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RESUMO 
 

A perda súbita da função renal é denominada de lesão renal aguda e mesmo sendo uma síndrome 
é tradicionalmente vista como uma doença única. A vancomicina (VCM) é um fármaco comumente 
utilizado na clínica, sendo capaz de causar lesão renal aguda. Na busca de tratamentos para a lesão 
aguda induzida por VCM in vitro, optamos por utilizar o composto metilsulfonilmetano (MSM) 
como possível tratamento, visto sua atividade antioxidante e anti-inflamatória descrita em 
literatura. Definimos o IC50 para o MSM nas células HK-2 por meio do ensaio de viabilidade 
celular pelo método do MTT, por 24 horas, com o resultado de 42,25 mg/mL. Utilizamos as 
concentrações de trabalho de 12,5 e 25 mg/ml do MSM para as demais análises. Analisando o 
tratamento concomitante do MSM e VCM 5 mM, encontramos uma melhoria significativa (p < 
0,05) da viabilidade celular em ambas as concentrações quando comparado ao grupo lesão com 
melhoria de 27% e 35% para as concentrações de 12,5 mg/mL e 50 mg/mL, respectivamente. Por 
citometria de fluxo, obtivemos os resultados, em relação ao grupo controle, de 13,19 %(7AAD-
+/Anx-) relacionados ao mecanismo de necrose celular e 18,73 % (7AAD-/Anx+) a um mecanismo 
de apoptose tardia, no grupo lesão. O MSM na concentração de 12,5 mg/mL apresentou um 
aumento no número de células não marcadas, com o valor de 72,66 % (7AAD-/Anx-), enquanto o 
grupo tratamento do MSM 25 mg/mL apresentou o valor de 81,50 % (7AAD-/Anx-). No grupo 
com MSM 12,5 mg/mL, 15,07	%	(7AAD+/Anx+) estava relacionado com o mecanismo de 
apoptose tardia e 11,89 % (7AAD+/Anx-) com necrose celular. No grupo MSM 25 mg/mL, 9,61 % 
(7AAD+/Anx+) estava relacionado com o mecanismo de apoptose tardia e 7,16 % (7AAD+/Anx-) 
com o necrose celular. O grupo lesão marcado com DCFH apresentou o valor de 3,01 de IFR, 
indicando grande produção de ERO e o grupo MSM 25 mg/mL reduziu tal produção com o valor 
de 1,84. O grupo lesão marcado com Rho123 apresentou o valor de 0,39, indicando lesão 
mitocondrial. Já o grupo 25 mg/mL de MSM foi capaz de melhorar a lesão mitocondrial com o 
valor de 0,62. O resultado do Docking molecular foi a interação entre a molécula Keap1 e o MSM 
com ΔG de -5,88Kcal/mol e o compartilhamento de um resíduo de isoleucina na posição 559 de 
uma ligação do tipo ponte de hidrogênio quando comparado ao ligante ideal IQK. Observamos a 
ocorrência de interação entre a molécula RAF-1 e o MSM com ΔG de -6,26 Kcal/mol. Analisamos 
a expressão gênica dos genes NrF-2, PPAR-+, SIRT-1 e GSH-red. O NrF-2 aumentou de expressão 
em relação nos grupos tratados com VCM e MSM em relação ao grupo controle. O PPAR-	+ 
aumentou de expressão no grupo MSM 25mg/mL sozinho e no grupo tratamento desta 
concentração. O SIRT-1 sofreu redução de expressão nos grupos lesão e controle positivo com 
MSM 25 mg/mL. O GSH-red apresentou maior expressão no grupo lesão e em ambos tratamentos 
com 12,5 e 25 mg/mL de MSM. Os resultados do estudo demonstraram que a VCM, 5 mM por um 
período de 24 horas é citotóxica para as células tubulares renais humanas, sendo responsável por 
uma intensa produção ERO e lesão mitocondrial, causando uma redução da viabilidade celular pelo 
aumento da apoptose. O MSM melhorou a viabilidade celular frente a lesão, podendo estar 
relacionado ao aumento de NrF-2 e de sua interação com Keap1 podendo existir o direcionamento 
de mais de uma via de sinalização celular quando as células HK-2 são tratadas com MSM. 
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ABSTRACT 
 

METHYLSULFONYLMETHANE ATTENUATES VANCOMYCIN-
INDUCED CYTOTOXICITY IN HK-2 PROXIMAL TUBULE CELL LINE, 

RELATED TO Nrf-2 OXIDATIVE PATHWAY 
 
The sudden loss of kidney function is called acute kidney injury and even though it is a syndrome, 
it is traditionally seen as a single disease. Vancomycin (VCM) is a drug commonly used in the 
clinic, capable of causing acute kidney injury. In the search for treatments for acute injury induced 
by MCV in vitro, we chose to use the compound Methylsulfonylmethane (MSM) as a possible 
treatment, given its antioxidant and anti-inflammatory activity described in the literature. We 
defined the IC50 for MSM in HK-2 cells through the cell viability assay using the MTT method, 
for 24 hours, with a result of 42.25 mg/mL. We used working concentrations of 12.5 and 25 mg/ml 
of MSM for the other analyses. Analyzing the concomitant treatment of MSM and 5 mM MCV, 
we found a significant improvement (p < 0.05) in cell viability at both concentrations when 
compared to the lesion group with an improvement of 27% and 35% for concentrations of 12.5 mg 
/mL and 50 mg/mL, respectively. By flow cytometry, we obtained the results, in relation to the 
control group, of 13.19 % (7AAD¬+/Anx-) related to the cell necrosis mechanism and 18.73 % 
(7AAD¬-/Anx+) to a mechanism of late apoptosis in the lesion group. MSM at a concentration of 
12.5 mg/mL showed an increase in the number of unlabeled cells, with a value of 72.66 % 
(7AAD¬-/Anx-), while the MSM 25 mg/mL treatment group showed the value of 81.50% 
(7AAD¬-/Anx-). In the group with MSM 12.5 mg/mL, 15.07% (7AAD¬+/Anx+) was related to 
the mechanism of late apoptosis and 11.89% (7AAD¬+/Anx-) to cell necrosis. In the MSM 25 
mg/mL group, 9.61% (7AAD¬+/Anx+) was related to the mechanism of late apoptosis and 7.16% 
(7AAD¬+/Anx-) to cell necrosis. The lesion group labeled with DCFH had an IFR value of 3.01, 
indicating a large production of ROS and the MSM 25 mg/mL group reduced such production with 
a value of 1.84. The Rho123-labeled lesion group had a value of 0.39, indicating mitochondrial 
damage. The 25 mg/mL MSM group was able to improve mitochondrial injury with a value of 
0.62. The result of molecular docking was the interaction between the Keap1 molecule and the 
MSM with ΔG of -5.88Kcal/mol and the sharing of an isoleucine residue at position 559 of a 
hydrogen bond type when compared to the ideal ligand IQK. We observed the occurrence of 
interaction between the RAF-1 molecule and the MSM with ΔG of -6.26 Kcal/mol. We analyzed 
the gene expression of the NrF-2, PPAR-+, SIRT-1 and GSH-red genes. NrF-2 expression 
increased in relation to the control and lesion groups. PPAR-+ increased in expression in the MSM 
25mg/mL group alone and in the treatment group at this concentration. SIRT-1 was reduced in 
expression in the lesion and positive control groups with MSM 25 mg/mL. GSH-red showed higher 
expression in the lesion group and in both treatments with 12.5 and 25 mg/mL of MSM. The results 
of the study demonstrated that MCV, 5 mM for a period of 24 hours is cytotoxic to human renal 
tubular cells, being responsible for an intense ROS production and mitochondrial damage, causing 
a reduction in cell viability by increasing apoptosis. MSM improved cell viability in the face of 
injury, which may be related to the increase in NrF-2 and its interaction with Keap1, which may 
lead to more than one cell signaling pathway when HK-2 cells are treated with MSM. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A lesão renal aguda (LRA) descreve uma perda súbita da função renal (KELLUM et. al. 

2021), onde, de acordo com as diretrizes de prática clínica Kidney Disease Improving Global 

Outcomes (KDIGO), tal deterioração da função renal geralmente ocorre em um período de horas a 

dias e é definida por um aumento na creatinina sérica e um declínio na excreção de urina, podendo 

ocorrer de forma concomitante (SCHOLZ et. al. 2021). Segundo Ronco e colaboradores (2019), a 

Lesão renal aguda é uma síndrome, porém, apesar de sua complexidade, é tradicionalmente vista 

como uma doença única. Assim, a síndrome da LRA pode se desenvolver como consequência de 

diferentes condições patológicas que podem ou não levar à LRA, dependendo do equilíbrio entre 

a suscetibilidade do paciente e a intensidade da exposição. 

 

1.1. Epidemiologia, fatores de risco e exposição da LRA 

 

Aproximadamente 15% dos adultos e 25% das crianças internadas no hospital desenvolvem 

LRA (SUSANTITAPHONG et. al. 2013; RONCO et. al. 2019). A incidência de LRA é ainda maior 

em pacientes que recebem cuidados intensivos (HOSTE et. al. 2015). Neste contexto, a sepse é 

uma causa predominante de LRA em pacientes hospitalizados, principalmente na unidade de 

terapia intensiva (UTI) (SCHOLZ et. al. 2021). Segundo dados compilados por Ronco e 

colaboradores (2019), na Europa, as taxas de hospitalização de pacientes com LRA por população 

variam de 8,5% em Portugal e 9,6% na Holanda, a 25,7% na Alemanha e 25,3% na Áustria. Já um 

estudo realizado por Hoste e colaboradores (2018) estima que a taxa de prevalência de LRA varia 

de 1 a 66%. Em um estudo retrospectivo com 279 pacientes admitidos em UTI e acompanhados 

por um ano no estado do Ceará realizado por Monteiro (2015), mostrou que a incidência global de 

LRA foi de 32,9%. Em uma análise nos Estados Unidos que comparou os custos de internação 

hospitalar em pacientes com e sem LRA, que foi ajustado para levar em conta os custos atribuíveis 

ao excesso de comorbidade, a LRA foi associada a um aumento nos custos de US$ 1.795 por 

internação e em uma minoria dos pacientes, de cerca de 5%, ao quais necessitaram de diálise, a 

LRA foi associada a um aumento do custo de US$ 42.077 (SILVER et. al. 2017). No Brasil, dados 

publicados por Alcade e Kirstzajn (2018), apontam que as doenças renais e algumas das principais 

doenças relacionadas corresponderam a 12,97% das despesas do Sistema Único de Saúde (SUS) 
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com atenção a saúde média e de alta complexidade  no triênio de 2013 a 2015.Desta forma, dada a 

epidemiologia das lesões renais, estas representam uma relevante parcela de casos e gastos com 

saúde humana.  

Segundo o guideline KDIGO, o risco de LRA é aumentado pela exposição a fatores que 

causam LRA ou pela presença de fatores que aumentam a suscetibilidade à LRA, o quais incluem 

desidratação, certas características demográficas e predisposições genéticas, comorbidades agudas 

e crônicas e tratamentos diversos. É a interação entre a suscetibilidade e o tipo e extensão da 

exposição aos insultos que determina o risco de ocorrência de LRA. Dentre os fatores de exposição 

capazes de causar LRA, destacam-se sepse, choque circulatório, traumas, queimaduras, cirurgias 

cardíacas, fármacos nefrotóxicos, agentes de radiocontraste, plantas tóxicas, toxinas animais, 

obstruções, glomerulonefrites, doença renal em estadiamento final, pré-eclâmpsia, microangiopatia 

trombótica e doença cardíaca aguda descompensada. Estas diferentes condições patológicas 

também podem interferir em uma causalidade combinada, a figura 1 ilustra tal painel de 

combinações dos fatores de exposição. 

 

Figura 1 Espectro clínico da síndrome LRA e fatores de exposição 

 

 
Fonte: Adaptado de Ronco et. al. 2019 
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1.2. Fármacos e LRA 

 

Dentre os fatores de risco, o uso de fármacos vem se tomando destaque pelo seu uso 

indiscriminado na rotina clínica. Por receber um fluxo sanguíneo abundante de cerca de 25% do 

débito cardíaco e eliminar xenobióticos e produtos metabólicos do sangue para a urina (LOTE et. 

al. 1996), o rim se torna um órgão essencial para o corpo humano. Dentre os três processos 

fisiológicos principais envolvidos durante a formação da urina pelos rins, incluindo filtração 

glomerular, reabsorção tubular e secreção tubular (FANOS & CATALDI, 2001), a filtração 

glomerular é essencial para que os rins removam rapidamente os resíduos e toxinas do sangue. 

Neste contexto, os túbulos renais são responsáveis pela reabsorção e secreção de substâncias 

estando naturalmente expostos a altas concentrações de metabólitos e fármacos, portanto, 

tornando-os vulneráveis à toxicidade medicamentosa (TIONG et. al. 2014). De forma que, a 

nefrotoxicidade induzida por fármacos é um dos principais fatores patogênicos da lesão renal 

aguda. Estima-se que a lesão renal induzida por fármacos é responsável por 25% de todos os casos 

de insuficiência renal aguda (LOPEZ-NOVOA et. al. 2011) e a incidência em pacientes mais velhos 

seja tão alto quanto 60% (KOHLI et. al. 2000). Segundo Wu & Huang (2018), as classes que 

causam nefrotoxicidade induzida por fármacos são os antineoplásicos, anti-inflamatórios não 

esteroidais, antivirais, imunossupressores e antimicrobianos. 

 Antimicrobianos fazem parte do arsenal clínico de rotina e representam uma significativa 

parcela dos medicamentos prescritos. Aminoglicosídeos, Anfotericina B e a Vancomicina são 

exemplos de fármacos antimicrobianos considerados potencialmente nefrotóxicos. A Vancomicina 

(VCM), que é um antibiótico glicopeptídico comumente usado para tratar várias infecções 

bacterianas, também está associada a lesão renal. O mecanismo exato da nefrotoxicidade induzida 

pela VCM ainda não está bem definido (ELYASI et. al. 2012), apesar disso, o efeito oxidativo da 

VCM ainda é considerado o principal mecanismo de nefrotoxicidade. Pela escolha da VCM como 

modelo de lesão aguda em células renais de túbulo proximal em nosso trabalho, utilizaremos o 

tópico a seguir para uma descrição mais profunda acerca deste antimicrobiano.  
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1.2.1. Fármacos e LRA - Vancomicina (VCM) 

 

 A vancomicina (VCM) é um dos antibióticos mais antigos e está em uso clínico há quase 

60 anos. É um glicopeptídeo com peso molecular de aproximadamente 1.449,3 Da, ativo contra 

bactérias Gram-positivas, como Estafilococos, Enterococos, Estreptococos, Pneumococos, 

Listeria, Corynebacterium e Clostridios (CONG et. al. 2020). Porém é amplamente utilizado para 

o tratamento de infecções graves, especialmente associadas à Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina (MRSA) em pacientes adultos e pediátricos em UTI’s (LIU et. al. 2011). A figura 2 

ilustra a estrutura molecular da VCM.  

 

Figura 2 Estrutura Molecular da Vancomicina (VCM) 

 
Fonte: Autor 

 

Apesar de ser usado clinicamente há mais de 60 anos, ainda existem controvérsias sobre os 

regimes de dosagem ideais e as propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas da VCM 

(ELBARBRY, 2017). Não é significativamente absorvida por via oral e é eliminada principalmente 

por via renal, com mais de 80% a 90% sob sua forma inalterada na urina dentro de 24 horas, após 

a administração de uma dose única (MATZKE et. al. 1986). A ligação da vancomicina à albumina 

tem sido relatada na literatura como variando de 10% a 50% (ACKERMAN et. al. 1988). 

Entretanto, o uso crescente e indiscriminado da VCM gera a preocupação, não apenas pelos 

efeitos colaterais, mas como o desenvolvimento do mecanismo de resistência à fármacos. Como o 
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Enterococcus resistente à vancomicina (ERV), que é um patógeno de crescente preocupação 

devido ao aumento do desenvolvimento de resistência a antibióticos, aumento do tempo de 

hospitalização e excesso de mortalidade (JOSHI et. al. 2021). 

 A VCM exerce sua ação bactericida através da interrupção da síntese adequada da parede 

celular nas bactérias suscetíveis. A molécula hidrofílica de vancomicina pode formar interações de 

ligação de hidrogênio com as porções terminais D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala) do precursor 

lipídico II, o qual é incorporado durante o processo de formação da parede celular bacteriana. A 

ligação da vancomicina leva à alteração conformacional que impede a incorporação do precursor 

à cadeia de peptidoglicano em crescimento, levando à decomposição da parede celular e lise 

bacteriana (HU et. al. 2016). No entanto, a estrutura complexa da vancomicina bloqueia sua 

penetração através da membrana externa das bactérias Gram-negativas e exerce efeito bactericida 

limitado em bactérias Gram-negativas. 

 Embora o uso da VCM seja largamente difundido, acaba sendo limitado por seus efeitos 

colaterais em tecidos normais, particularmente a nefrotoxicidade (ARIMURA et. al. 2012). A 

incidência de nefrotoxicidade em um estudo multicêntrico foi de 29,6% e 8,9%, respectivamente, 

quando as concentrações mínimas de VCM foram >15 e ≤15 mg/L (BOSSO et. al. 2011) e de 

acordo com o estudo de Lodise e colaboradores (2008), pacientes que receberam mais de 4 g/dia 

de VCM tiveram 35% de chance a mais de sofrer lesão renal. Segundo Jeffres (2017), a 

nefrotoxicidade associada à vancomicina está associada ao aumento direto dos custos médicos. 

Embora alguns autores tenham relatado que o mecanismo de nefrotoxicidade da VCM é 

semelhante ao da gentamicina, ainda não está claro, independentemente de numerosos estudos nas 

últimas décadas (CHEN et. al. 2016). Todavia, estudos in vitro revelaram que quando a 

concentração de VCM no túbulo proximal renal aumenta, as espécies reativas de oxigênio (ERO) 

geradas nas células epiteliais podem ativar a resposta ao estresse oxidativo, levar a danos no DNA, 

apoptose celular, desordem mitocondrial e necrose celular (ARIMURA et. al. 2012; 

MERGENHAGEN & BORTON, 2014). Estudos recentes demonstraram que a morte celular 

apoptótica desempenha um papel crítico na patogênese da LRA induzida por VCM (ARIMURA 

et. al. 2012), que leva diretamente ao dano das células renais e subsequente declínio da função renal 

(GUPTA et. al. 2011; CETIN et. al. 2007). 
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1.3. Lesão Renal Aguda – Fisiopatogenia Geral  

 

Por se tratar de uma síndrome de causas multifatoriais, a ocorrência de diferentes 

mecanismos ou marcadores de LRA é relevante no que diz respeito ao desenvolvimento de novas 

estratégias de renoproteção (SCHOLZ et. al. 2021). De forma que, as propriedades anatômicas e 

metabólicas de diferentes regiões renais podem explicar suas diferentes sensibilidades ao dano na 

LRA. Assim, diferenças na capacidade protetora e plasticidade celular de segmentos distintos de 

néfrons, como por exemplo, a modulação da função mitocondrial (FRIEDERICH-PERSSON et. 

al. 2018) podem contribuir para os padrões de dano renal causados por estímulos lesivos. 

Mais de 90% da produção de ATP no rim ocorre através de mecanismos aeróbicos, 

portanto, qualquer interrupção no delicado equilíbrio entre oferta e demanda de oxigênio aumenta 

o risco de LRA. Para manter uma alta taxa de filtração glomerular (TFG), o fluxo sanguíneo renal 

é de aproximadamente 1,2 l/min. O sangue entra no rim através do córtex, de onde apenas 10% dos 

vasos sanguíneos se ramificam para suprir a medula renal, o que cria um gradiente considerável na 

pressão parcial corticomedular de oxigênio (pO2) (SCHOLZ et. al. 2021), ilustrado na figura 3. A 

deficiência de oxigênio renal pode resultar de uma redução crítica no fluxo sanguíneo renal e/ou 

hemodinâmica intra-renal alterada, como por exemplo, devido à compressão dos pequenos vasos 

renais como resultado de edema tubular (ZHANG et. al. 2018), extravasamento mitocondrial 

FRIEDERICH-PERSSON et. al. 2018)  ou processos inflamatórios (HARROIS et. al. 2018).  
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Figura 3 Gradientes regionais de pO2 no néfron justamedular 

 
Fonte: Adaptado de SCHOLZ et. al. 2021 

 
Notavelmente, os vários segmentos do néfron usam diferentes vias metabólicas para 

atender às suas demandas de energia para o transporte tubular (LYU et. al. 2018). A enorme 

demanda de energia do rim se reflete em sua densidade mitocondrial e taxa de consumo de oxigênio 

(FRIEDERICH-PERSSON et. al. 2018), sendo que a maior parte da energia consumida pelo rim é 

usada para reabsorver eletrólitos e nutrientes do líquido tubular para o sangue e para secretar 

produtos residuais do sangue para o líquido tubular. Os túbulos proximais reabsorvem a maior parte 

do líquido filtrado e solutos, enquanto os segmentos de néfrons mais distais são importantes para 

a concentração de urina e a regulação da excreção de sal. 

Embora todas as células do rim necessitem de ATP para manter sua função normal, as vias 

bioquímicas usadas para a síntese de ATP variam entre os diferentes tipos de células, como mostra 
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o exemplo da figura 4. Aproximadamente 70% do filtrado glomerular e seus solutos são 

reabsorvidos nos túbulos proximais, o que explica a alta demanda energética neste segmento de 

néfrons. Neste contexto, a absorção tubular de toxinas pode causar danos característicos. Por 

exemplo, os antibióticos Aminoglicosídeos são reabsorvidos pelos túbulos proximais, levando à 

morte celular neste segmento de néfrons (SERVAIS et. al. 2008; SCHMITZ et. al. 2002). Da 

mesma forma, a mioglobina liberada do músculo esquelético na rabdomiólise e filtrada nos 

glomérulos é endocitada nos túbulos proximais, levando à formação de ERO e causando apoptose 

(ZHOU et al. 2012) 

 

Figura 4 Vias metabólicas energéticas de uma célula tubular epitelial renal. 

 
Fonte: Adaptado de SCHOLZ et. al. 2021 

 

As mitocôndrias são uma importante fonte intracelular e um alvo primário de espécies 

reativas de oxigênio, o que as tornam extremamente vulneráveis à danos durante adaptações 

fisiológicas e condições de estresse celular. Os elétrons que deixam a cadeia de transporte de 

elétrons reagem com O2 para formar um ânion superóxido, que é transformado em peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pela enzima antioxidante superoxidase, onde a emissão de H2O2 mitocondrial 
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para o citosol é essencial para a manutenção da homeostase redox e também pode ter um papel nas 

vias de sinalização. As mitocôndrias regulam várias formas de morte celular, incluindo apoptose e 

necrose. Nas mitocôndrias danificadas, as ERO induzem a peroxidação da cardiolipina, que 

converte o citocromo C de um transportador de elétrons em uma peroxidase que oxida ainda mais 

a cardiolipina. Este processo contribui para o desenvolvimento da permeabilização da membrana 

externa mitocondrial e a subsequente liberação de fatores pró-apoptóticos, resultando em ativação 

de caspase e apoptose. Porém, um aumento na produção de ERO por mitocôndrias danificadas 

também pode induzir outras formas de morte celular, incluindo necroptose, piroptose e ferroptose, 

bem como inflamação. Onde, a liberação de ERO mitocondriais pode prejudicar a proliferação e/ou 

diferenciação celular através da regulação de várias vias de sinalização. Além disso, o dano 

mitocondrial reduz a produção de ATP e pode resultar na falha energética das células (TANG et. 

al. 2020). 

 

1.3.1. Lesão Renal Aguda – Estresse oxidativo  

 

Segundo Sies e Jones (2007) o estresse oxidativo celular é tido como um desequilíbrio entre 

oxidantes e antioxidantes a favor dos oxidantes, levando a uma interrupção da sinalização e 

controle redox e/ou dano molecular. Espécies reativas de oxigênio (ERO), geradas através de uma 

variedade de ações extracelulares e intracelulares, estão envolvidas no crescimento, diferenciação, 

progressão e morte da célula (ZHANG et. al. 2013; SENA & CHANDEL, 2012). As ERO são um 

grupo de espécies químicas que incluem pelo menos um átomo de oxigênio em cada molécula, mas 

exibem uma reatividade mais forte do que o oxigênio molecular e compreendem radicais livres 

como superóxido e radical hidroxila, bem como espécies não radicais, como peróxido de 

hidrogênio formado por a redução parcial de oxigênio (GIORGIO et. al. 2007; LIOCHEV, 2013; 

RHEE, 2006). Os radicais livres de oxigênio são altamente reativos e têm a capacidade de danificar 

componentes celulares, como proteínas, lipídios e ácidos nucleicos.  

Sob um estado fisiológico, o nível de ROS celular se encontra em equilíbrio dinâmico, e 

esse equilíbrio é modulado por processos celulares que produzem e eliminam ERO. A fonte de 

ERO celulares pode ser dividido em duas categorias principais: em primeiro lugar, os processos 

biológicos, principalmente o metabolismo oxidativo mitocondrial, que liberam ERO como um 

subproduto, ou produto residual, de várias outras reações necessárias e, em segundo lugar, os 
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processos envolvidos em respostas celulares a xenobióticos, citocinas e invasão bacteriana, que 

geram ERO intencionalmente, seja na síntese molecular ou na quebra, como parte de uma via de 

transdução de sinal ou como parte de um mecanismo de defesa celular (FINKEL, 2011; 

GRIVENNIKOVA & VINOGRADOV, 2013; STARKOV, 2008). 

Os organismos aeróbicos, portanto, precisam de mecanismos para se proteger do dano 

oxidativo e desenvolveram vias protetoras eficientes baseadas em uma ampla variedade de 

antioxidantes onde, a regulação do estresse oxidativo é fundamental para a manutenção da vida 

aeróbica (COUTO et. al. 2016). 

As células HK-2 pertencem a linhagem celular epitelial de túbulos proximais de rim 

humano adulto saudável imortalizada. Segundo Ryan et. al. 1994, as HK-2 retêm características 

funcionais de células de túbulo proximal in vivo e de cultura primária de células de túbulos 

proximal, por serem derivadas de rins humanos adultos, representam uma grande vantagem em 

relação aos modelos animais e com células embrionárias humanas. Onde, experimentos de lesão 

celular com H202, reproduzem exatamente os resultados obtidos anteriormente com segmentos 

tubulares proximais recém-isolados, indicando sua potencial utilidade para o estudo de lesão e 

reparo celular (RYAN et. al., 1994). Tomando assim as células HK-2 como um importante modelo 

em ensaios de lesão aguda em uma célula de túbulo proximal humano.    

   

1.4.Vias de proteção celular 

 

 Levando em conta que existe uma aparente correlação entre o dano mitocondrial, a 

produção excessiva de ERO e o possível mecanismo de nefrotoxicidade da VCM, os mecanismos 

celulares de proteção celular tomam destaque neste contexto, em especial, as vias celulares 

relacionadas ao estresse oxidativo e a sobrevivência e longevidade celulares. Neste contexto, 

discorreremos sobre algumas vias de relevância na homeostase celular, tais quais a via Keap1-Nrf-

2-ARE, a via relacionada a SIRT-1, a via do Raf/MAPK/ERK/MEK, a via do PPAR-	+ e a Via da 

Glutationa. 
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1.4.1. Via Keap1-Nrf-2-ARE 

 

A via da proteína1 associada a Kelch (Keap1) – fator nuclear eritróide relacionada ao fator-

2 (Nrf-2) – elementos de resposta antioxidante (ARE), chamada via Keap1-Nrf-2-ARE, representa 

o maior regulador da resposta citoprotetora ao estresse celular oxidativo e eletrofílico. Para fins de 

melhor didática e entendimento, iremos nos referir a esta via como apenas via NrF2. As principais 

proteínas de sinalização dentro da via são o fator de transcrição NrF2, que se liga com pequenas 

proteínas Maf ao ARE nas regiões reguladoras dos genes alvo, e Keap1, uma proteína repressora 

que se liga ao Nrf2 e promove sua degradação pela via do proteassoma da ubiquitina (KANSANEN 

et. al. 2013). 

 O Nrf2 é um fator de transcrição que consiste em 589 aminoácidos e possui seis domínios 

altamente conservados evolutivamente, denominados de Neh1 a Neh6. Neh1 é responsável pelo 

reconhecimento do DNA e medeia sua dimerização com pequenas proteínas chamadas Maf. Neh2 

contém motivos ETGE e DLG, que são necessários para a interação com Keap1 e são 

indispensáveis para a poliubiquitinação e degradação de Nrf2 dependente de Keap1. Neh4 e 5 são 

domínios de transativação. Neh6 funciona mediando a degradação de Nrf2 no núcleo. Nrf2 interage 

com duas moléculas de Keap1 através de seus motivos Neh2, ETGE e DLG. Tanto o ETGE quanto 

o DLG se ligam a locais semelhantes na superfície inferior do motivo Kelch de Keap1. A Figura 5 

ilustra a estrutura simplificada da proteína Nrf2. 

 

Figura 5 Estrutura simplificada da proteína NrF2 

 
Fonte: Adaptado de KANSANEN et. al. 2013 



 32 

 A Keap1 é uma proteína rica em resíduos de cisteína, com 27 cisteínas na proteína humana. 

Algumas dessas cisteínas estão localizadas próximas a resíduos básicos e, portanto, são excelentes 

alvos de eletrófilos e oxidantes. Consiste em 624 resíduos de aminoácidos e tem cinco domínios. 

O domínio BTB e o domínio Kelch, são separados por uma região intermediária chamada IVR, 

onde o domínio BTB em conjunto com a porção N-terminal da região intermediária medeiam a 

homodimerização de Keap1 e sua ligação com a Culina 3 (Cul3). Enquanto a porção C-terminal e 

o domínio Kelch medeiam a interação com Neh2 em NrF2. Dentre os resíduos de cisteína existentes 

na proteína Keap1, três deles, C151, C273 e C288, demonstraram desempenhar um papel funcional 

alterando a conformação de Keap1 levando à translocação nuclear de NrF2 e subsequente 

expressão do gene alvo (TAGUCHI et. al. 2011). A figura 6 ilustra a estrutura simplificada de 

Keap1. 

Figura 6 Estrutura simplificada da proteína Keap1 

 
Fonte: Adaptado de KANSANEN et. al. 2013 

As modificações da cisteína levam a mudanças conformacionais no Keap1 interrompendo 

a interação entre os domínios Nrf2 DLG e Keap1 Kelch, inibindo assim a poliubiquitinação do 

Nrf2. A ligação entre Keap1 e NrF2 é inativada e, consequentemente, proteínas NrF2 recém-

sintetizadas “escapam” de Keap1 e translocam para o núcleo, ligam-se ao ARE e conduzem a 

expressão de genes-alvo de NrF2, como NADPH, quinona oxidorredutase 1 (NQO1), heme 

oxigenase 1 (HMOX1), glutamato-cisteína ligase (GCL) e glutationa S transferases (GSTs) , em 

prol a homeostase redox (KANSANEN et. al. 2013). A figura 7 ilustra a interação entre Keap1 e 

NrF2. 
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Figura 7 Interação simplificada de NrF2 e Keap1 

 

 
Fonte: Adaptado de KANSANEN et. al. 2013 

   

1.4.2. Via relacionada ao SIRT-1 

 

 A sirtuína-1 (SIRT-1), membro da família das histonas desacetilases de classe II em 

mamíferos, é tida como um fator de sobrevivência envolvida na longevidade celular, ou extensão 

de sua vida útil (DALI‐YOUCEF et. al., 2007; IMAI et. al., 2000; TANG, 2016). Existem sete 

sirtuínas de mamíferos, SIRT 1-7. O SIRT-1 é encontrado principalmente no núcleo da maioria 

dos tipos celulares (MICHISHITA et. al., 2005), no entanto, parece possuir sinais de localização e 

exportação nucleares, podendo se translocar entre o citoplasma e o núcleo (TANNO et al., 2007). 

São membros da família de reguladores de informação silenciosa 2 de histonas/proteínas 

desacetilases dependentes de NAD+ altamente conservadas, estando associadas também a 

inúmeras vias de sinalização celular que incluem `inflamação, senescência, apoptose, reparo de 

danos ao DNA, autofagia e regulação do metabolismo em resposta à energia celular e status redox 

(YACOUB et. al. 2014). O dinucleotídeo de nicotinamida adenina (NAD+) é uma coenzima 

clássica mediadora de muitas reações redox e um composto essencial para muitos processos 

enzimáticos (IMAI & GUARANTE, 2014) e em reações redox, os níveis celulares de NAD+ são 

um importante indicador do estado de energia celular. 

 A biogênese mitocondrial é orquestrada pela família de coativadores transcricionais do 

receptor ativado por proliferador de peroxissoma Gamma Coativator-1 (PGC-1) (Austin e St-
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Pierre, 2012). A PGC-1α sofre vários modos de modificação pós-traducional, que inclui acetilação 

e fosforilação. A acetilação altera a localização do PGC-1α dentro do núcleo e inibe sua atividade 

transcricional. Por outro lado, a desacetilação de PGC-1α foi mostrada por vários estudos como 

dependente da atividade de SIRT-1 (Amat et al., 2009; Dominy et al., 2010; Gerhart-Hines et al., 

2007; Gurd, 2011). 

A inflamação é um mecanismo de defesa inato do hospedeiro montado contra infecções e 

uma variedade de lesões teciduais. O sistema NF-κB tem um papel crítico na regulação das 

respostas da imunidade inata provocada pelas células imunes nos tecidos do hospedeiro 

(VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009). A via de sinalização do NF-κB e a enzima SIRT1 são 

mecanismos evolutivamente conservados na manutenção da homeostase celular. O NF-κB está 

conduzindo um fenótipo pró-inflamatório com metabolismo glicolítico, enquanto o SIRT1 suporta 

a respiração oxidativa e as respostas anti-inflamatórias, melhorando também a resolução da 

inflamação, sendo crucial para a sobrevivência do organismo, uma vez que a capacidade de 

responder prontamente a patógenos agressivos e danos nos tecidos requerem trocas rápidas na 

produção de energia (KAUPPINEN et. al. 2013). 

 

1.4.3. Via relacionada ao PPAR-	+ 

 

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) são fatores de 

transcrição ativados por ligantes que regulam genes importantes na diferenciação celular e vários 

processos metabólicos, especialmente na homeostase de lipídios e glicose (JANANI & 

RANJITHA, 2015).  De forma que a família de receptores ativados por proliferação de 

peroxissomos compreende três isoformas: PPAR-⍺, PPAR β/δ e PPAR-	+ (BERGER & MOLLER, 

2002). Esses três isótopos diferem uns dos outros em termos de suas distribuições teciduais, 

especificidades de ligantes e papéis fisiológicos. O PPAR-	+ é expresso no tecido adiposo branco 

e marrom, no intestino grosso e baço.  

A principal função do PPAR durante a reação inflamatória é promover a inativação do NF-

κB, de forma que a via de síntese das prostaglandinas é um importante elemento das respostas 

inflamatórias. No entanto, a autorregulação da via COX (Ciclooxigenase) não consiste apenas em 

feedback positivo. A via também envolve mecanismos que inibem uma resposta inflamatória muito 

forte. No centro da via de autoinibição da COX, encontram-se os receptores ativados por 
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proliferadores de peroxissomo (PPAR). As prostaglandinas produzidas na via COX têm impacto 

na ativação do PPAR-+, por exemplo, as prostaglandinas de ciclopentenona ativam o PPAR-+ 

(FORMAN et al.1997; YU et. al. 1995; STRAUS & GLASS, 2001). De forma que todas as 

prostaglandinas neste grupo surgem de prostaglandinas pró-inflamatórias. O PPAR também exerce 

efeitos indiretos no NF-κB. Promovem a expressão de enzimas antioxidantes, como catalase, 

superóxido dismutase ou heme oxigenase-1, resultando na redução da concentração de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), ou seja, transmissores secundários em reações inflamatórias 

(KOBERCKI et. al. 2019). 

 

1.4.4. Via RAF/MAPK/MERK/ERK 

 

A sinalização através da via Ras/Raf/MEK/ERK são eventos orquestrados geralmente a 

partir da superfície da célula, como receptores tirosina quinases, levando à expressão gênica 

controlada dentro do núcleo. A regulação dessas vias é mediada por uma série de quinases, 

fosfatases e várias proteínas de troca, de forma que a desregulação desta via pode levar ao 

crescimento e proliferação celular desenfreados (CHAPPELL et. al. 2011). 

A quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK) pertence à família da proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAPK), que desempenha um papel nas cascatas de sinalização e transmite 

sinais extracelulares para alvos intracelulares. Portanto, as cascatas MAPK são elementos de 

sinalização centrais que regulam processos básicos, incluindo proliferação celular, diferenciação e 

respostas ao estresse (KESHET & SEGER, 2010) e as cascatas ERK são cascatas altamente 

reguladas que são responsáveis por processos celulares básicos, incluindo proliferação e 

diferenciação celular (GUO et. al. 2020). 

Raf-1 desempenha um papel importante na via de sinalização da proliferação celular 

Ras/Raf/MEK/ERK. A ativação de Raf-1 ocorre em duas etapas. O primeiro passo é a ligação do 

Ras e a fixação do Raf-1 no lado interno da membrana; a segunda etapa é a ativação de Raf-1, que 

pode ser conduzida pela tirosina quinase (SABIO & DAVIS, 2014). 

O Raf-1 ativado continua a ativar MEK e MAPK que, finalmente, fornece sinais de 

proliferação e diferenciação celular ao núcleo, regulando a atividade de vários reguladores 

transcricionais, que regulam a expressão gênica (PLOTNIKOV et. al. 2011). De modo que as 

proteínas RAF ativam MEK1 e MEK2, fosforilando seu segmento de ativação (KYRIAKIS et. al. 
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1992), onde MEK1 e MEK2, medeiam a ativação, via fosforilação dupla de resíduos de treonina e 

tirosina, de ERK1 e ERK2 que, por sua vez, após sua ativação por MEKs, fosforilam centenas de 

substratos, afetando assim a atividade enzimática, capacidade de se associar com outras proteínas 

ou com ácidos nucleicos, localização subcelular ou estabilidade desses substratos, onde, segundo 

Lavoie e Therrien (2015),  torna as RAF como membros principais da via ERK. 

 

1.4.5. Via da Glutationa 

 

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio são conhecidas por serem sinais envolvidos 

na regulação de processos vitais, como crescimento, ciclo celular, defesa de patógenos, 

desenvolvimento e morte celular programada. Enquanto baixas doses de ERO causam proliferação 

celular e estimulam o crescimento, altas concentrações induzem parada temporária do crescimento, 

senescência, apoptose e necrose. 

Todos os organismos são equipados com pelo menos um sistema antioxidante tiol-

dependente, que coordena o controle da homeostase redox. A glutationa ou L-ɣ-glutamil-L-

cisteinilglicina ou glutationa reduzida (GSH) está no centro de um dos sistemas antioxidantes 

celulares mais importantes, onde, na sua forma reduzida, é capaz de capturar espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio, contribuindo assim para o controle da homeostase redox (COUTO et. al. 

2016). O estado redox celular pode ser caracterizado por indicadores de baixo peso molecular 

(GSH, NADH) (KALININA & NOVICHKOVA, 2021). Desta forma, o sistema glutationa faz 

parte da regulação redox, desempenhando um papel defensivo através da ação da enzima glutationa 

redutase (GSH-red) (VENANCIO-BROCHI et. al. 2021).  

A GSH-red é uma enzima homodimérica que catalisa a conversão de glutationa oxidada 

(GSSG) em glutationa reduzida (GSH), empregando um fosfato de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NADPH) como fonte de equivalente redutor (SCRUTTON et. al. 1987). Como 

muitas moléculas contendo cisteína, a glutationa é facilmente oxidada, onde uma ponte dissulfeto 

se forma entre duas moléculas de glutationa para produzir o dímero oxidado (COUTO et. al. 2016). 

Essa reação mantém altos níveis de GSH na célula, removendo ERO e compostos xenobióticos 

(GRANT & DAWES, 1996), onde a formação de dímeros ocorre quando as ERO doam um elétron 

para uma molécula de GSH e a glutationa se torna reativa. Normalmente, a proporção de glutationa 

reduzida (GSH) para glutationa oxidada (GSSG), GSH/GSSG – que caracteriza o estado redox 
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celular – é 100/1 no citoplasma, 10/1 nas mitocôndrias e 3/1 no retículo endoplasmático 

(MORIARTY-CRAIGE & JONES, 2004). Em conjunto, isso nos permite enfatizar o importante 

papel do GSH na modulação redox de proteínas. 

  
1.5. Relação entre Dano x Reparo e a terapêutica da LRA  

 

A lesão e o reparo renal são complexos e multifatoriais, envolvendo uma interação entre 

fatores microvasculares, tubulares e inflamatórios, bem como várias vias de sinalização (ZUK & 

BONVENTRE, 2016; VENKATACHALAM et. al. 2015). Após a lesão, as células tubulares 

sobreviventes sofrem desdiferenciação seguida de proliferação, migração e diferenciação em 

células tubulares totalmente maduras para reparar os túbulos renais lesionados. Segundo Tang e 

colaboradores (2020), evidências sugerem que a disfunção mitocondrial contribui criticamente para 

a patogênese da LRA e reparo renal incompleto após IRA. Neste contexto, a disfunção mitocondrial 

possui um papel crítico na patogênese da LRA (TANG et. al. 2020). 

A LRA induzida por fármacos é relativamente comum, no entanto, a fisiopatologia e os 

mecanismos de lesão variam de medicamento para medicamento (RONCO et. al. 2019). Agentes 

nefrotóxicos como antibióticos, meios de contraste, entre outros e toxinas endógenas como, 

mioglobina, ácido úrico, entre outras são filtradas e concentradas, reabsorvidas ou secretadas pelos 

néfrons e podem atingir níveis tóxicos para as células tubulares. Podendo ter um efeito citotóxico 

direto nas células epiteliais tubulares renais ou nas células endoteliais, prejudicar a hemodinâmica 

intra-renal como por exemplo, constrição de células mesangiais e causar precipitação de 

metabólitos ou cristais, entre outros (MAKRIS & SPANOU, 2016; ZHENG et. al. 2019). Porém, 

os fármacos ou agentes infecciosos podem ativar reações imunes, de forma que, infiltrados 

celulares inflamatórios intersticiais estimulam a expressão de citocinas que contribuem para a 

amplificação do processo e a produção de matriz extracelular. Se o processo não for interrompido 

nos momentos apropriados, pode ocorrer fibrose intersticial (COUSER & JOHNSON, 2014). De 

forma que, evidências de estudos clínicos e experimentais sugerem que o reparo incompleto ou mal 

adaptativo após a LRA que leva à fibrose tubulointersticial, pode levar a doença renal crônica 

(DRC) (SEE et. al. 2019; YANG et. al. 2010). 

Segundo o guideline KDIGO (2012), o tratamento de pacientes com LRA, acaba sendo não 

específico, ou seja, se torna um tratamento de suporte das consequências da lesão renal. Por 

exemplo, o manejo hemodinâmico, como o uso de vasopressores e fluidos, assim como o controle 
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glicêmico, suporte nutricional. De forma oposta, muitos fármacos usadas em diversas situações 

não são recomendadas, como por exemplo, existe uma não recomendação do uso de dopamina em 

dose baixa como vasodilatador de forma preventiva à lesão renal aguda, assim como a não 

recomendação do uso do Fenoldopam, um agonista puro do receptor de dopamina tipo I, para tratar 

ou prevenir a LRA. O mesmo vale para o uso do Peptídeo natriurético atrial (PNA). 

O KDIGO usa como exemplo de nefrotoxicidade induzida por fármacos, a classe doa 

Aminoglicosídeos, a qual, segundo a literatura, em muito se parece em termos de LRA com a 

VCM. Neste contexto, o tratamento indicado por tal guideline acaba limitando-se ao uso racional 

e a sugestão do não uso deste tipo de fármaco com potencial nefrotóxico se houver a opção de 

fármacos menos nefrotóxicas e terapias alternativas disponíveis, salvo seja a única escolha 

terapêutica em determinado caso clínico. Existe também a sugestão de monitorização de 24 a 48 

horas caso o uso seja necessário, assim como o uso de vias menos nocivas, como a via tópica. 

Sendo assim se fazem necessários tratamentos específicos para o tratamento de LRA induzida por 

fármacos.  

Diversos estudos, onde numerosos antioxidantes mostraram-se protetores do processo 

oxidativo frente a VCM incluindo superóxido dismutase modificado (NISHINO et. al., 2003), os 

antioxidantes erdosteína (OKTEM et. al., 2005), ácido ⍺-lipóico, extrato de Ginkgo biloba e 

melatonina (CELIK et. al., 2005), bem como a timoquinona, éster feniletílico do ácido cafeico, 

vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteína, curcumina, tempol, isoquinelinodio (ELYASI et. al. 

2013) e Bisabolol (SAMPAIO et. al. 2016). Existindo desta forma uma tentativa crescente do uso 

de agentes farmacologicamente ativos alternativos no tratamento da LRA induzida por fármacos 

diversos, podendo este agente ser usado como adjuvante de uma terapia convencional ou pilar 

principal de uma terapia específica.  

 

1.6. Metilsulfonilmetano - MSM 

 

O metilsulfonilmetano (MSM) é um composto organossulfurado de ocorrência natural 

utilizado como medicina complementar e alternativa sob uma variedade de nomes, incluindo 

dimetilsulfona, metilsulfona, sulfonilbismetano, enxofre orgânico ou dimetilsulfóxido cristalino 

(BERTKEN, 1983). Possui a fórmula molecular, (CH3)2SO2, sendo a forma oxidada do 

dimetilsulfóxido (DMSO) (MDAWAR et. al. 2019; GIVAN et. al. 2002), ilustrado na figura 8. 
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Fontes exógenas de MSM são introduzidas no corpo através da suplementação ou consumo de 

alimentos como frutas (SMALE et. al. 1975; PEARSON et. al. 1981), vegetais (WINNING et. al. 

2009), grãos (MOAZZAMI et. al. 2011), cerveja (PEARSON et. al. 1981), vinho do porto (SILVA 

FERREIRA et. al. 2003), café (PEARSON et. al. 1981), chá (KAWAKAMI & YAMANISHI, 

1999) e leite de vaca (WILLIAMS et. al. 1966). 

 

Figura 8 Estrutura molecular tridimensional e orgânica do MSM 

 
Fonte: Autor 

 

Antes de ser usado como uma aplicação clínica, o MSM serviu principalmente como um 

solvente comercial de alta temperatura, polar, aprótico, assim como seu composto original, 

dimetilsulfóxido (DMSO) (CLARK et. al. 2008). O DMSO foi extensivamente estudado por suas 

propriedades biológicas únicas, incluindo sua penetrabilidade de membrana com e sem o co-

transporte de outros agentes, suas capacidades antioxidantes, seus efeitos anti-inflamatórios, sua 

atividade anticolinesterásica e sua capacidade de induzir a liberação de histamina dos mastócitos 

(BRAYTON, 1986).  

No final da década de 1970, iniciaram-se as buscas do uso do MSM para fins terapêuticos 

semelhantes aos do DMSO (JACOB & APPLETON, 2003). A literatura científica sugere que o 

MSM pode ter aplicações clínicas para artrite (DEBBI et. al. 2011; KIM et. al. 2006; LOPEZ, 2012) 

e outros distúrbios inflamatórios, como cistite intersticial (CHILDS, 1994), rinite alérgica 

(BARRAGER & SCHAUSS, 2003; BARRAGER et. al. 2002) e inflamação aguda induzida por 

exercício (VAN DER MERWE & BLOOMER, 2016). O produto OptiMSM® (Bergstrom 
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Nutrition, Vancouver, WA, EUA) recebeu o status de “Generally Recognized as Safe” pela Food 

and Drug Administration em 2007 (BORZELLECA et. al. 2007). 

Estudos farmacocinéticos indicam que o MSM é rapidamente absorvido em ratos 

(MAGNUSON et. al. 2007; OTSUKI et. al. 2002) e humanos (KRIEGER et. al. 2009), levando 2,1 

h e menos de 1 h, respectivamente. Em ratos, entre 59% e 79% do MSM é excretado no mesmo 

dia da administração na urina, inalterado ou como outro metabólito contendo S (OTSUKI et. al. 

2002). A urina é a forma mais comum de excreção, pois o MSM foi detectado na urina de ratos 

(MAGNUSON et. al. 2007; ZHANG & ZHANG 2010), coelhos (WILLIAMS et. al. 1966), linces 

(MATTINA et. al. 1991), chitas (BURGER et. al. 2006), cães (APPS et. al. 2012), macacos 

(LAYMAN & JACOB, 1985) e humanos (PINTO et. al. 2015; DAWISKIBA et. al. 2014; 

TAKEUCHI et. al. 2010). O MSM exibe uma distribuição tecidual bastante homogênea e uma 

meia-vida biológica de aproximadamente 12,2 h em ratos (MAGNUSON et. al. 2007), em humanos 

a sua distribuição tecidual é, de forma similar, provavelmente ampla. 

Devido à sua capacidade de penetrar nas membranas e permear todo o corpo, o mecanismo 

de ação completo do MSM pode envolver vários tipos celulares e, portanto, é difícil de elucidação. 

Os resultados de estudos in vitro e in vivo sugerem que o MSM opera no crosstalk da inflamação 

e do estresse oxidativo a nível transcricional e subcelular (BUTAWAN et. al. 2017). Suas ações 

são descritas como anti-inflamatória, antioxidante e removedora de radicais livres, moduladora do 

sistema imune e agente doador de enxofre (BUTAWAN et. al. 2017). 

Sua ação anti-inflamatória foi verificada em estudos in vitro onde o MSM inibiu a atividade 

transcricional do potenciador de cadeia leve do fator nuclear kappa de células B ativadas (NF-κB) 

(JOUNG et. al. 2016; KIM et. al. 2009) ao impedir sua translocação para o núcleo enquanto 

também previniu a degradação do inibidor de NF-κB. Tradicionalmente, a via NF-κB é considerada 

uma via de sinalização pró-inflamatória responsável pela regulação positiva de genes que 

codificam citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão (LAWRENCE, 2009). O efeito inibitório 

do MSM na via NF-κB resulta na regulação negativa do mRNA para interleucina (IL)-1, IL-6 e 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α) in vitro (AHN et. al. 2015; OSHIMA et. al. 2007), diminuindo 

também a expressão de óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) através 

da supressão de NF-κB. 

Sua ação antioxidante se dá pela sua influencia na ativação de pelo menos 3 tipos de fatores 

de transcrição: NF-κB, transdutores de sinal e ativadores de transcrição (STAT), p53 e NrF-2. 
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Mediando esses fatores de transcrição, o MSM pode regular o equilíbrio de ERO e enzimas 

antioxidantes (BUTAWAN et. al. 2017). A inibição da atividade transcricional do NF-κB pelo 

MSM pode reduzir a expressão de enzimas e citocinas envolvidas na produção de ERO, assim 

como, a regulação negativa de COX-2 e iNOS reduz a quantidade de radical superóxido (O2−) e 

óxido nítrico (NO), respectivamente (LAWRENCE et. al. 2009). Além disso, o MSM suprime a 

expressão de citocinas como o TNF-α, o que pode reduzir qualquer ERO mitocondrial gerada 

(KASTL et. al. 2014). A regulação negativa da via Janus Kinase (Jak)/STAT pode reduzir ainda 

mais a geração de ERO, diminuindo a expressão de oxidases (MANEA et. al. 2010). A via 

Jak/STAT está envolvida na regulação de genes relacionados à apoptose, diferenciação e 

proliferação, todos os quais geram ERO como um componente de sinalização necessário (HOLL 

et. al. 2016; REDZA-DUTORDOIR & AVERILL-BATES, 2016). O MSM também foi capaz de 

retornar a níveis normais a translocação do NrF-2 que foi reduzida em células de neuroblastoma 

murino cultivadas com proteína reguladora transativadora do vírus da imunodeficiência humana 

tipo 1 (HIV-1 Tat) (KIM et. al 2015), embora não esteja claro qual o efeito direto que o MSM tem 

no NrF-2. 

Como citado anteriormente, diversas pesquisas tem investigado o uso de agentes naturais 

ou não, com características antioxidantes e anti-inflamatórias na tentativa de tratar ou melhorar a 

condição renal na LRA. Desta forma, devido as suas características terapêuticas descritas em 

literatura, buscamos neste trabalho, analisar o possível uso do MSM como agente citoprotetor renal, 

na tentativa de adicionar um agente terapêutico efetivo e/ou coadjuvante em casos de LRA com o 

objetivo de retardar ou tratar a lesão renal.     

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

Os rins mantêm a homeostase dos fluidos corporais, eletrólitos, osmolalidade e pH, 

excretam resíduos metabólicos e secretam hormônios e moléculas bioativas (KELLUM et. al. 

2021). A perda da função excretora renal implica em distúrbios na função principal dos rins, a 

manutenção da homeostase, através da excreção de resíduos metabólicos, por exemplo. A 

homeostase hídrica é afetada, pois a diminuição da taxa de filtração glomerular (TFG) e a ativação 

do sistema renina-angiotensina promovem retenção hídrica, que se apresenta como edema 

periférico e congestão pulmonar, principalmente naqueles indivíduos com insuficiência cardíaca 

(PROWLE et. al. 2014). De forma que o uso de medicamentos são uma causa relativamente comum 
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de lesão renal (HOSTE et. al. 2015), onde a população em geral está exposta a um grande número 

de medicamentos prescritos e de venda livre, bem como a uma variedade de substâncias disponíveis 

em lojas de produtos naturais (produtos naturais, suplementos, fitoterápicos), sendo assim possíveis 

causadores de problemas renais, incluindo agentes antimicrobianos (PERAZELLA, 2018). A 

nefrotoxicidade causada por fármacos é um processo complexo que envolve uma combinação de 

fatores contribuindo para a LRA em pacientes hospitalizados (EHRMANN et. al. 2019; 

GOLDSTEIN et. al. 2013). O passo inicial no desenvolvimento da lesão renal envolve a exposição 

a um agente agressor potencialmente tóxico (PERAZELLA, 2018), de forma que, fármacos que 

são eliminadas pelos rins, como a vancomicina, são particularmente problemáticas porque a 

disfunção renal induzida por tais agentes pode levar ao acúmulo do fármaco e de seus metabólitos, 

amplificando ainda mais a toxicidade (COSTA E SILVA et. al. 2014). 

Melhorias no diagnóstico e tratamento da LRA continuam sendo necessárias e, do ponto de 

vista terapêutico, fármacos que podem reduzir a necrose tubular e “salvar” néfrons seriam ideais 

para reduzir o risco de morte na fase aguda da LRA e evitar o desenvolvimento de doença renal 

crônica (DRC) (KELLUM et. al. 2021). Nesse contexto, fármacos com efeitos antioxidante e anti-

inflamatório tomam destaque na tentativa de minimizar a lesão renal causada por medicamentos 

que se fazem necessários na terapêutica de determinados quadros clínicos. O MSM é amplamente 

utilizado como suplemento dietético para melhorar a saúde das articulações e tratamento de dor 

artrítica (KIM et. al., 2006; DEBBI et. al., 2011; PAGONIS et. al., 2014). Outros benefícios 

relatados com o uso do MSM incluem, a moderação inflamatória (VAN DER MERWE & 

BLOOMER, 2016), redução da lesão da mucosa gástrica (AMIRSHAHROKHI & KHALILI, 

2017) e alívio do estresse oxidativo induzido pelo exercício (NAKHOSTIN-ROOHI et. al., 2013). 

Esses estudos relataram que as propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes do MSM são 

amplamente responsáveis pela maioria dos efeitos benéficos à saúde associados (RASHEED et. al. 

2020). Com base nisso, nosso estudo buscou avaliar o possível efeito protetor do MSM frente a 

lesão induzida pela VCM em células tubulares renais HK-2, como forma de modelo de lesão aguda 

em células de túbulo proximal, induzida por fármacos, na busca de uma nova utilidade terapêutica 

para o MSM e introdução de um possível tratamento precoce para LRA induzida por fármacos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Investigar o efeito do Metilsulfonilmetano (MSM) em células de túbulo proximal humano 

saudáveis (HK-2) expostas a um modelo de lesão induzida por vancomicina e sua relação com a 

via oxidativa Nrf-2. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Avaliar a toxicidade do MSM nas células HK-2; 

• Analisar a viabilidade celular das células HK-2 frente ao modelo de lesão aguda induzida pela 

vancomicina quando tratadas com o MSM; 

• Avaliar o papel do MSM sobre os mecanismos de necrose e apoptose no modelo de lesão 

celular aguda induzidas pela vancomicina nas células HK-2; 

• Investigar a relação entre o composto metilsulfonilmetano (MSM) e o fato nuclear eritróide 2 

(Nrf-2) na regulação da resposta oxidativa das células HK-2 frente à vancomicina; 

• Investigar a expressão gênica e quantificar o seu perfil molecular no modelo de lesão tubular 

aguda em células HK-2 tratadas com o metilsulfonilmetano, incluindo genes relacionados à via 

Nrf-2 e atividades inflamatória e oxidativa. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Aquisição do composto Metilsulfonilmetano (MSM) 

 

O composto Metilsulfonilmetano (MSM) foi obtido da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA), 

com grau de pureza garantido pelo fabricante de 98% e armazenado conforme as recomendações 

do fabricante como ilustra a figura 9. Por se tratar de um composto sólido e cristalino, o mesmo 

era pesado em balança de precisão para obtenção das concentrações desejadas de trabalho antes de 

cada experimento, sempre respeitando as normas de segurança laboratorial e diluído no meio de 

cultura celular DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,2), suplementado com 10 % 
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soro fetal bovino (Fetal Serum Bovine – FBS) e 1% de penicilina (200 UI/mL) e estreptomicina 

(130 mg/L), no momento da realização dos ensaios. 

 

Figura 9 Metilsulfonilmetano (MSM) 

 
Fonte: Google imagens 

 

 

4.2. Aquisição do composto Vancomicina (VCM) 

 

O antibiótico glicopeptídico Vancomicina (VCM) foi obtido por compra comercial pela 

distribuidora HD hospitalar-SP, CNPJ: 03.375.328/0001-80, do laboratório UNIÃO QUÍMICA em 

frasco ampola de 500 mg de princípio ativo em pó para solução injetável de uso humano, 

armazenado conforme recomendação do fabricante., como ilustra a figura 10. No momento da 

realização do ensaio, o composto era fracionado, pesado e diluído em água para injeção estéril, 

para a obtenção de uma solução de 50 mg/mL, sendo ajustado volume e concentração em meio de 

cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,2), suplementado com 10 % soro fetal 

bovino (Fetal Serum Bovine – FBS) e 1% de penicilina (200 UI/mL) e estreptomicina (130 mg/L), 

conforme necessários para a obtenção da concentração de trabalho de 5mM (7,24 mg/mL) 

(WENYUN XU et. al. 2021).  
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Figura 10 Vancomicina (VCM) de uso comercial 

 
Fonte: autor 

 

4.3. Linhagem celular e manutenção da cultura 

 

As células HK-2 são uma linhagem imortalizada de células epiteliais renais de túbulo 

proximal humano originárias da American Type Culture Collection (ATCC) sendo cedidas 

gentilmente pelos professores Dra. Alice Maria Costa Martins e Dr. Thiago Lima Sampaio. Estas 

foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7,2), suplementado 

com 10 % soro fetal bovino (Fetal Serum Bovine – FBS) e 1% de penicilina (200 UI/mL) e 

estreptomicina (130 mg/L). As HK-2 em cultivo foram mantidas em condições ideais de 

crescimento em estufa de CO2, mantendo a temperatura de 37 °C e 5 % de CO2. As células em 

cultivo foram acompanhadas diariamente para a verificação da confluência de sua monocamada 

em frascos estéreis do tipo T-75 (75 cm2) e em placas de Petri descartáveis estéreis, próprias para 

cultura celular. Estas foram visualizadas por meio do microscópio de inversão (figura 11). A 

confluência desejada para a realização dos experimentos foi de 70-80%. 

Após atingida a confluência, o meio era removido e adicionado 5 ml de solução tampão 

fosfato (PBS) para a lavagem das células aderidas e remoção de células mortas. Retirado o PBS, 

foi realizado o tratamento com 1 mL de Tripsina/ EDTA 0,25% por 1 a 3 minutos a 37 °C em estufa 

de CO2 a 5%, para a remoção da camada celular. Após este período, a alíquota de 1 mL com as 

células tripsinizadas era transferida para um Eppendorf de 2 ml para posterior centrifugação em 

microcentrífuga a 6000 rpm por 1 minuto, obtendo um pellet de células, o qual era novamente 

lavado e resuspendido com 1 mL de PBS e novamente centrifugado por 1 minuto a 6000 rpm. Dada 

a formação de um “pellet limpo de tripsina”, o sobrenadante era retirado e as células eram 
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resuspendidas em 1 ml de meio DMEM. Com 10 µL da suspensão de células em DMEM realizava-

se a contagem das mesmas na câmara de Neubauer no campo dos leucócitos de modo a reajustar o 

volume da suspensão celular para 1 x 106 células/ mL. Com a concentração padronizada, as células 

eram então distribuídas para a experimentação ou manutenção da cultura de HK-2, onde eram 

cultivadas 1 x 106 células em cada frasco do tipo T-75 ou placa de cultura para a manutenção do 

cultivo, adicionando-se o meio de cultura em volume ideal a depender do tipo de armazenamento 

celular, placas ou frascos T-75. A densidade celular utilizada em cada experimento será descrita a 

seguir nos tópicos dos mesmos devido a sua variabilidade. Para o congelamento de vials de HK-2 

colocamos 1 ml da solução ajustada em DMEM (1 x 106 células/ mL) e adicionamos 10% de 

DMSO como criopreservador, neste caso 10 µL. 

 

Figura 11 Microscópio de inversão e células HK-2 em confluência de 70-80% 

 
Fonte: Autor 

 

4.4. Ensaio de viabilidade celular e determinação do IC-50 do Metilsulfonilmetano (MSM) 

nas células HK-2 

 

Para a avaliação da viabilidade celular das células HK-2 e determinação do IC-50 do 

Metilsulfonilmetano realizamos o ensaio por redução do 3-(4,5-Dimethylthiazol-2- yl) -2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide (MTT), onde todos os experimentos foram realizados sob forma de 

tripicata. Este é um sal tetrazólio de cor amarela que, quando em contato com células viáveis, é 

internalizado por endocitose e clivado por desidrogenases do citoplasmáticas e mitocondriais, 

produzindo um sal de cor arroxeada chamado formazan (MOSMANN, 1983), conforme mostram 

a figura 12 e 13. Tais cristais são exocitados e podem ser solubilizados pela adição de reagentes 
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como o dodecilsulfato de sódio (SDS). As células não-viáveis perdem a capacidade metabólica de 

internalizar e clivar o MTT, sendo que a concentração de formazan produzido é diretamente 

proporcional à quantidade de células viáveis e é medida pela leitura da absorbância a 562 nm. 

 

Figura 12 Redução mitocondrial do MTT 

 
 

Fonte: Adaptado pelo autor de website commons.wikimedia.org 

 

Figura 13 Coloração do MTT em estado não reduzido (amarelo) e os cristais de formazan (roxo) 
 

 
Fonte: Arquivo Pessoal 

Para este ensaio utilizamos placas de 96 poços de fundo chato, onde foram semeadas as 

células HK-2 com o mesmo meio de manutenção no volume de 200 µL por poço com densidade 

de 0,01x106 células. A placa era incubada a 37ºC a 5% de CO2 por 24 horas. Posteriormente era 

realizado a troca completa do meio por uma suspensão de meio de cultivo com MSM (50 mg/ml) 

e realizada uma diluição seriada, obtendo-se as concentrações de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 
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mg/mL, ao longo dos poços. Ao final, as células eram mantidas em contato com suas respectivas 

concentrações de MSM por 24 horas. Após este período, eram retirados 100 µL do meio de cada 

poço e adicionados 10 µL da solução de MTT (2,5mg/mL), seguido de incubação por 4 horas em 

estufa de CO2 a 5% e 37℃, na ausência de luz. Em seguida, foram adicionados 90 µL de SDS 

(10% p/v em HCL 0,1N) em cada poço, onde as placas foram mantidas em repouso por 17 horas 

em estufa de CO2 sob as mesmas condições anteriores, para a completa solubilização dos cristais 

de formazan. A figura 14 mostra o desenho experimental descrito anteriormente. A leitura foi 

realizada em leitora de microplacas por espectrofotometria com comprimento de onda de 562 nm. 

 

Figura 14 Desenho experimental do ensaio de MTT 

 
Fonte:  autor 

A nível de correção foi utilizada a média dos poços em branco, que continham apenas o 

meio de cultivo (DMEM) mas receberam tanto o MTT quanto o SDS, assim como nos grupos 

experimentais. Para a obtenção do cálculo da citotoxicidade relativa e do IC-50 do MSM, 

subtraímos a média da absorbância do branco da razão entre as médias dos grupos teste e controle 

multiplicado por 100 como mostra a fórmula:

. 

 

4.5. Ensaio de viabilidade celular - Tratamento Metilsulfonilmetano (MSM) x Vancomicina 

(VCM) nas células HK-2 

 

Para a determinação da viabilidade celular do MSM frente ao modelo de lesão por 

Vancomicina (VCM) nas células HK-2, foram utilizados os mesmos métodos de avaliação de 

citotoxicidade pelo MTT, descritos no tópico 4.4. Para o uso da VCM como agente indutor de lesão 

tubular renal, utilizamos a concentração do IC50 de 5mM (7,24 mg/mL) (WENYUN XU et. al, 

%100.%
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2021). Foram utilizadas placas de 96 poços semeadas com 0,01 x 106 células HK-2 por poço em 

um volume de 200 µL de DMEM suplementado para todos os grupos, exceto nos poços brancos, 

os quais continham apenas o meio suplementado, sem a presença de células. Foi utilizada uma 

solução contendo o meio de cultura suplementado com a VCM na concentração de 5mM para o 

grupo VCM, apenas o meio de cultura suplementado para o grupo controle HK-2, meio de cultura 

suplementado juntamente com as concentrações de trabalho do MSM (mg/mL) para o grupo MSM 

e o meio de cultura suplementado na concentração de 5mM de VCM juntamente com as 

concentrações de trabalho do MSM para os grupos tratamento, como mostra a figura 15. As células 

eram semeadas nas placas de 96 poços no tempo zero e incubadas a 37°C com 5 % de CO2 por 24 

horas. Posteriormente as células eram submetidas ao protocolo experimental, onde retirávamos 

todo o meio de cultura dos poços, os quais eram substituídos pelas soluções pertinentes a cada 

grupo conforme citado acima. As células HK-2 de cada grupo ficava em contato com sua solução 

por 24 horas e em seguida era aplicado o mesmo protocolo do MTT descrito no item 4.4. 

 

Figura 15 Modelo de placa para o experimento VCM x MSM (tratamento) 

 

Fonte: Autor 

4.6 Ensaios de Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo é um método em que as células em suspensão são contadas por 

detecção fotoelétrica através de Contadores de Células Ativados por Fluorescência ou FACS 

(Fluorescence-Activated Cell Sorter), permitindo alta sensibilidade do método. As células são 

injetadas no centro de um feixe de solução salina em fluxo contínuo, onde são forçadas a passar 

individualmente pela câmara de leitura, atravessando um ou mais feixes de luz de comprimento de 
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onda específicos. O laser empregado com maior frequência é o laser íons de argônio, que permite 

maior excitação em fluorocromos. Ao passarem pela câmara de leitura, as células causam a 

dispersão frontal do feixe luminoso, criando uma sombra, chamada de dispersão frontal ou FSC 

(Foward Scatter) e é utilizada como medida do tamanho celular. A chamada Side Scatter (SSC) ou 

dispersão lateral de luz, ocorre por meio do encontro do feixe luminoso com as estruturas 

intracelulares, como organelas, núcleo e grânulos, permitindo assim, a avaliação da complexidade 

ou granulosidade celular. Além disso, quando células ou outras partículas são marcadas com 

fluorocromos, o feixe luminoso provoca a excitação dessas moléculas e consequente emissão de 

luz detectada em leitores de fluorescência (FL1, FL2, FL3, FL4 e FL5). Após configuração da 

leitura e uma aquisição inicial, foi estabelecido um gate (R1), conforme ilustrado na figura 16. Este 

procedimento foi realizado a fim de selecionar a população de acordo com o tamanho e 

complexidade, reduzindo estatisticamente a interferência de debris. O princípio da análise por 

citometria de fluxo e a ilustração das estratégias de gate estaão representados na figura 16. 

Figura 16 Princípio da citometria de fluxo e ilustração das estratégias de gate. 

 
 

Fonte: Autor 

Para a realização das análises por citometria de fluxo, as células HK-2 cultivadas sob 

condições ideais em placas de 24 poços, submetidas ou não ao tratamento com o MSM e VCM, 

conforme descrito no item 4.3 e 4.4. As mesmas foram lavadas com PBS, tripsinizadas e 

resuspendidas, a fim de permitir a marcação fluorescente. Para tal, o sobrenadante foi substituído 

por tampão de ligação (Hepes 10mM; NaCl 140 mM; CaCl2 2,5 mM; pH 7,4). Por fim, as células 
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foram analisadas no equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, New Jersey, USA) utilizando o 

CellQuest ProTM software e contadas 104 células detectadas pelo laser de argônio. 

4.6.1. Citometria de Fluxo - Análise do mecanismo de morte celular 

A análise do mecanismo de morte celular foi realizada utilizando a marcação com as 

substâncias fluorescentes Anexina V-PE (conjugada com ficoeritrina) e 7- aminoactinomicina 

(7AAD). A anexina V é uma proteína de 36 KDa, que, na presença de íons cálcio, tem alta afinidade 

pela fosfatidilserina (representada em azul na figura 17), proteína externalizada como sinal da 

morte programada por apoptose. conforme representado na figura 17. 

Figura 17 Metodologia de avaliação do mecanismo de morte celular – Anexina V-PE. 

 

Fonte: Autor 

O 7AAD é um intercalador capaz de complexar-se com o DNA, excitando-se com o laser 

de 488 nm e possuindo emissão máxima de 647 nm; O 7AAD não é capaz de penetrar em células 

com membrana íntegra. Dessa forma, células com alta marcação para 7AAD são consideradas 

células necróticas, por perda de integridade de membrana, como mostra a figura 18. 
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Figura 18 Metodologia de avaliação do mecanismo de morte celular – 7AAD. 

 

Fonte: Autor 

Para realização do ensaio, as células HK-2 de cada poço foram suspensas em 100 μL de 

tampão de ligação em tubos de ensaio e foram adicionados 5 μL de 7AAD e 5 μL de Ax/PE (0,6 

µg/mL cada). O procedimento foi realizado utilizando um kit comercial (Annexin V PE Apoptosis 

Detection Kit I, BD Biosciences) e respeitando as orientações do fabricante. Após 15 minutos de 

incubação no escuro, foi adicionado 400 μL de tampão de ligação em cada tubo e realizada a análise 

no FACSCalibur (BD Biosciences). Os resultados foram expressos em percentual de células não 

marcadas, células marcadas por 7AAD como indicativo de necrose, marcadas por Anexina-V como 

indicativo de apoptose e duplamente marcadas como indicativo de apoptose tardia. 

4.6.2 Citometria de fluxo - Análise da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 

citoplasmáticas. 

Esta análise baseia-se na introdução da sonda não-fluorescente 2',7'- diacetato de 

diclorofluoresceína (DCFH-DA) no interior das células, provendo um substrato oxidável (DCFH). 

O DCFH-DA é um composto não-fluorescente, estável e lipofílico capaz de atravessar facilmente 

a membrana celular. Dentro da célula, esterases citosólicas desacetilam o DCFH-DA e formam o 

2',7'-diclorofluoresceína (DCFH) que devido a sua polaridade, fica confinado no citoplasma. 

Durante a explosão respiratória, as espécies reativas de oxigênio geradas, oxidam o DCFH 
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formando a 2',7'-diclorofluoresceína oxidada (DCFoxi). Esta possui fluorescência verde, com 

excitação em 488 nm e detecção em 515-545 nm pelo sensor FL1, como mostra a figura 19, de 

forma que a fluorescência verde produzida pela formação de DCFoxi é proporcional à capacidade 

oxidativa da célula. Assim, a intensidade da fluorescência intracelular torna-se uma medida dos 

metabólitos oxidativos produzidos pelas células (ARANDA et al., 2013). 

Para a realização da incorporação do DCFH no interior das células, 5μL (concentração final 

20 μM) da solução reagente foram adicionados aos poços da placa de 24 poços contendo as células 

em cultivo, na ausência de luz, 3 horas após a realização do modelo lesão/tratamento com VCM e 

MSM. Ao término das 24 horas conjuntas de adição do DCFH e tratamento com VCM e MSM, as 

amostras foram lavadas com PBS, tripsinizadas e o pellet de células processado em citômetro de 

fluxo. Assim, a média de intensidade de fluorescência relativa produzida durante a explosão 

respiratória pela oxidação do DCFH foi coletada através do filtro de fluorescência verde. 

Figura 19 Metodologia do DCFH-DA 

 

Fonte: Autor - adaptado de ARANDA et al. (2013) 
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4.6.3 Citometria de fluxo - Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial 

Com fins de avaliar o potencial de membrana mitocondrial, utilizamos o corante Rodamina 

123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Este é um corante específico para a marcação 

mitocondrial em células vivas. A Rodamina123 é um fluorocromo catiônico que permite que esta 

seja atraída pelo elevado potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, 

incorporando-se no interior das organelas, emitindo fluorescência vermelha, como mostra a figura 

20. Segundo Johnson et al., 1980, alterações ao nível da integridade mitocondrial podem ser 

detectados por aumento da fluorescência verde citosólica em detrimento da vermelha mitocondrial 

por ensaios de citometria de fluxo, indicando uma difusão da Rho123 da mitocôndria para o 

citoplasma em células lesadas. Desta forma, o fluorocromo Rodamina 123 liga-se às membranas 

mitocondriais e inibe o transporte de elétrons, retardando a respiração celular. Através do filtro de 

fluorescência vermelha (FL2), foi medida a intensidade de fluorescência relativa produzida pela 

marcação de mitocôndrias ativas (O’CONNOR et al., 1998). 

Figura 20 Princípio do método de análise e estrutura da Rodamina. 

 

Fonte: Autor 

Ao término das 24 horas do ensaio de lesão com VCM, as células HK-2 tratadas ou não 

com MSM, como descrito no item 4.4, foram lavadas com PBS, tripsinizadas e o pellet de células 
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marcado com Rodamina 123 por meia-hora com concentração final de 10 μg/ mL para, em seguida, 

ser processado em citômetro de fluxo com excitação a 488 nm e detecção a 563-606 nm. 

Os resultados do ensaio do DCFH-DA e da Rodamina foram expressos como intensidade 

relativa de fluorescência, a qual foi obtida a partir dos valores absolutos de intensidade de 

fluorescência e foi calculada uma média geométrica e atribuído valor 1,0 para o controle, as médias 

dos demais grupos receberam valores proporcionais calculados por regra de três simples 

(JOHNSON et al., 1980; POKORNÝ et al., 2014). 

4.7 Docking Molecular – MSM e a via NRF-2 

Com o objetivo de analisar a possibilidade de interação direta ou não do MSM com 

proteínas relacionadas a via oxidativa Keap1/NrF-2, foram realizados os ensaios in silico no 

departamento de Farmácia da Universidade Federal do Ceará (UFC), sob orientação do prof. Dr. 

Thiago Lima Sampaio. Antes da realização das simulações de acoplamento propriamente ditas, se 

fez necessário a realização da seleção e otimização dos alvos proteicos e dos ligantes químicos. A 

seleção dos ligantes foi realizada no banco de dados de química PubChemⓇ e otimizados para a 

sua conformação 3D no software MarvinSketch, já os alvos Keap1 (PDB: 4IQK) e Raf-1 (PDB: 

3OMV) foram obtidos do Protein Data Bank (PDB) e otimizados deixando-os apenas com a cadeia 

polipeptídica no software UCSF Chimera. A escolha destes alvos foi baseada na interação 

fisiológica que Keap1 possui com o NrF-2, onde esta uma se liga ao NrF-2 causando sua repressão  

e degradação pela via do proteassoma da ubiquitina (KANSANEN et. al. 2013), e pelo fato da 

ativação da via RAF/ERK intensificar a interação de NrF-2 com os promotores de sua proteína 

alvo (WANG et. al. 2018). Desse modo, com os ligantes e alvos proteicos otimizados, foram 

realizadas as simulações de docking molecular por meio do software SwissDock disponível 

gratuitamente na web. Com o objetivo de descrever as características intrínsecas das interações 

alvo-ligantes, foram analisados os tipos de interações intermoleculares presentes entre as moléculas 

e os resíduos de aminoácidos da proteína, bem como as distâncias dessas interações. Para cada 

análise, 100 ciclos de 10 simulações independentes foram realizados usando o algoritmo 

Lamarkiano (TROTT & OLSON, 2010). Escores de encaixe foram utilizados como critério de 

seleção e esses valores devem ser iguais ou inferiores a -6,0 kcal/mol e RMSD (Root Mean Square 

Deviation) menor que 2,0 Å (SHITAYKOV & FÖRSTER, 2014). 
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Com base nas observações das interações entre a molécula teste e as proteínas, as ligações 

de hidrogênio foram plotadas e classificadas de acordo com estudos anteriores que agrupam 

interações com distâncias entre 2,5 e 3,1 Å como fortes, de 3,1 a 3,55 Å como média e > 3,55 Å 

como fraco (IMBERTY et al. 1991). Buscando analisar a natureza dessas interações, obtivemos os 

resultados dos valores de ΔG para cada acoplamento e por meio do software Discovery Studio 

2021 foram obtidos os mapas 2D juntamente com os tipos de interações e suas distâncias. 

4.8 Análise de expressão gênica por RT-qPCR 

 

O objetivo dessa análise foi observar o nível de expressão de mRNA que possam avaliar a 

expressão de genes que estejam direta ou indiretamente relacionados às vias de lesão oxidativa da 

VCM e proteção do MSM. Analisamos a expressão de genes que codificam os fatores de 

transcrição e enzimas antioxidantes: Fator nuclear eritróide 2 (NrF-2); Receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-+); Sirtuína 1 (SIRT-1) e Glutationa redutase (GSH-

red). A seguir descreveremos a metodologia associada a análise gênica em questão. 

4.8.1 Extração do RNA total 

Os pellets de células congelado a -80 °C, advindo dos experimentos de tratamento/lesão 

por VCM e MSM, foram usados para a extração de RNA total. Realizou-se um homogenato com 

trizol (Sigma Aldrich ® EUA), onde cada pellet foi macerado por meio de uma esfera de metal 

estéril no equipamento Tissuelyzer LT® (Qiagen, EUA), seguido de centrifugação a 4 ℃ na 

velocidade 12.000G por 15 min. Após centrifugação, o sobrenadante foi coletado e adicionados 

200 µL de 1-Bromo-3-Cloropropano (BCP, Sigma Aldrich ® EUA). Em seguida, a solução foi 

vortexada por 15 segundos e incubada por 5 minutos à temperatura ambiente. Procedeu-se a 

extração centrifugando a última solução em temperatura de 4℃ na velocidade de 12000 x g por 

um tempo de 15 minutos. Ao final obtivemos um sobrenadante transparente, que continha o RNA 

isolado, o qual foi cuidadosamente coletado e transferido para um novo microtubo de 1,5 mL 

(aproximadamente 500 uL). Adicionamos ao sobrenadante, 500 uL de isopropanol, seguido de 

vortexação e centrifugação a 4 ℃ na velocidade de 12000 x g por 20 minutos. Observamos um 

precipitado, ao final da última centrifugação, que continha o RNA. Este precipitado foi lavado com 

1000 µL de álcool etílico a 75%, vortexado por 15 segundos e centrifugado por 5 min a temperatura 
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de 4 ℃ na velocidade de 7500 x g. Tal processo foi repetido 3 vezes. Após a terceira lavagem 

aspiramos completamente o álcool do microtubo, permitindo que uma mínima quantidade restante 

deste líquido fosse completamente evaporada. Após a eluição em 12 µL de água MiliQ e do 

processo de extração, 1μL de RNA total de cada amostra foi dosado pelo Nanodrop® (Thermo 

Fisher Scientific, EUA) com a finalidade de verificar qualidade das amostras e quantificar suas 

concentrações para fornecer RNA para transcrição em DNA complementar (cDNA). Baseado na 

quantidade obtida, o RNA total foi diluído para uma concentração de 200 ng/µL e novamente 

quantificado por fluorimetria (Oubit 4.0 ® Thermo Fisher Scientific, EUA). 

4.8.2 Síntese de cDNA 

O RNA total isolado, armazenado a -80 ℃, seguiu para a síntese de cDNA de acordo com 

instruções do fabricante, por meio do GoScript cDNA Synthesis Kit (PROMEGA®, Wisconsin, 

EUA). O protocolo da reação incluiu 2,0 μL da enzima transcriptase reversa, 4 μL do GoScript 

Reaction Buffer (solução constituída de oligonucleotídeos tampão salino e oligo dT), 200 ng/μL 

de RNA extraído das amostras e completou-se o volume total até 20μL com água livre de nuclease. 

O protocolo padrão no termociclador Veriti Applied Biosystems® (Thermo Fisher Scientific, 

EUA) foi 25 ℃ por 5 min, 42 ℃ por 60 min e 70 ℃ por 15 min. O cDNA sintetizado foi 

armazenado em freezer -20 ℃ até a amplificação pela Reação de Polimerase em Cadeia em Tempo 

Real (qPCR). 

4.8.3 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

A transcrição relativa dos genes: Fator nuclear eritróide 2 (NrF-2); Receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-	+); Sirtuína 1 (SIRT-1) e Glutationa redutase (GSH-

red), foi realizada através do equipamento QuantStudio 5 Applied Biosystems® (Thermo Fisher 

Scientific, EUA). Utilizamos os genes codificadores para gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GADPH) e proteína ribossomal S-18 (RPS18) como gene de referência. A Tabela 1 mostra as 

sequências dos iniciadores de DNA (primers) dos genes investigados, que foi obtida no sítio 

eletrônico do National Center for Biotechnology Information (NCBI). 
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Tabela 1 Sequência de Primers dos genes de trabalho 

Genes 
 

Sequência 5'-3’ senso Sequência 5'-3’ anti-senso 

NrF-2 TCCAAGTCCAGAAGCCAAACTGAC GGAGAGGATGCTGCTGAAGGAATC 

PPAR-	+ AGAGCCTTCCAACTCCCTCA CCCTTGCATCCTTCACAAGC 
SIRT-1 CCATACCCCATGAAGTGC GCAGATGAGGCAAAGGTT 
GSHred TTCCAGAATACCAACGTCAAAGG GTTTTCGGCCAGCAGCTATTG 
GAPDH CTGGGCTACACTGAGCACC AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG 
RPS18 ATCACCATTATGCAGAATCCACG GACCTGGCTGTATTTTCCATCC 

Fonte: Autor; Fator nuclear eritróide 2 (NrF-2); Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-	"); 
Sirtuína 1 (SIRT-1); Glutationa redutase (GSH-red); Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GADPH); Proteína ribossomal S-18 

(RPS18) 

Para a reação de polimerase em cadeia (PCR) foram utilizados 7,5 μL de GoTaq® 

qPCRMaster Mix (PROMEGA, Wisconsin, EUA), 2,4 μL de cada iniciador e 1,0 μL de cDNA das 

amostras, completando com água livre de nuclease até um volume final de 15μL. Inicialmente a 

enzima foi ativada a uma temperatura de 60℃ por um período de 2 minutos. Em seguida, todos os 

40 ciclos transcorridos tiveram uma etapa de desnaturação por 15 segundos a 95 ℃ seguido de um 

passo de anelamento e extensão por 1 minuto a uma temperatura de 60 ℃. Para assegurar a 

especificidade da amplificação e detectar a não formação de dímeros de iniciadores ou qualquer 

outro produto inespecífico, todas as amplificações foram avaliadas quanto à curva de fusão. Para 

tal, a temperatura foi acrescida em 0,05 ℃ a cada 5 segundos iniciando em 60 ℃ até 95 ℃. Os 

dados foram obtidos com o software do sistema QuantiStudio 5.0 (Thermo Fisher Scientific, EUA) 

e foram baseados nos valores do ciclo de limiar. 

Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou Ct) para os genes testados foram exportados para o 

Microsoft Excel (Microsoft, Estados Unidos) e os níveis relativos de RNAm foram calculados de 

acordo com a metodologia 2-ΔΔCT como descrito por Livak e Schmittgen (2001). 

4.9 Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada com o software GraphPad Prism®, versão 8.0. Para o 

experimento de IC50 do MSM e tratamento com VCM, realizamos a estatística descritiva seguido 

de teste de comparações múltiplas por meio de análise de variância (ANOVA) e pós-teste de 

Dunnett (dados não paramétricos). Para a citometria os dados foram analisados segundo one-way 
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ANOVA e pós-teste de Tukey. Na análise do docking molecular foi realizado o teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk, e a comparação entre os grupos foi avaliada por ANOVA com pós-

teste de Bonferroni. Para a análise dos resultados da expressão gênica (RT-qPCR) foi realizada a 

estatística descritiva com teste de Mann-Whitney. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significativos para P<0,05. 

 

5. RESULTADOS 

 

 

5.1 MTT - Viabilidade celular e IC 50 do MSM 

 

Inicialmente realizamos a avaliação da viabilidade celular das células HK-2 frente ao 

composto sulfurado MSM e a determinação do seu IC 50, pela metodologia do MTT, para a 

determinação da concentração a ser usada no trabalho. As concentrações testadas, sob a forma de 

diluição seriada, foram: 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/mL, durante 24 horas. Os resultados que 

se seguem, visam justificar a escolha das concentrações utilizadas no presente trabalho. 

 

Figura 21 Determinação da citotoxicidade relativa do Metilsulfonilmetano em concentrações 

seriadas durante o período de 24 horas nas células HK-2 

 
Fonte: Autor; apresentação do gráfico com os resultados dos valores percentuais de viabilidade celular pelo método de avaliação 

do MTT em suas respectivas concentrações de MSM durante o período de 24 horas, com *p<0,05 em comparação ao controle 

avaliados por one-way ANOVA e pós-teste de Dunnett. 
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De acordo com a figura 21, o resultado deste ensaio nos mostra que concentrações de MSM 

até 25 mg/mL não reduziram a viabilidade celular das células HK-2 durante o período de 24 horas, 

porém doses iguais ou maiores do que 50 mg/mL reduziram a viabilidade celular, pela identificação 

no ensaio de MTT, quando comparado ao grupo controle com p < 0,05. Com posse destes dados, 

calculamos o IC 50 do MSM, como mostra a figura 22, no valor de 42,25 mg/mL para o uso nas 

células HK-2. As concentrações de 50 e 100 mg/mL de MSM foram excluídas dos experimentos 

posteriores com base nos resultados citados. A tabela 2 mostra os valores das viabilidades celulares 

das células HK-2, expressos sob forma de percentual com seus respectivos erros padrões da média 

(EPM) para as diversas concentrações do MSM durante 24 horas de exposição. 

 

Tabela 2 Percentual de viabilidade celular das células HK-2 quando expostas ao MSM 

em diversas concentrações durante o período de 24 horas 

 

Grupos Viabilidade celular (%) 

Controle 100,0 ± 0,84 

MSM 3,12 mg/mL 97,95 ± 4,21 

MSM 6,25 mg/mL 110,4 ± 5,65 

MSM 12,5 mg/mL 103,0 ± 1,51 

MSM 25,0 mg/mL 90,2 ± 1,15 

MSM 50,0 mg/mL 34,21 ± 1,94* 

MSM 100,0 mg/mL 26,63 ± 5,18* 
 

Fonte: Autor; Dados expressos como média padrão ± EPM com *p<0,05 em relação ao grupo controle, analisado por one-way 
ANOVA com pós-teste de Dunnett 
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Figura 22 Cálculo do valor de IC 50 do MSM nas células HK-2 durante o período de 24 

horas, baseado no ensaio de citotoxicidade via MTT 

 
Fonte: Autor; representação gráfica da curva de obtenção do IC 50 do MSM com valor de 42,25 mg/mL 

 
 

5.2 MTT - Tratamento com Metilsulfonilmetano (MSM) frente a Vancomicina (VCM) 

 

Para aplicar o modelo de lesão tubular renal in vitro, optamos por utilizar as células HK-2 

expostas a concentração de IC50 de 5 mM (7,24 mg/mL) do antibiótico vancomicina (VCM) obtido 

na literatura vigente (WENYUN XU et al., 2021), com potencial nefrotóxico relevante. Com base 

no experimento de citotoxicidade do MSM e de sua IC50, optamos pela utilização das duas maiores 

doses terapêuticas encontradas no trabalho, 12,5 mg/mL e 25 mg/mL, tendo em vista que testes 

piloto realizados com todas as concentrações indicaram um baixo potencial terapêutico de doses 

abaixo de 12,5 mg/ml, para esse modelo de indução de lesão por VCM nas células HK-2 durante 

24 horas. A figura 23 representa o gráfico do tratamento das células HK-2 com MSM frente a lesão 

causada pela VCM. Os grupos tratamento de 12,5 e 25 mg/mL diferiram estatisticamente (p <0,05) 

do grupo controle e grupo lesão (VCM), porém com diferentes níveis de significância. A tabela 3 

mostra os resultados da viabilidade celular das células HK-2, expressos sob forma de percentual, 
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com seus respectivos erros padrões da média (EPM) para os diversos tratamentos realizados com 

MSM frente a indução de lesão tubular causado pela VCM, durante 24 horas de exposição. 

Figura 23 Resultados dos tratamentos das células HK-2 pelo MSM expostas a VCM durante o 

período de 24 horas 

 
Fonte: Autor; Gráfico da viabilidade celular relativa das células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, mostrando as 

diferenças estatísticas *p< 0,05 quando comparado cada grupo com o controle e #p<0,05 quando comparado cada grupo com 
VCM (grupo lesão) 

Tabela 3 Percentual da viabilidade celular das células HK-2 para os diversos tratamentos 

realizados com MSM frente a indução de lesão tubular causado pela VCM, durante 24 horas de 

exposição. 

 
Grupos Viabilidade Celular (%) 

Controle 99,85 ± 10,12 

VCM 5 mM 57,88 ± 2,45* 

MSM 12,5 mg/mL 85,39 ± 4,70 

MSM 25 mg/mL 80,85 ± 2,61 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/ml 73,88 ± 2,59*# 

VCM 5mM + MSM 25 mg/ml 78,15 ± 3,32*# 
 

Fonte: Autor; Dados expressos como média padrão ± EPM com *p<0,05 em relação ao grupo controle e #p<0,05 em relação ao 
grupo lesão (VCM), analisado por one-way ANOVA com pós-teste de Dunnett 
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5.3 Citometria de Fluxo – Mecanismo de morte celular 

 

Com o intuito de um melhor esclarecimento do tipo de lesão e morte celular ocasionados 

pela VCM às células tubulares HK-2, optamos pelo ensaio de citometria de fluxo com a marcação 

das células com Anexina V-PE e o 7AAD descritos no item 4.5.1. 

 

Os resultados do ensaio de citometria da exposição das células HK-2 à VCM por 24 horas 

mostraram que houve dupla marcação significativa em relação ao grupo controle (7AAD+/Anx+) 

no grupo lesão (VCM 5 mM), representando 18,7% dos eventos, indicando que tal grupo se 

encontrava em apoptose tardia ou necrose secundária. Tal grupo também apresentou uma marcação 

significativa com 7AAD (7AAD+/Anx-) com aproximadamente 13% dos eventos, indicando que a 

morte celular pode ter ocorrido por necrose, assim como a significativa redução das células não 

marcadas em relação ao grupo controle (7AAD-/Anx-), que era de 92,3% dos eventos no grupo 

controle e reduziu para 67,5% no grupo lesão (VCM). Tanto o grupo tratamento de 12,5 quanto 25 

mg/mL de MSM apresentaram significativa redução do percentual dos eventos das células 

duplamente marcadas (7AAD+/Anx+), com valores de 15% e 9,6% respectivamente, quando 

comparado ao grupo lesão (VCM). Mostrando que o grupo tratado com 25 mg/mL de MSM 

conseguiu reduzir em 48,67% a população duplamente marcada com 7AAD e Anexina-V. O grupo 

tratado com 12,5 mg/mL de MSM apresentou comportamento semelhante, porém a redução da 

população duplamente marcada foi de 19,8%. A figura 24 e a tabela 4 representam e expressam, 

respectivamente, os resultados numéricos citados acima. Já a figura 25 ilustra graficamente as 

densidades comparativas do ensaio supracitado. 
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Figura 24 Representação da avaliação de morte celular no ensaio de Citometria de fluxo. 

 
Fonte: Autor; As células necróticas foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células apoptóticas foram 

marcadas por Anx (Anexina V), os dados foram expressos em média de percentual da distribuição dos eventos (células)	± EPM, 
analisado por ANOVA e pós-teste de Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesão . VCM5mM =grupo lesão 

vancomicina 5mM; VCM 5mM + 12,5 mg/mL= grupo tratamento com MSM 12,5 mg/mL; VCM 5mM + 25 mg/mL= grupo 
tratamento com MSM 25 mg/mL ; MSM 12,5 mg/ml = grupo controle positivo MSM 12,5 mg/mL; MSM 25 mg/ml = grupo 

controle positivo MSM 25 mg/mL. 

 

Tabela 4 Percentual das marcações 7AAD (7-aminoactinomicina) e/ou Anexina V nas células 

HK-2 no ensaio de Citometria de fluxo para os diversos tratamentos realizados com MSM 

(mg/mL) frente a indução de lesão tubular causado pela VCM (mM), durante 24 horas de 

exposição. 
Eventos (%) 7AAD-/Anx- 7AAD+/Anx+ 7AAD+/Anx- 7AAD-/Anx+ 

Controle 92,33± 0,14 3,7 ± 0,16 2,89 ± 0,22 1,07 ± 0,17 

VCM 5 mM 67,54 ± 2,86* 18,73 ±1,3 * 13,19 ± 1,75* 0,53 ± 0,13 

MSM 12,5 mg/mL 94,43 ± 0,65# 2,06 ± 0,55# 2,5 ± 0,16# 0,99 ± 0,18 

MSM 25 mg/mL 94,14 ± 0,26# 2,19 ± 0,40# 2,51 ± 0,27# 1,10 ± 0,15 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/ml 72,66 ± 2,8*# 15,07 ± 2,27* 11,89 ± 1,29* 0,37 ± 0,24 

VCM 5mM + MSM 25 mg/ml 81,59 ± 0,94*# 9,61 ± 0,78*# 7,16 ± 0,5# 1,62 ± 0,09 
 

Fonte: Autor; As células necróticas foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células apoptóticas foram 
marcadas por Anx (Anexina V), os dados foram expressos em média de percentual da distribuição dos eventos (células)	± EPM, 
analisado por ANOVA e pós-teste de Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesão . VCM5mM =grupo lesão 

vancomicina 5mM; VCM 5mM + 12,5 mg/mL= grupo tratamento com MSM 12,5 mg/mL; VCM 5mM + 25 mg/mL= grupo 
tratamento com MSM 25 mg/mL ; MSM 12,5 mg/ml = grupo controle positivo MSM 12,5 mg/mL; MSM 25 mg/ml = grupo 

controle positivo MSM 25 mg/mL. 
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Figura 25 Resultados gráficos do tipo Density plot representando a densidade comparativa do 

ensaio de avaliação da via de morte celular com as células marcadas com 7 AAD (7-

aminoactinomicina) (células necróticas) e com Anexina V (células apoptóticas). 

 
Fonte: Autor As células necróticas foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células apoptóticas foram 

marcadas por Anx (Anexina V), os dados foram expressos em média de percentual da distribuição dos eventos (células)	± EPM, 
analisado por ANOVA e pós-teste de Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesão. (A) grupo controle HK-2 (B) 

VCM5mM =grupo lesão vancomicina 5mM; (C) VCM 5mM + 25 mg/mL= grupo tratamento com MSM 25 mg/mL; (D) VCM 
5mM + 12,5 mg/mL= grupo tratamento com MSM 12,5 mg/mL; (E) MSM 25 mg/ml = grupo controle positivo MSM 25 mg/mL; 

(F)  MSM 12,5 mg/ml = grupo controle positivo MSM 12,5 mg/mL 

 

5.4 Citometria de fluxo – Produção de Espécies reativas de oxigênio (ERO) citoplasmáticas 

 

Por meio da medição da fluorescência relativa à oxidação do DCFH-DA, aferimos a 

produção das ERO citoplasmáticas produzidas no ensaio de tratamento/lesão do MSM frente a 

exposição por VCM nas células HK-2. A tabela 5 e a figura 26 mostram, em termos de intensidade 

de fluorescência relativa (IFR), que a exposição à VCM durante 24 horas ocasionaram um aumento 

de 3x, o que representa um aumento de 200%, na produção de ERO nas células HK-2 em relação 

ao grupo controle. Assim como, o tratamento com a concentração de 25 mg/mL levou a uma 

redução da produção de ERO nas células HK-2 em cerca de 1,2x em relação ao grupo lesão (VCM), 

o que representa uma redução de 122%. As figuras 27 e 28 mostram os histogramas representativos 

das populações celulares deste ensaio. 
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Tabela 5 Percentual de intensidade de fluorescência relativa (IFR) da marcação com DCFH-DA 

no ensaio de Citometria de fluxo para os tratamentos realizados com MSM (mg/mL) frente a 

indução de lesão tubular causado pela VCM a 5mM, durante 24 horas de exposição. 

 
 Controle VCM 5mM MSM 12,5 mg/mL + VCM 5mM MSM 25 mg/mL + VCM 5mM 

IFR 1,00 ± 0,09 3,01 ± 0,08* 3,06 ± 0,10* 1,84 ±	0,13*# 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos em média de IFR 	± EPM, analisado por one-way  ANOVA e pós-teste de 
Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesão (VCM 5 mM) 

 

Figura 26 Análise, em termos de intensidade de fluorescência relativa (IFR), da produção de 

ERO e estresse oxidativo, após o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com 

exposição à VCM por 24 horas. 

 
Fonte: Autor; os dados foram expressos em média de IFR 	± EPM, analisado por one-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, 

com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesão (VCM 5 mM) 
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Figura 27 Histograma do experimento de Citometria com DCFH-DA das células HK-2 expostas 

à VCM 5mM e tratadas com 25 mg/mL de MSM durante 24 horas. 

 
Fonte: Autor; picos representativos das contagens de células (eventos) com suas respectivas fluorescências 

 

Figura 28 Histograma do experimento de Citometria com DCFH-DA das células HK-2 expostas 

à VCM 5mM e tratadas com 12,5 mg/mL de MSM durante 24 horas. 

 
Fonte: Autor; picos representativos das contagens de células (eventos) com suas respectivas fluorescências 
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5.5 Citometria de fluxo – Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial 

 

Devido ao fato de que a produção e o acúmulo excessivo de ERO podem levar às disfunções 

mitocondriais, utilizamos a marcação pela sonda fluorescente Rodamina 123, para poder avaliar o 

potencial transmembrânico mitocondrial (∆ψm), especialmente no contexto de que o potencial 

elétrico da membrana possa interferir diretamente na respiração celular. A tabela 6 mostra os 

valores dos resultados em termos de IFR das células HK-2, marcadas com Rodamina, expostas à 

VCM e tratadas com MSM. Tais resultados mostram que a VCM a 5mM causou um 

comprometimento funcional mitocondrial em cerca de 61% das HK-2 analisadas, quando 

comparado ao grupo controle e o MSM na concentração e 25 mg/mL conseguiu reduzir esse 

comprometimento de 61% para 38% com significância estatística (p<0,05), conforme mostra a 

figura 29. Os histogramas representativos das populações de células estão representados as figuras 

30 e 31. 

 

Tabela 6 Percentual de intensidade de fluorescência relativa (IFR) da marcação com Rodamina 

123 (Rho123) no ensaio de Citometria de fluxo para os tratamentos realizados com MSM 

(mg/mL) frente a indução de lesão tubular causado pela VCM a 5mM, durante 24 horas de 

exposição 

 

 Controle VCM 5mM MSM 12,5 mg/mL + VCM 5mM MSM 25 mg/mL + VCM 5mM 

IFR 1,00 ± 0,02 0,39 ± 0,04* 0,47 ± 0,03* 0,62 ±	0,009	*# 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos em média de IFR 	± EPM, analisado por one-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni,com 
*p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesão (VCM 5 mM) 

 

 

 

 

 

 



 69 

Figura 29 Análise, em termos de intensidade de fluorescência relativa (IFR), do potencial 

transmembrânico mitocondrial, após o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com 

exposição à VCM por 24 horas. 

 
Fonte: Autor; os dados foram expressos em média de IFR 	± EPM, analisado por one-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni, 

com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesão (VCM 5 mM) 

 

Figura 30 Histograma do experimento de Citometria com Rodamina das células HK-2 expostas à 

VCM 5mM e tratadas com 25 mg/mL de MSM durante 24 horas 

 

Fonte: Autor; picos representativos da contagem de células (eventos) com suas respectivas fluorescências 



 70 

Figura 31 Histograma do experimento de Citometria com Rodamina das células HK-2 expostas à 

VCM 5mM e tratadas com 12,5 mg/mL de MSM durante 24 horas 

 

 
Fonte: Autor; picos representativos da contagem de células (eventos) com suas respectivas fluorescências 

 

5.6 Docking Molecular 

 

Para averiguação das possíveis interações do MSM com a via oxidativa Keap1/NrF-2, 

realizamos o ensaio in silico de Docking molecular do MSM com a proteína Keap1, a qual é uma 

proteína repressora que se liga ao NrF-2 que impede sua translocação nuclear e promove sua 

degradação pela via do proteassoma da ubiquitina (KANSANEN et. al. 2013). Em adição, também 

realizamos o ensaio da interação do MSM com a proteína RAF-1, a qual promove a intensificação 

da interação de NrF-2 com os promotores de suas proteínas alvo por meio da ativação da via 

Raf/ERK. Temos então, uma previsão teórica de interação de um inibidor e um ativador de NrF-2. 

 

Realizamos as simulações de docking molecular entre a proteína Keap1 e a 4-

Metoxibenzenossulfonamida (IQK), que é seu inibidor específico, e o MSM. A figura 32. ilustra 

as regiões do acoplamento de cada ligante com a molécula Keap-1. 
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Figura 32 Região de acoplamento dos ligantes com a proteína Keap1 

 
Fonte: Softwares e banco de dados; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock  

 
Buscando analisar a natureza dessas interações, foi obtido o resultado de variação da energia 

livre de Gibbs (ΔG) para cada acoplamento, conforme disposto na tabela 7. Dessa forma, como já 

esperado, o ligante IQK apresentou uma energia de afinidade satisfatória de -9,48 Kcal/mol, 

indicando estabilidade e especificidade na interação. Já a MSM apresentou uma energia abaixo da 

linha de corte de -6 Kcal/mol, demonstrando uma possível menor afinidade e especificidade em 

detrimento à substância IQK. 

 

Tabela 7 Afinidade energética dos ligante com a proteína Keap1 

 

Complexo proteína/ligante ΔG (Kcal/mol) 

Keap1 / IQK -9,48 

Keap1 / MSM -5,88 

 

Com o objetivo de descrever as características intrínsecas das interações alvo-ligantes, foram 

analisados os tipos de interações intermoleculares presentes entre as moléculas e os resíduos de 

aminoácidos da proteína, bem como as distâncias dessas interações. Conforme disposto na tabela 

8, o ligante IQK apresentou um número superior de interações, sendo 4 ligações de hidrogênio 
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fortes, 4 interações hidrofóbicas, 1 interação alquil, 5 interações π-Alquil e 1 interação π-π Stacked. 

Já o ligante MSM apresentou um menor número de interações, contudo as 3 ligações de hidrogênio 

dispuseram de distâncias menores, o que leva a uma possível afinidade e especificidade maior. 

Embora os ligantes tenham acoplado em regiões distintas, o resíduo de isoleucina (ILE) 

559 foi compartilhado entre os ligantes (destacado em lilás*), onde pode-se destacar os tipos de 

interações que cada ligante fez com esse resíduo. O ligante MSM realizou uma ligação de 

hidrogênio forte, enquanto o IQK realizou uma interação do tipo Alquil. 

 

Tabela 8 Tipos de interações e suas respectivas distâncias com o alvo. 

Keap1 / IQK Keap1 / MSM 

Resíduo AA Distância (Å) Resíduo AA Distância (Å) 

Ponte de Hidrogênio Ponte de Hidrogênio 

512 VAL 2,63 559* ILE 2,11 

530 GLN 2,36 367 GLY 2,01 

483 ARG 2,30 606 VAL 2,16 

508 SER 2,56    

Interação Hidrofóbica Interação Hidrofóbica 

364 GLY 2,75 558 GLY 2,65 

362 GLY 2,48 366 ALA 2,90 

509 GLY 2,56 605 GLY 2,63 

415 ARG 2,46    

Interação Alquil    

559* ILE 5,36    

Interação π- Alquil    

415 ARG 4,70    

415 ARG 4,03    

556 ALA 3,56    

556 ALA 3,76    

525 TYR 4,54    

Interação tipo π-π Stacked    

525 TYR 4,44    
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Esses achados são reforçados quando se faz a demonstração das interações do MSM com a 

proteína Keap1, conforme ilustrado nos mapas 2D contidos na Figura 33, na qual visualiza-se 

notadamente a diferença, tanto no número quanto na natureza das interações do MSM quando 

comparado ao IQK. 

 

Figura 33 Diagrama 2D indicando as interações intermoleculares dos ligantes com a proteína 

Keap1 

 

 
Fonte: Softwares e banco de dados ; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock 

 

Posteriormente realizamos as simulações de docking molecular entre a proteína Raf1 e os 

dois ligantes testes, o SM5, como seu inibidor específico e o MSM, como nosso alvo. Foi observado 

que a região de acoplamento entre as substâncias citadas anteriormente e a Raf1 eram distintas, 

conforme a figura 34. 
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Figura 34 Região de acoplamento dos ligantes com a proteína Raf-1 

 

 
Fonte: Softwares e banco de dados ; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock 

 

Com o propósito de analisar a natureza das interações dessas substâncias com a Raf1, foi 

obtido o valor de ΔG para cada acoplamento, apresentados na tabela 9. Deste modo, foi possível 

observar que a afinidade energética do ligante SM5 apresentou-se satisfatória, com uma energia de 

-8,54 Kcal/mol, indicando especificidade na interação como já esperado, visto que se trata do 

ligante específico. Além disso, a substância MSM apresentou uma energia de -6,26 Kcal/mol, 

estando acima da linha de corte desejada de -6 Kcal/mol, apontando uma possível menor 

especificidade e estabilidade comparada à substância SM5. 

 

Tabela 9 Afinidade energética dos ligante com a proteína Keap1 

 

Complexo proteína/ligante ΔG (Kcal/mol) 

Raf1 / SM5 - 8,54 

Raf1 / MSM - 6,26 

 

 

Objetivando descrever as características intrínsecas das interações alvo-ligantes, foram 

analisados os tipos e distâncias das interações intermoleculares presentes entre as moléculas e os 

resíduos de aminoácidos da proteína. Conforme disposto na tabela 10, o ligante SM5 demonstrou 
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possuir um número maior de interações, sendo 2 ligações de hidrogênio fortes, 1 interação 

hidrofóbica, 1 interação alquil, 5 interações π-Alquil, 2 interações π-Sigma e 1 interação π-π T-

sheped. Enquanto o ligante MSM demonstrou possuir um número menor de interações, porém 

apresentando 3 ligações de hidrogênio fortes com distâncias menores em comparação com às do 

SM5 e também 1 interação hidrofóbica. 

 

Tabela 10 Tipos de interações e suas respectivas distâncias com o alvo 

 

Raf-1 / SM5 Raf-1 / MSM 

Resíduo AA Distância (Å) Resíduo AA Distância (Å) 

Ponte de Hidrogênio Ponte de Hidrogênio 

395 LYS 2,88 266 TYR 2,66 

349 CYS 2,22 60 LYS 2,02 

   123 LYS 2,50 

Interação Hidrofóbica Interação Hidrofóbica 

349 CYS 2,89 123 LYS 2,85 

Interação Alquil    

298 ALA 4,68    

Interação π- Alquil    

298 ALA 5,09    

298 ALA 4,80    

300 LYS 5,09    

348 TRP 4,72    

400 PHE 4,46    

Interação tipo π-Sigma    

288 VAL 2,29    

348 TRP 2,84    

Interacao tipo π-π T-sheped    

400 PHE 5,02    
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Esses resultados são reforçados à medida que se faz a demonstração das interações dos 

ligantes com a proteína Raf1, conforme ilustrado nos mapas 2D contidos na Figura 35, em que é 

possível visualizar a diferença, tanto em número quanto em natureza, das interações do MSM 

quando comparado ao ligante específico SM5. 

 

Figura 35 Diagrama 2D indicando as interações intermoleculares dos ligantes com a 

proteína Raf-1 

 

 
Fonte: Softwares e banco de dados ; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock 

 

 

5.7 Avaliação da expressão gênica por RT-qPCR dos genes NrF-2, PPAR-	+, SIRT-1 e GSH-

red 

	
Com base nos resultados dos ensaios anteriores optamos por analisar genes referentes a via 

oxidativa e estresse oxidativo nos grupos controle, VCM 5mM, tratamento MSM 12,5 (VCM 5mM 

+ MSM 12,5 mg/mL) e tratamento MSM 25 (VCM 5mM + MSM 25 mg/mL), representados pelas 

siglas VM12,5 e VM25, respectivamente. Avaliamos a expressão gênica dos genes NrF-2, PPAR-	
+, SIRT-1 e GSH-red, utilizando como genes de referência o GADPH e o RPS18. Os resultados de 

expressão do gene NrF-2 estão representados graficamente na figura 36, com p < 0,05 vs controle. 

A tabela 11 mostra os valores da expressão gênica do NrF-2, sob forma de expressão relativa, 
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reportados pelas medianas (min.-máx.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 

5mM durante 24 horas de exposição.  

 

Figura 36 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de NrF-2 após o 

tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, com 

p<0,05 vs controle. 

 
 

Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de NrF-2 nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, com 

*p< 0,05 vs controle  

 

Tabela 11 Valores das expressões gênicas relativas de NrF-2 para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs controle. 

 

Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

Controle 1.01 0.91-1.11 0.91-1.11 

VCM 5mM 1.07  0.60-1.38 0.60-1.38 

MSM 25 mg/mL 0.69  0.60-1.22 0.60-1.22 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 1.60*  1.33-1.83 1.33-1.83 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 1.89 * 1.60-2.22 1.60-2.22 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min.-máx.) da expressão gênica, analisado por teste de Mann-Whitney, 
com *p<0,05 vs controle,  
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Embora a exposição à VCM 5mM pelas células HK-2 não tenha causado aumento ou 

redução de expressão de NrF-2, o tratamento com MSM nas concentrações de 12,5 e 25 mg/mL 

levaram a um aumento significativo de expressão de NrF-2 de 59% e 88% em relação ao grupo 

controle, respectivamente. Ainda que o composto MSM tenha reduzido a expressão de NrF-2 em 

24%, tal valor não foi significativo. 

 

 A figura 37 mostra os resultados de expressão do NrF-2 com p < 0,05 vs grupo lesão 

(VCM) e a tabela 12 mostra os valores da expressão gênica do NrF-2, sob forma de expressão 

relativa, com suas respectivas medianas (min.-máx.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25 

mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de exposição, quando comparado ao grupo lesão (VCM). 

 

Figura 37 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de NrF-2 após o 

tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, com 

p<0,05 vs grupo lesão (VCM). 

 
 

Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de NrF-2 nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, com 

*p< 0,05 vs grupo lesão  

 
 

Tabela 12 Valores das expressões gênicas relativas de NrF-2 para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs grupo lesão (VCM). 
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Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

VCM 5mM 1.06 0.59-1.36 0.59-1.36 

MSM 25 mg/mL 0.68  0.59-1.20 0.59-1.20 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 1.59  1.31-1.81 1.31-1.81 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 1.87*  1.58-2.19 1.58-2.19 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min. – máx.) da expressão gênica, analisado por teste de Mann-
Whitney, com *p<0,05 vs grupo lesão. 

 

Assim como na análise da expressão de NrF-2 em relação ao grupo controle, o tratamento 

com MSM nas concentrações de 12,5 e 25 mg/mL levaram a um aumento significativo de 

expressão de NrF-2 de 57% e 86% em relação ao grupo lesão (VCM), respectivamente. Onde o 

composto MSM, mesmo tendo reduzido a expressão de NrF-2 em 25%, continuou a ser 

considerado não significativo. 

 

Avaliamos a expressão gênica do PPAR-	+ e os resultados estão representados graficamente 

na figura 38, com p < 0,05 vs controle. A tabela 13 mostra os valores da expressão gênica do PPAR-	
+, sob forma de expressão relativa, com suas respectivas medianas (min.-máx.) para o tratamento 

com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de exposição. 
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Figura 38 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de PPAR-	+ 

após o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, 

com p < 0,05 vs controle. 

 

 
 

Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de PPAR-	" nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, com 

*p< 0,05 vs controle  

 

Tabela 13 Valores das expressões gênicas relativas de PPAR-	+ para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs controle. 

 

Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

Controle 0.99 0.72-1.52 0.72-1.52 

VCM 5mM 0.86  0.60-1.62 0.60-1.62 

MSM 25 mg/mL 8.56  1.93-14.64 1.93-14.64 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 1.62*  0.64-3.5 0.64-3.5 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 1.67* 1.46-5.04 1.46-5.04 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min.-máx.) analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs 
grupo controle 

 

A exposição à VCM 5mM não levou a um aumento ou redução de expressão de PPAR-	+ 

nas células HK-2, porém o tratamento com MSM na concentração de 25 mg/mL sem a presença 
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da VCM 5 mM, ou seja, em um estado homeostático, levou a um aumento significativo de 

expressão de PPAR-	+ de 8x em relação ao grupo controle. De forma semelhante, porem em menor 

proporção, o MSM na concentração de 25 mg/mL na presença de VCM 5mM, ou seja, em um 

estado de estresse oxidativo, também ocasionou um aumento da expressão de PPAR-	+ de cerca de 

2x (144%) em relação ao grupo controle. A concentração de 12,5 mg/mL de MSM embora tenha 

causado um aumento de expressão de PPAR-	+, este não foi considerado significativo. 

A figura 39 mostra os resultados de expressão do PPAR-	+ com p < 0,05 vs grupo lesão 

(VCM) e a tabela 14 expressa os valores da expressão gênica do PPAR-	+, sob forma relativa, com 

suas respectivas medianas (min.-máx.) para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 

5mM durante 24 horas de exposição, quando comparado ao grupo lesão (VCM). 

 

Figura 39 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de PPAR-	+ 

após o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, 

com p < 0,05 vs grupo lesão (VCM). 

 

 
 

Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de PPAR-	" nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, com 

*p< 0,05 vs grupo lesão (VCM)  
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Tabela 14 Valores das expressões gênicas relativas de PPAR-	+ para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs grupo lesão (VCM). 

 

Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

VCM 5mM 0.93 0.65-1.76 0.65-1.76 

MSM 25 mg/mL 9.30  2.1-15.90 2.1-15.90 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 1.76  0.7-3.8 0.7-3.8 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 1.81*  1.59-5.48 1.59-5.48 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min.-máx.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs 
grupo lesão (VCM) 

 

Na análise da expressão de PPAR-	 + em relação ao grupo lesão (VCM), o MSM na 

concentração de 25 mg/mL, sem a presença de VCM 5mM, levou a um aumento significativo de 

expressão de PPAR-	 + de cerca de 9x, porém na presença da VCM 5mM, nesta mesma 

concentração de MSM, ocorreu um aumento de cerca de 2x em relação ao grupo lesão. O MSM na 

concentração de 12,5 mg/mL na presença de VCM 5 mM, não teve significância mesmo causando 

um aumento de expressão de PPAR-	+ em aproximadamente 2x, em relação ao grupo lesão (VCM). 

 

Os resultados da avaliação da expressão gênica do SIRT-1 estão representados 

graficamente na figura 40, com p < 0,05 vs controle, já a tabela 15 mostra os valores da expressão 

gênica do SIRT-1, sob forma de expressão relativa, com suas para o tratamento com MSM (12,5 e 

25 mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de exposição. 
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Figura 40 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de SIRT-1 após 

o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, com p < 

0,05 vs controle. 

 

 
 

Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de SIRT-1 nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, com 
*p< 0,05 vs controle 

Tabela 15 Valores das expressões gênicas relativas de SIRT-1 para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs controle 

 
Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

Controle 0.99 0.90-1.13 0.9-1.13 

VCM 5mM 0.46  0.29-0.63 0.29-0.63 

MSM 25 mg/mL 0.42  0.34-0.65 0.34-0.65 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 0.86*  0.68-1.07 0.68-1.07 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 0.87* 0.74-1.07 0.74-1.07 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min.-máx.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs 
grupo controle 

 
A exposição à VCM 5mM, assim como a presença do MSM sozinho na concentração de 

25 mg/mL, levaram a uma redução de expressão significativa de SIRT-1 nas células HK-2, de 54 

e 56 % respectivamente, em relação ao grupo controle. Já quando o as células HK-2 são 
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mutuamente colocadas em contato com a VCM 5mM e ambas as concentrações de MSM (12,5 e 

25 mg/mL), não vemos alteração significativa de expressão de SIRT-1, em relação ao grupo 

controle. 

A figura 41 mostra os resultados de expressão do SIRT-1 com p < 0,05 vs grupo lesão 

(VCM) e a tabela 16 expressa os valores da expressão gênica do SIRT-1, sob forma relativa, com 

suas respectivas medianas (min.-máx.) para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 

5mM durante 24 horas de exposição, quando comparado ao grupo lesão (VCM). 

 

Figura 41 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de SIRT-1 após 

o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, com p < 

0,05 vs grupo lesão (VCM). 

 

 
 

Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de SIRT-1 nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, com 
*p< 0,05 vs grupo lesão (VCM) 
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Tabela 16 Valores das expressões gênicas relativas de SIRT-1 para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs grupo lesão (VCM) 

 
 

Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

VCM 5mM 1.02 0.66-1.41 0.66-1.41 

MSM 25 mg/mL 0.93  0.75-1.45 0.75-1.45 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 1.91  1.51-2.38 1.51-2.38 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 1.96*  1.66-2.39 1.66-2.39 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min.-máx.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs 
grupo lesão (VCM) 

 
 Quando comparado ao grupo lesão (VCM), obtivemos um aumento significativo da 

expressão de SIRT-1 nos grupos VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL e VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 

em torno de 95%. Mostrando que tanto a VCM 5mM quanto o MSM 25 mg/mL, quando sozinhos, 

reduzem a expressão de SIRT-1 nas células HK-2 e quando colocadas em conjunto, causam um 

aumento relativo de expressão de SIRT-1, que difere significativamente do grupo lesão (VCM) 

porém não difere do grupo controle. 

 

Realizamos a avaliação da expressão gênica do GSH-red  e os resultados estão 

representados graficamente na figura 42 e a tabela 17 exprime os valores da expressão gênica do 

SIRT-1, com p<0,05 vs controle, sob forma de expressão relativa, com suas respectivas medianas 

(min.-máx.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de 

exposição. 
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Figura 42 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de GSH-red 

após o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, 

com p < 0,05 vs controle 

 

 
 

Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de GSH-red nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, 
com *p< 0,05 vs controle 

 
Tabela 17 Valores das expressões gênicas relativas de GSH-red para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs controle 

 

Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

Controle 0.97 0.89-1.10 0.89-1.10 

VCM 5mM 3.25  1.86-4.23 1.86-4.23 

MSM 25 mg/mL 1.15  0.95-1.60 0.95-1.60 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 2.71*  2.39-3.33 2.39-3.33 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 3.18* 2.44-3.99 2.44-3.99 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min.-máx.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs 
grupo controle 

 

Quando comparado ao grupo controle, obtivemos um aumento significativo da expressão 

de GSH-red nos grupos lesão (VCM), VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL e VCM 5mM + MSM 25 
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mg/mL, em torno de 3x para o grupo VCM 5mM sozinho, assim como na presença do MSM 25 

mg/mL e em torno de 2x para o grupo do MSM 12,5 mg/mL conjuntamente com a VCM 5mM. 

 

A figura 43 mostra os resultados de expressão do GSH-red com p < 0,05 vs grupo lesão 

(VCM) e a tabela 18 expressa os valores da expressão gênica do GSH-red, sob forma relativa, com 

suas respectivas medianas (min.-máx.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 

5mM durante 24 horas de exposição, quando comparado ao grupo lesão (VCM). 

 

Figura 43 Análise, em termos de expressão gênica relativa, da expressão gênica de GSH-red 

após o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposição à VCM por 24 horas, 

com p < 0,05 vs grupo lesão (VCM). 

 

 
Fonte: Autor; Gráfico da expressão gênica relativa de GSH-red nas células HK-2 frente a lesão/tratamento com VCM e MSM, com 

*p< 0,05 vs grupo lesão (VCM) 
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Tabela 18 Valores das expressões gênicas relativas de GSH-red para os diversos tratamentos 

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposição à VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05 

vs grupo lesão (VCM) 

 

Grupos Mediana Min. – Máx. IC 95% 

VCM 5mM 1.06 0.60-1.38 0.60-1.38 

MSM 25 mg/mL 0.37  0.31-0.52 0.31-0.52 

VCM 5mM + MSM 12,5 mg/mL 0.88  0.78-1.08 0.78-1.08 

VCM 5mM + MSM 25 mg/mL 1.04*  0.79-1.30 0.79-1.30 
 

Fonte: Autor; os dados foram expressos pelas medianas (min.-máx.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs 
grupo lesão (VCM) 

 

Quando analisamos os grupos em comparação com o grupo Lesão (VCM), ocorre uma 

redução de significativa de 65% da expressão de GSH-red nas células HK-2 no grupo MSM 25 

mg/mL sozinho, de modo que este grupo foi o único que não teve diferença significativa em relação 

ao controle, assim como foi o único com diferença significativa em relação ao grupo lesão (VCM). 

 

6. DISCUSSÃO 

 

O uso de medicamentos é uma causa relativamente comum de lesão renal aguda (LRA), 

especialmente em pacientes hospitalizados que estão expostos a inúmeros agentes. Embora todos 

os segmentos do néfron possam ser lesionados por diversos fármacos, os túbulos são um alvo 

comum (PERAZELLA, 2003, 2005; MARKOWITZ & PERAZELLA, 2005). A lesão tubular 

aguda relacionada a fármacos é a causa mais comum de LRA associada a esses agentes. A 

nefrotoxicidade inerente aos fármacos, seu tipo de transporte, metabolismo e manuseio renais, 

desempenham um papel importante na ocorrência da lesão tubular aguda. (PERAZELLA, 2019). 

Dentre os diversos fármacos capazes de causar injúria renal, o uso de antimicrobianos e 

antineoplásicos possuem destaque, em especial para pacientes em unidades de terapia intensiva 

(UTI), os quais por muitas vezes, necessitam de doses supra terapêuticas destes tipos de fármacos, 

tendo em vista o desequilíbrio homeostático imposto pela condição patológica do paciente. 
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Dentro da classe de antimicrobianos, a vancomicina merece destaque, pois embora seja um 

antibiótico glicopeptídeo que foi introduzido há mais de 50 anos para o tratamento de cepas de 

Staphylococcus aureus produtoras de penicilinase (MOELLERING, 2006; LEVINE, 2006; 

MURRAY B.E, NANNINI E.C, 2005), seu mecanismo subjacente à toxicidade renal não é 

totalmente compreendido. Nos últimos anos, o uso de doses maiores de vancomicina com o 

objetivo de conter o aumento da incidência de cepas resistentes de Staphylococcus aureus levou a 

um maior relato de LRA. Embora a maioria dos casos de LRA induzida por vancomicina seja leve 

e, portanto, reversível, sua ocorrência pode estar associada a um aumento da incidência de doença 

renal terminal e uma maior taxa de mortalidade (BAMGBOLA, 2016).  

A suspeita acerca do mecanismo de lesão da vancomicina deve-se principalmente à 

disfunção tubular proximal, de forma que, parâmetros que diferenciam o distúrbio da filtração 

glomerular dos que estão associados a função tubular melhorarão a precisão do diagnóstico (COCA 

et al. 2008). Neste contexto, a lipocalina associada à gelatinase de neutrófilos (NGAL), a molécula 

de lesão renal 1 (KIM-1) e a interleucina 18 (IL-18) são biomarcadores preferenciais de inflamação 

tubular, enquanto a cistatina C prevê comprometimento precoce na filtração glomerular (COCA et 

al. 2008).  

Baseados na relevância do aumento da incidência do uso da vancomicina para o tratamento 

de cepas resistentes de Staphylococcus aureus em unidades de terapia intensiva e do preenchimento 

das lacunas existentes acerca dos mecanismos de lesão renal envolvidos com o uso da vancomicina, 

optamos pelo uso do modelo de indução de injuria celular, já estabelecido em literatura (WENYUN 

XU et. al, 2021), nas células HK-2, por se tratarem de uma linhagem celular imortalizada de túbulos 

proximais humanos saudáveis e serem amplamente utilizadas em estudos de citotoxicidade, função 

renal e efeitos farmacológicos (RYAN et al., 1994). Ainda neste contexto, se fazem necessários 

estudos com novas moléculas, que se mostrem capazes de promover algum grau de proteção renal, 

para que possam ser introduzidos juntamente às terapêuticas necessárias em casos graves que 

tenham algum tipo de efeito adverso a nível renal, sejam de uso prolongado ou não, afim de 

minimizar tais efeitos. 

Previamente, nosso grupo demonstrou que metabólitos de metilsulfonilmetano foram mais 

frequentemente detectados em animais sépticos tratados com o 6-gingerol e 10-gingerol sendo 

associados com aumento da sobrevida destes animais em modelo de sepse. De modo que tais 

compostos atenuaram a LRA séptica, ao diminuírem os distúrbios renais, o estresse oxidativo e a 
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resposta inflamatória por meio de um mecanismo possivelmente correlacionado com o aumento da 

produção de metilsulfonilmetano (MSM) (RODRIGUES et. al., 2018). Deste modo, decidimos 

investigar se o MSM possuía algum efeito protetor renal a nível de célula de túbulo proximal, 

utilizando o antibiótico glicopeptídico vancomicina como agente lesivo nas células HK-2. Podendo 

assim, realizar os ensaios nas células de forma isolada, sem interferência de mecanismos teciduais 

compensatórios ou de mediadores biológicos extrarrenais.  

São propostos diversos mecanismos de ação para o MSM, como imunomodulador, anti-

inflamatório, antioxidante, eliminador de radicais livres, agente metilador e doador de enxofre 

(BUTWAN et. al., 2017). Quando submetido ao ensaio do MTT, as células tratadas unicamente 

com o MSM em concentrações da ordem de mg/mL, apresentaram redução significativa da 

viabilidade celular apenas nas doses de 50 e 100 mg/mL, sendo estas excluídas dos demais ensaios. 

Embora a baixa toxicidade do MSM a nível de células saudáveis seja pouco descrita, em especial 

para as células HK-2, vários estudos de toxicidade foram realizados em uma variedade de animais, 

incluindo ratos (MCCABE et. al, 1986; O’DWYER et. al., 1988; HORVATH et. al., 2002; 

MAGNUSON et. al., 2007; MORTON J.I.; SIEGEL B. V., 1986), camundongos (TAKIYAMA K. 

et. al., 2010) e cães (BRIM T. A et. al., 2010; KHAN S. A. et. al., 2010), mostrando que o MSM 

parece ser bem tolerado e seguro. Assim como, diversos estudos enfatizam o uso do MSM como 

agente anti-inflamatório em culturas de condrócitos (CHELESCHI  et. al., 2018) e efetivo contra 

diversos tipos de neoplasia, incluindo mama (LIM et. al., 2012; NIPIN et. al., 2015; CARON et. 

al., 2013; CARON, 2015)   esôfago (JAFARI et. al., 2012), estômago (JAFARI et. al., 2012), fígado 

(JAFARI et. al., 2012; KIM et. al., 2014), cólon (KARABAY et. al. 2016), bexiga (JOUNG et. al., 

2014) e tegumento (CARON, 2015). Sob notificação da Food and Drug Administration (FDA), o 

MSM é considerado seguro em dosagens abaixo de 4.845,6 mg/dia (BORZELLECA et. al., 2007). 

Com isso, o resultado do ensaio de citotoxicidade do MSM em células renais realizado por nosso 

grupo, acaba por se tornar um novo dado científico que poderá nortear o caminho de novos estudos 

ao nível celular renal. 

Por se tratar de uma metodologia já descrita, os resultados de citotoxicidade da vancomicina 

nas células HK-2 obtidos neste estudo corroboraram com os dados descritos na literatura 

(WENYUN XU et. al, 2021; LI Z-L. & ZHOU S-F., 2016). Com o uso da VCM na concentração 

de 5mM, obtivemos uma redução de aproximadamente 42% na viabilidade celular das células HK-

2 durante 24 horas de exposição, em relação ao nosso grupo controle. Mostramos desta forma que 
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o antibiótico glicopeptídico vancomicina exerce um efeito citotóxico sob as células HK-2 

reduzindo sua viabilidade celular. De forma semelhante, King e Smith (2004) mostraram que a 

vancomicina consegue alterar a proliferação de células tubulares proximais in vitro de forma dose 

dependente. 

Conseguimos obter uma recuperação parcial da viabilidade celular em ambas as 

concentrações de 12,5mg/mL e 25 mg/mL, baseado no experimento de viabilidade celular pelo 

MTT, demonstrando desta forma, que o MSM exerceu um efeito citoprotetor para este tipo celular. 

Na concentração de 12,5 mg/mL conseguimos demonstrar que, quando utilizado 

concomitantemente com a vancomicina durante um período de 24 horas, o MSM promoveu uma 

melhoria parcial significativa da viabilidade celular em relação ao grupo lesão, em torno de 27%, 

fazendo com que a viabilidade das HK-2 passasse de 57,88 % no grupo lesão para 73,88% no grupo 

tratamento com 12,5 mg/mL de MSM. Para a concentração de 25 mg/mL, obtivemos uma melhoria 

semelhante da viabilidade, porém no patamar de 35% de aumento desta viabilidade, alcançando os 

78,15% de viabilidade nas células tratadas com MSM a 25 mg/mL. 

Embora o grande alvo do uso do MSM como agente terapêutico seja em modelos de estudo 

antineoplásico e anti-inflamatório a nível articular, alguns ensaios demonstraram que o MSM 

exerce efeito sobre viabilidade celular em outros tipos celulares. Miller (2018), por exemplo, 

demonstrou que o MSM reduz significativamente a viabilidade celular de cardiomiócitos 

ventriculares imortalizados humanos quando utilizado em doses altas de 40 mg/mL, corroborando 

com nossos achados de viabilidade e IC 50 para células renais humanas. Cheleschi e colaboradores 

(2018), demonstrou que o MSM nas concentrações de 2000 µM e 6000 µM foi capaz de causar um 

pequeno aumento na viabilidade celular de condrócitos expostos ao efeito negativo da interleucina 

1 (IL-1) por 24 horas. Porém em estudo a nível antineoplásico, Kowalska e colaboradores (2018), 

demonstrou que o MSM possui um efeito negativo dose dependente sobre a viabilidade em células 

de câncer de próstata, quando utilizado em concentrações de 300 mM a 800 mM.   Todos estes 

dados mostram que o MSM possui propriedades terapêuticas que aumentam a sobrevida em alguns 

tipos celulares, levando a um aumento de viabilidade celular, que muitas vezes é atribuída a uma 

possível atividade anti-inflamatória e antioxidante. Porém, seu uso em doses altas in vitro se torna 

citotóxico, como demonstrado em nosso trabalho. Apesar disto, seu uso em doses altas parece ser 

promissor como agente antineoplásico. 
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A VCM, como agente lesivo de células de túbulo proximal humano, causou a redução 

significativa do número de células viáveis em aproximadamente 42%, estando significativamente 

associados à marcação característica do processo de necrose e ao processo de necrose/apoptose 

tardias. Dalaklioglu e colaboradores (2010), sugerem o mecanismo apoptótico da vancomicina, 

demonstrando que em ratos, ocorre uma superativação da atividade da poliadenosina difosfato 

ribose polimerase 1 (PARP-1), uma via enzimática envolvida no reparo do DNA. Ao passo que, 

quando adicionamos o MSM na concentração de 12,5 mg/mL como forma de tratamento, 

observamos um aumento no numero relativo de células não marcadas para necrose e/ou apoptose, 

que passa de 67,54% no grupo lesão (VCM 5mM), para 72,59% no grupo tratamento com o MSM 

na concentração de 12,5 mg/mL (MSM 12,5 mg/mL + VCM 5mM), assim como quando utilizamos  

o MSM na concentração de 25 mg/mL, que passa a ser 81,59% de células não marcadas para 

apoptose/necrose neste grupo, indicando que o MSM, de alguma forma, consegue reverter e 

melhorar o panorama das células HK-2 frente a lesão por VCM, reduzindo o numero de células 

marcadas para a apoptose e/ou necrose, em especial para as células que se apresentam em 

apoptose/necrose tardias. Estas, passaram de 18,73% de células duplamente marcadas para 9,61%, 

na concentração de 25 mg/mL de MSM. Um estudo de realizado por Cheleschi e colaboradores 

(2018) em consistência com o estudo de Karabay e colaboradores (2014), demonstrou a capacidade 

do MSM de reverter a apoptose induzida pelo lipopolissacarídeo (LPS) e interferon Gama (IF-Ɣ) 

em células semelhantes a macrófagos RAW 264.7. Os resultados obtidos pelo nosso estudo 

corroboram com dados supracitados, mostrando que o MSM pode possuir um possível mecanismo 

anti-apoptótico.  

Segundo Bamgbola (2016), a fosforilação oxidativa causada pela vancomicina induz 

radicais livres de oxigênio e, assim, reduz a atividade de enzimas antioxidantes defensivas, 

incluindo superóxido dismutase e catalases. Com o intuito de comprovar e aprofundar o tipo de 

mecanismo lesivo da VCM, assim como o mecanismo citoprotetor do MSM, decidimos realizar a 

avaliação, por citometria de fluxo, dos mecanismos oxirredutores via marcação com DCFH-DA, 

para avaliar o estresse oxidativo citoplasmático e a Rho123, para avaliar o estresse oxidativo 

mitocondrial. A nível citoplasmático, observamos, por meio da intensidade de fluorescência 

relativa (IFR) do DCFH-DA, que a VCM foi capaz de duplicar a quantidade de espécies reativas 

de oxigênio (ERO) em relação ao nosso grupo controle. De forma que, somente o MSM na 

concentração de 25 mg/mL conseguiu reduzir significativamente este aumento da quantidade de 
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ERO. Tais resultados se assemelham a diversos estudos, onde numerosos antioxidantes mostraram-

se protetores do processo oxidativo frente a vancomicina, incluindo superóxido dismutase 

modificado (NISHINO et. al., 2003), os antioxidantes erdosteína (OKTEM et. al., 2005), ácido ⍺-

lipoico, extrato de Ginkgo biloba e melatonina (CELIK et. al., 2005), bem como a timoquinona, 

éster feniletílico do ácido cafeico, vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteína, curcumina, tempol e 

isoquinelinodio (ELYASI et. al. 2013). A nível mitocondrial, observamos que a VCM foi capaz de 

causar um grande dano às mitocôndrias das células HK-2. Tal dano foi avaliado por meio da 

marcação por Rho123, que demonstrou uma redução de cerca de 61% do potencial 

transmembrânico mitocondrial. King e Smith (2004) descrevem, de forma semelhante, que a 

vancomicina consegue alterar a função mitocondrial. De forma semelhante, Sakamoto et. al. 2017, 

demonstraram que a vancomicina induziu apoptose em células de túbulos proximais de suínos via 

produção mitocondrial de espécies reativas de oxigênio com peroxidação do fosfolipídeo 

mitocondrial cardiolipina. Assim, a lesão mitocondrial causada pela vancomicina, segundo 

Arimura et. al. 2012 e Humanes et. al. 2015, parece estar ligada um aumento da indução de 

produção de superóxidos que levam a uma despolarização do potencial de membrana mitocondrial 

com liberação do citocromo C e posterior ativação das caspases 9 e 3. Esta última está envolvida 

no processo de morte celular por apoptose, o que corrobora com todos os resultados do nosso 

estudo por citometria de fluxo, incluindo a avaliação do tipo de morte celular e tipo de mecanismo 

oxidativo presente.    

 Em nosso estudo, somente o MSM na concentração de 25 mg/mL foi capaz de melhorar 

significativamente o dano mitocondrial causado pela VCM, reforçando os indícios dos mecanismos 

antioxidativos propostos em literatura para o MSM. Segundo Butawan et. al. 2017, o MSM 

influencia a ativação de pelo menos quatro tipos de fatores de transcrição: NF-κB, transdutores de 

sinal e ativadores de transcrição (STAT), p53 e fator nuclear derivado de eritróide tipo 2 (NrF-2). 

Assim, mediando esses fatores de transcrição, o MSM pode regular o equilíbrio de ERO e enzimas 

antioxidantes, onde cada um deles também é, em parte, ativado por ERO. O MSM pode inibir a 

atividade transcricional do NF-κB e assim, reduzir a expressão de enzimas e citocinas envolvidas 

na produção de ERO e a regulação negativa de cicloxigenase 2 (COX-2) e óxido nítrico sintetase 

induzível (iNOS), reduz a quantidade de radical superóxido (O2-) e óxido nítrico (NO), 

respectivamente (KIM et. al. 2009). Além disso, o MSM suprime a expressão de citocinas como 
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TNF-α (KIM et. al. 2009, AHN et. al. 2015, OSHIMA et. al. 2007), que pode reduzir qualquer 

ERO mitocondrial gerada (KASTL et. al. 2014).   

Compilando os resultados obtidos pela Citometria de fluxo e MTT, conseguimos 

demonstrar que a VCM é um agente nefrotóxico capaz de reduzir significativamente a viabilidade 

celular renal, em especial, pela via apoptótica com disfunção mitocondrial e geração de ERO. 

Assim como, o MSM conseguiu aumentar a viabilidade das células tubulares renais frente a este 

tipo de lesão, levando a uma melhoria significativa da função mitocondrial e redução da produção 

de ERO. Ao nível renal, a transferência de elétrons tem sido mostrada como uma fonte de ERO em 

concentrações fisiológicas (SAMPAIO et. al. 2019). Entretanto, a super expressão dessa enzima 

está relacionada à fisiopatologia da LRA através da produção exacerbada de ERO e indução de 

morte celular por apoptose (WENG et al., 2018). Evidências sugerem que a disfunção mitocondrial 

é um ponto chave nas lesões dos túbulos renais e que o desequilíbrio da função mitocondrial é um 

dos mecanismos que leva à desregulação e apoptose celulares. Porém, segundo Zhang e 

colaboladores (2015), o aumento de ERO pode modificar as proteínas de sinalização celular e ter 

consequências funcionais em diversas patologias, de forma que existem diversos mecanismos e 

alvos os quais as ERO atuam, como as proteínas de sinalização celular (NF-,B, MAPKS, Keap1-

NrF-2-ARE e PI3K-AKT), canais de íons, transportadores (Ca2+ e MPTP) e modificações do 

sistema de proteína quinase e ubiquitinação/proteassoma. Baseado nestas informações e como um 

dos focos do nosso trabalho, buscamos também analisar se existe relação do mecanismo de ação 

do MSM com a via de sinalização do Keap1-NrF-2-ARE. Para tal, lançamos mão do uso das 

metodologias de Docking molecular e RT-qPCR. 

A via de sinalização Keap1-NrF-2-ARE desempenha papel crítico na manutenção do 

equilíbrio e metabolismo celular induzindo uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo (ZHANG 

et. al. 2015). Essa via consiste em três componentes celulares principais: proteína 1 associada à 

ECH do tipo Kelch (Keap1), fator nuclear eritróide 2 (NrF-2) e elementos de resposta antioxidante 

(ARE) (KENSLER, 2007; LEE & JOHNSON, 2004; JUNG & KWAK, 2010). Sob condições 

fisiológicas normais, a Keap1, que também é chamado de inibidor do NrF-2 (INrF-2), está 

associada ao NrF-2, cuja maioria reside no citoplasma, e recruta e interage com a Cullin-3 E3-

Ubiquitin Ligase (CUL3). Entretanto, sob condições oxidantes, o aumento do nível de ERO 

intracelular promove a dissociação de NrF-2 e Keap1. Onde, como um fator de transcrição, o NrF-

2, pode regular a expressão de proteínas antioxidantes e as defesas celulares contra o estresse 
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oxidativo. Porém, segundo Banerjee et. al. 2011, a interação entre NrF-2 e os promotores de sua 

proteína alvo pode ser intensificada através da ativação da via de sinal RAF/ERK. Além disso, 

segundo Chen et. al. 2001, a ativação de RAF-1 da via MEK-ERK tem sido associada à inibição 

da apoptose, levando à sobrevivência celular. Com base nisso, decidimos investigar se o MSM 

possui algum tipo de interação com a proteína Keap1 e RAF-1, tendo em vista os resultados de 

melhoria da condição oxidativa celular proporcionada pelo MSM. 

Com os resultados in silico do nosso grupo, observamos que o MSM foi capaz de interagir 

com a molécula Keap1, com energia de ligação satisfatória, além de compartilhar o mesmo resíduo 

de isoleucina na posição 559 com o ligante ideal de ligação com Keap1, o IQK. A molécula Keap1 

é uma proteína rica em resíduos de cisteína, contendo 27 resíduos no total e embora três destes 

resíduos, segundo Taguchi et. al. 2011, o C151, C273 e C288,  tenham mostrado desempenhar um 

importante papel funcional na alteração de conformação de Keap1, permitindo a translocação de 

NrF-2 para sua ação efetiva de expressão nuclear, o MSM não realizou nenhuma interação com 

quaisquer resíduos de cisteína de Keap1. Apesar do número de interações feita pelo MSM com o 

Keap1 seja menor do que a do IQK, a ligação do resíduo compartilhado pelas duas moléculas, se 

mostrou mais estável com o MSM, o qual possuiu uma distancia de interação menor ( 2,11Å) e um 

tipo de ligação mais forte (ponte de hidrogênio), quando comparado ao IQK com 5,36Å de 

distancia e interação do tipo Alquil. Tais ligações interações ocorreram com os aminoácidos 

ILE559, GLY367 e VAL606, onde, de forma semelhante, um estudo realizado por Liang et. al. 

2020, mostrou que o Dihidrocaempferol foi capaz de formar ligações de hidrogênio com os 

aminoácidos SER146 e TYR85 dos domínios BTB e ARG415, SER363 e ILE416 dos domínios 

Kelch de Keap1. De forma que segundo Londhe et. al. 2019, os aminoácidos de Keap1: TYR334, 

ARG415, SER508, TYR525 E TYR572 foram identificados como sendo fundamentais para 

interações hidrofóbicas, enquanto os resíduos de aminoácidos críticos para interações eletrostáticas 

são SER363, ARG483, SER508, GLY530, SER555 E SER602. 

 Quando analisamos a interação entre o MSM e a molécula RAF-1, vimos que quando 

comparado ao ligante específico ideal da RAF-1, o SM5, o MSM possui energia livre de Gibbs 

menor, com o valor de -6,26, mas acima da linha de corte (ΔG -6), onde tal valor, segundo 

Shytaykov e Förster (2014), é usado como critério de seleção, de modo que sua negatividade se 

refere a interações moleculares exergônicas, o que pela segunda lei da termodinâmica, são 

caracterizadas como reações espontâneas. Apesar do SM5 ter demonstrado um numero maior de 
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interações do que o MSM, apenas duas ligações fortes do tipo ponte de hidrogênio  foram formadas 

com a RAF-1, enquanto o MSM consegue formar 3 ligações do tipo ponte de hidrogênio com a 

RAF-1, onde estas ligações possuem distancias menores quando comparado as distancias da 

interação RAF-1/SM5. Isso pode conferir ao MSM uma maior estabilidade química de ligação 

mesmo quando comparado a um ligante específico, assim como a possibilidade desta reação 

acontecer de forma espontânea quando analisamos o valor de seu ΔG. A molécula RAF-1 faz parte 

de diversas conexões de vias metabólicas e cascatas de sinalização celular e dentre elas, em 

especial, com a cascata de fosforilação ERK/MAPK. Tal via, segundo Lavoie e Therrien (2015), 

dada sua grande variedade de alvos, afeta um amplo conjunto de eventos celulares, incluindo 

crescimento, proliferação, diferenciação, sobrevivência e migração.  

Neste contexto, podemos perceber uma relação entre nossos resultados de docking 

molecular da RAF-1 com os de viabilidade e proliferação celulares. De modo que, Li e Zhou 

(2016), mostraram que o tratamento de células HK-2 com VCM induziu a resposta de sinalização 

ERK/MAPK, ocorrendo uma regulação pela VCM de uma série de proteínas importantes nas 

células HK-2. Ainda neste estudo, houve um aumento no nível de expressão de H3F3A/H3F3B, 

PPP2CA, YWHAB e YWHAQ e uma redução no nível de expressão de HSPB1, ITGB1, MAPK1, 

PPP1CA, PPP2R1A, STAT1, TLN1, YWHAG, YWHAH e YWHAZ, onde, de acordo com Li e 

Zhou et. al. (2016), em conjunto, o efeito modulador da vancomicina na via de sinalização ERK-

MAPK pode contribuir, pelo menos em parte, para a nefrotoxicidade induzida por vancomicina.  

Mostramos no nosso trabalho que existiu um efeito de melhoria na viabilidade celular das 

HK-2 quando tratamos estas com o MSM em concentrações de 12,5 e 25 mg/mL em um modelo 

de lesão com VCM. Assim como também mostramos que o MSM se liga a molécula RAF-1 de 

uma forma satisfatória, com energia de ligação acima da linha de corte, e a presença de pontes de 

hidrogênio entre as mesmas. Quando compilamos estes dados, podemos sugerir que, como a VCM 

regula a via ERK/MAPK de forma a favorecer um quadro citotóxico e a molécula RAF é 

responsável pela ativação desta via em favorecimento da sobrevivência e proliferação celulares, 

existe uma grande probabilidade de que a interação entre o MSM e a RAF-1, cause este mesmo 

direcionamento de modo a impedir ou superar a modulação negativa pela VCM nas células HK-2, 

já que vemos uma melhoria da condição celular com o tratamento com o MSM. Neste contexto o 

MSM funcionaria como estimulador da via ERK/MAPK pela interação com RAF.   
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 Com objetivo de aprofundar os mecanismos de ação do MSM no modelo de lesão com 

vancomicina nas células HK-2, lançamos mão da metodologia de RT-qPCR para analisar alguns 

genes diretamente ligados ao processo oxidativo e da via Keap1-NrF2-ARE. Neste contexto, 

analisamos a expressão do gene do NrF-2 neste modelo de lesão/tratamento. Os resultados que 

obtivemos nos mostram que a vancomicina como agente lesivo na dose de 5mM e no período de 

24 horas não foi capaz e aumentar significativamente a expressão do NrF-2. Porém, a adição do 

MSM em ambas as concentrações, de 12,5 e 25 mg/mL, causou um aumento de expressão deste 

gene. A análise dos dados sugere que este aumento de expressão é dependente da concentração do 

MSM, tendo em vista que a concentração de VCM foi a mesma para todos os grupos os quais 

estava incluída, assim como o tempo de exposição, de modo que parece existir uma tendência de 

aumento de expressão de NrF-2 com a concentração de 25 mg/mL, quando comparado com a 

concentração de 12,5 mg/mL. 

 Os resultados de expressão do NrF-2 nos permitem fazer uma análise em conjunto com os 

resultados do Docking molecular do Keap1. De acordo com Marcotte et. al. 2013, a molécula de 

NrF-2 contém um domínio regulador N-terminal chamado Neh2 que engloba dois motivos que se 

ligam em uma grande cavidade central carregada positivamente do domínio Kelch-DC no C-

terminal de Keap1 e que este sítio de interação poderia ser bloqueado por uma pequena molécula 

inibidora. Nosso trabalho mostrou que existe uma interação do MSM com a molécula Keap1 e que 

embora o número de ligações seja reduzido, quando comparado a um antagonista padrão, estas são 

ligações consideradas fortes e com distancias curtas, conferindo maior estabilidade das mesmas. 

De forma paralela, a presença do MSM em um modelo de lesão oxidativa com VCM consegue 

aumentar a expressão do NrF-2, que como fator de transcrição central segundo Marcotte et. al. 

2013, direciona a transcrição de genes protetores interagindo com um elemento cis-acting 

(ARE/EpRE) em seus promotores para melhorar o estresse oxidativo e ambiental. Como a 

regulação negativa do NrF-2 ocorre por sua interação com o facilitador de ubiquitinação Keap1, a 

suposição de que uma pequena molécula inibidora que bloqueia a interação Keap1/NrF-2 pode 

prolongar a meia-vida do fator de transcrição NrF-2 e melhorar o resultado de uma ampla variedade 

de doenças em que a redução da o estresse oxidativo por genes protetores desempenha um 

importante papel terapêutico, citada por Marcotte et. al. 2013, seria válida para os resultados aqui 

encontrados com o MSM, tendo em vista suas características químicas e funcionais. Cria-se desta 

forma, uma possível interação direta entre o MSM e o Keap1, induzindo a um bloqueio desta 
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proteína, que por sua vez aumentaria o grau de dissociação da keap1 com o NrF-2 ou ainda inibiria 

sua ligação com ele, promovendo o prolongamento da meia vida de NrF-2 e, consequentemente, 

aumentando o efeito citoprotetor resultante da ação do NrF-2 por meio da indução de expressão de 

elementos antioxidantes celulares. Tendo em vista que, segundo os resultados de Docking 

molecular, as interações que ocorrem entre Keap1 e o MSM não são as mesmas que ocorrem entre 

o NrF-2 e o Keap1, citadas por Taguchi e colaboradores (2011), se realmente houver uma 

importância funcional destas ligações, sugere-se que as mesmas possam estar realizando essa 

dissociação ou inibição de Keap1 com NrF-2 de forma alostérica. As ERO produzidas pela lesão 

oxidativa da VCM e pelo MSM como inibidor sugestivo de keap1 não foram capazes de causar um 

aumento de expressão de NrF-2 quando utilizados de forma isolada. Porém, as duas vias quando 

agindo em conjunto causam uma nítida potencialização da expressão de NrF-2, sendo esta via, 

segundo Kansanen e colaboladores (2013), é a principal reguladora das respostas citoprotetoras a 

estresses endógenos e exógenos causados por espécies reativas de oxigênio (ERO) e eletrófilicos. 

Segundo Ma et. al. 2020, o PPAR-	+ tem sido expresso em tecidos renais e implicado na 

regulação da hemostasia redox renal. Yang et. al. 1999, descrevem que o PPAR-	 + é 

abundantemente expresso no ducto coletor medular, células epiteliais parauretrais e da bexiga 

porém, Kiss-Toth e Roszer (2008), afirmam que tal fator também é expresso em podócitos, células 

mesangiais e células endoteliais vasculares. Múltiplos mecanismos estão potencialmente 

envolvidos nos efeitos renoprotetores da ativação do PPAR-	+. Segundo Okada et. al. 2006, o 

PPAR-	 + inibe a proliferação celular e a apoptose, onde agonistas do PPAR-	 +, inibem a 

proliferação de células mesangiais e reduzem a proteinúria, pela regulação negativa da expressão 

de p27, Bcl-2 (linfoma de células B 2) e fosforilação da proteína quinase ativada por mitógeno 

(MAPK). Segundo Li & Zhou (2016), um estudo proteômico quantitativo mostrou que um grande 

número de proteínas importantes regulam a proliferação celular, crescimento, morte celular e 

migração em células HK-2, com o envolvimento de várias proteínas funcionais, como, PI3K, 

caspase 9, caspase 3,  p53, PPAR, Erk1/2 e Ras e observaram que a vancomicina regulava o nível 

de expressão de várias proteínas, como CAPN1, CDK1 e MAPK1. Nosso estudo mostrou que a 

VCM 5mM como agente lesivo não aumenta a expressão de PPAR-	+ de maneira significativa, 

porém, o MSM na concentração de 25 mg/mL, como único agente de tratamento, consegue induzir 

uma expressão significativa de PPAR-	+. Porém, embora essa expressão seja reduzida quando as 

HK-2 são tratadas com MSM em conjunto com a VCM 5mM, ainda continua significativa quando 
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comparamos ao nosso grupo controle e lesão. Diante do exposto, percebemos que existem diversas 

vias pelas quais o MSM pode estar atuando em benefício do aumento de expressão de PPAR-	+ em 

prol da melhoria da homeostase celular das HK-2, tendo em vista que houve melhoria em termos 

de viabilidade celular e condição oxidativa. Segundo Cho et. al. 2010, a ativação do PPAR-	+ em 

condições de estresse oxidativo está ligada à sua capacidade de interagir com a via de sinalização 

NrF-2. De forma que o aumento de PPAR-	+ pode estar ligado a este efeito, pois nossos resultados 

mostraram que existe um aumento de expressão de NrF-2 quando as HK-2 são tratadas com VCM 

e MSM simultaneamente.   

A presença de ERO é capaz de modular diversas proteínas de sinalização, dentre elas a 

PI3K, e resultados proteômicos mostram que a vancomicina exibe um efeito modulador na via de 

sinalização PI3K/Akt/mTOR. Segundo Ersahin et. al. 2015, a via de sinalização fosfatidilinositol 

3-quinase (PI3K) / AKT / mamífero alvo da rapamicina (mTOR) é hiperativada ou alterada em 

muitos tipos de câncer e regula uma ampla gama de processos celulares, incluindo sobrevivência, 

proliferação, crescimento, metabolismo, angiogênese e metástase, assim como, é regulada por uma 

ampla gama de proteínas de sinalização e regula muitos efetores, colaborando com várias vias de 

sinalização compensatórias, principalmente com RAF/MEK/ERK. Segundo Butawan et. al. 2017, 

o MSM pode inibir a atividade transcricional do NF-κB e, assim, reduzir a expressão de enzimas e 

citocinas envolvidas na produção de ROS, assim como agonistas de PPAR-	+ inibem respostas 

inflamatórias mediadas por NF-kB em vários tecidos (KONSTANTINOPOULOS et. al., 2007). 

Desta forma vemos que as vias RAF, MAPK, PI3K e NF-,B estão correlacionadas com a via 

PPAR-	+, de modo que os mecanismos de ação do MSM que causam o aumento da expressão do 

PPAR-	+ podem estar ligados à todas estas vias, resultando na melhoria do estado oxidativo e da 

longevidade celulares.  

Analisamos a expressão genica do SIRT-1 onde, Segundo Jin et. al. 2007, o componente 

citoplasmático de SIRT-1 tem sido associado a um aumento da morte celular por apoptose. Porém, 

segundo Xu et. al. 2021, o SIRT-1 é um fator anti-apoptótico chave em células tumorais. Em nosso 

estudo, verificamos pela citometria de fluxo, um aumento significativo de células HK-2 em estado 

apoptótico em decorrência dos danos mitocondriais e oxidativos causados pela exposição a VCM. 

Porém, quando analisamos a expressão de SIRT-1 em relação ao grupo controle, vemos que a VCM 

reduz significativamente a expressão de SIRT-1, assim como o MSM na concentração de 25 

mg/mL. Entretanto, o tratamento conjunto do MSM em ambas as concentrações (12,5 e 25 mg/mL), 
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na presença da exposição à VCM faz com que a expressão de SIRT-1 seja semelhante à do grupo 

controle. Quando realizamos a análise estatística de comparação com grupo lesão, ou seja, as 

células tratadas apenas com VCM 5 mM por 24 horas, vemos que os grupos tratamento com MSM 

em ambas as concentrações diferem do grupo VCM em favor de um aumento de expressão relativa 

de SIRT-1. De forma que, os resultados do nosso trabalho sugerem que o retorno da expressão de 

SIRT-1 ao nível de normalidade do grupo controle causado tratamento com MSM nas 

concentrações de 12,5 e 25 mg/mL frente à exposição das células à VCM possa, de certa forma, 

ter contribuído para o retorno das HK-2 à homeostasia celular, visto que, a VCM 5 mM causou 

uma redução significativa de SIRT-1. Todavia, esse mecanismo é incerto. Segundo Tang (2016), 

o SIRT-1 e seu substrato, PGC-1α (PPAR-	+ coativador 1-⍺), regulam aspectos do metabolismo 

energético por meio das mitocôndrias, assim como medeiam uma ampla gama de respostas 

celulares através de sua atividade de desacetilação visando vários fatores de transcrição, como p53, 

forkhead box-O-3 (Foxo3), fator nuclear-κB (NF-κB), segundo Feige e Auwerx (2008). Desta 

forma, suspeitamos que outras vias possam estar envolvidas na atividade farmacológica do MSM, 

como interações com a via do NF-,B e do PPAR-	+. Segundo Kauppinen et. al. 2013, a via de 

sinalização NF-κB é uma importante mediadora de defesa imunológica, enquanto a SIRT-1 é um 

regulador crucial do metabolismo energético e da sobrevivência celular, onde este é capaz de inibir 

a ativação de NF-κB e em contrapartida, a sinalização de NF-κB e a resposta inflamatória podem 

suprimir a atividade de SIRT-1, de forma que, segundo os autores, os inibidores da sinalização de 

NF-κB e os ativadores de SIRT-1 são potentes agentes terapêuticos em processos inflamatórios 

devido à regulação antagônica dessas vias de sinalização. De forma que uma das correlações que 

pode existir entre o uso do MSM como agente terapêutico frente a lesão com VCM e o retorno à 

normalidade de expressão de SIRT-1, seria a supressão da via NF-kB e redução dos efeitos pró-

inflamatórios causados pela ativação desta via. Porém, como o comportamento da expressão do 

SIRT-1 nas células tratadas com VCM e MSM 25 mg/mL como controle positivo foram 

semelhantes, existe um forte indício de que, mesmo sem causar um dano significativo à célula, o 

MSM seja capaz de causar uma alteração desta via na célula, de forma semelhante a VCM. 

Como citado anteriormente, o SIRT-1 e seu substrato, PGC-1α, regulam aspectos do 

metabolismo energético por meio das mitocôndrias. Segundo Xu et. al. (2021), o PGC-1⍺ é um 

coativador transcricional nuclear de receptores e de outros fatores de transcrição, sendo também 

um regulador mestre da biogênese mitocondrial necessária para a transferência mitocondrial 
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eficiente. De forma que, segundo Sen et. al. 2011, o PGC-1⍺ pode promover a biossíntese 

mitocondrial, que inclui a regulação da síntese de proteínas mitocondriais e a replicação de genes 

mitocondriais. Curiosamente, o PGC-1⍺	é um regulador da atividade do PPAR-	+ e a expressão 

desregulada do PGC-1⍺ pode afetar a função do PPAR-	+. Segundo Janani e Ranjitha (2015), a 

ativação do PPAR-	+ e a subsequente regulação da transcrição de vários genes pode ser mediada 

diretamente por ligantes, o que leva à heterodimerização com SIRT-1 e a subsequente ligação dos 

heterodímeros a elementos de resposta proliferadores de peroxissomo (PPREs). Segundo Gou et. 

al. 2017, evidências demonstraram que o PPAR-	+ também pode ser ativado por meio de outros 

mecanismos, incluindo a desacetilação mediada por SIRT-1, e neste contexto, assemelhando-se ao 

nosso trabalho com o uso de um agente nefrotóxico em células renais.  Segundo, Reedy et. al. 2008, 

a ativação do PPAR-	+ também pode proteger as células contra a toxicidade da cisplatina, um 

agente quimioterápico conhecidamente nefrotóxico, reduzindo a expressão de proteínas que 

promovem resistência à terapia com cisplatina chamadas metalotioneínas.  

Assim, segundo Do et. al. 2014, a inibição da via SIRT-1/PGC-1⍺/NrF-2 através da 

supressão da atividade transcricional de PPAR-	+ foi apontada por aumentar a suscetibilidade de 

células cancerígenas ao estresse oxidativo. Com base nisto, vemos que o MSM em nosso trabalho 

aumentou a expressão de PPAR-	+ ao mesmo tempo em que ocorreu uma melhora nas condições 

mitocondriais e oxidativa das células HK-2 tratadas com VCM, o mesmo ocorrendo com a 

expressão de NrF-2, corroborando com Do et. al. 2014 no que diz respeito a existir uma correlação 

paralela entre essas vias no mesmo sentido de expressão gênica. De forma que segundo a database  

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), a regulação que existe entre SIRT-1 e 

PPAR-	+ é antagônica, pois a ativação de SIRT-1 causa a inibição de PPAR-	+, assim como do o 

NF-,B, em favorecimento da longevidade celular. Em contrapartida a ativação de SIRT-1 leva a 

uma ativação de PGC-1⍺, que favorece a biogênese mitocondrial, o metabolismo oxidativo e a 

longevidade celular. Com base nisso podemos sugerir que existe o direcionamento de mais de uma 

via de sinalização celular quando as células HK-2 são tratadas com a VCM e o MSM 

simultaneamente, as quais seriam a ativação direta de NrF-2 por meio da provável interação com a 

molécula Keap-1 e RAF-1,  a ativação de PPAR-	+ e subsequente sinalização para ativação de NrF-

2, a ativação de SIRT-1  levando a subsequente ativação de NrF-2 pela via PGC-1⍺ e ainda a 

correlação que existe entre a ativação de PPAR-	+ e RAF-1 levando a uma redução da atividade de 

NF-,B reduzindo assim mediadores pró-inflamatórios. Ainda neste contexto, quando compilamos 
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a expressão de SIRT-1 e PPAR-	+ em células HK-2 saudáveis, conseguimos notar o antagonismo 

destas vias apresentado na database KEGG, onde em nosso trabalho obtivemos uma redução de 

expressão de SIRT-1 quando as HK-2 foram tratadas com MSM 25 mg/mL em detrimento de um 

aumento significativo de expressão de PPAR-	+ no mesmo grupo. Isso nos mostra como a fina 

regulação de SIRT-1 e PPAR-	+ está intrinsecamente ligada tanto entre os dois genes quanto ao 

estado oxidativo celular em prol de uma maior longevidade celular, como citado anteriormente. 

Considerando que o estresse oxidativo é um processo inevitável da vida aeróbica e que a 

necessidade de oxigênio leva à formação de ERO durante o processo de respiração celular, os 

organismos aeróbicos, para se protegerem do dano oxidativo, desenvolveram mecanismos 

protetores eficientes,, como por exemplo a via da Glutationa, baseados em uma ampla variedade 

de antioxidantes. Desta forma, de acordo com nossos resultados, observamos um aumento de 

expressão de GSH-red nas células HK-2 quando expostas a VCM, onde pelos nossos resultados da 

citometria de fluxo com o DCFH-DA, também observamos um grande aumento de produção de 

ERO causado pela exposição a VCM, sugerindo que uma das respostas fisiológicas de proteção 

celular das HK-2 é o aumento de expressão de GSH-red no intuito de aumentar a conversão de 

GSSG em GSH para que esta se torne reativa e consiga se ligar as ERO produzidas em direção a 

uma redução do estresse oxidativo e retorno a homeostasia celular. Quando analisamos o 

comportamento das células HK-2 expostas somente ao MSM na concentração de 25 mg/mL, vemos 

que a expressão de GSH-red não se altera em relação ao grupo controle, porém é significativamente 

reduzida se compararmos ao grupo de exposição a VCM. Esse resultado sugere que o MSM 

sozinho não é capaz de causar um estresse oxidativo a ponto de ativar a via da glutationa, assim 

como quando usado concomitantemente com a VCM buscando uma ação terapêutica antioxidante, 

os níveis de expressão se mantem iguais aos do grupo VCM, mostrando que ocorre um aumento 

de expressão de GSH-red em prol da ativação da via da glutationa, como mecanismo de defesa 

celular em resposta a lesão causada pela VCM e não pudemos atribuir a ativação desta via ao MSM.  

Com base nisso e nos resultados do nosso trabalho, vemos que mesmo o MSM sendo capaz 

de induzir um aumento de expressão de NrF-2 e, segundo Zhang et. al. 2015, o NrF-2 estando bem 

caracterizada sua associação com enzimas antioxidantes e componentes do sistema glutationa, 

incluindo glutamato-cisteína ligase (GCL), superóxido dismutases (SODs) e glutationa S-

transferase (GST), o mesmo não foi capaz de, por si só, causar uma ativação direta da via da 

glutationa por meio do aumento de expressão do GSH-red. Embora um estudo conduzido por 
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DiSilvestro et. al. 2008, mostre a administração de MSM por 5 semanas na dose de 80 mg/100 ml 

de água potável, produziu um aumento significativo na glutationa hepática de camundongos e que 

inibiu parcialmente a lesão hepática após a injeção de tetracloreto de carbono, que induz o estresse 

oxidativo do fígado, realizando a avaliação da lesão com base nos índices sanguíneos de lesão 

hepática, não houveram evidencias suficientes para que pudesse ser realizada uma correlação direta 

entre o uso do MSM e a ativação da via da glutationa. Desta forma mostramos que nosso trabalho 

sugere que o uso do MSM como agente terapêutico renal a nível tubular, não foi capaz de ativar 

tal via diretamente e não existiu correlação entre a ativação da via de NrF-2 e a via da glutationa, 

neste modelo lesivo experimental.   

 

7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados do nosso estudo demonstraram que a Vancomicina (VCM), utilizada na 

concentração de 5 mM por um período de exposição de 24 horas, é um antibiótico glicopeptídico 

citotóxico para as células tubulares renais humanas saudáveis (HK-2), sendo responsável pelas 

induções tanto de uma intensa produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) como de lesão 

mitocondrial, que levam a um quadro de estresse oxidativo celular. Sua utilização durante tal 

período causa uma redução do número de células tubulares renais viáveis devido a um aumento da 

apoptose celular.  

O Metilsulfonilmetano (MSM) se mostrou um composto de uso seguro nas doses de 

trabalho, com toxicidade baixa e IC50 de 42,25 mg/mL para as células renais humanas. Quando 

utilizado na tentativa da melhoria da condição oxidativa das células HK-2 foi capaz de reduzir o 

estresse oxidativo celular via redução da produção de ERO, melhoria da função mitocondrial e 

redução de apoptose e necrose celulares melhorando assim a viabilidade das células renais. O 

mecanismo antioxidativo do MSM pareceu estar ligado ao aumento de expressão do fator de 

transcrição NrF-2 e de sua interação com a proteína Keap1 na regulação desta via no sentido 

antioxidante. O composto MSM também demonstrou interação com a molécula RAF-1 assim como 

causou um grande aumento de expressão de PPAR-	+, de modo que, tais vias também podem estar 

envolvidas no seu efeito terapêutico. Embora a via da Glutationa seja uma das principais vias 

antioxidantes celulares, o MSM parece ser inerte nesta via.  
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Nosso estudo sugere que pode existir o direcionamento de mais de uma via de sinalização 

celular quando as células HK-2 estão em condições de estresse oxidativo e são tratadas com MSM. 

As quais poderiam ser: 1) a ativação direta de NrF-2 por meio da provável interação com a molécula 

Keap-1 e RAF-1; 2) a ativação de PPAR-	+ e subsequente sinalização para ativação de NrF-2; 3) a 

ativação de SIRT-1 levando a subsequente ativação de NrF-2 pela via PGC-1⍺ e, ainda: 4) a 

correlação que existe entre a ativação de PPAR-	+ e RAF-1 levando a uma redução da atividade de 

NF-,B reduzindo assim mediadores pró-inflamatórios. A figura 44 resume os resultados 

compilados do nosso trabalho. Deste modo são necessários maiores estudos afim de elucidar, de 

forma mais precisa, qual o mecanismo, além da via Keap1/NrF-2/ARE, envolvido na melhoria da 

condição oxidativa celular renal demonstrado pelo MSM. 
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Figura 44 Figura final mostrando o resumo dos possíveis mecanismos do MSM envolvidos na melhoria da condição celular das células HK-2 

expostas ou não ao agente lesivo VCM 
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