por drogas nefrotoxicas, culminando em polidria em
determinadas situacdes (LEE et al., 2001; SOUZA, 2009). Possivelmente, esse efeito ocorre
devido ao fato da GM impedir formacdo de AMP ciclico, o que reduz a mobilizacdo das
aquaporinas para a membrana apical das células principais, promovendo uma reducdo na
reabsorcdo de agua no ducto coletor, consequentemente levando a um aumento na perda de
agua (LEE et al.,2001).

Observou-se que a fracdo ZOEB4 elevou consideravelmente o fluxo renal. Existem
relatos que o gengibre possui efeitos diuréticos (NAKAZAWA; OHSAWA, 2002), tal efeito
foi confirmado em nosso laboratério, uma vez que o [6]-gingerol teve um potente efeito
diurético em rim isolado de rato (dados ndo publicados).

E bem reportado que drogas nefrotoxicas reduzem a expressdo de aquaporinas. O
tratamento com cisplatina reduziu a expresséo de aquaporina-1 e 3 no rim (KIM et al.,2001).
Contudo, o tratamento com GM também foi capaz de reduzir a expressdo de aquaporina 1, 2 e
3, tanto em nivel de cértex como na medula renal (LEE et al., 2001).

Nossos resultados demonstram uma reducdo significativa nos niveis transcricionais de
aquaporina-2. Este achado estd de acordo com Park, (2009). No estudo do referido autor
observou-se que além da reducdo da expressdo de aquaporina-2, foi observado uma
diminui¢do da expressio na subunidade o da Na/K/ATPase e no transportador de Na'/H*
promovido pela GM. N&o existem relatos sobre a participacdo dos gingerois sobre a funcéo
das aquaporinas.

A reabsorcdo idnica de sodio pelos transportadores na membrana da borda em escova
do tubulo proximal é considerada uma funcdo capital do rim, ja que o transporte de outros
fons e de solutos necessita diretamente ou indiretamente da reabsorcio de Na'. Estes
dependem da integridade estrutural da membrana e, da disponibilidade de energia advinda dos
ATPs fornecido por vias metabdlicas. E imperativo que alteragdes nestas vias, causadas por

agressao toxica durante doenca renal, determinem modificacBes na taxa e na funcdo dos
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transportes tubulares (KHUNDMIRI et al., 2004; FATIMA et al., 2005; BANDAY et al.,
2008).

O tabulo proximal é o segmento do néfron mais vulneravel aos efeitos toxicos devido
a maior reabsorcdo associada a intensa atividade metabdlica com gasto energético e
vulnerabilidade do sistema enziméatico. Em condi¢Ges normais no tubulo proximal, cerca de
65% da carga filtrada de sodio e potéssio sdo reabsorvidos (BRENNER et al.,1998, EATON e
POOLER, 2006, MARTINS, 2007).

As respostas fisiologicas ao dano tubular incide na instabilidade funcional das
proteinas transportadoras na membrana da célula do tdbulo, em consequéncia do déficit de
energia. Esse desequilibrio pode ser caracterizado pela translocacdo da bomba Na+K+-
ATPase, 0 que resultaria na degeneracdo funcional da reabsorcdo de sddio nesta regido,
procedendo em elevacdo na FENa. Além disto, existe uma interligagdo entre esse resultado e
0 manejo de ureia (SCHRIER, 2004; DEVARAJAN, 2006).

No presente estudo o comprometimento da funcédo tubular foi observado pelo aumento
das FENa" e FEK". A estabilidade funcional renal foi danificada apos a instalacio da LRA.
Com isso, desencadeou alteracdes na responsividade da célula tubular. O simples tratamento
com NaCl ndo alterou os niveis de excrecdo de sédio nos animais controle. Porém a GM,
guando administrada em 7 dias seguidos aumentou este valor consideravelmente. Este
resultado estd de acordo com dados relatados por outros autores (CUZZOCREA et al., 2002;
PORTELLA etal., 2012).

A fracdo ZOEB4 reduziu a elevagdo na FENa. Os gingerois desta fragéo tiveram papel
benéfico sobre este pardmetro, semelhantemente ao efeito obtido pelo extrato do Gingebre
diante da leséo renal por isquemia de reperfussdo renal (MAGHSOUDI, 2010).

Independentemente das concentragfes de potassio corporal, o tubulo proximal
reabsorve aproximadamente 60 a 80 % deste ion filtrado e, 0 segmento espesso ascendente da
alca de Henle cerca de 10 a 20%, deixando 10% ou mais para o néfron distal (EATON e
POLLER, 2006).

Elevadas concentragfes de potéssio no liquido extracelular proporciona um aumento
de sua excrecdo, sendo um fator importante para os mecanismos de secrecao e regulacédo de
potassio extracelular. Além disso, as alteragcdes tubulares que ocorrem com a diminuicdo da
filtracdo glomerular induzem ao aumento da FEK (DEVARAJAN, 2006; BERNE LEVY;
2009).
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Outra justificativa para elevada excrecdo de potassio € o maior aporte de sédio para o
ducto coletor cortical, as células renais captam sodio por canais na membrana apical nesta
regido, a secre¢do de potassio é dependente desse processo. Com o aporte aumentado de sédio
para 0 ducto coletor cortical, mais sodio entra nas células principais e mais potassio €
secretado (BERNE; LEVY 2009).

Assim, como o resultado observado para a excre¢do de sodio, obteve-se uma elevagéao
consideravel na FEK. Estes dados foram reportados em outros estudos (CAN et al., 2000,
SILAN et al., 2007; STOJILIJKOVIC et al,. 2012). A fracdo ZOEB4 conseguiu reduzir essa
taxa de excrecdo. O presente estudo confirmou acgdo protetora dos gingerois desta fragdo. Tal
acao do gengibre foi relatada por outros autores em diferentes quadros de nefropatia (AJITH
etal., 2008; ZAHEDI et al., 2010; TZENG et al., 2012).

Os dados apresentados neste estudo indicaram elevados niveis da FENA" e FEK", as
quais caracterizaram bem a LRA induzida por GM e, reforgam o comprometimento tubular
em manejar a reabsor¢do destes ions. De acordo com alguns relatos, o aumento nas fraces de
excrecdo de sédio e potassio observados nos quadros de LRA é o resultado de necrose do
tubulo proximal desencadeada pelo agente nefrotoxico (CUZZOCREA et al.,2002; BANDAY
et al., 2008; SILAN et al., 2007; PORTELA et al., 2010).

Sugerimos que o efeito protetor dos gingerois tenha sido evidenciado através da
protecdo diante do dano celular ocasionado pela GM sobre as proteinas transportadoras na
membrana do tabulo proximal, tal efeito benéfico provavelmente foi advindo do seu papel
antioxidante, anti-inflamatorio e antiapoptotico que é semelhantemente reportado ao gengibre
(ZAHEDI et al.,, 2012). Diminuindo a leséo esturtural na regido tubular, evitou-se 0s
eventos compensatorios secundarios a esse dano. Além do que, ressalta se que extrato seco do
gengibre reduziu esta perda, aumentando os niveis plasmaticos dos ions em questdo (EL-
GHANY et al.,2012; NASRI et al., 2013).

O estresse oxidativo é entendido como um desequilibrio entre a formacéo de EROs e a
capacidade antioxidante total do organismo. Dentre os principais locais de producédo destas
espécies nos organismos vivos estdo o sistema de transportes mitocondrial, sistema
peroxisomal de acido graxo, citocromo P-450 e células fagociticas (PAGLIUSO et al., 2006,
OZBEK, 2012).

E proposto que o estresse oxidativo esteja envolvido como mediador da sinalizago
intracelular relacionada com a perda da fungéo celular e aos processos de apoptose, necrose e

diminuicdo da defesa antioxidante do organismo, tem sido associado com dano glomerular,
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nas doencas tubulares e na falha renal aguda (NORDBERG; ARN'ER, 2000; QUIROS et al.,
2011).

A nefrotoxidade por GM ¢ resultante do dano citotoxico epitelial tubular. O farmaco
aumenta diretamente a producdo de EROs na cadeia respiratdria mitocondrial. A interacdo
entre as elevadas quantidades de EROs com os lipidios, &cidos nucleicos, proteinas, e varias
biomoléculas polissacarideas danifica a estrutura e funcionalidade dos mesmos. Ao
danificarem a composicdo lipidica das membranas, causam alteracdes em sua fluidez,
permeabilidade e integridade. Estas alteracdes na fluidez e na permeabilidade da membrana
celular originam a peroxidacéo lipidica, que é apoiada pelo aumento dos niveis de MDA, um
aldeido resultante deste processo que pode ser facilmente identificado nas estruturas
bioldgicas (SILAN et al., 2007; OZGE et al., 2011; OUEDRAOGO et al., 2013).

Niveis elevados de MDA encontrados através do método do TBARs tém sido
identificados em pacientes criticos com sepse e faléncia de multiplos 6rgéos (LEITE; SARNI,
2003; KOVACIC; OZGE et al., 2011; OUEDRAOQGO et al., 2013).

No presente estudo, os grupos tratados apenas com NaCl 0,9% ndo apresentaram
alteracdes nos niveis de MDA urinarios e no tecido renal. No entanto, observou-se uma
elevacdo significativa nos niveis de MDA, tanto nos valores urindrios, como também
expressados no tecido renal. Estes dois resultados foram similares e confirmados por estudos
prévios a este (PRIYAMVADA et al., 2008; PESSOA et al., 2011; AYGUN et al., 2012).

O tratamento com a fracdo enriquecida de gingerois conteve a elevacdo de MDA na
urina e no tecido renal nos grupos induzidos com GM. Nossos resultados corroboram com o
efeito protetor do extrato do gengibre ao reduzir os niveis de MDA em estudo in vitro, ao
(STOILOVA et al., 2007). Os compostos fendlicos do gengibre, dentre eles o [6]-, [8]- e [10]-
gingerol, tém efeito protetor frente a peroxidacdo lipidica em homogenato de cérebro de ratos.
Entretanto, no estudo citado o maior efeito foi advindo do [10]-gingerol (PENG et al., 2012).
Ademais o [6]-gingerol reduziu os niveis de MDA durante o quadro de LRA por Cisplatina
(KUHAD et al., 2006). Sobretudo, este resultado foi observado com o extrato do gengibre
quando administrado na dieta de animais durante a indugédo de disfuncéo renal por GM (EL-
GHANY et al., 2012). E notavel que os compostos gingerois e o gengibre, sdo detentores de
efeitos protetores contra o dano lesivo aos lipideos de membrana (KUHAD et al., 2006;
STOILOVA et al.,2007; YON et al., 2012).
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A literatura mostra que a GM potencializa a geracdo de é&nions superdxido,
peroxinitrito, peroxido hidrogénio e a produgdo de radicais hidroxilas a partir das
mitocondrias corticais renal (MAZZON et al., 2002; KUHAD et al., 2006).

O d&xido nitrico (ON) é um radical sintetizado durante a conversdo enzimatica de L-
arginina em L-citrulina pelas NOSs (OZEN et al., 2004; SIGMON et al., 2004). O largo
espectro de efeitos biologicos é alcangcado através de interagfes quimicas com diferentes
alvos, incluindo oxigénio, superdxido e outras EROs, além de metais de transicdo e tiois
(OZEN et al., 2004; KOVACIC; SOMANATHAN, 2008; OZGE et al., 2012).

Ao reagir com os grupos tios (G-SH) nos aminoacidos e em proteinas, 0 ON forma
nitro-tiois (-S-NO) relativamente estaveis. Quando reage com o anion superdxido (02 -)
desencadeia a producdo do anion peroxinitrito (ONOO-) que pode decompor-se para formar o
didxido de azoto (NO,) e radical hidroxila (OH"). Peroxinitrito e seus produtos tém sido
associados a diversas interacdes que podem contribuir para a lesdo celular, incluindo a
peroxidacdo lipidica, nitrodilatacdo de algumas moléculas e interagcdes com diferentes metais
(OZEN et al., 2004; KOVACIC; SOMANATHAN, 2008; OZGE et al., 2012).

Em nosso estudo foi evidenciado um aumento significativo nos valores de nitrito no
tecido renal dos grupos tratos com GM. Este dado estd em conformacdo com relatos
encontrados em outros estudos, nos quais esse mediador foi identificado de forma elevada
durante o cenario da injuria renal aguda, tanto por isquemia por cisplatina como por GM
(KUHAD et al., 2006; POLAT et al., 2006; OZGE et al., 2012).

No entanto, por meio dos nossos resultados, foi notavel que o composto em estudo
teve um papel consideravel em diminuir a formacdo de nitrito. Este achado estd em
concordancia com outros resultados presentes na literatura (KUHAD et al., 2006). Estudos
recentes atribuem esse efeito ao gengibre e, ao constituinte principal [6]-gingerol e seus
homologos [8]-, [10]-gingerol (CHARI et al.,2013).

Outros estudos demostraram que o gingerol inibe a produgdo de NO, por meio da
reducdo significativa de iINOS em células J774.1 (KUHAD et al., 2006; CHARI, et al., 2013).
A fracdo ZOEBA4, rica principalmente em [6]-gingerol, foi eficiente em reduzir as quantidades
de nitrito durante a leséo renal por GM, semelhante ao resultado deste frente a LRA por
cisplatina (KUHAD et al., 2006).

Os radicais livres séo produzidos constantemente e neutralizados por sistemas
enddgenos de defesa antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico, que previnem ou reparam a

dano oxidativo. Para protecgdo celular, o organismo dispde de um sistema de defesa composto
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por enzimas que atuam desintoxicando o0s agentes agressores. Dentre os responsaveis por tal
funcgéo, temos a GSH, SOD, Catalase, GSH-Px e vitamina-E (PAGLIUSO, 2006; KOVACIC;
SOMANATHAN, 2008).

A GSH é um tripéptideo (L-y-glutamil- L-cysteinyl - glicina) que esta presente na
maioria das células. Representa o tiol ndo proteico mais abundante nas células de mamiferos,
considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula e
tem como acdo, participar das reacdes redox celulares (LEITE 2003; SANTANGELO et al.,
2004).

Este peptideo antioxidante € sintetizado no citoplasma e estd presente em
concentraces mais elevadas na matriz mitocondrial. Os baixos niveis de GSH podem estar
diretamente relacionados com o aumento de EROS, peroxidacdo lipidica e presenca de
radicais hidroxilas (LEITE, 2003; SAID, 2010).

E fato que durante o percurso das lesdes renais ocorrem deplecdes significativas na
quantidade de GSH. Isto é notavel durante as administracdes de drogas nefrotdxicas e durante
0s eventos isquémicos. Com isso, percebe-se o papel relevante desta enzima ao fornecer
protecdo a funcdo renal (SINGH et al., 2004; POLAT et al, 2006; NITHA,
JANARDHANAN, 2008; HEUVEL et al., 2012).

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que o tratamento com
GM possibilitou uma reducdo significativa nos niveis de GSH, visto que os animais controles
que receberam NaCl 0,9% possuiram valores bem superiores de GSH comparado aos grupo
GM. Os dados apresentados estdo de acordo com outros relatos encontrados na literatura
(SAID, 2008; AYGUN et al., 2011; HUSSAIN et al., 2012; ANANDAN e SUBRAMANIAN,
2012). A Fracdo ZOEB4 teve um potencial consideravel em reverter essa deplecdo basal de
GSH. E atribuido ao gengibre uma ac&o antioxidante consideravel (STOILOVA et al., 2007).
Este alto potencial é notado tanto em estudos in vivo, quanto in vitro (AJITH et al., 2007,
JUSTO; MORAIS, 2008).

Estudos recentes demostram o efeito benéfico do extrato do gengibre diante do dano
oxidativo. Observa-se um papel protetor dessa planta frente a isquemia de reperfusdo renal e
na melhora no quadro lesivo de drogas e substancias nefrotoxicas (AJITH et al., 2008;
MAGHSOUDI et al., 2010; TZENG et al., 2013).

Existe uma interligacdo entre a reducdo da atividade e sua disponibilidade de GSH
durante o processo de peroxidacdo de lipideos (MOTAWI et al., 2011). Esta relagdo foi

reforcada pelos nossos resultados. O tratamento com extratos de gengibre normalizou 0s
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niveis de antioxidantes celulares, através dos flavonoides e de seus compostos fendlicos que
tém a capacidade de eliminar os radicais livres (MOTAW!I et al., 2011; PENG et al., 2012).
Atribuimos o efeito protetor da fracdo enriquecida com o0s gingerois, a0 seu Composto
majoritario [6]-gingerol e ao sinergismo de outros compostos fendlicos [8]- e [10]-gingerol, ja
que o [6]-gingerol manteve os niveis de GSH durante o dano oxidativo lesivo renal por
antineoplasico (KUHAD et al., 2006).

Ao enriguecer 0s sistemas com sua acdo antioxidante, o gengibre e seu derivado
(fracdo ZOEB4) diminuiram a lesdo desencadeada pelas EROs, aumentando ou preservando
os niveis de GSH. Com isto, favoreceu a reducdo da acao do perdxido de hidrogénio (H,O;) e
de outros perdxidos organicos.

Além de diminuir os mecanismos de defesa antioxidante por aumentar os niveis de
peroxidacdo lipidica e reduzir a concentracdo celular da GSH, as EROs, desencadeadas por
GM, diminuem a atividade da SOD (MOTAWI et al., 2011; QIAO et al., 2013). Além do
exposto, essa enzima previnem a conversdo do 6xido nitrico em suas formas oxidativas,
apresentando efeito sinérgico com a L-arginina (LEITE; SARNI, 2003; PAGLIUSO et al.,
2006).

E fato que a GM ¢é capaz de reduzir os niveis de SOD no tecido renal, gerando
nefrotoxidade, conforme descrito na literatura (WATANABE et al., 2004). Os resultados do
presente estudo reforcam esse relato ao demostrar a capacidade dessa droga em diminuir o
nivel desta enzima no tecido renal. Esse achado confirma dados encontrados em outros
estudos (KUHAD et al, 2006; DERAKHSHANFAR et al., 2007; ANANDAN;
SUBRAMANIAN, 2012).

Assim como notado para os niveis de GSH, observou-se que a fracdo ZOEB4 conteve
a forte acdo da GM em reduzir o aporte antioxidante renal, inibindo a utilizacdo ou,
aumentando a atividade da SOD. Esse achado € reportado para o gengibre, ja que o extrato
éter, cloroférmio e etandlico desta planta teve potencial antioxidante contra a injuria renal
induzida por tetracloceto de carbono (CCl,), inibindo a peroxidacéo lipidica e aumentando os
niveis de GSH e a atividade da SOD, acdo protetora atribuidas a sua abundéncia em
antioxidantes naturais, tais os esterdis, flavonoides e alcaloides (HAMED et al., 2012).

O extrato da planta em estudo aumentou os niveis de SOD frente a lesdo renal
desencadeada por drogas antineoplasica e quimioterapica (AJITH et al,. 2007; AJITH et al.,
2008).
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Outros relatos demonstram esse efeito benéfico do gengibre ao aumentar os niveis
desta enzima e em modelo de deposito de coladgeno e fibrose (MOTAWI et al.,2011). O
Extrato etandlico de Z. officinale Roscoe sozinho, ou em combina¢do com vitamina E,
atenuou parcialmente a nefrotoxicidade induzida por cisplatina, como elevacdo das atividades
de SOD, CAT e GPx, nivel de GSH, além de diminuir significativamente os niveis de MDA
(AJITH etal., 2007; EL-GHANY et al., 2012).

Contudo, a fracdo ZOEB4 manteve a funcdo da SOD. O [6]- gingerol aumentou a
atividade da SOD-1 durante o dano causado pelo tratamento com alcool (YON et al., 2012),
efeito similar obtivo para o [6]-gingerol diante da lesdo renal por cisplatina (KUHAD et al.,
2006). Diante disso, este composto majoritério € detentor de grande efeito antioxidante, sendo
possivelmente o responsavel por todas as aces encontradas para o extrato do gengibre, como
também, os encontrados para a fracdo ZOEBA4.

O aumento ou desequilibrio da producdo de EROs e do estresse oxidativo em
determinadas circunstancias, medeiam a resposta inflamatoria produzida por GM (QUIROS et
al., 2010). A producao de anion superoxido e de peroxido de hidrogénio aumentam no rim
apos a administracdo do aminoglicosideo e ambos ativam NFk-B, um importante mediador de
muitas vias inflamatérias que induz a ativacdo da expressdo de citocina pro-inflamatorias e
que contribuem para a injuria tubular e a progressédo do dano renal (LOPEZ-NOVOA et al.,
2011; KALAYARASAN et al., 2009).

O TNF-a € uma potente citocina pro-inflamatoria que é produzida por diversos tipos
de células, incluindo macrdéfagos, células mesangiais e epiteliais renais (VITALE et al., 2007).
O tratamento com GM aumentou a expressdo do mRNA de TNF-a e, em menor escala de
MCP-1 no cértex renal, quando administrada juntamente com LPS do que quando ocorre
apenas a administracdo de LPS. Tal aumento foi notadvel também para os niveis destes
mediadores no plasma (ZAGER, 2013). O TNF-a € um mediador importante na ativacdo do
receptor de morte celular e a GM aumenta a sua excre¢dao em células NRK-52E (JUAN et al.,
2007).

No presente estudo, a GM elevou a expressdo de TNF-a no tecido renal, refor¢cando
assim relatos anteriores (BLEDSOE et al., 2009; KALAYARASAN et al., 2009).

Contudo, foi identificado que a fracdo ZOEB4 reduziu esta expressdo de TNF-a.
Entretanto, estudos recentes demonstram que os gingerois ([6]-, [8]- e [10]-gingerol])
reduziram os niveis de TNF-a induzidos por LPS, sendo o [10]-gingerol o mais efetivo nessa
reducdo (HO et al., 2013).
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O [6]-gingerol exibiu efeito anti-inflamatorio, pois suprimiu a expressdo TNF-a e
INOs (LEE et al., 2009). Ressalta-se ainda que o gengibre e seus constituintes, principalmente
[6]-gingerol, suprimiu a liberagdo de mediadores envolvidos com o processo inflamatdério, e
diminuiu o nivel de iINOS, COX-2, e de NF-kB em astrdcitos tratados com LPS (LEE et al.,
2009; CHARI., et al., 2013).

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
variando entre 8 e 30 kD. Séo produzidas por diversos tipos de células no local da leséo e por
células do sistema imunoldgico através da ativacdo de proteinoquinases, dentre as
consideradas pro-inflamatérias, além do TNF, temos as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7
(OLIVEIRA et al., 2011).

Além do TNF-a, ¢ reportado que a GM aumenta os niveis de IL-13 (VOLPINI et al.,
2006; MARTINEZ-SALGADO et al., 2007). Esses relatos estdo de acordo com os dados

obtidos em nosso estudo. O [6]-gingerol atenuou a producdo das citoinas IL-1, 1L-12, TNF-

a, RANTES e MCP-1 estimuladas por LPS em macrdfagos murinos peritoneais (TRIPATHI

et al., 2007). O extrato do gengibre também conseguiu reduzir todos esses mediadores

(TRIPATHI et al., 2008). Estudo recente demostrou que os compostos do gengribres, dentre
eles os gingerois, inibibiram especificamente a expressdo de IL-1f em macrdfagos e
monocitos (NIEVERGELT et al., 2013).

No presente estudo observou-se uma elevacdo significativa na expressao de IL-2
desencadeada pelo tratamento com GM. Entretanto, ndo existem relatos na literatura
justificando este aumento. No entanto, € bem reportado que durante o insulto téxico
desencadeado por drogas nefrotéxicas, como a cisplatina, ocorre um aumento da expressdo de
varias citocinas pro-inflamatorias incluindo TNF-a, IL-2, IL-6, MCP-1, RANTES (ZHANG
etal., 2008; MILLER et al., 2010).

A fracdo ZOEB4 foi hébil para reduzir o aumento da transricio de IL-2. E bem
reportado que o gengibre e seus componentes possuem efeito anti-inflamatorio diante de
algumas enfermidades. Este composto diminuiu a expressdo de IL-4, IL-5 e de IFN-y em
modelo de asma (AHUI, et al., 2008). J& o [6]-gingerol, especificamente, diminuiu a
eosinofilia neste modelo. Ressalta-se ainda que o o extrato do gengibre reduziu os niveis de
IL-1 B, IL-2 e TNF-a em um modelo de atrite, com efeito protetor similar ao da indometacina
(FOUDA et al., 2009).

A GM aumenta consideravelmente os valores de IFN-y. Estudos recentes demonstram

que além deste mediador, o farmaco aumenta os niveis transcricionais de moléculas de adesédo
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quimioatraentes (MCP-1 de ICAM-1 e VCAM-1) (BAE et al., 2013). Em outro estudo foi
identificado que o antibidtico causava elevacao da expresséo de IFN-y, TNF-a, IL-1-p e iNOs.
Estas moléculas pro-inflamatdrias participam da patogénese da disfuncdo tubulo-intersticial
através da promocdo de atracdo e adesdo de leucdcitos ao inflamado nas células tubulares
(PARK et al., 2009)

A fracdo enriquecida de gingerois reduziu os niveis de IFN-y relevantemente,
reforcando assim a acdo protetora e antiflamatoria do gengibre. Outros estudos relatam que o
extrato desta planta inibiu a transcricdo génica de IFN-y em sinovidcitos humanos atingidos
por atrite (PHAN et al., 2005). Além do que, a IFN-y a IL-2 tiveram suas expressdes
reduzidas pelo gengibre diante do LPS (TRIPATHI et al., 2008).

Os achados histopatoldgicos no presente estudo demonstraram que 0 0S animais
controles apresentaram aspecto morfologico normal, com preservacdo da arquitetura renal e
sem alteracBes. Os animais do grupo ZOEB4 25, grupo controle citotoxico da fragdo em sua
maior dose, ndo promoveu modifica¢bes arquiteturais nos 6rgaos examinados. N&o existiu
qualquer indicio de citotoxicidade.

No entanto, foi observado que os animais tratados com GM durante sete dias e 0s que
receberam além da GM tratamento oral com solvente diluidor exibiram, em conjunto, indicios
de citotoxicidade (degeneracdo hidrépica) com presenca de infiltrado inflamatdrio,
linfohistiocitario multifocal, linfécitos e plasmoécitos. Esses achados também foram
confirmados em alguns estudos recentes (SAFA et al., 2010; ANANDAN e
SUBRAMANIAN, 2012; HUSSAIN et al., 2012).

Em doses menores (6,25 e 12,5) a fragdo ZOEB4 conseguiu reduzir em cerca da
metade alguns dos aspectos apresentados induzidos apenas por GM. Porém, nao
consideravelmente significativos. Ademais, de acordo com os achados histopatolégicos, os
animais do grupo GM tratados coma fracdo ZOEB4-25 ndo apresentaram alteracGes
arquiteturais, como também ndo tiveram qualquer indicio de citotoxicidade. Somente um
animal apresentou pequeno foco linfoplasmocitario. O gengibre detém acédo protetora sobre as
alteracOes lesivas histologicas observadas durante a nefropatia diabética (QATTAN et al.,
2007; TZENG et al., 2013). Além do que, foi observado um grande efeito protetor deste
composto vesus a lesdo renal causada por isquemia de reperfusdo (MAGHSOUDI, 2010). O
efeito protetivo encontrado em nosso estudo, aqui atribuido aos gingerois, foi semelhante ao
observado pelo o extrato do gengibre diante de uma lesdo renal por tretacloreto de carbono e
GM (HAMED, et al., 2012; NASRI et al., 2013).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo dos efeitos farmacologicos da fracdo ZOEB4, administrada no modelo

de LRA em ratos permitiu as seguintes conclusdes:

v" O modelo utilizado neste trabalho com gentamicina (100mg/Kg/dia i.p., 7 dias), foi
eficaz , uma vez que desencadeou alteracdes nos parametros renais que indicam lesao:
aumento na concentracdo plasmatica de creatinina, ureia e acido urico, reducdo do
Clcr, aumento na FENa e FEK, proteina urinéria, hipercalcidria, aumento do dano
oxidativo e reducdo da defesa antioxidante, além da participacdo de mediadores pro-

inflamatorios.

v A Fracdo ZOEB4 reverteu as alteracdes dos paramentros da funcédo renal causada por
GM, tais como: queda do RFG, aumento na concentracdo plasmatica de creatinina,

ureia, acido urico e proteindria.

v O dano tubular desencadeado pelo farmaco foi protegido pela fracdo ZOEBA4, ja que

esta otimizou o manejo idnio observado por meio na melhora da FENa e FEK.

v" O modelo proporcionou um quadro de LRA nédo oligurica, o tratamento com o
aminogliosideo reduziu a transricdo de aquaporina-2, que foi revertido ou previnido
pelo tratamento com a fragdo enriquecida com gingerois. No entanto, sugere-se mais

estudos para ompreender como 0s gingerois aumentam o fluxo urinério.

v' O dano oxidativo representado pela elevacdo dos niveis de MDA urinarios e

teciduais, como também de nitrito foi protegido pela fracdo ZOEBA4.

v" Conforme a preservacdao dos niveis basais de GSH e SOD foi confirmado o perfil
antioxidante da fracdo enriquecida dos gingerois diante do estresse oxidativo causado

pelo farmaco.

v" O processo pré-inflamatério foi evidenciado pelo aumento da transricdo genica de

TNF-0, IL-1B, IL-2 e INF-y apds a inducdo com o aminoglicosideo. A fragdo
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enriquecida de gingerois reduziu esta elevacdo confirmando o seu carater anti-

inflamatdrio frente & nefrotoxidade.

Os achados histopatologicos demonstraram protecdo morfologica dada pela fragcdo em
estudo. ldentificou-se reducdo consideravel dos niveis de degeneragdo tubular e

diminuicéo do infiltrado inflamatorio.
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7 CONCLUSOES

Podemos concluir a partir dos dados obtidos que o modelo experimental de LRA por
GM proporciona alteragbes bioquimicas e funcionais sobre a atividade renal, sendo um
modelo satisfatério para estudo de possiveis inibidores e protetores de lesdo renal.

A fracdo ZOEB4, conforme relatos anteriores para o gengibre, foi eficiente em
bloquear a alterac6es anormais dos efeitos bioquimicos, o estresse oxidativo e 0 processo pro-

inflamatdrio induzidos pela GM em ratos.

Como perspectiva futura, desejamos investigar os mecanismos celulares lesivos e
protetores, especificando ainda mais os mecanismos moleculares e averiguar qual dos trés
componentes aqui associados ([6]-, [8]- e [10]-gingerol) apresentaria melhor atividade
protetora frente as lesdes renais aqui detectadas.
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