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RESUMO

O Diclofenaco (DCF) é um dos antiinflamatorios mais prescritos em todo o
mundo devido a sua atividade analgésica, antipirética e antiinflamatoria.
Porém, a irritacdo gastrica € um dos principais efeitos adversos causados
pelo seu uso. Com o objetivo de diminuir esse efeito, foi sintetizado o
complexo diclofenaco-zinco (DCF Zn), complexo cujo depdsito de patente foi
feito pela CTIT/UFMG. Nesse cenario, o presente trabalho se propds a
comparar o efeito do DCF livre, DCF associado ao acetato de zinco (AcZn) e
do complexo DCF Zn sobre a fungdo renal de ratos com necrose tubular
aguda (NTA) induzida por gentamicina (GM). Para investigarmos a
nefrotoxicidade do referido medicamento, inicialmente, a NTA foi induzida (5
dias) com GM, em ratos mantidos individualmente em gaiolas metabdlicas, os
quais foram posteriormente tratados, por 7 dias, com os compostos sob
estudo. Amostras de urina e sangue foram coletadas ao final da
administragdo de GM (D0O) e no 4° (D4) e 8° (D8) dias pds-inicio do
tratamento. Essas amostras foram posteriormente submetidas a analises
laboratoriais. Ao término do tratamento os animais foram sacrificados e o rim
direito foi removido e destinado para analise morfologica. Na NTA causada
pela GM pode-se observar, entre outros, aumento da concentracio
plasmatica da creatinina, reducdo da filtragcdo glomerular, aumento do fluxo
urinario, aumento da excrecdo de agua e aumento da excregdo de Na* e de
K*. A GM nao afetou parametros como peso corporal e ingestdo de agua, que
também nao sofreram qualquer alteragao durante o tratamento com DCF livre,
DCF associado ao AcZn (3 doses distintas). O complexo DCF Zn nao
produziu mudangas significativas nos parametros renais que ja se
encontravam alterados pela GM. Além do mais, os efeitos do DCF Zn, na
maioria dos parametros analisados nao foram diferentes daqueles obtidos
com o DCF livre ou DCF associado ao AcZn. Porém, no grupo tratado com o
complexo DCF Zn, a microalbuminuria foi reduzida e houve melhoria dos
danos renais produzidos pela GM. Estas observagdes indicam que o
complexo DCF Zn poderia ser um antiinflamatério de escolha em situagao
patolégica onde ha disfungdo renal similar aquela investigada neste estudo.
Uma outra vantagem exibida pelo complexo DCF Zn é que, por apresentar
formulagdo farmacéutica unica, poderia facilitar e estimular uma melhor
adesao ao tratamento prescrito.

Palavras-chave: diclofenaco-zinco; funcéo renal; ratos.
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ABSTRACT

Diclofenac (DCF) is one of the most commonly prescribed anti-inflammatory
medicines in the world due to its analgesic, antipyretic, and anti-inflammatory
action. However, gastric irritation is one of the main side effects caused by its
use. Aimed at reducing this effect, the zinc-diclofenac (Zn DCF) compound, a
deposit patented by CTIT/UFMG, was synthesized. In this light, the present
work aims to draw a comparison among the effects of free DCF, DCF
associated with zinc acetate (ZnAc), and the Zn DCF complex concerning the
renal function of rats with acute tubular necrosis (ATN) induced by gentacimin
(GM). To investigate the nephrotoxicity of this medicine, first, the ATN was
applied with GM for 5 days in rats maintained individually in metabolic cages,
which were later treated for 7 days with the studied compounds. Urine and
blood samples were collected after having administered the GM (D0) and on
the 4™ (D4) and 8" (D8) days after the beginning of treatment. These samples
later underwent laboratory analyses. After having finished the treatment, the
animals were sacrificed, and the right kidney was removed and sent for
morphological analysis. In the ATN caused by GM, one can observe, among
other factors, an increase in the plasmatic concentration of creatinine, a
reduction in the glomerular filtration, an increase in the urinary flow, an
increase in the excretion of water, and an increase in the excretion of Na* and
K*. The GM did not affect parameters such as body weight and ingestion of
water, which also showed no changes during treatment with free DCF and
DCF associated with ZnAc (3 distinct doses). The DCF compound produced
no significant changes in the renal parameters, which had already been
altered by GM. In addition, the effects of the Zn DCF, in the majority of
analyzed parameters, proved to be no different than those obtained with free
DCF or DCF associated with Zn Ac. Nevertheless, in the group treated with
the Zn DCF compound, the microalbuminurium was reduced and the renal
damage produced by GM was improved. These observations indicate that the
Zn DCF compound may well represent a anti-inflammatory medicine of choice
in pathological situations where there is a renal dysfunction similar to that
investigated in the present study. Another advantage of the Zn DCF
compound is that, as it presents a unique pharmaceutical formulation, this may
well facilitate and stimulate a better adhesion to the prescribed treatment.

Keywords: zinc-diclofenac; renal function; rats.



1 INTRODUCAO

Historicamente, os antiinflamatérios ndo esterdides (AINE) remetem ao uso da
casca de salgueiro na pré-historia e avanga até a fronteira dos recentes avangos
tecnolégicos com indicagbes para o uso de outros compostos antiinflamatérios
(LUZ, 2003; JONES, 2001).

Os assirios e os egipcios usavam as folhas de salgueiro para o alivio da dor e da

inflamacé&o associadas aos ferimentos (LUZ, 2003).

Em 1763, o reverendo Edmund Stone, na Inglaterra, descreveu ao presidente da
Royal Society o sucesso da casca de salgueiro na cura da febre. Como o salgueiro
crescia nas areas pantanosas umidas, “onde as febres eram muito comuns”, Stone
deduziu que a planta provavelmente possuia propriedades curativas adequadas a
esta condig&o (LUZ, 2003; JONES, 2001).

Leroux (1829) isolou, pela primeira vez, o glicosideo salicina em sua forma pura,
extraido da casca do salgueiro e também demonstrou seu efeito antipirético (LUZ,
2003).

O salicilato de sddio foi usado pela primeira vez no tratamento da febre reumatica
e, como antipirético, em 1875. As descobertas de seus efeitos uricosuricos e da
sua utilidade no tratamento da gota vieram logo depois (LUZ, 2003; JONES, 2001).

A partir do acido acetilsalicilico (AAS), outros agentes antiinflamatoérios foram
descobertos. O ibuprofeno, por exemplo, foi o primeiro AINE n&o derivado do AAS
identificado a partir de centenas de compostos descobertos pela Boots Company,
no inicio dos anos 50 (JONES, 2001).

Os AINE constituem uma importante classe de medicamentos, de grande interesse
clinico e elevado consumo devido a sua atividade analgésica, antipirética e
antiinflamatéria. Seu uso é muito difundido em todo o mundo e continua a crescer.
Em 1995, sua comercializagao alcancgava a cifra de 2,2 bilhdes de ddélares, com 73
milhdes de prescricdes anuais em todo o mundo. Esses farmacos se encontram
entre os mais prescritos dentre todos os agentes terapéuticos no mundo (ESTEVE,
2009; WECK et al., 2009; LUZ, 2003; JONES, 2001). Segundo dados relatados por



Tamblyn et al. (1997), a cada ano, 70 milhdes de prescri¢des sdo dispensadas nos

Estados Unidos, 20 milhdes na Inglaterra e 10 milhées no Canada.

As prescricbes dos AINE normalmente ocorrem na atengdo primaria,
principalmente para artrite, osteoartrite, espondilite anquilosante, entre outras. Sao
também indicados para reduzir a dor de intensidade leve a moderada, incluindo a
da dismenorréia primaria e a da enxaqueca e a febre. A propriedade de promover
hipercalemia tem sido aproveitada no tratamento da sindrome de Bartter (LUZ,
2003; HAWKEY et al., 2000; FUCHS & WANNAMACHER, 1998).

Vane (1971) foi o primeiro a propor que os efeitos terapéuticos e colaterais dos
AINE resultavam da inibicdo da enzima cicloxigenase por estes compostos. Assim,
a cicloxigenase constitutiva (COX-1) reduz a sintese de prostaglandinas,
diminuindo a intensidade do processo inflamatdério e, consequentemente, a

nocicepcao periférica.

A inibicdo da COX-1 &, em parte, responsavel por alguns efeitos adversos dos
AINE, tais como a toxicidade renal e gastrointestinal. Independente da capacidade
de inibir a sintese de prostaglandinas, a inibigdo direta da ativagdo da fung&o dos
neutrofilos, concorre para os efeitos anti-reumaticos. Talvez isso ocorra por inibicao
de processos associados a membrana (KUMMER, 2002; YAKSH et al., 2001;
DAHL & AEDER, 2000) .

Considerando o aspecto qualitativo, os AINE apresentam efeitos adversos
semelhantes, variando quanto a intensidade e prevaléncia dos mesmos. Os
principais efeitos colaterais relacionados a esse grupo de farmacos sao ulceragéo e
intoleradncia gastrointestinal, bloqueio da agregacédo plaquetaria, inibicdo da
motilidade uterina, inibicdo da fungao renal mediada por prostaglandinas e reag¢des
de hipersensibilidade (LUZ, 2003; JONES, 2001; FUCHS & WANNAMACHER,
1998).

O cetoprofeno e o piroxicam foram considerados farmacos de alto risco para o
desenvolvimento de eventos adversos gastrointestinais; por outro lado, o
ibuprofeno e o diclofenaco (DCF) foram considerados como de baixo risco. Os

demais AINE foram considerados de risco intermediario para desenvolvimento do



referido evento em estudos realizados por Bergman et al. (2000), em paises

europeus.

1.1 Diclofenaco

O diclofenaco de sodio € um AINE, da classe do acido fenilacético, sendo
largamente prescrito para o tratamento das doengas inflamatérias (GIAGOUDAKIS;
MARKANTONIS, 1998). Este agente foi sintetizado por meio de modelagem
molecular na busca de um AINE com elevada atividade e tolerabilidade (AGUIAR,
2009; MARTINS, 2006). Possui fracas propriedades acidas (pKa por volta de 4) e
sua solubilidade depende do pH do meio, sendo ligeiramente soluvel em agua,
muito rapidamente soluvel em tampao fosfato, pH 6,8 e praticamente insoluvel em
acido cloridrico, pH 1,2 (AGUIAR, 2009).

De acordo com o Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (BCS), o DCF é um
farmaco de classe Il, ou seja, apresenta alta permeabilidade, mas com a
solubilidade em meio aquoso insuficiente para dissolver completamente no trato

gastrointestinal (Guidance for Industry, 2000).

A estrutura elementar do DCF é composta por um grupo acido fenilacético, um
grupo amino secundario e um anel fenilico, onde as duas posigdes orto deste anel
estdo ocupadas por atomos de cloro. Esse composto apresenta a constante de
acidez igual a 4,0 e o coeficiente de particdo n-octanol/agua de 13,4 (SANTOS,
2001; SALLMANN, 1986; MENESSE et al., 1978).

A molécula de DCF, analisada ao raio-X, mostra um angulo de torgao (a) entre os
dois anéis aromaticos de 69 graus e uma ligacado de hidrogénio intramolecular (d)
entre o oxigénio da carboxila e o hidrogénio amino (SALLMANN, 1986; MENESSE
et al., 1978).
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O DCF é comercializado no mercado brasileiro na forma farmacéutica de drageas,
comprimidos dispersiveis, suspensao, injetavel, gel, supositorio e gotas (KUMMER,
2002).

1.1.1 Propriedades farmacocinéticas

A maioria dos AINE é rapida e completamente absorvida no trato gastrointestinal,
com picos de concentragdo plasmatica ocorrendo entre 2-3 h (BURKE; SMYTH,;
FITZGERALD, 2005).

O DCF possui rapida absorgao por via oral sendo, sua meia-vida de eliminagao, de
1 a 2 h. Seu efeito terapéutico é consideravelmente mais longo que a meia-vida
plasmatica. Acumula-se no liquido sinovial apds a administracdo, o que pode
explicar o efeito terapéutico ser consideravelmente mais longo que a meia-vida
plasmatica (BURKE; SMYTH; FITZGERALD, 2005).

O DCF pode ser administrado por outras vias como a tdpica, intravenosa,
intramuscular e retal (BURKE; SMYTH; FITZGERALD, 2005).

O uso do AINE com a ingestdao de alimentos tende a retardar a absor¢do do
medicamento, afetando o pico de concentragdo da droga (BURKE; SMYTH,;
FITZGERALD, 2005).

O DCF é rapidamente absorvido apds administracdo oral e parenteral e é
diretamente proporcional a dose, quando administrado entre 25-150 mg. Sua dose

usual é de 50 mg, 3 vezes ao dia, ou 75 mg duas vezes ao dia. A administragao de



doses multiplas produz caracteristicas de absorcdo similar as de dose unica
(CARVALHO, 2010; BURKE; SMYTH; FITZGERALD, 2005; SANTOS, 2001).

H4& um substancial efeito de primeira passagem, de modo que a disponibilidade
sistémica do DCF é de 50% (BURKE; SMYTH; FITZGERALD, 2006). Nao foram
observadas alterag¢des significativas na absorgéo do referido medicamento quando
comparadas em estado patoldgico ou devido a diferengas de idade (CROOK et al.,
1982).

Quando se administra 75 mg de DCF, por via intramuscular, as concentragdes
plasmaticas maximas sao atingidas entre 10 e 22 min. A area sob a curva de
concentragdo plasmatica (AUC), alcangcada apds a administragdo parenteral da
droga, € de aproximadamente o dobro da area sob a curva obtida apds
administracdo da mesma dose por via oral. Atribui-se essa diferenca ao
metabolismo de primeira passagem que ocorre apdés a administragao oral da droga
(CARVALHO, 2010).

A administracdo de solugdo de DCF mostra rapida absor¢cdo, com tempo de
concentragdo maxima (Tmax) variando entre 10 e 40 min. Apds dose unica, na
forma de comprimido de liberagdo entérica, supositérios ou solugdes, o DCF é
rapidamente absorvido com Tmax observado entre 1,5 e 2,0 h apdés a
administragao da droga (DEGEN et al., 1988; JOHN, 1979).

Sendo o DCF um &acido fraco, buscou-se alternativas em suas formulagdes para se
obter uma maior rapidez na sua absorgédo e, consequentemente, na sua atividade
farmacoldgica. A suspensdo do sal de potassio, por exemplo, apresenta alta taxa
de absorcdo com correspondente aumento da concentragdo plasmatica,
antecipando o efeito analgésico, o que é muito desejavel na pirexia, processos

inflamatorios orais e dismenorréia (MENDES et al., 1994).

A formulagao dispersivel do DCF apresenta Tmax menor, quando comparado com

a formulagéo de liberagdo entérica (MACIA et al., 1995).

Na busca de reducdo das reagdes adversas, maximizagdo do efeito local e
minimizacdo da toxicidade sistémica, Pereira et al. (2006), demonstraram
resultados favoraveis aos AINE de uso topico com alivio da dor e melhoria da

funcao e rigidez articular. A quantidade de DCF sédico absorvida através da pele é



proporcional ao tempo de contato e a area da pele coberta com o mesmo e
depende da dose topica total e da hidratagdo da pele (Novartis Pharma Brasil, Sao

Paulo, Brasil).

Apds absorgao, o DCF se liga as proteinas plasmaticas na proporgdo de 99,7%
ficando confinado no compartimento central. Isso se reflete por seu baixo volume
de distribuicado (Vd = 0,1 a 0,2 L/Kg) (CARVALHO, W.A., 2010).

O seu clearance e o0 Vd sédo de 350 mL/min e 550 mL/kg, respectivamente (DAVIES
& ANDERSON, 1997).

Como o DCF apresenta-se altamente ligado as proteinas plasmaticas, este podera
deslocar outros medicamentos do sitio de ligacdo, como € o caso do uso
concomitante com o methotrexato, com consequente aumento do nivel sanguineo
do ultimo (SECOLI & LEBRAO, 2009; SANTOS, 2001).

Altas concentragbes de DCF foram detectadas no fluido e tecidos sinoviais em
pacientes com artrite reumatoide e osteoartrite (BENSON et al.,1985; LIAUW et al.,
1985; FOWLER et al., 1983).

Apds administragdes oral, retal e intramuscular de DCF, a Cmax no liquido sinovial
foi atingida 2 a 4 h apés a Cmax plasmatica. O fluido sinovial apresenta Cmax com
valores baixos, quando comparados com o Cmax plasmatica. A meia-vida de
eliminacao (t'2p) € trés vezes maior no liquido sinovial do que no plasma, onde 12
a 24 h apos a administracdo, a concentracéo no fluido sinovial € mais alta que no
plasma (BENSON et al., 1985; LIAUW et al., 1985).

Segundo estudos realizados por Fowler et al. (1983), a Cmax plasmatica foi
atingida 3 h ap6s a administragéo e caiu para 90% dentro de 2 h apds repetidas
doses do DCF e com a concentracdo no estado de equilibrio. No fluido sinovial, a
concentracido apresentou menor variacdo e elevacdo apos 4 h apds a
administracao da dose, quando comparada com o plasma. A proporgcao de acumulo

do medicamento no liquido sinovial em relagdo ao plasma é de 3:1.



Benson et al. (1985), avaliaram a cinética do DCF em pacientes com osteoartrite e
artrite reumatdide através das concentragdes do medicamento no liquido sinovial.
O pico no fluido sinovial foi alcangado 3 a 4 h apds a administracado de uma unica
dose do farmaco, apresentando altas concentragdes neste fluido e no plasma apds
esse tempo. Apds multiplas doses, a concentragcdo no fluido sinovial permaneceu
aumentada por 12 h, sendo cinco vezes mais concentrada no fluido do que no

plasma.

A alta fracao de DCEF livre deve ser explicada pela baixa concentragao de albumina
no liquido sinovial (CHAN et al., 1987).

O DCF sofre metabolizagéo hepatica pelo citocromo P450 (CYP), transformando-se
em 4-hidroxidiclofenaco, principal metabdlito, e outros produtos hidroxilados. Apods
hidroxilagdo, sofre conjugagdo com acido glicurénico e com sulfato (CARVALHO,
W.A.,2010; FOWLER, 1979). Esse metabdlito apresenta atividade antiinflamatoéria e
antipirética de cerca de 30% em modelos animais (FOWLER, 1983; MENASSE et
al., 1978).

A biodisponibilidade do DCF aumenta linearmente apds administracdo de doses
terapéuticas entre 25 e 150 mg, pelas vias oral, retal e muscular. Entretanto,
drogas utilizadas pelas vias oral e retal sofrem o efeito de primeira passagem pelo
figado, que reduz sua biodisponibilidade em 50% (CARDOSO et al., 2002).

Estudos avaliando a biodisponibilidade do DCF administrado por via muscular em
grupos que receberam doses de 50 e 75 mg, sugerem que a biodisponibilidade
deste farmaco esteja diretamente relacionada ao seu efeito analgésico e que exista
um efeito teto acima do qual o aumento da biodisponibilidade da droga nao esteja
associado com a melhora na qualidade da analgesia pds-operatéria (CARDOSO et
al., 2002).

O DCF é eliminado na urina (65%) e através da bile (35%). Menos de 1% da
droga é excretado na urina de forma inalterada (CARVALHO, W.A., 2010). A
eliminacao é rapida, cerca de 90% da depuragao acontecendo entre 3 e 4 h
(JOHN, 1979).

Apds a administracao oral ou intravenosa do DCF, aproximadamente 61% da dose

injetada foram excretados na urina e 30% nas fezes (JOHN, 1979).



Foi relatado que os metabdlitos mono e di-hidroxil apresentam t/%3 similar a do
DCF, aproximadamente 1 a4 h (DEGEN et al., 1988).

O DCF também é mais seguro para as maes que estdo amamentando, ja que a
quantidade do mesmo encontrado no leite € pequena e nao oferece risco para os
lactentes (PELOSO, 1996; OSTENSEN & HUSBY, 1985). A falta de concentragéo
apreciavel do farmaco no leite materno pode ser atribuida a alta porcentagem de
ligagao as proteinas plasmaticas e o baixo pH do leite materno, quando comparado
com o plasma. Nesse estudo, a exposi¢cao dos recém nascidos ao DCF, via leite

materno, parece ser minima (FOWLER, 1983).

1.1.2 Avaliacgéo pré-clinica
1.1.2.1 Atividade antiinflamatéria

O DCF mostrou sua eficacia como agente antiinflamatério em modelo animal
incluindo processo inflamatério em edema de pata estimulado por carragenina,
caolin ou mostarda (RODRIGUES, 2007; NAKAEMA et al., 2005; MENASSE et al.,
1978). Além disso, houve diminuicdo significante do numero de leucdcitos no
grupo de animais com processo inflamatério provocado por fio de categute no
tecido subcutaneo de ratos (FATURETO et al., 1989), além de diminuir a formacéo
de fibras colagenas na cicatrizagdo pos operatoria da parede abdominal de ratos e
inibir a formagado de tecido granulomatoso induzido por implante de discos de
algodao e a permeabilidade vascular induzida por plaquetas humanas em ratos
(TOGNINI, 1998; DORIETO DE MENEZES & CATANZARO-GUIMARAES, 1985).
O DCF também apresentou atividade antiinflamatéria em ratos com artrite
(MENASSE et al.,1978).

1.1.2.2 Atividade antinociceptiva

O DCF apresentou ampla agao antinociceptiva, avaliada em experimentos animais,
induzida por acido etacrinico, acido acético e fenilbenzoquinona (TOGNINI et
al.,1998; SCHOLER, 1986; MENASSE et al., 1978).



E uma droga de grande valor na analgesia pds-operatéria. Estudos em analgesia
pos-cesariana indicam que tanto a necessidade de opidides quanto os escores de
dor podem ser diminuidos quando o DCF € administrado em diferentes doses e por
diferentes vias (CARDOSO et al., 2002; CARDOSO et al., 1998; LUTHMAN et al.,
1994).

1.1.2.3 Atividade antipirética

O DCF apresentou eficacia na prevencdo da febre durante a endotoxemia

experimental em equinos (ROSA et al., 2003).

Machado (2008) demonstrou que o DCF aboliu a resposta febril induzida pelo
lipopolissacarideo de E. coli, em ratos, enquanto que o paracetamol apenas a

reduziu.

1.1.2.4 Efeitos sobre a cascata do acido araquiddnico

O acido araquidbénico apresenta papel regulador chave na fisiologia celular e é
liberado a partir de fosfolipidios de membrana através da enzima fosfolipase A2, a
qual pode ser ativada por diversos estimulos (quimico, inflamatoério, traumatico,
mitogénico). E convertido a prostaglandinas (PGs) por enzimas denominadas
cicloxigenases sendo que pelo menos 2 tipos desta enzima ja se encontram
descritas: a cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2) (KUMMER &
COELHO, 2002).

A maioria dos AINE, dentre eles o DCF, exerce seus efeitos antiinflamatorios
através da inibicdo da atividade das enzimas COX, resultando em formagao
diminuida dos precursores de PGs e tromboxanos (TBX) a partir do acido
araquidénico (PGG2 e PGH2). Esse mecanismo € a base de seus efeitos
terapéuticos bem como de sua toxicidade, pois grande parte dos AINE disponiveis
atualmente inibe tanto a atividade da COX-1, constitutiva, encontrada nos vasos
sanguineos, estdbmago e rins, responsavel pelos efeitos fisiolégicos das PGs em
sitios gastricos e renais), quanto da COX-2 (induzida na presencga de inflamacgao).

A acao dos AINE sobre as ciclooxigenases é reversivel para a maioria dos mesmos
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(LUZ, T.C.B., 2003; KUMMER & COELHO, 2002; JONES, 2001; FUCHS &
WANNAMACHER, 1998).

O DCF mostrou importante reducao da sintese de PGs (PGl;) e TBX, em vesicula
seminal bovina, vesicula seminal de ovelha, macréfagos e células
polimorfonucleares de ratos. Também foi constatado em ratos e leucdcitos
humanos que altas concentragdes de DCF reduz a formagao de produtos da via da
lipooxigenase. Isto sugere que o fenbmeno se deve a diminuigdo da
biodisponibilidade intracelular do acido araquidénico (KU et al., 1985; TAYLOR &
SALATA, 1976).

A administracdo de 200 mg de DCF, via oral, em doses divididas por mais de um
dia, reduziu significativamente PGE; e TBXB; no liquido sinovial de pacientes com
artrite reumatoide (SEPPALA et al., 1985).

1.1.3 Avaliacao clinica

A posologia recomendada para o uso do DCF é de 75 a 150 mg, em doses
divididas ao longo do dia. Esse medicamento esta presente no mercado na forma
de sal livre, sal sddico e sal potassico (REINER V. et al., 2001; MARZO A et al.,
2000; MCNELLY, W; GOA K.L., 1999).

A formulagdo de liberagdo gradativa de 100 mg/dia em dose Unica, associou
eficacia terapéutica com comodidade posoldgica, favorecendo a aderéncia do
paciente ao tratamento. Essas preparacdes, entretanto, ndo apresentaram menor
intensidade de efeitos adversos no trato gastrointestinal (GARGOT et al., 1995;
FIGUEIRAS et al., 1994; ROSSI, E., 1986).

Em pediatria, o DCF ¢ bastante utilizado e apresenta eficacia clinica comprovada.
As dosagens normalmente utilizadas para o tratamento do fenédmeno algico
encontram-se entre 0,3-2 mg/kg/dose. E importante a utilizacdo de dosagens
adequadas, pois, na pratica, frequentemente ocorre utilizagdo de doses
subterapéuticas, pelos familiares, o que leva a conclusao errbnea de auséncia de

eficacia da medicagao. O perfil cinético da dose intravenosa de DCF, em criangas,
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como pré-operatorio apos infusao por 5 e 15 min, mostrou-se aumentado duas
vezes na depuragdo e o Vd cinco vezes maior, com similar t/23 terminal, quando
comparados com adultos (GHERPELLI, J. L. D., 2002; HAMALAINEN et al., 1997,
KORPELA & OLKKOOLA, 1990).

Entre os diversos AINE utilizados atualmente, o DCF sédico se destaca para uso
em condi¢cdes dolorosas crénicas e agudas, inflamagdo pds-operatoria e pos-
traumatica, aliviando a dor e diminuindo a reacao inflamatéria e o edema (MULLER
etal., 2004 ; TODD, P. A.; SORKIN, E. M., 1988; KANTOR, T. G., 1986).

A administragdo do DCF, por via muscular, promove melhor analgesia pos-
operatoria do que por via retal (CARDOSO et al., 2002).

Os AINE, assim como outros agentes terapéuticos, também podem apresentar
interacdbes medicamentosas. Dentre as mais importantes estdo a redugdo ou
reversdo dos efeitos anti-hipertensivos de diuréticos, beta-bloqueadores
adrenérgicos e inibidores da enzima conversora de angiotensina |, interagbes
estas, observadas com a administragdo simultdnea de AINE. O mecanismo da
interacdo nao esta completamente elucidado, mas acredita-se que decorra da
inibicdo da sintese de PGs renais e/ou devido a retencdo de sodio e fluidos pelos
AINE (LUZ, 2003).

O DCF esta entre os principios ativos mais usados entre os idosos (2,7%)
(MOSEGUI et al., 1999). O uso concomitante de um AINE com ciclosporina em
pacientes queimados e pds transplantes, sugere potencial interagdo nefrotoxica
(ELDAD et al., 1994; TAMURA et al., 1990).

1.1.3.1 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune de etiologia desconhecida,
caracterizada por poliartrite periférica, simétrica, que leva a deformidade e
destruicdo das articulagbes em virtude de erosdes Osseas e da cartilagem (LIPISK,

1998). E considerada uma das doengas autoimunes mais comuns, que afeta



12

aproximadamente 1% da populagdo mundial (KVIEN et al., 2006; WILES et al.,
1999).

As mulheres sdo duas a trés vezes mais susceptiveis a essa doenga do que
homens e sua prevaléncia aumenta com a idade (BERTOLO et al., 2007). A idade
de maior incidéncia é entre 30 e 60 anos, segundo Sweeney et al. (2004).
Entretanto, Ito e Sato (2006) demonstraram, em camundongos, que uma vez
instalada a AR, ndo existe diferengca na gravidade da doenga entre machos e

fémeas.

Em geral, a AR apresenta-se de uma forma simétrica e acomete grandes e
pequenas articulacdes, tipicamente das maos e pés, assim como punhos, ombros,
cotovelos e tornozelos, em associacdo com manifestacdes sistémicas como:
rigidez matinal, fadiga e perda de peso. Quando envolve outros o6rgados, a
morbidade e a gravidade da doenga sao maiores, podendo diminuir a expectativa
de vida em 5 a 10 anos (BERTOLO et al., 2007; WALSH et al., 2005).

Com a progressao da doenga, os pacientes com AR desenvolvem incapacidade
para realizacdo de suas atividades tanto da vida diaria, como profissional, com
impacto econdmico significativo para o paciente e para a sociedade (BERTOLO et
al., 2007). Apés 3 anos da doenga, 42% dos pacientes sdo considerados inaptos
para o trabalho (ALBERS et al., 1999).

Os indices de morbidade e mortalidade desses pacientes se assemelham aos de
pacientes portadores de doengas coronarianas ou com diabetes (SEYMOUR et al.,
2001; VANDENBROUCKE et al., 1984).

O desencadeamento da AR esta associada ao reconhecimento de antigenos por
linfécitos TC4+ no tecido sinovial ou contato com agentes infecciosos, bem como
exposicao a outros agentes externos (DOAN & MASSAROTTI, 2005).

O inicio do processo inflamatério se manifesta por resposta nociceptiva e
edematogénica na articulagdo. A ativagao de células T e B leva a estimulagao de
mondcitos, macrofagos e fibroblastos sinoviais. Por consequéncia, observa-se

aumento das citocinas pro-inflamatdrias, tais como as interleucinas 1 e 6 e o fator
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de necrose tumoral, das quimiocinas, auto-anticorpos, imunocomplexos e
mediadores endogenos (SAKAGUCHI & SAKAGUCHI, 2005; SWEENEY et al.,
2004).

A evolucdo do quadro de AR leva a proliferacdo das células sinoviais. Os
mediadores inflamatérios liberados por essas células contribuem para a destruicao
do tecido 6sseo e cartilaginoso, evoluindo para perda da fungédo e deformidade das
articulacdes (WALSH et al., 2005; HARRIS et al., 1990).

O tratamento da AR consiste no uso de agentes antiinflamatérios (os AINE e os
AIE sédo os mais utilizados), drogas anti-reumaticas modificadoras de doencas
(metotrexato, sulfasalazina, cloroquinas, ciclosporina) e os agentes anti-TNF e
fatores recombinantes da IL-1 (LEONG, 2007; GAFFO et al.,, 2006; DOAN &
MASSAROTTI, 2005). O uso dos AINE e AIE é restrito a periodos curtos devido

aos efeitos adversos associados a esses farmacos (BENSEN et al., 1999).

Estados patologicos como a AR pode afetar a capacidade do figado de metabolizar
o DCF, possivelmente, devido aos efeitos de mediadores inflamatdrios, absorcao
hepatica de farmacos nao ligados ou modulagdo dos processos intra-hepaticos
(SANTOS, 2001).

1.1.3.2 Osteoartrite

A osteoartrite (OA) € uma doencga articular crbnica degenerativa que evidencia
desgaste da cartilagem articular na qual, dentre as articulagbes de sustentagao de
peso, o joelho é o mais freqiientemente afetado. E a forma mais comum de doenca
articular no mundo ocidental e caracteriza-se por dor, rigidez matinal, crepitagcao
Ossea, atrofia muscular, estreitamento de espaco intra-articular, formacdes
osteofiticas, esclerose do osso subcondral e formagdes cisticas (ZACARON et al.,
2006; MARX et al., 2006).

Um estudo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) refere que a OA seria a 42
causa mais importante de incapacidade entre as mulheres e a 82 entre os homens.

Estudos radiograficos mostram algumas alteragbes em 30% de homens e mulheres



14

acima de 65 anos, mas apenas um terco destes sao sintomaticos sendo que a

prevaléncia da doenca aumenta com a idade (MARX et al., 2006).

Embora a OA tenha sua patogénese pouco elucidada, alguns fatores de risco
encontram-se bem estabelecidos. Entre esses fatores estdo a obesidade, o
envelhecimento, as lesdes ou cirurgias prévias, o esfor¢co ocupacional ou
recreacional cumulativo, o mau alinhamento articular e fraqueza muscular
(ZACARON et al., 2006).

Estima-se que 4% da populagéo brasileira apresentam OA sendo, o joelho, a 22
articulacdo mais acometida pela doenca, com 37% dos casos (SENNA et al.,
2004).

O tratamento da OA deve ser multidiciplinar. Medidas nao-farmacolégicas incluem
programas educacionais, exercicios terapéuticos, oOrteses e equipamentos de
auxilio a marcha. O tratamento farmacoldgico visa, fundamentalmente, a analgesia
para melhorar a fungcado e a qualidade de vida, além da modificacdo estrutural da
cartilagem (PEREIRA et al., 2006; SANTOS, 2001).

Os AINE, por via oral, sdo largamente utilizados na OA sendo, o DCF, um dos que
apresenta melhor resultado no tratamento. A aplicacdo topica de AINE com alta
penetracao percutanea tém sido usada por décadas para aliviar a dor em tecidos
musculoesqueléticos. Possivelmente, o uso tdpico para o tratamento da OA reduz
as reacgdes adversas por maximizar o efeito local e minimizar a toxicidade sistémica
(PEREIRA et al., 2006).

1.1.3.3 Gota aguda

A hiperuricemia € um transtorno metabdlico caracterizado pelo excesso de acido
urico no sangue, produto de uma desordem no metabolismo das purinas. Os
uratos, depositados em tofos nas pequenas articulagdes e nos tecidos, acabam por
produzir um quadro denominado gota. E mais freqiiente em homens do que em

mulheres na proporcdo de 3:1. E incomum antes dos 30 anos de idade (JORDAN
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et al., 2007; BECKER et al., 2005; SCHUMACKER et al., 2002; PEIXOTO et al.,
2001).

As concentragdes séricas de acido urico maiores que 7 mg/dL para os homens e
maiores que 6 mg/dL para as mulheres sdo consideradas hiperuricemia (JORDAN
et al., 2007; BECKER et al., 2005; SCHUMACKER et al., 2002).

A sindrome gotosa se manifesta nas formas clinicas de hiperuricemia
assintomatica, artrite gotosa aguda, periodos inter crises e artropatia gotosa
cronica (JORDAN et al., 2007; BECKER et al., 2005; SCHUMACKER et al., 2002).

No tratamento farmacoldgico, o DCF é um dos medicamentos mais frequentemente

prescrito para a artrite gotosa aguda (BOSI et al., 1993).

1.1.3.4 Artrite reumatoide juvenil

Nas ultimas décadas houve grande progresso no tratamento das artrites juvenis. O
reconhecimento precoce de suas complicagbes, como a sindrome de ativagao
macrofagica, principalmente na forma sistémica, resultou em declinio na
mortalidade. A intervencdo mais precoce nas formas poliarticulares também tem
levado a evolugdo com menor incapacidade fisica e psicossocial (MACHADO &
RUPERTO, 2005).

Os AINE ainda constituem a terapia de primeira linha para o tratamento da artrite
reumatdide juvenil, cujo efeito deve ser observado por volta de um més apds seu
inicio. Aproximadamente um terco dos pacientes pode ter a doenca controlada com
AINE aliados a programas adequados de fisioterapia e terapia ocupacional,
enquanto os demais sao candidatos a terapéuticas com drogas modificadoras de
doenca ou anti-reumaticas (MARTIN et al., 2006).

1.1.3.5 Reumatismo nado articular e lesdes teciduais leves

Segundo a OMS, a dor crénica afeta cerca de 30 % da populagdo mundial e, entre

as dores cronicas mais frequentes, estdo as dores osteoarticulares. Os segmentos
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mais afetados por estas dores sdo a coluna cervical e lombar, os joelhos e os
ombros (CARRERA et al., 2008).

A sindrome do impacto do ombro € uma sindrome dolorosa das mais frequentes
sendo somente suplantada, do ponto de vista epidemiolégico, pelas cefaléias em
geral e pelas dores lombares (CASTRO, 2009). Em todo o mundo, 60 a 80% das
pessoas terdo dor lombar durante a vida e 2 a 5% terdo em qualquer tempo
indeterminado. Nos Estados Unidos, a lombalgia € um dos problemas que mais
levam as pessoas a procurarem um médico e € a causa mais comum de
incapacidade abaixo dos 45 anos. A maioria dos pacientes melhora apenas com
tratamento sintomatico para dor. O tratamento medicamentoso de primeira linha
consiste de analgésicos comuns e de AINE que incluem a aspirina e o DCF
(GARCIA FILHO et al., 2006).

1.1.3.6 Dismenorréia

A dismenorréia estd associada ao excesso da concentragdo de PGs no sangue,
endométrio e fluxo menstrual. Assim, o tratamento com farmacos inibidores da
sintese de PGs é eficaz no controle dos sinais e sintomas desta patologia
(SANTOS, 2001).

A terapéutica sintomatica da enxaqueca menstrual é similar a ndo menstrual, com a
excegao de que os AINE tém, possivelmente, maior probabilidade de ser utilizados
pelo reconhecimento do papel das PGs na sintomatologia associada a esta fase do
ciclo (LODER, 2005).

Os AINE constituem uma alternativa para a profilaxia a curto prazo,
particularmente, nas mulheres que referem crises associadas a menorragias
(MACGREGOR, 2005). Esses farmacos inibem a liberagdo de PGs, cujo pico
normalmente antecede o aparecimento da menstruacdo e € responsavel por
periodos dolorosos e abundantes. Sdo usualmente recomendados em 1° lugar
porque sdo eficazes, geralmente bem tolerados e tém prego razoavel (SOUSA,
2008).
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1.1.3.7 Outros estados dolorosos

Estudos tém mostrado efetividade do DCF no tratamento da cdlica renal, quando
comparado a outros antiinflamatérios (COHEN et al.,1998; SUPERVIA et al., 1998;
LAERUM et al., 1996).

Ensaios clinicos tém utilizado o DCF como inibidor da sintese das PGs na
analgesia antes de grandes cirurgias abdominais e toraxicas (ROCKEMANN et al.,
1996; PERTTUNEN et al.,, 1992). O DCF tem se mostrado superior aos outros
AINE no controle da dor pds-operatoria, ndo s6 porque sua poténcia analgésica é
maior que seu efeito antiinflamatoério, mas porque € menos téxico para o trato

gastrointestinal que drogas como cetoprofeno, piroxican e indometacina.

Segundo Arendt-Nielsen e Graven-Nielsen (2008), os antiinflamatérios atuam
inibindo o componente inflamatério na musculatura e na articulagcdo témporo-
mandibular reduzindo a liberacdo de substancias inflamatérias, ativando ou
sensibilizando os nociceptores periféricos e reduzindo a quantidade de impulsos
nociceptivos aferentes. Estudos feitos por Varoli (2009) mostram a eficiéncia do
DCF na inibigdo do componente inflamatério presente em muitas das formas de

dores na musculatura mastigatéria.

Em estudos realizados por Campebell et al. (2007), observou-se que o DCF sdédico
inibiu a sintese do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e atenuou os sintomas
clinicos de hipertermia e hipomotilidade intestinal por reduzir a ativagdo da cascata
inflamatoria.

1.1.3.8 Efeitos tdéxicos na mucosa gastrica e sistema renal

Os AINE inibem a sintese de PGs, que sao substancias intermediarias no processo
inflamatdrio, mediante a inativagédo das cicloxigenases (COX-1 e COX-2). A COX-1,
responsavel pela sintese das prostaglandinas e presente na maioria dos tecidos,
esta relacionada a funcgéo renal, a agregacao plaquetaria e a protecdo da mucosa

gastrica. Com isso, a inibicdo da COX-1 pelos AINE acarretaria os efeitos adversos
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gastrintestinais e renais (BARBOSA et al., 2010; WANNMACHER, L. &
BREDEMEIER,2004).

Os efeitos do DCF sobre o sistema gastrointestinal continuam sendo limitantes
para sua prescricdo como antiinflamatério, embora os AINE sejam uma das classes
de farmacos mais prescritas no mundo. Seus efeitos indesejaveis sdo mostrados
em varios estudos relacionando o tratamento com DCF e os sintomas indesejaveis
que vao desde os sintomas inespecificos tais como nauseas, vOmitos, eritema,
diarréia, queimacgao e dor abdominal até o aparecimento de lesbes gastrointestinais
como sangramento, ulceracdo e, eventualmente, perfuracdo da parede
gastrintestinal (MULLER et al., 2004).

Experimentos em animais demonstraram que as lesbes gastrointestinais
produzidas pela administracdo de AINE, sdo ocasionadas pelo contato direto de
grandes concentragbes do medicamento na mucosa gastrointestinal e por um
mecanismo de agao sistémica que aparece apos a absor¢do (MULLER et al.,
2004). A administragado parenteral também pode causar lesdo e sangramentos

devido a inibicdo da biossintese de PGs gastricas (LUZ, 2003).

As PGs renais vasodilatadoras sao sintetizadas a partir da COX-1. A inibicdo da
sintese das PGs que influenciam o fluxo sanguineo cortical, a taxa de filtragcao
glomerular e a excregao de agua e eletrdlitos podera favorecer o aparecimento de
uma isquemia e também de um dano renal. Os idosos, individuos com insuficiéncia
cardiaca, doencgas renais prévias, diabéticos, cirréticos e hipovolémicos séao
pacientes nos quais o uso do AINE implica maior incidéncia e gravidade dos efeitos
colaterais renais, por apresentarem uma maior dependéncia das PGs
vasodilatadoras para o funcionamento dos rins (LUZ, 2003; KUMMER & COELHO,
2002).

1.2 Zinco

O zinco é um oligoelemento, ou seja, € um elemento quimico que, embora se

apresente em quantidades pequenas no ser vivo, desempenha papel fisiolégico
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indispensavel para o desenvolvimento da vida. No corpo humano é um importante
gastroprotetor, representa apenas 0,003% (1,5 a 2,5g) e € considerado o 2°
elemento-trago mais prevalente no organismo. Um adulto com peso de 70 kg
possui cerca de 2 a 3 g do ion, que € primariamente intracelular: 80% concentram-
se no citosol e o restante, no nucleo. As maiores concentracdes corporais estdo na
musculatura esquelética (57%), ossos (29%), pele (5%), cérebro (1,5%), rins
(0,7%), coragao (0,4%), cabelo (0,1%) e plasma sanguineo (0,1%) (PERSON et al.,
2006; KING, 2000; TASMAN-JONES, 1992).

O entendimento das fungdes do zinco no metabolismo teve inicio em 1869 com
Raulin, que descobriu sua essencialidade para a Aspergillus niger. Todd, Evehjem
e Hart, em 1934, descobriram sua essencialidade para ratos e, mais tarde, em
1955, Tucker e Salmon descobriram problemas na pele do ser humano,
decorrentes da deficiéncia de zinco. Em 1960, O'Dell observou que este mineral
era essencial para criangas. Varios estudos se seguiram demonstrando que a

deficiéncia de zinco era revertida pela suplementagdo (SANDSTEAD, 1994).

Embora em quantidade tao reduzida, esse oligoelemento € importante componente
estabilizador de macromoléculas e membranas biolégicas, sendo necessario em
todas as fases da vida, em especial durante o desenvolvimento fetal e a gestagao
(TASMAN-JONES, 1992).

Diversas enzimas e proteinas contendo zinco participam do metabolismo de
proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucléicos. Nas enzimas, o0 zinco pode ter
funcao catalitica ou estrutural. Dentre as aproximadamente 300 enzimas nas quais
0 zinco exerce papel essencial na estrutura e fungao, estdo a anidrase carbdnica,
que foi a primeira a ser descoberta, fosfatase alcalina, carboxipeptidases, alcool
desidrogenase, superoxido dismutase, proteina C quinase, acido ribonucléico
polimerase e transcriptase reversa (PERSON et al., 2006; MAFRA & COZZOLINO,
2004).

Sua fungcdo engloba a regulacdo e inicializagdo da resposta imune,

esteroidogénese, espermatogénese, metabolismo da vitamina A, metabolismo
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energético, sintese protéica e divisao celular, além de apresentar importante fungao
antioxidante (PERSON et al., 2006).

Cristais de zinco e insulina estdo presentes nas células do pancreas e ha
evidéncias que favorecem a hipotese de que o zinco é utilizado pelas células

pancreaticas na estocagem e regulagao da secrec¢ao de insulina (WAHID, 1988).

Uma importante fungdo do zinco € a sua participagcdo no sistema de defesa
antioxidante. O ion inibe as reagdes de propagacao de radicais livres devido a
sintese de metalotioneinas (MT), proteinas citosélicas de baixo peso molecular
(6.000 a 7.000 Da), que se ligam avidamente aos radicais promovendo protegéo
(scavenger) contra danos em membranas celulares. As MT também estédo
associadas a detoxificagdo de metais pesados no organismo (PERSON et al.,
2006; SALGUEIRO et al., 2000).

O zinco é um elemento essencial para a fungao de linfécitos e fibroblastos, o que o
torna fundamental na cicatrizacéo e defesa imunolégica humana (PERSON et al.,
2006).

A quantidade de zinco no lumen intestinal aumenta de 1 a 3 vezes devido a soma
do zinco proveniente da dieta e daquele secretado nos sucos digestivos. Nao
obstante, os mecanismos de absorgao e excreg¢ao deste oligoelemento obedecem
a sistemas de auto-regulacdo com alta sensibilidade, o que faz com que os
reajustes nos estoques dependam da necessidade e biodisponibilidade do ion no
organismo. (PERSON et al., 2006; KREBS, 2000).

A deficiéncia de zinco, em humanos, foi primeiramente descrita por Prasad (1961)
em uma populacdo de Shiraz, Ird. Os homens iranianos afetados apresentavam
anemia, hepatoesplenomegalia, hipogonadismo, nanismo e geofagia (PERSON et
al., 2006).

A deficiéncia de zinco é considerada um problema mundial e tem sido cada vez
mais detectada, principalmente, nos paises em desenvolvimento, onde estudos

bem delineados tém mostrado a importancia clinica deste estado de deficiéncia,
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onde se observa: retardo no crescimento, diarréia, pneumonia e desenvolvimento
cerebral prejudicado. A deficiéncia relativa de zinco deve ser considerada em
situagcbes de crescimento rapido, nas quais ha aumento da demanda do
oligoelemento, como na infancia, puberdade, gravidez e lactacdo (HAMBIDGE,
2000; SHUTTLEWORTH, 1986).

Mafra & Cozzolino (2004) pesquisando a deficiéncia de zinco na insuficiéncia renal
crénica, observaram reduzida concentragdo de zinco no plasma dos pacientes
urémicos e uma concentragao eritrocitaria de zinco elevada, sugerindo distribuigao

anormal deste oligoelemento e ndo deficiéncia verdadeira.

A deficiéncia do zinco tem sido considerada como um fator importante na
malformagédo congénita e defeitos de formagédo do tubo neural (PERSON et al.,
2006).

A interacdo entre o zinco e taurina pode ser crucial para o desenvolvimento de

estruturas nobres do cérebro, como o hipocampo (PERSON et al., 2006).

As alteragcbes na homeostase do zinco podem contribuir para algumas condi¢des
degenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer. Em situagbes de injuria, o
acumulo de zinco nas sinapses € em neurdnios pos-sinapticos contribui para uma
perda neuronal seletiva, que ocorre em certas condigdes agudas, como a epilepsia
e a isquemia global transiente (PERSON et al., 2006; WEISS et al., 2001).

O zinco induz mondcitos a produzirem interleucina-1, interleucina-6 e inibir a
producado de fator de necrose tumoral, que esta implicado na fisiopatologia da
caquexia na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (BAUM et al., 2000).

Diante de tantas fungdes atribuidas ao zinco e considerando que sua fisiologia no
organismo humano comegou a ser desvendada somente no ultimo século, €&
bastante provavel que esse ion exerca funcbes ainda desconhecidas dos
pesquisadores (PERSON et al., 2006).
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1.3 Diclofenaco-Zinco

Santos (2001), realizando testes para verificar a eficacia farmacologica do
diclofenaco-zinco (DCF Zn), induziu o processo inflamatério do edema de pata pela
carragenina. Observou-se que a administracdo do DCF, do DCF Zn e da co-
administragdo de DCF mais acetato de zinco inibiu a formagdo do edema induzido
pela carragenina. Assim, na 22, 42 62 e 82 h apds a administragao da carragenina,
os grupos tratados com os referidos farmacos apresentaram edema menor quando
comparados com o grupo controle. Entretanto, observou-se que no grupo tratado
com o DCF Zn, na 4% h ap6és a administragdo da carragenina, o complexo

apresentou atividade significativamente menor que o DCF livre.

No granuloma foi avaliada a atividade antiinflamatéria dos farmacos sobre a fase
proliferativa da resposta inflamatéria em ratos. Com isso, observou-se que a
administracao diaria de DCF, DCF Zn e DCF mais acetato de zinco foi capaz de
inibir o aumento do granuloma, apresentando diferenca significativa em relagéo ao
controle, além de nao se observar diferenca estatisticamente significativa entre os
tratados com as diferentes formulagées (SANTOS, 2001; ABOU-MOHAMED et al.,
1995). Nesse estudo, foi utilizado, também, o modelo de Hargreaves para avaliar a
atividade antinociceptiva do complexo DCF Zn. O modelo de Hargreaves utiliza
estimulo térmico para nocicepgao como fator positivo, a diminuigdo do estresse dos
animais, visto que as avaliagbes s&o executadas sem que o0 animal seja
manipulado ou contido durante a leitura (HARGREAVES, 1988). Tanto o DCF,
quanto o DCF Zn ou a associacdo DCF mais acetato de zinco foram capazes de
inibir a resposta nociceptiva, neste modelo, na 22 4% e 62 h apds a administragcao

da carragenina.

Com relagao a atividade ulcerogénica do DCF Zn, em ratos, a incidéncia de lesdes
gastricas do complexo foi comparada com a do farmaco livre e com a incidéncia
quando da associacdo DCF mais acetato de zinco. Quando os farmacos foram
administrados por via oral, foi abservado nos trés niveis de lesdo, menor indice no
grupo tratado com o complexo, quando comparado com o tratado com o farmaco

livre. A associacdo DCF mais acetato de zinco apresentou incidéncia de lesbes
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estatisticamente igual ao do farmaco livre, justificando a complexagcdao do DCF
diclofenaco com o zinco. Quando os animais receberam os farmacos por via intra-
peritonial, apresentaram um perfil gastrotdoxico similar ao do complexo, sendo

estatisticamente menor que o DCF nos trés niveis de les&o (SANTOS, 2001).
Em funcdo dos resultados obtidos no referido estudo, além do ineditismo desse

complexo, foi depositado um processo de pedido de patente pela CTIT da UFMG
junto ao INPI sob o n° P10208523-2.

1.4 Efeitos renais dos antiinflamatorios

Os AINE podem induzir injuria renal aguda (IRA) de duas diferentes maneiras:
hemodinamicamente mediada por nefrite intersticial, freqlientemente acompanhada
de sindrome nefrética (ROSE, 2007). Esses efeitos estdo diretamente relacionados
a redugdo da sintese de PGs induzida pelos AINE, o que influencia o fluxo
sanguineo cortical, a taxa de filtracdo glomerular e a excregédo de agua e eletrélitos
(ROSE, 2007; LUZ, 2003). A inibicdo de PGs na presenca de AINE pode causar
isquemia e dano renal, sob condi¢gdes de diminuigdo do volume efetivo circulante
(LUZ, 2003; KUMMER & COELHO, 2002).

Sugere-se que a incidéncia global de nefrotoxicidade associada ao AINE é
pequena e o risco de disfungéo renal tem sido motivo de controvérsia (LUZ, 2003).
Idosos, pacientes com insuficiéncia cardiaca, doencas renais prévias, diabéticos,
cirréticos, hipovolémicos sao pacientes nos quais o uso de AINE implica em maior
incidéncia e gravidade dos efeitos colaterais renais por encontrarem-se em maior
dependéncia das PGs renais vasodilatadoras para o adequado funcionamento
desse 6rgado (KUMMER & COELHO, 2002).

O fato do avanco da idade estar associado com o declinio progressivo da fungao
renal gera sérias implicagbes para a seguranca no uso de antiinflamatérios em
pacientes idosos. Ja em adultos jovens, sem historia prévia de alteragdes renais,
os AINE nado parecem interferir na funcdo deste 6rgdo podendo ser indicados
sempre que necessario (KUMMER & COELHO, 2002; WHELTON, 2001).
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Os AINE convencionais podem ocasionar edema e retengao de sal, os quais estao
entre os mais comuns efeitos adversos AINE-associados envolvendo o rim
(KUMMER & COELHO, 2002; WHELTON, 2001).

Os AINE podem ainda interferir na hemostasia causando edema, hipercalemia e

comprometimento do efeito natriurético dos diuréticos (LUZ, 2003).

Apesar do risco de toxicidade renal associada com o uso de AINE convencionais
ser relativamente baixa, cerca de 5% dos pacientes em uso de tais agentes podem
desenvolver uma ou mais das complicagcbes renais descritas previamente. Tal
estimativa pode aumentar principalmente diante de fatores de risco (KUMMER &
COELHO, 2002; WHELTON, 2001) como as doengas anteriormente citadas.

No entanto, Lee (2007) relatou que a redugao da funcao renal causada pelo DCF é
transitéria em pacientes que apresentavam funcido renal normal no periodo pré-
operatdrio e que, entdo, este fato ndo deveria representar impedimento para o uso

de tal medicamento.

No presente estudo, como forma de continuidade dos estudos envolvendo o
complexo DCF Zn, foi investigado um possivel efeito desse complexo sobre a
funcao renal de ratos com injuria renal aguda induzida pelo antibiético gentamicina
(GM).

Cabe ressaltar que foi realizado o depdsito da patente do complexo diclofenaco-
zinco (DCF Zn) pela CTIT/UFMG (n° P10208523-2) junto ao INPI.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do composto DCF Zn (CTIT/UFMG/INPI/P10208523-2) sobre a

funcao renal de ratos com necrose tubular aguda (NTA) induzida por gentamicina.

2.2 Objetivos especificos

Comparar o efeito do tratamento com DCF livre, DCF associado ao acetato de
Zinco e do complexo DCF Zn sobre parametros de funcédo renal (filtracao
glomerular, reabsorgcao de agua e eletrdlitos, entre outros) em ratos com disfungao

renal induzida pela gentamicina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Farmacos

¢ Diclofenaco de sddio (Galena Quimica Farmacéutica) Lote: GAL0O71013-5

¢ Diclofenaco-zinco — foi sintetizado pelo Prof. Ricardo José Alves do Lab. de
Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG. A analise
elementar do complexo foi feita pela “Central Analitica do Instituto de
Quimica da USP”

e Acetato de zinco (Sigma)

e Carboximetilcelulose - sal sodico (Synth®) Lote: 119902

e Solugdo fisiologica de cloreto de sodio a 0,9%

e Sulfato de Gentamicina 4% (Gentomicin® - Syntec)

e Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazin® - Syntec)

e Cloridrato de Cetamina 10% (Ketamin® - Syntec)

Complexo Diclofenaco-Zinco (DCF Zn)

Cl

Cl H

Formula Molecular: C,gH20CisN2O4Zn

Peso Molecular: 655,65
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3.2 Equipamentos

e Balancga analitica (Sartorius® — TE214S)

e Gaiolas metabdlicas

e Analisador automatico VITROS® 250/350, 950 (Ortho Clinical Diagnostics,

Johnson & Johnson)

3.3 Animais

Para o desenvolvimento desse trabalho foram utilizados ratos da linhagem Wistar,
machos, pesando entre 250 e 300 g, provenientes do Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Desde o nascimento, os animais foram mantidos sob um ciclo de claridade
- escuriddo sendo, 14 h de claridade e 10 h de escuriddo, recebendo agua e
alimentacgao ad libitum. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com
o Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal
de Minas Gerais (protocolo 177/2008).

3.4 Protocolos experimentais

O estudo envolveu a formagao de 7 grupos experimentais contendo, no inicio, 6
ratos/grupo. Nestes grupos, foi avaliado o grau de nefrotoxicidade do DCF livre,
DCF associado ao acetato de zinco (AcZn) e do complexo diclofenaco-zinco
(DCF Zn). Para isto, foi utilizado um modelo de injuria renal aguda, induzida pelo
antibiético gentamicina (GM). A dose diaria de GM foi de 80 mg/kg dividida em 2
doses de 40 mg/kg (via intraperitoneal, 2 vezes/dia, por 5 dias). Ao término da
indugdo de IRA, os compostos a serem estudados foram administrados,
diariamente (1 vez/dia), por 7 dias, de acordo com o0s grupos experimentais

correspondentes.
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Os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas durante 3 dias
para aclimatacdo e, em seguida, foram tratados com GM (40 mg/kg/dia, 2
vezes/dia, 0,1 ml/100g de peso corporal da solugdo 40 mg/ml), por 5 dias. Os
animais receberam GM (40 mg/kg), subcutaneamente (s.c.), 2 vezes ao dia (as 9h
e as 17h) sendo que no primeiro dia foi aplicada dose unica (dose de ataque, 80
mg/kg). Os ratos do grupo 1 foram submetidos ao mesmo procedimento

recebendo, no entanto, injecdo de NaCl 0,9% (0,1 ml/100 g de peso corporal).

Durante os periodos de aclimatagao, de indugao da IRA (5 dias) e de tratamento (7
dias), o volume de urina, a ingestdo de agua e o peso dos animais foram medidos
diariamente. Para analises posteriores, uma aliquota de urina (1 ml) foi coletada em
tubos de microcentrifuga (tipo eppendorf) e armazenada a -20 °C. No fim da
aclimatacao (3 dias), deu-se inicio a administracdo de GM nos ratos dos grupos 2 a
7, por 5 dias (dia zero, DO). Em seguida, iniciou-se o tratamento, por 7 dias, com

DCF, DCF mais concentragdes crescentes de AcZn ou com o complexo DCF Zn.

No dia zero (DO, fim da administragdo de GM ou NaCl 0,9% no grupo 1 e inicio do
tratamento com os compostos), dia 4 (D4, quarto dia pds-inicio do tratamento com
os compostos) e dia 8 (D8, um dia apds o término do tratamento que durou 7 dias),
aproximadamente, 1 ml de sangue foi coletado de uma veia da cauda para
posteriores determinacdes laboratoriais. Nestes mesmos dias, amostras de urina
também foram coletadas para analises laboratoriais similares as realizadas no

sangue.

Para a obtengao do plasma, o sangue foi centrifugado a 4000 rpm, por 10 min, a
temperatura ambiente. As amostras de urina e plasma foram armazenadas a -20°C
até o momento das dosagens laboratoriais. O quadro a seguir, sumariza o

protocolo experimental utilizado.
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Coleta de sangue e urina Coleta de sangue e urina Coleta dos

rins

DO D4 DAV

01 2 3 456 7 81 2 3 45 6 7 8 (Dias)
~— Y
— \_Y_/
Y )\ J Tratamento, por 7
M dias, com NaCl 0,9% Sacrificio
Aclimatacdo NaCl 0,9% ’ ,9%
ou GM ou compostos

Para analisar as alteracbes morfolégicas decorrentes da IRA e dos possiveis
efeitos do tratamento, ao término do protocolo experimental, os animais foram
anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg, intra-peritoneal) e colocados em
decubito dorsal sobre uma mesa. Uma incisédo longitudinal no abdome foi realizada
e as visceras abdominais foram deslocadas de modo que o rim direito ficasse
exposto. Com auxilio de uma tesoura, os rins direito e esquerdo foram removidos e
decapsulados. Os rins direito e esquerdo foram colocados em solugao de formol
tamponado a 10% sendo, em seguida, encaminhados para o Laboratério de
Patologia Comparada - ICB/UFMG, onde foram submetidos as técnicas
convencionais de coloragdo (eosina-hematoxilina) para analises histologicas dos

mesmos.

3.5 Grupos experimentais

A Tabela 1 sumariza os procedimentos durante o periodo de indug¢ao da IRA com
GM e o tratamento posterior com DCF livre, DCF associado ao AcZn e o complexo
DCF Zn.
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Tabela 1. Sumario dos grupos experimentais utilizados no estudo.

Grupos Procedimento durantea  Procedimento durante o tratamento
inducéo da IRA

1 (SAL-CMC) NaCl 0,9% CMC (0,5 ml/100g)
2 (GM-CMC) GM (80 mg/kg/dia) CMC (0,5 ml/100g)
3 (GM-DCF) GM (80 mg/kg/dia) DCF (10mg/kg) em CMC (0,5 ml/100 g)
4 (GM-DCF+AcZn3,35) GM (80 mg/kg/dia) DCF (10mg/kg) + AcZn (3,35mg/kg) em CMC
(0,5 ml/100ml)
5 (GM-DCF+AcZn6,7) GM (80 mg/kg/dia) DCF (10mg/kg) + AcZn (6,7mg/kg) em CMC
(0,5 ml/100ml)
6 (GM-DCF+AcZn13,4) GM (80 mg/kg/dia) DCF 10mg/kg) + AcZn (13,4mg/kg) em CMC
(0,5 ml/100ml)
7 (GM-DCF Zn) GM (80 mg/kg/dia) DCF Zn (11 mg/kg) em CMC (0,5 ml/100ml)

3.5.1 Detalhamento dos grupos experimentais

Grupo 1 (controle): os ratos foram injetados, intraperitonealmente, com NaCl 0,9%
(0,1 ml/100g de peso corporal), 2 vezes/dia, por 5 dias. Em seguida, receberam, via
oral (gavagem), 0,5 ml de suspensao de carboximetilcelulose (CMC) a 0,5% para

cada 100 g de peso do animal, 1 vez/dia, por 7 dias.

Grupo 2: os ratos foram injetados, intraperitonealmente, com GM (40 mg/kg/dia,
0,1ml/100g de peso corporal), 2 vezes/dia, por 5 dias sendo, o 1° dia, dose Unica
(dose de ataque). Em seguida, receberam, via oral (gavagem), 0,5 ml de
suspensao de CMC a 0,5% para cada 100 g de peso do animal, 1 vez/dia, por 7

dias.

Grupo 3: os ratos foram injetados, intraperitonealmente, com GM (40 mg/kg/dia,
0,1ml/100g de peso corporal), 2 vezes/dia, por 5 dias sendo, o 1° dia, dose Unica
(dose de ataque). Em seguida, receberam via oral (gavagem), DCF de sédio (10
mg/kg) em 0,5 ml de suspensdo de CMC a 0,5% para cada 100 g de peso do

animal, 1 vez/dia, por 7 dias.

Grupo 4: os ratos foram injetados, intraperitonealmente, com GM (40 mg/kg/dia,

0,1ml/100g de peso corporal), 2 vezes/dia, por 5 dias sendo, o 1° dia, dose Unica
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(dose de ataque). Em seguida, receberam via oral (gavagem), DCF de sddio (10
mg/kg) mais AcZn (3,35 mg/kg) em 0,5 ml de suspensao de CMC a 0,5% para cada

100 g de peso do animal, 1 vez/dia, por 7 dias.

Grupo 5: os ratos foram injetados, intraperitonealmente, com GM (40 mg/kg/dia,
0,1ml/100g de peso corporal), 2 vezes/dia, por 5 dias sendo, o 1° dia, dose unica
(dose de ataque). Em seguida, receberam via oral (gavagem), DCF de sddio (10
mg/kg) mais AcZn (6,7 mg/kg) em 0,5 ml de suspensdo de CMC a 0,5% para cada

100 g de peso do animal, 1 vez/dia, por 7 dias.

Grupo 6: os ratos foram injetados, intraperitonealmente, com GM (40 mg/kg/dia,
0,1ml/100g de peso corporal), 2 vezes/dia, por 5 dias sendo, o 1° dia, dose unica
(dose de ataque). Em seguida, receberam via oral (gavagem), DCF de sddio (10
mg/kg) mais AcZn (13,4 mg/kg) em 0,5 ml de suspensdo de CMC a 0,5% para cada

100 g de peso do animal, 1 vez/dia, por 7 dias.

Grupo 7: os ratos foram injetados, intraperitonealmente, com GM (40 mg/kg/dia,
0,1ml/100g de peso corporal), 2 vezes/dia, por 5 dias sendo, o 1° dia, dose Unica
(dose de ataque). Em seguida, receberam via oral (gavagem), de DCF Zn (11
mg/kg) em 0,5 ml de suspensdo de CMC a 0,5% para cada 100 g de peso do

animal, 1 vez/dia, por 7 dias.

3.6 Procedimentos analiticos para avaliacdo da funcao renal

Os procedimentos analiticos foram executados através de ensaios MicroSlide™
VITROS® da Ortho Clinical Diagnostics da Johnson & Johnson, nos Sistemas

Quimicos VITROS 250/350, 950 e de acordo com as instrugdes do fabricante.

As seguintes dosagens foram feitas no plasma: glicose, uréia, creatinina, sodio e
potassio. E na urina foram dosados: glicose, uréia, creatinina, sodio, potassio e

enzima gama glutamil transferase (gama GT).

A Tabela 2 sumariza as dosagens laboratoriais e os tipos de reag¢des envolvidas

nas mesmas.
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Tabela 2. Sumario dos testes bioquimicos utilizados no experimento

Testes Tipo de reacéao
Glicose colorimétrico
Uréia colorimétrico
Creatinina enzimatico de 2 pontos
Sédio potenciométrico
Potassio potenciométrico
Gama GT cinético de pontos multiplos
Microalbumindria colorimétrico

3.6.1 Osmolalidade

A osmolalidade sanguinea (Osm) e urinaria foram calculadas utilizando-se a
férmula abaixo, de acordo com instrugdes da Ortho Clinical Diagnostics da Johnson

& Johnson company.
Formula:

Osm = ([Na'] x 1,86) + ([glicose]/18) + BUN/2,8

O Ritmo de Filtragao Glomerular (RFG) foi determinado de acordo com a seguinte

equacao:

RFG (ml/min)= ([Creatinina] urina X Fluxo urinario ) / [Creatinina] piasma

Conhecendo-se as concentragdes plasmaticas e urinarias de Na® e K, alguns

parametros puderam ser quantitativamente avaliados, conforme as equacoes:
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QF =[Na+ ou K+]plasma x RFG QE = [Na+ ou K+Jurina x FU
FENa+ (%) = QE Na+/QFNa+ x 100 FEk+ (%) = QEK+/QFK+ x 100

FEnzo (%6) = FU/RFG x 100

[ 1], concentracgéo;

¢ RFG, ritmo de filtracdo glomerular;
e FU, fluxo urinario;

e QF, quantidade filtrada;

¢ QE, quantidade excretada;

e FE, fracdo de excrecao.

3.7 Analise morfolbégica renal

Rins direitos dos ratos (3) de cada grupo foram sorteados ao acaso para a analise
histologica. Técnicas convencionais de coloragdo (Hematoxilina-eosina) foram
usadas na preparacao das laminas. O corte dos blocos foram nao seriados com a

intencao de visualizacao de diferentes néfrons.

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrédo da média (X + EPM). De
acordo com a adequacao, os dados foram analisados por One-way ANOVA
(seguida de teste de Newman-Keuls) e Two-way ANOVA (seguida de teste de
Bonferroni). Quando conveniente, o teste “t” para amostras ndo pareadas também

foi utilizado.
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4 RESULTADOS

Neste trabalho foi investigado um possivel efeito do composto DCF Zn sobre
diversos parametros de fungao renal em ratos com necrose tubular aguda (NTA)
induzida pela GM. Em tal estudo, esse possivel efeito foi comparado ao efeito do
DCF livre e do DCF livre associado ao acetato de zinco em 3 concentragoes
distintas. O estudo foi composto por 7 grupos experimentais, sendo que apenas um
grupo (grupo |, controle) foi constituido por animais normais e tratados apenas com
CMC, o veiculo utilizado para o preparo das substidncias aqui testadas.
Inicialmente, é importante ressaltar que a CMC nao promoveu qualquer alteragcao
em nenhum dos parametros analisados tanto nos animais do grupo controle,
quanto naqueles do grupo com NTA induzida pela GM. Os 6 grupos restantes
foram compostos por ratos com NTA induzida por GM e posteriormente tratados,
por 7 dias com as substancias e associagdes ja citadas acima. A avaliacdo das
possiveis alteragdes provocadas pelo tratamento que teve duracdo de 7 dias, foi
feita no 4° (D4) e 8° dias (D8) significando, neste ultimo, que a avaliagao foi

realizada no dia seguinte ao término do tratamento.

4.1 Aspectos Gerais

A Figura 1A mostra que o processo de indugédo de NTA com GM, por si sé, ndo
afetou o peso corporal dos animais e a administracdo de CMC n&o modificou esse
parametro nem no grupo controle, nem no grupo com NTA (Fig. 1B). Também, o
tratamento, avaliado no 4° e 8° dias apds o inicio do tratamento, com DCF livre e
com DCF associado a 3 doses de acetato de zinco ndo produziu qualquer efeito
sobre o peso corporal de ratos com injuria renal induzida pela GM. Igualmente, o
composto DCF Zn ndo apresentou nenhuma alteracao detectavel no peso corporal,
quer seja quando comparado aos animais que receberam apenas GM, quer seja
quando comparado com os ratos com NTA induzida por GM e tratados com DCF

livre ou DCF associado ao acetato de zinco (Fig. 1C).
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Figura 1. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre o peso corporal de ratos com NTA induzida
pela gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias, n = 36)
para indugcdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL, aclimatacgao
(n=42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g) sobre o peso
corporal de ratos normais (SAL-CMC, n = 6) e ratos com NTA (GM-CMC, n =6). O
peso corporal foi avaliado no 4° dia de tratamento (D4) e no dia seguinte ao final do
mesmo (D8). C, comparagao do efeito do tratamento (7 dias), sobre o peso
corporal de ratos com NTA mais DCF livre (10 mg/kg, n = 3-6), DCF livre (10
mg/kg) associado ao acetato de zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 3-6 , 6,7 mg/kg, n= 6
e 13,4 mg/kg, n = 3-6) e DCF Zn (11 mg/kg, n = 4-7). O peso corporal foi avaliado
nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em B. DO, aproximadamente 24 h
apoés o término da administracao de GM. CMC, carboximetilcelulose.

Similarmente ao observado para o peso corporal, a ingestdo de agua também nao

foi afetada em nenhum grupo experimental sob estudo (Fig. 2A a 2C).
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Figura 2. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre a ingestdo de agua por ratos com NTA
induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias,
n = 33) para inducdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL,
aclimatacéo (n= 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g)
sobre a ingestdo de agua por ratos normais (SAL-CMC, n = 6) e ratos com NTA
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(GM-CMC, n = 4-33). A ingestdo de agua foi avaliada no 4° dia de tratamento (D4)
e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C comparagéao do efeito do tratamento (7
dias), sobre a ingestdo de agua por ratos com NTA mais DCF livre (10 mg/kg, n =
3-6), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 3-
6, 6,7 mg/kg, n = 6 e 13,4 mg/kg, n = 3-6) e DCF Zn (11 mg/kg, n = 4-6). A
ingestado de agua foi avaliada nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em B.
DO, aproximadamente 24 h apdés o término da administracdo de GM. CMC,
carboximetilcelulose.

Quando o balango hidrico (FU/agua ingerida x 100) (Fig. 3A) foi analisado,
observou-se que a GM, por si s6, causou aumento do mesmo em comparagao aos
animais durante a aclimatagao ou aos animais que receberam apenas salina (grupo
controle). Na Fig. 3B pode-se observar que o balango hidrico no grupo com NTA e
que recebeu CMC, por 4 dias (D4) foi estatisticamente diferente do grupo controle
que também recebeu CMC. Nenhuma alteracao significativa foi observada nos

demais grupos experimentais (Fig. 3C).
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Figura 3. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre o balanco hidrico em ratos com NTA induzida
pela gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias, n = 33)
para indugcdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL, aclimatacao
(n= 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g) sobre o
balango hidrico em ratos normais (SAL-CMC, n = 3-6) e ratos com NTA (GM-CMC,
n = 4-33). O balango hidrico foi avaliado no 4° dia de tratamento (D4) e no dia
seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparacao do efeito do tratamento (7 dias),
sobre o balango hidrico em ratos com NTA e DCF livre (10 mg/kg, n = 3-6), DCF
livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 3-6 , 6,7
mg/kg, n = 6 e 13,4 mg/kg, n = 3-6) e DCF Zn (11 mg/kg, n = 4-6). O balango foi
avaliado nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em B. DO, aproximadamente
24 h apos o término da administracdo de GM. CMC, carboximetilcelulose. *p <0,05
vs ACL ou SAL; #p < 0,05 vs SAL no mesmo dia de tratamento (D4).
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4.2 Avaliacao da funcao renal

A Figura 4 mostra que a GM, por si s6, aumentou a concentragdo plasmatica de
creatinina (Fig. 4A), o qual persistiu até o 4° dia de tratamento com CMC (4 dias
apos a interrupcado da administracdo de GM) (Fig. 4B). Nos grupos tratados com
DCF livre, com DCF associado a 3 doses de acetato de zinco e no grupo tratado
com o composto DCF Zn, a creatinina plasmatica apresentou-se elevada no 4° dia
de tratamento (D4) com relagcé&o ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig. 4C). No
entanto, a creatinina nao foi estatisticamente diferente quando os grupos foram
comparados no mesmo dia de tratamento (Fig. 4C, D4). Ap6és o término do
tratamento (D8), a creatinina plasmatica retornou a valores similares aos
observados no DO (Fig. 4C, D8).
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Figura 4. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre a creatinina plasmatica em ratos com NTA
induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias,
n = 36) para indugdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL,
aclimatacéo (n= 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g)
sobre a creatinina plasmatica em ratos normais (SAL-CMC, n = 6) e ratos com NTA
(GM-CMC, n = 5-36). A creatinina plasmatica foi avaliada no 4° dia de tratamento
(D4) e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparagdo do efeito do
tratamento (7 dias), sobre a creatinina plasmatica em ratos com NTA e DCF livre
(10 mg/kg, n = 3-6), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco (AcZn 3,35
mg/kg, n = 3-6 , 6,7 mg/kg, n = 4-6 e 13,4 mg/kg, n = 6) e DCF Zn (11 mg/kg, n =
5-6). A creatinina foi avaliada nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em B.
DO, aproximadamente 24 h apdés o término da administra(é‘éo de GM. CMC,
carboximetilcelulose. *p <0,05 vs ACL ou SAL (A) e vs DO (B); "p < 0,05 vs SAL no
mesmo dia de tratamento (B, D4).
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Conforme pode ser observado pela Figura 5, a GM, por si sé, reduziu o ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) tanto quando comparado ao periodo de aclimatagao,
como ao grupo controle Fig. 5A). A queda no RFG foi persistente podendo ser
observada no 4° (D4) e 8° (D8) dias pos-inicio do tratamento com CMC, veiculo
utilizado para o preparo dos composto testados (Fig. 5B). Nos grupos tratados com
DCF livre e com DCF associado a 3 doses de acetato de zinco, embora tenha
havido, em alguns grupos, tendéncia de queda do RFG no 4° (D4) e 8° dias (D8)
de tratamento com relagdo ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig. 5C), a
mesma nao alcangou significancia estatistica. O RFG também néao foi
estatisticamente diferente quando os grupos foram comparados no mesmo dia de
tratamento (D4 ou D8, Fig. 5C). Perfil semelhante foi observado no grupo tratado
com o composto DCF Zn no 4° (D4) e 8° (D8) dias pds-inicio de tratamento com

relacdo ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig. 5C).
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Figura 5. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre o RFG em ratos com NTA induzida pela
gentamicina (GM). A, efeito da administracdo apenas de GM (5 dias, n = 36) para
indugdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 5); ACL, aclimatagdo (n=
42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g) sobre o RFG em
ratos normais (SAL-CMC, n = 3-5) e ratos com NTA (GM-CMC, n = 6-36). O RFG
foi avaliado no 4° dia de tratamento (D4) e no dia seguinte ao final do mesmo (D8).
C, comparacgao do efeito do tratamento (7 dias), sobre o RFG em ratos com NTA e
DCEF livre (10 mg/kg, n = 3-4), DCEF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco
(AcZn 3,35 mg/kg, n = 3-5, 6,7 mg/kg, n = 3-6 e 13,4 mg/kg, n = 4-6) e 0 complexo
DCF Zn (11 mg/kg, n = 4-6). O RFG foi avaliado nos mesmos dias (D4 e D8) como
ja descrito em B. DO, aproximadamente 24 h apds o término da administragdo de
GM. CMC, carboximetilcelulose. *p <0,05 vs ACL ou SAL (A) e vs DO (B); *p < 0,05
vs SAL no mesmo dia de tratamento (B, DO, D4 e D8).
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A GM, por si s6, aumentou o fluxo urinario (FU) tanto quando comparado ao
periodo de aclimatacdo, como ao grupo controle Fig. 6A). O aumento no FU
persistiu e pdéde ainda ser observado no 4° (D4) dia apds o inicio do tratamento
com CMC (Fig. 6B). Nos grupos tratados com DCF livre e com DCF associado a 3
doses de acetato de zinco, nenhuma alteragao significativa foi detectada nem no 4°
(D4), nem no 8° dias (D8) pds-inicio do tratamento com relagdo ao DO (antes do
inicio do tratamento) (Fig. 6C). O FU também nao foi estatisticamente diferente
quando os grupos foram comparados dentro do mesmo dia apds o inicio do
tratamento (D4 ou D8, Fig. 6C). Perfil semelhante foi observado no grupo tratado
com o complexo DCF Zn no 4° (D4) e 8° (D8) dias ap6s o inicio de tratamento com
relacdo ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig. 6C) ou dentro do mesmo dia
pés-inicio do tratamento (D4 ou D8, Fig. 6C).
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Figura 6. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre o FU em ratos com NTA induzida pela
gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias, n = 33) para
indugdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL, aclimatagao (n=
42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g) sobre o FU em
ratos normais (SAL-CMC, n = 3-6) e ratos com NTA (GM-CMC, n = 6-33). O FU foi
avaliado no 4° dia de tratamento (D4) e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C,
comparagao do efeito do tratamento (7 dias), sobre o FU em ratos com NTA e
DCEF livre (10 mg/kg, n = 4-6), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco
(AcZn 3,35 mg/kg, n = 4-6, 6,7 mg/kg, n = 3-6 e 13,4 mg/kg, n = 5-6) e DCF Zn (11
mg/kg, n = 5-6). O FU foi avaliado nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em
B. DO, aproximadamente 24 h apdés o término da administragcdo de GM. CMC,
carboximetilcelulose. *p <0,05 vs ACL ou SAL (A); *p < 0,05 vs SAL no mesmo dia
de tratamento (B, DO e D4).
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A Figura 7 mostra que a GM, por si s6, aumentou a fragdo de excrecado de agua
(Fig. 7A), tanto em comparacdo com a fragdo no periodo de aclimatagdo, como
com o grupo controle (SAL). Essa fragdo aumentada ainda persistia no 4° (D4) e 8°
(D8) dias apds o inicio do tratamento com CMC (4 dias apds a interrupgdo da
administracao de GM) (Fig. 7B). Nos grupos tratados com DCF livre e com DCF
associado a 3 doses de acetato de zinco, a fracdo de excrecdo de agua
apresentou-se modificada, de forma distinta, em alguns desses grupos. Por
exemplo, no grupo GM-DCF + AcZn 3,35, a fragao estava elevada, no 4° dia apds o
inicio do tratamento (D4) em relagdo ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig.
7C), enquanto que a mesma encontrava-se diminuida no grupo GM-DCF + AcZn
13,7 em comparagao ao grupo GM-CMC, no mesmo tempo (D4). Apos o término
do tratamento (D8), a fracdo de excregado de agua retornou a valores similares aos
observados no DO (Fig. 7C, D8). O tratamento com o complexo DCF Zn (grupo
GM-DCF Zn), no 4° (D4) e 8° dias do tratamento (D8) nao afetou significativamente
a excrecao de agua com relagao ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig. 7C),
nem quando os grupos foram comparados nos mesmos dias de tratamento (D4 e
D8, Fig. 7C).
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Figura 7. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre a fragdo de excre¢cdo de agua em ratos com
NTA induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administragao apenas de GM (5
dias, n = 36) para indugédo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL,
aclimatacao (n = 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g)
sobre a fragdo de excregédo de agua em ratos normais (SAL-CMC, n = 3-5) e ratos
com NTA (GM-CMC, n = 6-36). A fragao de excrecao de agua foi avaliada no 4° dia
de tratamento (D4) e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparagéao do
efeito do tratamento (7 dias), sobre a fracdo de excre¢do de agua em ratos com
NTA e DCF livre (10 mg/kg, n = 3-4), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de
zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 3-4, 6,7 mg/kg, n = 3-6 e 13,4 mg/kg, n = 4-5) e 0
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complexo DCF Zn (11 mg/kg, n = 4-6). A fracado de excregao de agua foi avaliada
nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em B. DO, aproximadamente 24 h
apos o término da administragdo de GM. CMC, carboximetilcelulose. *p <0,05 vs
ACL ou SAL (A); *p < 0,05 vs SAL no mesmo dia de tratamento (B, DO, D4 e D8).

Conforme pode ser observado pela Figura 8, a GM, por si s6, aumentou a fragao
de excregédo de Na* (Fig. 8A), tanto em comparagdo com a fragdo no periodo de
aclimatacéo, como com a fragdo no grupo controle (SAL). Esta fragdo aumentada
ainda persistia no 4° (D4) e 8° (D8) dias apds o inicio do tratamento com CMC (4
dias apods a interrupgado da administracdo de GM) (Fig. 8B). Nos grupos tratados
com DCF livre e com DCF associado a 3 doses de acetato de zinco, embora tenha
havido, em alguns grupos, tendéncia de queda da fragéo de excre¢éo de Na* no 4°
(D4) e 8° dias (D8) de tratamento com relacdo ao DO (antes do inicio do
tratamento) (Fig. 8C), a mesma nao alcangou significancia estatistica. A fragdo de
excrecdo de Na' também ndo foi estatisticamente diferente quando os grupos
foram comparados no mesmo dia de tratamento (D4 ou D8, Fig. 8C). Perfil
semelhante foi observado no grupo tratado com o complexo DCF Zn no 4° (D4) e
8° (D8) dias apos o inicio de tratamento com relagdo ao DO (antes do inicio do
tratamento) (Fig. 8C). Também nao foi observada nenhuma diferenga quando os

grupos foram comparados no mesmo dia de tratamento (D4 ou D8, Fig. 8C).
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Figura 8. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre a fracdo de excrecdo de Na® em ratos com
NTA induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administragao apenas de GM (5
dias, n = 24) para indugédo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 5); ACL,
aclimatacao (n = 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g)
sobre a fragéo de excregéo de Na* em ratos normais (SAL-CMC, n = 3-6) e ratos
com NTA (GM-CMC, n = 3-24). A fragdo de excrecdo de Na* foi avaliada no 4° dia
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de tratamento (D4) e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparagao do
efeito do tratamento (7 dias), sobre a fragdo de excrecdo de Na* em ratos com
NTA e DCEF livre (10 mg/kg, n = 3), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de
zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 3-5, 6,7 mg/kg, n = 3-5 e 13,4 mg/lkg, n = 4) e o
complexo DCF Zn (11 mg/kg, n = 3-5). A fracdo de excrecdo de Na" foi avaliada
nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em B. DO, aproximadamente 24 h
apos o término da administracdo de GM. CMC, carboximetilcelulose. *p < 0,05 vs
ACL ou SAL (A); *p < 0,05 vs SAL no mesmo dia de tratamento (B, DO, D4 e D8).

A excrecdo urinaria do K estd mostrada na Figura 9. Semelhantemente a excregéo
do Na*, a GM, por si s6, aumentou a fragdo de excregédo de K* (Fig. 9A), tanto em
comparagao com a fragao no periodo de aclimatagdo, como com a fragdo no grupo
controle (SAL). Essa fragdo aumentada ainda persistia no 4° (D4) e 8° (D8) dias
apos o inicio do tratamento com CMC (4 dias apds a interrupgdo da administragao
de GM) (Fig. 9B). Nos grupos tratados com DCF livre e com DCF associado a 3
doses de acetato de zinco, embora tenha havido, em alguns grupos, uma tendéncia
de queda da fragdo de excrecdo de K no 4° (D4) e 8° dias (D8) de tratamento com
relacdo ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig. 9C), a mesma n&o alcangou
significancia estatistica. A fragdo de excre¢do de K' também n&o foi
estatisticamente diferente quando os grupos foram comparados no mesmo dia de
tratamento (D4 ou D8, Fig. 9C). Perfil semelhante foi observado no grupo tratado
com o complexo DCF Zn principalmente no 4° (D4) dia apés o inicio de tratamento
com relagdo ao DO (antes do inicio do tratamento) (Fig. 9C). Também néo foi
observada nenhuma diferenca quando os grupos foram comparados no mesmo dia
de tratamento (D4 ou D8, Fig. 9C).
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Figura 9. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre a fracdo de excrecdo de K* em ratos com NTA
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induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias,
n = 36) para indugdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 5); ACL,
aclimatacao (n = 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 miI/100 g)
sobre a fragdo de excregdo de K* em ratos normais (SAL-CMC, n = 3-5) e ratos
com NTA (GM-CMC, n = 6-36). A fragéo de excregéo de K* foi avaliada no 4° dia
de tratamento (D4) e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparagao do
efeito do tratamento (7 dias), sobre a fragdo de excrecdo de K em ratos com NTA
e DCF livre (10 mg/kg, n = 3-4), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de
zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 3-5, 6,7 mg/kg, n = 3-6 e 13,4 mg/kg, n = 4-6) e 0
complexo DCF Zn (11 mg/kg, n = 4-6). A fragéo de excregdo de K foi avaliada nos
mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito em B. DO, aproximadamente 24 h apds o
término da administracdo de GM. CMC, carboximetilcelulose. *p < 0,05 vs ACL ou
SAL (A); *p < 0,05 vs SAL no mesmo dia de tratamento (B, DO, D4 e D8).

Conforme pode ser observado pela Figura 10, o clearance osmolar apresentou-se
reduzido tanto no grupo tratado apenas com GM, como no grupo que recebeu
apenas salina (grupo controle) quando em comparagao ao periodo de aclimatagao
(Fig. 10A). Dentro do grupo controle, o clearance osmolar mostrou-se elevado no
8° dia (D8) apds o inicio do tratamento em comparagdo ao DO do mesmo grupo
(Fig. 10B). Ao contrario, o clearance osmolar, no grupo GM-CMC, também estava
bastante diminuido no 8° (D8) dia apds o inicio do tratamento com CMC quando
comparado com o grupo SAL-CMC no mesmo dia (8°) (Fig. 10B). Nos grupos
tratados com DCF livre e com DCF associado a 3 doses de acetato de zinco,
nenhuma alteracéo significativa foi detectada (Fig. 10C). De forma semelhante, o
complexo DCF Zn nao produziu qualquer efeito distinto quando em comparagao
com os demais grupos onde se testou o DCF livre ou em associagdo ao acetato de
zinco (Fig 10C).
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Figura 10. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
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associado ao acetato de zinco sobre o clearance osmolar em ratos com NTA
induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias,
n = 36) para indugdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL,
aclimatacéo (n= 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g)
sobre o clearance osmolar em ratos normais (SAL-CMC, n = 3-6) e ratos com NTA
(GM-CMC, n = 5-36). O clearance osmolar foi avaliado no 4° dia de tratamento (D4)
e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparagao do efeito do tratamento
(7 dias), sobre o clearance osmolar em ratos com NTA e DCF livre (10 mg/kg, n =
4), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 4,
6,7 mg/kg, n = 3-5 e 13,4 mg/kg, n = 5-6) e o complexo DCF Zn (11 mg/kg, n = 5-
6). O clearance osmolar foi avaliado nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito
em B. DO, aproximadamente 24 h apos o término da administragdo de GM. CMC,
carboximetilcelulose. *p <0,05 vs ACL (A) e vs DO do mesmo grupo (B); *p < 0,05
vs SAL no mesmo dia de tratamento (B, D8).

Os resultados obtidos para o clearance de agua livre encontram-se na Figura 11.
Esse parametro mostrou-se menos negativo tanto no grupo tratado apenas com
GM, como no grupo que recebeu apenas salina (grupo controle) quando em
comparagao ao periodo de aclimatacdo (Fig. 11A). Dentro do grupo controle, o
clearance de agua livre mostrou-se mais negativo no 8° dia (D8) apds o inicio do
tratamento (dia apds o término do tratamento) em comparagdo ao DO do mesmo

grupo (Fig. 11B).

Ja dentro do grupo GM-CMC, o clearance de agua livre mostrou-se positivo no 4°
dia e menos negativo no 8° dia (D8) apds o inicio do tratamento (dia apos o término
do tratamento) em comparacdo ao DO do mesmo grupo (Fig. 11B). O clearance de
agua livre, no grupo GM-CMC, mostrou-se bem distinto do que foi observado no
grupo SAL-CMC, apresentando-se positivo no 4° dia (D4) e menos negativo no 8°
(D8) dia apods o inicio do tratamento com CMC quando comparado com o grupo
SAL-CMC nos mesmos dias (4° e 8°) (Fig. 11B).

No grupo com NTA tratado com DCF livre associado ao acetato de zinco (6,7
mg/kg, grupo GM-DCF+AcZn6,7) acentuou ainda mais o efeito da GM, pois, o valor
do clearance de agua livre foi préximo de zero, no D4, quando comparado com o
clearance medido no DO (Fig. 11C). Interessante notar que, ainda no 4° dia, o DCF
livre associado a dose mais alta de acetato de zinco (13,4 mg/kg, grupo GM-
DCF+AcZn13,4), o clearance de agua livre tornou-se mais negativo em
comparagao ao grupo com NTA apenas (GM-CMC, D4) (Fig. 11C) com o valor de
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clearance aproximando-se do valor observado no DO. No 8° dia, nenhuma

alteracao significativa foi detectada em nenhum dos grupos tratados (Fig. 11C).

No tratamento com o complexo DCF Zn (grupo GM-DCF Zn), o clearance de agua
livre tornou-se ligeiramente positivo no 4° dia apds o inicio de tratamento, quando
comparado com o clearance medido no DO (dia antes do inicio do tratamento) (D4,
Fig. 11C) dos animais do com NTA apenas (GM-CMC, D4), com o valor de
clearance também se aproximando do valor observado no DO. No 8° dia, o
complexo DCF Zn nao produziu qualquer efeito distinto quando em comparagao
com o DO ou em comparagdo com os demais grupos testados sendo, o clearance
de agua livre similar aquele obtido com o DCF livre associado ao acetato de zinco
(13,4 mg/kg, grupo GM-DCF+AcZn13,4) (D8, Fig. 11C).
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Figura 11. Efeito do complexo DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre o clearance de agua livre em ratos com NTA
induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administracdo apenas de GM (5 dias,
n = 36) para indugdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL,
aclimatacéo (n= 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g)
sobre o clearance de agua livre em ratos normais (SAL-CMC, n = 3-6) e ratos com
NTA (GM-CMC, n = 5-36). O clearance de agua livre foi avaliado no 4° dia de
tratamento (D4) e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparacgao do efeito
do tratamento (7 dias), sobre o clearance de agua livre em ratos com NTA e DCF
livre (10 mg/kg, n = 4), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco (AcZn
3,35 mg/kg, n =4, 6,7 mg/kg, n = 3-5 e 13,4 mg/kg, n = 5-6) e o complexo DCF Zn
(11 mg/kg, n = 5-6). O clearance de agua livre foi avaliado nos mesmos dias (D4 e
D8) como ja descrito em B. DO, aproximadamente 24 h apds o término da
administracdo de GM. CMC, carboximetilcelulose. *p <0,05 vs ACL (A) e vs DO do
mesmo grupo (B, C e D); *p < 0,05 vs SAL-CMC no mesmo dia de tratamento (B,
D8), *p < 0,05 vs GM-CMC no mesmo dia de tratamento (C, D4).
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4.3 Analise morfoldgica e microalbuminuria

A microalbuminuria (perda de pequenas quantidades de albumina na urina) permite
uma avaliagdo da disfuncdo glomerular nos seus estagios bem iniciais. Por isso,
neste trabalho, foi utilizada a técnica apropriada para a detecgcdo da presenga de
quantidades muito baixas de albumina na urina. A Figura 12 mostra que a GM, por
si s6, aumentou a microalbuminuria (Fig. 12A), aumento este, que persistiu até o 4°
dia de tratamento com CMC (4 dias apds a interrupgcao da administracdo de GM)
(Fig. 12B).

No grupo com NTA tratado com DCF livre associado a dose mais alta de acetato
de zinco (13,4 mg/kg, grupo GM-DCF+AcZn13,4), embora ndo estatisticamente
significante (p = 0,08), a microalbuminuria estava elevada no 4° dia (D4) pos-inicio
do tratamento em comparagao ao DO do grupo com NTA apenas (GM-CMC) (Fig.
12C). No 8° dia, os valores de microalbuminuria foram baixos, porém, nao
diferentes daqueles valores de DO ou D4 (Fig. 12C). O tratamento com o composto
DCF Zn (grupo GM-DCF Zn) n&o afetou a microalbuminuria, no 4° dia pds-inicio de
tratamento, tanto quando comparado com a microalbuminuria medida no DO (dia
antes do inicio do tratamento) em relagdo a medida nos animais com NTA apenas
(GM-CMC, D4) (Fig. 12C). Ja no 8° dia, embora sem significancia estatistica, o
complexo DCF Zn bem como o DCF livre ou associado ao acetato de zinco (13,4
mg/kg, grupo GM-DCF+AcZn13,4) (D8, Fig. 12C) promoveram uma redugao
discreta da microalbuminuria. Esta microalbuminudria, medida no D8, sera

analisada com mais detalhes, a seguir.
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Figura 12. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre a microalbuminuria em ratos com NTA
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induzida pela gentamicina (GM). A, efeito da administragdo apenas de GM (5 dias,
n = 36) para indugdo de NTA; SAL, salina (NaCl 0,9%, controle, n = 6); ACL,
aclimatacao (n = 42). B, efeito do tratamento, por 7 dias com CMC (0,5 ml/100 g)
sobre a microalbuminuria em ratos normais (SAL-CMC, n = 4-6) e ratos com NTA
(GM-CMC, n = 5-36). A microalbuminuria foi avaliada no 4° dia de tratamento (D4)
e no dia seguinte ao final do mesmo (D8). C, comparagao do efeito do tratamento
(7 dias), sobre a microalbuminuria em ratos com NTA e DCEF livre (10 mg/kg, n = 4-
5), DCF livre (10 mg/kg) associado ao acetato de zinco (AcZn 3,35 mg/kg, n = 4-6,
6,7 mg/kg, n = 3-6 e 13,4 mg/kg, n = 4-6) e o complexo DCF Zn (11 mg/kg, n = 4-
6). A microalbuminuria foi avaliada nos mesmos dias (D4 e D8) como ja descrito
em B. DO, aproximadamente 24 h apés o término da administracdo de GM. CMC,
carboximetilcelulose. *p <0,05 vs ACL ou SAL (A) e vs DO no mesmo grupo; *p <
0,05 vs SAL-CMC no mesmo dia de tratamento (B, D4); $p = 0,08 vs DO.

A Figura 13 mostra um scatter plot dos valores de microalbuminuria obtidos nos 7
grupos experimentais no 8° dia apos o inicio do tratamento, um dia apos o término
do tratamento com os diferentes compostos testados. A microalbuminuria no grupo
com NTA apenas (Fig. 13, 2) encontra-se aumentada em relagdo ao grupo controle
(Fig. 13, 1). Apesar da grande dispersdo apresentada em alguns grupos, pode-se
observar que o DCF livre ou a associagdo do DCF com acetato de zinco (3,35 a
13,7 mg/kg) (Fig. 13, 3, 4, 5 e 6) diminuiram a microalbuminuria quando comparada
com os ratos com NTA induzida pela GM (Fig. 13, 2). Por outro lado, a
microalbuminuria observada no grupo que recebeu apenas DCF livre apresentou-
se ligeiramente reduzida quando comparada com os grupos 2 e 4 (Fig. 13). Mas,
este valor ainda foi ligeiramente superior ao observado nos grupos 1 e 7 (Fig. 13).
Embora sem significancia estatistica, a microalbuminudria obtida no grupo tratado
com o complexo DCF Zn foi ligeiramente inferior aguela medida no grupo DCF livre

apenas (Fig. 13, 3) e muito semelhante a observada no grupo controle (Fig. 13, 1).
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Figura 13. Efeito do novo complexo DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre a microalbumindria em ratos com NTA
induzida pela gentamicina (GM). Os simbolos representam valores individuais de
microalbuminuria obtidos no 8° dia apds o inicio do tratamento por 7 dias, com as
substéancias sob estudo.

Finalmente, a analise histopatolégica renal dos ratos do grupo 1 (SAL-CMC,
controle) mostrou aspecto morfolégico normal, com preservagao da arquitetura do
parénquima renal. Nos animais do grupo 2 (GM-CMC), o epitélio tubular proximal
mostrou-se vacuolizado e/ou aciddéfilo com contragdo nuclear, caracterizando
necrose tubular focal. Também foi observada nefrite intersticial cronica focal e
difusa constituida por infiltrado inflamatério de células mononucleares. O mesmo
aspecto histopatolégico do grupo 2 foi observado nos animais do grupo 3 (GM-
DCF), contudo, de maior intensidade e com a presenga de hemorragia, cilindros
hematicos e hialinos (Fig. 14A). Nos animais do grupo 4 (GM-DCF + AcZn 3,35), o
aspecto histopatologico foi semelhante ao observado nos rins de ratos do grupo 3
(Fig. 14B). As alteracdes renais encontradas nos animais do grupo 3 mostraram-se
moderadamente reduzidas nos animais dos grupos 5 (GM-DCF + AcZn 6,7) e 6
(GM-DCF + AczZn 13,4 (Fig. 14C). Os animais do grupo 7 (GM-DCF Zn)
apresentaram redugdo do infiltrado inflamatério e dos fendmenos regressivos
quando comparado com os animais do grupo 3 e 4, com aspecto equivalente ao

intermediario entre os grupos 2 e 3 (Fig. 14D).



49

Figura 14. Efeito do novo composto DCF Zn comparado ao efeito do DCF livre ou
associado ao acetato de zinco sobre o aspecto morfolégico de rins de ratos com
NTA induzida pela gentamicina (GM). A, Rim de rato com NTA tratado com DCF
livre (10 mg/kg, grupo GM-DCF). Observa-se nefrite intersticial crénica,
caracterizada por intenso infiltrado inflamatdrio, predominantemente mononuclear,
e necrose tubular focal em parénquima renal. B, Rim de rato com NTA tratado com
DCEF livre associado ao acetato de zinco (3,35 mg/kg, grupo GM-DCF+AcZn3,35).
Neste grupo, o aspecto histopatolégico foi semelhante ao mostrado em A. C,
Processo inflamatério e alteracbes celulares moderadas, em comparagdao ao
apresentado em A e B, em rins de ratos dos grupos GM-DCF+AcZn6,7 e GM-
DCF+AcZn13,4. D, Rim de rato com NTA tratado com DCF Zn (11 mg/kg).
Observa-se nefrite e necrose discretas com reducdo do infiltrado inflamatorio
quando comparado ao mostrado em A, B e C. Hematoxilina & Eosina. X100.
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5 DISCUSSAO

A busca por antiinflamatérios seguros continuam sendo de grande interesse
constituindo alvo de muitos trabalhos de pesquisa. Uma das alternativas para se
buscar esses medicamentos com baixos indices de rea¢des adversas tem sido por
rearranjo molecular de farmacos com atividade farmacoldgica ja comprovada

(GARNER, 1992), processo conhecido como inovagao incremental.

O diclofenaco (DCF) é um farmaco largamente prescrito e comercializado.
Entretanto, apresenta grande incidéncia de reagdes adversas, principalmente
ulceracgao e intolerancia gastrointestinal, o que torna limitante sua prescricdo como
antiinflamatério (MULLER et al., 2004; JONES, 2001; HAWKEY et al., 2000;
McCARTHY,1998; ANDRADE,1998).

Uma das alternativas para diminuir os efeitos adversos gastrointestinais do DCF
tem sido o uso simultaneo do cloreto de zinco, sulfato de zinco ou acexamato de
zinco. Todas as associagdes apresentaram efeito gastroprotetor satisfatorio,
entretanto, o uso simultdneo de medicamentos torna-se um fator dificultador na
adesao do paciente a terapia (SANTOS et al., 2004; ABOU-MOHAMED et al.,
1995; RODRIGUES DE LA SERNA & DIAZ-RUBIO, 1994).

SANTOS (2001), pesquisando o complexo diclofenaco-zinco (DCF Zn), concluiu
que o agravamento da irritagao gastrica foi significativamente menor com o referido

complexo quando comparado com o DCF livre.

Por serem as drogas antiinflamatérias ndo esteroidais (AINE) capazes de exercer
efeitos prejudiciais a funcédo renal (JUHLIN et al., 2004), o objetivo do nosso
trabalho foi avaliar o efeito do complexo DCF Zn sobre sobre parametros da fungao

renal de ratos com necrose tubular aguda (NTA) induzida pelo antibidtico GM.

O protocolo utilizado para a indugéo da NTA pela GM foi o0 mesmo ja validado em
nosso laboratério por PACHECO (2009). Utilizando esse modelo, PACHECO
(2009) relatou que a GM provocava diminui¢do no peso dos animais ao final do
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tratamento com a mesma. Entretanto, ndo observamos diferengas significativas no
peso dos animais durante os periodos da aclimatagédo quando comparado ao peso
dos animais do grupo controle que receberam salina e o dos animais que
receberam GM para indugdo da NTA. Durante o tratamento com CMC, DCF livre,
DCF associado ao AcZn (3 concentragdes diferentes) e o complexo DCF Zn
também nao observamos diferencas significativas no peso corporal dos animais.
Diferentemente dos nossos estudos, BESEN (2009) constatou, em seu trabalho,
reducdo significativa do peso corporal nos ratos que receberam DCF em
comparagao com 0s animais que receberam placebo.

A ingestdao de agua pelos animais nao foi diferente quando comparada aos
animais na aclimatagdo e quando os mesmos receberam salina ou gentamicina.
Diferentemente, COSENZA (2010) relatou maior variagdo no volume de agua
ingerida pelos animais que receberam GM. No presente estudo, no entanto,
durante o tratamento com CMC, DCF livre, DCF associado ao AcZn e o complexo
DCF Zn, nenhuma alteracao significante foi detectada na ingestdo de agua quando

todos os grupos foram comparados.

O balango hidrico mostrou-se significativamente aumentado ao final da
administracdo de GM, permanecendo elevado até o 4° dia apds a interrupgao
dessa administragdo. Este aumento no balanco, que é a razdo entre o FU e o
volume de agua ingerido pode ser explicado pelo fato de que enquanto a ingestao
de agua nao tenha sido afetada, a GM aumentou o fluxo urinario (FU). Porém,
nenhuma alteracao significativa foi observada entre os grupos tratados com DCF
livre ou DCF associado ao AcZn. Igualmente, o complexo DCF Zn  n&o afetou, de

forma significativa, o balango hidrico ja aumentado pela GM.

A GM aumentou a concentracao plasmatica de creatinina quando comparada aos
animais no periodo da aclimatacdo ou aos animais que receberam salina,
mantendo-se aumentada até o 4° dia apos a interrup¢cdo da administracdo desse
farmaco. Esse efeito, observado na indugao de NTA com GM esta de acordo com
relatos de diversos autores (CHRISTO et al., 2011; PATEL, 2011; SAFA et al.,
2010; CAO et al., 2010; PACHECO, 2009).
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No 4° dia de tratamento com DCF livre, DCF associado ao AcZn ou com o
complexo DCF Zn, a concentracado plasmatica de creatinina permaneceu elevada,
quando comparada ao dia anterior ao inicio do tratamento (DO), mas n&o foi
estatisticamente diferente entre os grupos estudados. No 8° dia apds o inicio do
tratamento, a concentragdo plasmatica de creatinina ja havia retornado a valores
similares a DO, porém sem diferencas significativas entre os grupos. Embora, os
nossos dados nao se assemelhem aqueles relatados por outros autores como
BESEN et al. (2009) e WHELTON et al. (2006) que observaram alteracdes na
creatinina plasmatica de animais que receberam DCF, os mesmos estdo em
concordancia com o trabalho de FARKER (1995) que observou uma reducéo da
depuracao renal de creatinina em voluntarios sadios apos o uso de DCF, por 4

dias.

Os resultados obtidos para o RFG estdo de acordo com os resultados encontrados
para a creatinina plasmatica e os encontrados por outros pesquisadores
(KATAYAMA et al., 2010; PATIL et al., 2010; PACHECO, 2009). Ou seja, a GM
causou NTA e diminuiu o RFG, quando comparado aos animais no periodo da
aclimatacao e aos animais que receberam salina.

A reducdo do RFG produzida pela GM, pode ser observada durante todo o
tratamento quando comparado ao grupo salina (controle) nos mesmos tempos
avaliados (D4 e D8). Embora sem alcancgar significancia estatistica, o tratamento
com DCF associado ao AcZn tendeu a diminuir ainda mais o RFG ja bastante
reduzido pela GM. Isto significa uma acentuagéo do efeito GM levando a uma piora
da filtragado glomerular pelo DCF associado ao AcZn. Observagao similar foi obtida
com o complexo DCF Zn que também tendeu a acentuar o efeito da GM. A
diminuicdo do RFG pelo DCF também tem sido relatada por outros autores
(MUNGER et al., 2008; JUHLIN, 2007).

A GM, por si s6, aumentou o FU sendo que, este aumento, persistiu até o 4° dia
apos o término da administracdo do antibidtico (4° dia pds-inicio de tratamento).
Nossos resultados estdo de acordo com o relato de MORALES et al. (2002), que
também observou um aumento do FU em animais que receberam GM para indugao

da NTA. A GM produz injuria renal associada a diminuicdo da reabsorgao tubular
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de agua livre e aumento do FU. A GM compromete a formagao de AMP ciclico, o
que reduz a mobilizacdo das aquaporinas para a membrana apical das células
principais, promovendo a diminuicdo da reabsor¢do de agua no ducto coletor e
levando ao aumento na excrecdo de agua (LEE et al., 2001).

Em nosso estudo, o tratamento com DCF livre, DCF associado ao AcZn € mesmo o
complexo DCF Zn nao produziu qualquer interferéncia significativa no aumento de
FU induzido pela GM, o que esta em concordancia com os trabalhos desenvolvidos
por ELDIN (2008).

Como esperado, a fracdo de excregcdo de agua foi aumentada pela GM, visto que a
mesma fracao € inversamente proporcional ao RFG e diretamente proporcional ao
FU. Resultado similar foi obtido por COSENZA (2010). O aumento da FEagua
persistiu apds o término da administracdo da GM permanecendo até o 8° dia apos
o inicio do tratamento com os compostos sob estudo. Interessante notar que o
tratamento com DCF associado a dose mais baixa de AcZn (3,35 mg/kg)
significativamente exacerbou a excregao de agua (Fig. 7C), enquanto que a
associacdo do DCF a dose mais alta de AcZn (13,4 mg/kg) houve redugao
significativa desse mesmo parametro (Fig. 7C). O complexo DCF Zn nao
apresentou nenhum efeito (melhora ou piora) sobre a FEagua com relagdo a GM

apenas.

A excrecédo de Na®, conforme esperado, foi elevada pela GM, aumento este, que
persistiu até o 8° dia apds o inicio de tratamento. A FENa" elevada apés indugao de
NTA com GM quando em comparacido aos animais na aclimatagcao e aos animais
que receberam salina, esta em conformidade com o observado por PATEL,
DESHPANDE & SHAH (2011). Embora n&o significativo, o DCF associado a 2
concentragdes de AcZn (6,7 e 13,4 mg/kg) tendeu a diminuir a excregao elevada
de Na® promovida pela GM. Similarmente e também sem alcancar significancia
estatistica, o complexo DCF Zn reduziu a FENa' que se encontrava elevada pela
GM (Fig. 8C). Nossa observacao esta de acordo com dados relatados por autores
como JUHLIN et al. (2007) e BESEN et al. (2009).
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Como observado para o Na®, a FEK" também foi elevada pela GM, aumento este,
que persistiu até o 8° dia apds o inicio de tratamento.

Embora n&o significativo, o DCF associado a 13,7 mg/kg de AcZn reduziu a
excrecdo elevada de K promovida pela GM. Ja o complexo DCF Zn néo produziu
qualquer alteragao significativa no aumento da FEK" promovido pela GM (Fig. 9C).
Nossos dados estdo em discordancia com o relato de BESEN (2009) que néao

observou alteragéo siginificativa na FEK" em resposta a GM.

O clearance osmolar, apresentou-se diminuido tanto nos ratos que receberam
salina (controle), quanto nos ratos que receberam GM, quando em comparagao ao
periodo de aclimatagcdo. No entanto, ao receberem CMC, os ratos controles
apresentaram um clearance osmolar bem superior aquele observado nos ratos com
NTA induzida pela GM. O tratamento com DCF livre, DCF associado ao AcZn ou
com o complexo DCF Zn n&o produziu qualquer efeito siginificativo sobre o
clearance osmolar, embora BESEN (2009) tenha relatado que o DCF diminuiu este
clearance. Embora as razbes para tal discrepancia nao estejam evidentes,
podemos especular que o procedimento em condicdes experimentais por ele
utilizados sao distintas daquelas usadas nesse estudo.

De forma semelhante ao observado para o clearance osmolar, o clearance de agua
livre apresentou-se diminuido (menos negativo) tanto nos ratos que receberam
salina (controle), quanto nos ratos que receberam GM, quando em comparagéo ao
periodo de aclimatagdo. No entanto, ao receberem CMC, os ratos controles
apresentaram clearance de agua livre negativo; ao contrario dos ratos com NTA
induzida pela GM que apresentaram clearance positivo (D4) ou apenas
ligeiramente negativo (D8) (Fig. 11B). O tratamento com DCF associado a dose
mais alta de AcZn (13,4 mg/kg) tornou o clearance de agua livre mais negativo, o
que significa que nao houve agravamento do efeito da GM, no 4° dia (D4). Embora
nao significativo, perfil similar foi observado para o complexo DCF Zn no 8° dia
apos o inicio do tratamento (D8). Segundo JUHLIN (2007), o DCF induziu redug¢ao
do clearance de agua. Similarmente, observamos clearance de agua livre menos

negativo (reduzido) em resposta ao DCF livre.

Uma vez que a microalbuminuria € um parametro que nos permite avaliar a

disfungdo glomerular nos seus estagios iniciais, a mesma foi determinada com o
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intuito de auxiliar na deteccdo e comparacao de possiveis efeitos do DCF livre,
DCF associado ao AcZn com o possivel efeito do novo complexo DCF Zn. Pode-se
observar aumento desse parametro nos animais que receberam GM em
comparagao aos animais no periodo de aclimatagdo e aos animais que receberam
salina. Este aumento persistiu até o 4° dia apds o término da inducdo da NTA,
como observado por BANDAY (2008). No tratamento, por 4 dias (D4), com DCF
livre e DCF associado com AcZn, nas doses de 3,35 e 6,7 mg/kg, houve tendéncia
de reducdo da microalbuminuria que se encontrava elevada pela GM. O DCF
associado ao Ac Zn na concentragao de 13,4 mg/kg tendeu a piorar o quadro da
microalbuminuria, tornando-o similar ao observado para a GM sozinha (D4, Fig.
12C). Ao contrario das nossas observagdées, MAWANDA (2011) relatou um
aumento da microalbuminuria em pacientes tratados com DCF. No entanto, o
estado basal desses pacientes apresentaram-se diferentes das condicdes
experimentais por nés utilizadas, pois a investigacao do efeito dos compostos foi

feita em ratos que apresentavam NTA induzida pelo antibiético GM.

O scatter plot mostrado na Figura 13, compara a microalbuminuria, no 8° dia apods
o inicio de tratamento em todos os grupos experimentais utilizados neste estudo.
Apesar da variabilidade apresentada em alguns grupos, pode-se observar que o
DCEF livre ou associado ao AcZn, principalmente, nas doses mais elevadas (6,7 e
13,4 mg/kg) tendeu a melhorar, ou seja, reduziu a microalbuminuria que foi
aumentada pela GM. Uma observagao mais minuciosa da Figura 13, nos permite
notar que a microalbuminuria no grupo que recebeu o complexo DCF Zn (grupo 7)
foi ainda mais reduzida do que aquela dos grupos DCF livre (Fig. 13, grupo 3) ou
DCF associado as 3 doses de AcZn (Fig. 13, grupos 4 a 6) exibindo uma
microalbuminuria com valores muito similares aos valores obtidos no grupo controle

(Fig. 13, grupo 1).

A analise histopatolégica nos mostra que a GM causou necrose tubular focal, em
consonancia com o trabalho descrito por PATELL (2011), sendo que nefrite
intersticial cronica focal e difusa, constituida por infiltrado inflamatério de células
mononucleares, também foi observada. No grupo tratado com DCF (grupo 3),
apenas foi observado o mesmo aspecto histopatolégico do grupo 2 (GM-CMC),

porém, de maior intensidade e com a presenca de hemorragia, cilindros hematicos
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e hialinos, ou seja, o DCF produziu uma piora do quadro histopatolégico ja
comprometido pela GM. O quadro observado para o DCF sozinho foi semelhante
ao obtido com DCF associado a dose mais baixa de AcZn (3,35 mg/kg). As
alteracbes renais causadas pelo DCF apenas, mostraram-se moderadamente
reduzidas nos grupos que receberam DCF associado as doses mais elevadas de
AcZn (6,7 e 13,4 mg/kg). Estas observagdes indicam que o uso do DCF de sddio
em situagdo em que ja ha dano renal, como a utilizada nesse estudo (NTA induzida
por GM), pode intensificar a injuria do tecido renal. No entanto, a simples
associacdo do DCF com doses mais altas de AcZn exibe um efeito mais benéfico
sobre os danos renais causados. Mais eficaz, porém, o complexo DCF Zn
promoveu redugao do infiltrado inflamatoério e dos fenbmenos regressivos quando
comparado com os animais que receberam apenas DCF ou DCF associado a 3,35
mg/kg de ACZn. Isto sugere que entre todos os tratamentos, o complexo DCF Zn

apresentou maior efeito benéfico contra os danos renais produzidos pela GM.
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6 CONCLUSOES

6.1 O modelo de necrose tubular aguda (NTA) causada pela GM foi adequado ja
que promoveu as alteragdes que caracterizam a lesao renal desejada: aumento da
concentragdo plasmatica da creatinina, reducdo da filtragcdo glomerular, aumento
do fluxo urinario, aumento da excre¢do da agua, aumento da excrecdo de Na* e
K"

6.2 O complexo DCF Zn n&o produziu mudancgas significativas nos parametros
renais que ja se encontravam alterados pela GM, mostrando ser esse complexo um
agente seguro por nao acentuar significativamente o efeito da gentamicina na

injuria renal.

6.3 O complexo DCF Zn apresenta formulagdo farmacéutica unica, facilitando a

adesdo ao tratamento.

6.4 A reduzida microalbuminuria e a melhoria dos danos renais evidenciados na
analise morfolégica do grupo que recebeu o complexo DCF Zn poderia fazer desse
complexo um antiinflamatério de escolha em situagéo patolégica onde ha disfungao

renal similar aquela apresentada neste estudo.
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