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RESUMO

A perda subita da fungdo renal ¢ denominada de lesdo renal aguda e mesmo sendo uma sindrome
¢ tradicionalmente vista como uma doenga unica. A vancomicina (VCM) ¢ um farmaco comumente
utilizado na clinica, sendo capaz de causar lesdo renal aguda. Na busca de tratamentos para a lesdao
aguda induzida por VCM in vitro, optamos por utilizar o composto metilsulfonilmetano (MSM)
como possivel tratamento, visto sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria 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
concentragdes de trabalho de 12,5 e 25 mg/ml do MSM para as demais analises. Analisando o
tratamento concomitante do MSM e VCM 5 mM, encontramos uma melhoria significativa (p <
0,05) da viabilidade celular em ambas as concentragdes quando comparado ao grupo lesdo com
melhoria de 27% e 35% para as concentracdes de 12,5 mg/mL e 50 mg/mL, respectivamente. Por
citometria de fluxo, obtivemos os resultados, em relagdo ao grupo controle, de 13,19 %(7AAD-
*/Anx") relacionados ao mecanismo de necrose celular € 18,73 % (7AAD/Anx") a um mecanismo
de apoptose tardia, no grupo lesdo. O MSM na concentragdo de 12,5 mg/mL apresentou um
aumento no niamero de células ndo 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 % (7TAAD"/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 %
(7TAAD"/Anx") estava relacionado com o mecanismo de apoptose tardia e 7,16 % (7AAD"/Anx")
com o necrose celular. O grupo lesdo marcado com DCFH apresentou o valor de 3,01 de IFR,
indicando grande producdo de ERO e o grupo MSM 25 mg/mL reduziu tal producdo com o valor
de 1,84. O grupo lesdo marcado com Rhol23 apresentou o valor de 0,39, indicando lesdo
mitocondrial. J& o grupo 25 mg/mL de MSM foi capaz de melhorar a lesdo mitocondrial com o
valor de 0,62. O resultado do Docking molecular foi a interagdo entre a molécula Keapl e 0o MSM
com AG de -5,88Kcal/mol e o compartilhamento de um residuo de isoleucina na posi¢ao 559 de
uma ligacdo do tipo ponte de hidrogénio quando comparado ao ligante ideal IQK. Observamos a
ocorréncia de interagdo entre a molécula RAF-1 e 0o MSM com AG de -6,26 Kcal/mol. Analisamos
a expressao génica dos genes NrF-2, PPAR-y, SIRT-1 e GSH-red. O NrF-2 aumentou de expressao
em relagdo nos grupos tratados com VCM e MSM em relacdo ao grupo controle. O PPAR- y
aumentou de expressdo no grupo MSM 25mg/mL sozinho e no grupo tratamento desta
concentragdo. O SIRT-1 sofreu reducdo de expressdo nos grupos lesdo e controle positivo com
MSM 25 mg/mL. O GSH-red apresentou maior expressao no grupo lesdo 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
periodo de 24 horas ¢ citotoxica para as células tubulares renais humanas, sendo responsavel por
uma intensa produ¢do ERO e lesdo mitocondrial, causando uma reduc¢do da viabilidade celular pelo
aumento da apoptose. O MSM melhorou a viabilidade celular frente a lesdo, podendo estar
relacionado ao aumento de NrF-2 e de sua interagdo com Keapl podendo existir o direcionamento
de mais de uma via de sinalizagao celular quando as células HK-2 sdo tratadas com MSM.

Palavras-Chave: Injuria renal aguda, Vancomicina, estresse oxidativo, NrF-2, células, Rim



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 %
(7TAAD—-/Anx-), while the MSM 25 mg/mL treatment group showed the value of 81.50%
(7TAAD—-/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%
(7TAAD—+/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 Rhol123-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 Keapl molecule and the
MSM with AG 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 AG of -6.26 Kcal/mol. We analyzed
the gene expression of the NrF-2, PPAR-y, SIRT-1 and GSH-red genes. NrF-2 expression
increased in relation to the control and lesion groups. PPAR-y 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 Keapl, which may
lead to more than one cell signaling pathway when HK-2 cells are treated with MSM.

Keywords: Acute kidney injury, Vancomycin, oxidative stress, NrF-2, cells, Kidney
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Andlise, em termos de expressdo génica relativa, da expressdo génica de
NrF-2 apés o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com

exposi¢do a VCM por 24 horas, com p<0,05 vs controle.
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Andlise, em termos de expressdo génica relativa, da expressdo génica de
NrF-2 apés o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com
exposicao a VCM por 24 horas, com p<0,05 vs grupo lesao (VCM).
Andlise, em termos de expressdo génica relativa, da expressdo génica de
PPAR- y apos o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com
exposi¢do & VCM por 24 horas, com p < 0,05 vs controle.
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exposicao a VCM por 24 horas, com p < 0,05 vs grupo lesdo (VCM).
Andlise, em termos de expressdo génica relativa, da expressdo génica de
SIRT-1 apds o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com
exposi¢do & VCM por 24 horas, com p < 0,05 vs controle.

Andlise, em termos de expressdo génica relativa, da expressdo génica de
SIRT-1 apds o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com
exposicao a VCM por 24 horas, com p < 0,05 vs grupo lesdo (VCM).
Andlise, em termos de expressdo génica relativa, da expressdo génica de
GSH-red ap6s o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com
exposi¢do & VCM por 24 horas, com p < 0,05 vs controle

Andlise, em termos de expressao génica relativa, da expressdo génica de
GSH-red ap6s o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com
exposicao a VCM por 24 horas, com p < 0,05 vs grupo lesdo (VCM).
Figura final mostrando o resumo dos possiveis mecanismos do MSM
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ndo ao agente lesivo VCM
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Valores das expressdes génicas relativas de NrF-2 para os diversos
tratamentos realizados com MSM (mg/mL) frente a exposi¢do a VCM (mM),

durante 24 horas, com p<0,05 vs grupo lesdo (VCM).
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1. INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) descreve uma perda subita da fun¢do renal (KELLUM et. al.
2021), onde, de acordo com as diretrizes de pratica clinica Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO), tal deterioragdo da fungdo renal geralmente ocorre em um periodo de horas a
dias e ¢ definida por um aumento na creatinina sérica e um declinio na excre¢ao de urina, podendo
ocorrer de forma concomitante (SCHOLZ et. al. 2021). Segundo Ronco e colaboradores (2019), a
Lesao renal aguda ¢ uma sindrome, porém, apesar de sua complexidade, ¢ tradicionalmente vista
como uma doenga Unica. Assim, a sindrome da LRA pode se desenvolver como consequéncia de
diferentes condi¢des patoldgicas que podem ou ndo levar a LRA, dependendo do equilibrio entre

a suscetibilidade do paciente e a intensidade da exposicao.

1.1. Epidemiologia, fatores de risco e exposicao da LRA

Aproximadamente 15% dos adultos e 25% das criangas internadas no hospital desenvolvem
LRA (SUSANTITAPHONG et. al. 2013; RONCO et. al. 2019). A incidéncia de LRA ¢ ainda maior
em pacientes que recebem cuidados intensivos (HOSTE et. al. 2015). Neste contexto, a sepse ¢
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 hospitalizagdo de pacientes com LRA por populagdo
variam de 8,5% em Portugal e 9,6% na Holanda, a 25,7% na Alemanha e 25,3% na Austria. J4 um
estudo realizado por Hoste e colaboradores (2018) estima que a taxa de prevaléncia 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 Ceara realizado por Monteiro (2015), mostrou que a incidéncia global de
LRA foi de 32,9%. Em uma anélise nos Estados Unidos que comparou os custos de internagao
hospitalar em pacientes com e sem LRA, que foi ajustado para levar em conta os custos atribuiveis
ao excesso de comorbidade, a LRA foi associada a um aumento nos custos de US$ 1.795 por
internacdo e em uma minoria dos pacientes, de cerca de 5%, ao quais necessitaram de dialise, 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 doengas renais e algumas das principais

doengas relacionadas corresponderam a 12,97% das despesas do Sistema Unico de Saude (SUS)
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com ateng¢do a saude média e de alta complexidade no tri€nio de 2013 a 2015.Desta forma, dada a
epidemiologia das lesdes renais, estas representam uma relevante parcela de casos e gastos com
satde humana.

Segundo o guideline KDIGO, o risco de LRA ¢ aumentado pela exposi¢do a fatores que
causam LRA ou pela presenca de fatores que aumentam a suscetibilidade a LRA, o quais incluem
desidratagdo, certas caracteristicas demograficas e predisposi¢des genéticas, comorbidades agudas
e cronicas e tratamentos diversos. E a interagdo entre a suscetibilidade e o tipo e extensio da
exposi¢do aos insultos que determina o risco de ocorréncia de LRA. Dentre os fatores de exposigao
capazes de causar LRA, destacam-se sepse, choque circulatdrio, traumas, queimaduras, cirurgias
cardiacas, farmacos nefrotoxicos, agentes de radiocontraste, plantas toxicas, toxinas animais,
obstrugdes, glomerulonefrites, doenga renal em estadiamento final, pré-eclampsia, microangiopatia
tromboética e doenca cardiaca aguda descompensada. Estas diferentes condi¢des patoldgicas
também podem interferir em uma causalidade combinada, a figura 1 ilustra tal painel de

combinagdes dos fatores de exposigao.

Figura 1 Espectro clinico da sindrome LRA e fatores de exposi¢ao

Falha cardiaca aguda

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

Dentre os fatores de risco, o uso de firmacos vem se tomando destaque pelo seu uso
indiscriminado na rotina clinica. Por receber um fluxo sanguineo abundante de cerca de 25% do
débito cardiaco e eliminar xenobidticos e produtos metabolicos do sangue para a urina (LOTE et.
al. 1996), o rim se torna um 6rgdo essencial para o corpo humano. Dentre os trés processos
fisioldgicos principais envolvidos durante a formagdo da urina pelos rins, incluindo filtracao
glomerular, reabsor¢do tubular e secre¢do tubular (FANOS & CATALDI, 2001), a filtragdo
glomerular ¢ essencial para que os rins removam rapidamente os residuos e toxinas do sangue.
Neste contexto, os tubulos renais sdo responsaveis pela reabsor¢cdo e secrecdo de substancias
estando naturalmente expostos a altas concentragdes de metabdlitos e farmacos, portanto,
tornando-os vulneraveis a toxicidade medicamentosa (TIONG et. al. 2014). De forma que, a
nefrotoxicidade induzida por firmacos ¢ um dos principais fatores patogénicos da lesdo renal
aguda. Estima-se que a lesdo renal induzida por fAirmacos € responsavel por 25% de todos os casos
de insuficiéncia renal aguda (LOPEZ-NOVOA et. al. 2011) e a incidéncia em pacientes mais velhos
seja tao alto quanto 60% (KOHLI et. al. 2000). Segundo Wu & Huang (2018), as classes que
causam nefrotoxicidade induzida por firmacos sdo os antineopldsicos, anti-inflamatérios ndo
esteroidais, antivirais, imunossupressores € antimicrobianos.

Antimicrobianos fazem parte do arsenal clinico de rotina e representam uma significativa
parcela dos medicamentos prescritos. Aminoglicosideos, Anfotericina B e a Vancomicina sdo
exemplos de fArmacos antimicrobianos considerados potencialmente nefrotoxicos. A Vancomicina
(VCM), que ¢ um antibidtico glicopeptidico comumente usado para tratar varias infec¢des
bacterianas, também esta associada a lesdo renal. O mecanismo exato da nefrotoxicidade induzida
pela VCM ainda ndo estd bem definido (ELYASI et. al. 2012), apesar disso, o efeito oxidativo da
VCM ainda ¢ considerado o principal mecanismo de nefrotoxicidade. Pela escolha da VCM como
modelo de lesdo aguda em células renais de tibulo proximal em nosso trabalho, utilizaremos o

topico a seguir para uma descri¢cdo mais profunda acerca deste antimicrobiano.
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1.2.1. Farmacos e LRA - Vancomicina (VCM)

A vancomicina (VCM) ¢ um dos antibidticos mais antigos e esta em uso clinico hd quase
60 anos. E um glicopeptideo 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 ¢ amplamente utilizado para
o tratamento de infecgdes graves, especialmente associadas a Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) em pacientes adultos e pediatricos em UTI’s (LIU et. al. 2011). A figura 2

lustra a estrutura molecular da VCM.

Figura 2 Estrutura Molecular da Vancomicina (VCM)

Fonte: Autor

Apesar de ser usado clinicamente ha mais de 60 anos, ainda existem controvérsias sobre 0s
regimes de dosagem ideais e as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas da VCM
(ELBARBRY, 2017). Nao ¢ significativamente absorvida por via oral e ¢ eliminada principalmente
por via renal, com mais de 80% a 90% sob sua forma inalterada na urina dentro de 24 horas, apos
a administragdo de uma dose unica (MATZKE et. al. 1986). A ligacdo da vancomicina a 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 preocupacgdo, ndo apenas pelos

efeitos colaterais, mas como o desenvolvimento do mecanismo de resisténcia a farmacos. Como o
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Enterococcus resistente a vancomicina (ERV), que ¢ um patéogeno de crescente preocupagdo
devido ao aumento do desenvolvimento de resisténcia a antibidticos, aumento do tempo de
hospitalizagdo e excesso de mortalidade (JOSHI et. al. 2021).

A VCM exerce sua acao bactericida através da interrupcao da sintese adequada da parede
celular nas bactérias suscetiveis. A molécula hidrofilica de vancomicina pode formar interagdes de
ligacdo de hidrogénio com as por¢des terminais D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala) do precursor
lipidico II, o qual ¢ incorporado durante o processo de formacao da parede celular bacteriana. A
ligacdo da vancomicina leva a alteragdo conformacional que impede a incorporagdo do precursor
a cadeia de peptidoglicano em crescimento, levando a decomposi¢do da parede celular e lise
bacteriana (HU et. al. 2016). No entanto, a estrutura complexa da vancomicina bloqueia sua
penetracdo 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
incidéncia de nefrotoxicidade em um estudo multicéntrico foi de 29,6% e 8,9%, respectivamente,
quando as concentragdes minimas 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 lesdo renal. Segundo Jeffres (2017), a
nefrotoxicidade associada a vancomicina esta associada ao aumento direto dos custos médicos.

Embora alguns autores tenham relatado que o mecanismo de nefrotoxicidade da VCM ¢
semelhante ao da gentamicina, ainda ndo esté claro, independentemente de numerosos estudos nas
ultimas décadas (CHEN et. al. 2016). Todavia, estudos in vitro revelaram que quando a
concentragdo de VCM no tubulo proximal renal aumenta, as espécies reativas de oxigénio (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
apoptdtica desempenha um papel critico na patogénese da LRA induzida por VCM (ARIMURA
et. al. 2012), que leva diretamente ao dano das células renais e subsequente declinio da fungao renal

(GUPTA et. al. 2011; CETIN et. al. 2007).
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1.3. Lesao Renal Aguda — Fisiopatogenia Geral

Por se tratar de uma sindrome de causas multifatoriais, a ocorréncia de diferentes
mecanismos ou marcadores de LRA ¢ relevante no que diz respeito ao desenvolvimento de novas
estratégias de renoprote¢do (SCHOLZ et. al. 2021). De forma que, as propriedades anatomicas e
metabolicas de diferentes regides renais podem explicar suas diferentes sensibilidades ao dano na
LRA. Assim, diferengas na capacidade protetora e plasticidade celular de segmentos distintos de
néfrons, como por exemplo, a modulacdo da fun¢do mitocondrial (FRIEDERICH-PERSSON et.
al. 2018) podem contribuir para os padrdes de dano renal causados por estimulos lesivos.

Mais de 90% da producdo de ATP no rim ocorre através de mecanismos aerobicos,
portanto, qualquer interrupc¢ao no delicado equilibrio entre oferta e demanda de oxigénio aumenta
o risco de LRA. Para manter uma alta taxa de filtracdo glomerular (TFG), o fluxo sanguineo renal
¢ de aproximadamente 1,2 I/min. O sangue entra no rim através do cortex, de onde apenas 10% dos
vasos sanguineos se ramificam para suprir a medula renal, o que cria um gradiente consideravel na
pressdo parcial corticomedular de oxigénio (pO2) (SCHOLZ et. al. 2021), ilustrado na figura 3. A
deficiéncia de oxigénio renal pode resultar de uma redug¢ao critica no fluxo sanguineo renal e/ou
hemodinamica intra-renal alterada, como por exemplo, devido & compressdo dos pequenos vasos
renais como resultado de edema tubular (ZHANG et. al. 2018), extravasamento mitocondrial

FRIEDERICH-PERSSON et. al. 2018) ou processos inflamatorios (HARROIS et. al. 2018).
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Figura 3 Gradientes regionais de pO2 no néfron justamedular
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Fonte: Adaptado de SCHOLZ et. al. 2021

Notavelmente, os varios segmentos do néfron usam diferentes vias metabdlicas para
atender as 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 oxigénio
(FRIEDERICH-PERSSON et. al. 2018), sendo que a maior parte da energia consumida pelo rim ¢
usada para reabsorver eletrdlitos e nutrientes do liquido tubular para o sangue e para secretar
produtos residuais do sangue para o liquido tubular. Os tibulos proximais reabsorvem a maior parte
do liquido filtrado e solutos, enquanto os segmentos de néfrons mais distais sdo importantes para
a concentracao de urina e a regulacdo da excregao de sal.

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

bioquimicas usadas para a sintese de ATP variam entre os diferentes tipos de células, como mostra

27



o exemplo da figura 4. Aproximadamente 70% do filtrado glomerular e seus solutos sdo
reabsorvidos nos tibulos proximais, o que explica a alta demanda energética neste segmento de
néfrons. Neste contexto, a absor¢do tubular de toxinas pode causar danos caracteristicos. Por
exemplo, os antibidticos Aminoglicosideos sdo reabsorvidos pelos tibulos proximais, levando a
morte celular neste segmento de néfrons (SERVAIS et. al. 2008; SCHMITZ et. al. 2002). Da
mesma forma, a mioglobina liberada do musculo esquelético na rabdomidlise e filtrada nos

glomérulos ¢ endocitada nos tubulos proximais, levando a formagdo de ERO e causando apoptose
(ZHOU et al. 2012)

Figura 4 Vias metabolicas energéticas de uma célula tubular epitelial renal.
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As mitocondrias sdo uma importante fonte intracelular ¢ um alvo primario de espécies
reativas de oxigénio, o que as tornam extremamente vulnerdveis a danos durante adaptagdes
fisioldgicas e condi¢des de estresse celular. Os elétrons que deixam a cadeia de transporte de
elétrons reagem com O; para formar um anion superéxido, que ¢ transformado em perdxido de

hidrogénio (H20:) pela enzima antioxidante superoxidase, onde a emissdo de H>O, mitocondrial
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para o citosol ¢ essencial para a manutencdo da homeostase redox e também pode ter um papel nas
vias de sinalizacdo. As mitocOndrias regulam varias formas de morte celular, incluindo apoptose e
necrose. Nas mitocOndrias danificadas, as ERO induzem a peroxidacdo 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 permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial e a subsequente liberacao de fatores pré-apoptdticos, resultando em ativacao
de caspase e apoptose. Porém, um aumento na producdo de ERO por mitocondrias danificadas
também pode induzir outras formas de morte celular, incluindo necroptose, piroptose e ferroptose,
bem como inflamag¢ao. Onde, a liberagdo de ERO mitocondriais pode prejudicar a proliferacao e/ou
diferenciagdo celular através da regulacdo de vdrias vias de sinalizagdo. Além disso, o dano
mitocondrial reduz a produg¢do de ATP e pode resultar na falha energética das células (TANG et.

al. 2020).

1.3.1. Lesao Renal Aguda — Estresse oxidativo

Segundo Sies e Jones (2007) o estresse oxidativo celular ¢ tido como um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes a favor dos oxidantes, levando a uma interrup¢do da sinalizacdo e
controle redox e/ou dano molecular. Espécies reativas de oxigénio (ERO), geradas através de uma
variedade de agOes extracelulares e intracelulares, estdo envolvidas no crescimento, diferenciagao,
progressdo e morte da célula (ZHANG et. al. 2013; SENA & CHANDEL, 2012). As ERO s@o um
grupo de espécies quimicas que incluem pelo menos um atomo de oxigénio em cada molécula, mas
exibem uma reatividade mais forte do que o oxigénio molecular e compreendem radicais livres
como superoxido e radical hidroxila, bem como espécies ndo radicais, como peroxido de
hidrogénio formado por a redugdo parcial de oxigénio (GIORGIO et. al. 2007; LIOCHEV, 2013;
RHEE, 2006). Os radicais livres de oxigénio sdo altamente reativos e tém a capacidade de danificar
componentes celulares, como proteinas, lipidios e acidos nucleicos.

Sob um estado fisiologico, o nivel de ROS celular se encontra em equilibrio dindmico, e
esse equilibrio ¢ 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
bioldgicos, principalmente o metabolismo oxidativo mitocondrial, que liberam ERO como um

subproduto, ou produto residual, de varias outras reagcdes necessarias e, em segundo lugar, os
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processos envolvidos em respostas celulares a xenobidticos, citocinas e invasdo bacteriana, que
geram ERO intencionalmente, seja na sintese molecular ou na quebra, como parte de uma via de
transducdo de sinal ou como parte de um mecanismo de defesa celular (FINKEL, 2011;
GRIVENNIKOVA & VINOGRADOV, 2013; STARKOV, 2008).

Os organismos aerobicos, portanto, precisam de mecanismos para se proteger do dano
oxidativo e desenvolveram vias protetoras eficientes baseadas em uma ampla variedade de
antioxidantes onde, a regulagdo do estresse oxidativo ¢ fundamental para a manutencio da vida
aerdbica (COUTO et. al. 2016).

As células HK-2 pertencem a linhagem celular epitelial de tibulos proximais de rim
humano adulto saudavel imortalizada. Segundo Ryan et. al. 1994, as HK-2 retém caracteristicas
funcionais de células de tubulo proximal in vivo e de cultura primaria de células de tubulos
proximal, por serem derivadas de rins humanos adultos, representam uma grande vantagem em
relacdo aos modelos animais e com células embriondrias humanas. Onde, experimentos de lesdo
celular com H202, reproduzem exatamente os resultados obtidos anteriormente com segmentos
tubulares proximais recém-isolados, indicando sua potencial utilidade para o estudo de lesdo e
reparo celular (RYAN et. al., 1994). Tomando assim as células HK-2 como um importante modelo

em ensaios de lesdo aguda em uma célula de tibulo proximal humano.

1.4.Vias de protecao celular

Levando em conta que existe uma aparente correlacdo entre o dano mitocondrial, a
producdo excessiva de ERO e o possivel mecanismo de nefrotoxicidade da VCM, os mecanismos
celulares de prote¢do celular tomam destaque neste contexto, em especial, as vias celulares
relacionadas ao estresse oxidativo e a sobrevivéncia e longevidade celulares. Neste contexto,
discorreremos sobre algumas vias de relevancia 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-y e a Via da

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

A via da proteinal associada a Kelch (Keapl) — fator nuclear eritroide 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 eletrofilico. Para fins de
melhor didética e entendimento, iremos nos referir a esta via como apenas via NrF2. As principais
proteinas de sinalizagdo dentro da via sdo o fator de transcricdo NrF2, que se liga com pequenas
proteinas Maf ao ARE nas regides reguladoras dos genes alvo, e Keapl, uma proteina repressora
que se liga ao Nrf2 e promove sua degradagdo pela via do proteassoma da ubiquitina (KANSANEN
et. al. 2013).

O Nrf2 ¢ um fator de transcri¢do que consiste em 589 aminoécidos e possui seis dominios
altamente conservados evolutivamente, denominados de Nehl a Neh6. Nehl ¢ responsavel pelo
reconhecimento do DNA e medeia sua dimerizagdo com pequenas proteinas chamadas Maf. Neh2
contém motivos ETGE e DLG, que sdo necessdrios para a interagdo com Keapl e sdo
indispensaveis para a poliubiquitinacdo e degradacdo de Nrf2 dependente de Keapl. Neh4 e 5 sdo
dominios de transativag@o. Neh6 funciona mediando a degradagdo de Nrf2 no nucleo. 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 superficie inferior do motivo Kelch de Keap1. A Figura 5

ilustra a estrutura simplificada da proteina Nrf2.

Figura 5 Estrutura simplificada da proteina NrF2
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Fonte: Adaptado de KANSANEN et. al. 2013

31



A Keapl ¢ uma proteina rica em residuos de cisteina, com 27 cisteinas na proteina humana.
Algumas dessas cisteinas estdo localizadas proximas a residuos basicos e, portanto, sdo excelentes
alvos de eletrofilos e oxidantes. Consiste em 624 residuos de aminoéacidos e tem cinco dominios.
O dominio BTB e o dominio Kelch, sdo separados por uma regido intermedidria chamada IVR,
onde o dominio BTB em conjunto com a por¢do N-terminal da regido intermedidria medeiam a
homodimerizag¢ao de Keapl e sua ligacdo com a Culina 3 (Cul3). Enquanto a por¢ao C-terminal e
o dominio Kelch medeiam a interagdo com Neh2 em NrF2. Dentre os residuos de cisteina existentes
na proteina Keapl, trés deles, C151, C273 e C288, demonstraram desempenhar um papel funcional
alterando a conformagdo de Keapl levando a translocacdo nuclear de NrF2 e subsequente
expressdo do gene alvo (TAGUCHI et. al. 2011). A figura 6 ilustra a estrutura simplificada de
Keapl.

Figura 6 Estrutura simplificada da proteina Keap1

1 C 624
Dimerizacao

€ Ligagdo com NrF2
Ligacdo com Cul3

Fonte: Adaptado de KANSANEN et. al. 2013

As modificagdes da cisteina levam a mudangas conformacionais no Keap1 interrompendo
a interacdo entre os dominios Nrf2 DLG e Keapl Kelch, inibindo assim a poliubiquitinagdo do
Nrf2. A ligacdo entre Keapl e NrF2 ¢ inativada e, consequentemente, proteinas NrF2 recém-
sintetizadas “escapam” de Keapl e translocam para o nucleo, ligam-se ao ARE e conduzem a
expressdo de genes-alvo de NrF2, como NADPH, quinona oxidorredutase 1 (NQO1), heme
oxigenase 1 (HMOX1), glutamato-cisteina ligase (GCL) e glutationa S transferases (GSTs) , em
prol a homeostase redox (KANSANEN et. al. 2013). A figura 7 ilustra a interacdo entre Keapl e
NrF2.
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Figura 7 Interacao simplificada de NrF2 e Keapl

Complexo NrF2-Keapl

Fonte: Adaptado de KANSANEN et. al. 2013

1.4.2. Via relacionada ao SIRT-1

A sirtuina-1 (SIRT-1), membro da familia das histonas desacetilases de classe II em
mamiferos, ¢ tida como um fator de sobrevivéncia envolvida na longevidade celular, ou extensao
de sua vida util (DALI-YOUCEEF et. al., 2007; IMALI et. al., 2000; TANG, 2016). Existem sete
sirtuinas de mamiferos, SIRT 1-7. O SIRT-1 ¢ encontrado principalmente no nicleo da maioria
dos tipos celulares (MICHISHITA et. al., 2005), no entanto, parece possuir sinais de localizagdo e
exportacdo nucleares, podendo se translocar entre o citoplasma e o nicleo (TANNO et al., 2007).
Sdo membros da familia de reguladores de informagdo silenciosa 2 de histonas/proteinas
desacetilases dependentes de NAD+ altamente conservadas, estando associadas também a
inumeras vias de sinaliza¢do celular que incluem ‘inflamagdo, senescéncia, apoptose, reparo de
danos ao DNA, autofagia e regulacdo do metabolismo em resposta a energia celular e status redox
(YACOUB et. al. 2014). O dinucleotideo de nicotinamida adenina (NAD+) ¢ uma coenzima
classica mediadora de muitas reagcdes redox e um composto essencial para muitos processos
enzimaticos (IMAI & GUARANTE, 2014) e em reagdes redox, os niveis celulares de NAD+ sdo
um importante indicador do estado de energia celular.

A biogénese mitocondrial ¢ orquestrada pela familia 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-1a sofre varios modos de modificagdo poés-traducional, que inclui acetilagido
e fosforilagdo. A acetilagdo altera a localizagdo do PGC-1a dentro do nticleo e inibe sua atividade
transcricional. Por outro lado, a desacetilacdo de PGC-1a foi mostrada por varios estudos como
dependente da atividade de SIRT-1 (Amat et al., 2009; Dominy et al., 2010; Gerhart-Hines et al.,
2007; Gurd, 2011).

A inflamag¢do ¢ um mecanismo de defesa inato do hospedeiro montado contra infecc¢des e
uma variedade de lesdes teciduais. O sistema NF-kB tem um papel critico na regulagdo das
respostas da imunidade inata provocada pelas células imunes nos tecidos do hospedeiro
(VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009). A via de sinalizagao do NF-kB e a enzima SIRT1 sao
mecanismos evolutivamente conservados na manutencdo da homeostase celular. O NF-«kB esta
conduzindo um fendtipo pré-inflamatorio com metabolismo glicolitico, enquanto o SIRT1 suporta
a respiracdo oxidativa e as respostas anti-inflamatorias, melhorando também a resolugdo da
inflamacdo, sendo crucial para a sobrevivéncia do organismo, uma vez que a capacidade de
responder prontamente a patdgenos agressivos e danos nos tecidos requerem trocas rapidas na

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

1.4.3. Via relacionada ao PPAR-y

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) sdo fatores de
transcri¢do ativados por ligantes que regulam genes importantes na diferenciagao celular e varios
processos metabdlicos, especialmente na homeostase de lipidios e glicose (JANANI &
RANJITHA, 2015). De forma que a familia de receptores ativados por proliferacdo de
peroxissomos compreende trés isoformas: PPAR-o, PPAR /6 e PPAR-y (BERGER & MOLLER,
2002). Esses trés isotopos diferem uns dos outros em termos de suas distribui¢cdes teciduais,
especificidades de ligantes e papéis fisioldgicos. O PPAR- y ¢ expresso no tecido adiposo branco
€ marrom, no intestino grosso e bago.

A principal fun¢do do PPAR durante a reagdo inflamatdria ¢ promover a inativagdo do NF-
kB, de forma que a via de sintese das prostaglandinas ¢ um importante elemento das respostas
inflamatorias. No entanto, a autorregulagdo da via COX (Ciclooxigenase) ndo consiste apenas em
feedback positivo. A via também envolve mecanismos que inibem uma resposta inflamatéria muito

forte. No centro da via de autoinibi¢do da COX, encontram-se 0s receptores ativados por

34



proliferadores de peroxissomo (PPAR). As prostaglandinas produzidas na via COX tém impacto
na ativacdo do PPAR-y, por exemplo, as prostaglandinas de ciclopentenona ativam o PPAR-y
(FORMAN et al.1997; YU et. al. 1995; STRAUS & GLASS, 2001). De forma que todas as
prostaglandinas neste grupo surgem de prostaglandinas pré-inflamatérias. O PPAR também exerce
efeitos indiretos no NF-kB. Promovem a expressdo de enzimas antioxidantes, como catalase,
superoxido dismutase ou heme oxigenase-1, resultando na redu¢do da concentracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), ou seja, transmissores secundarios em reacdes inflamatorias

(KOBERCKI et. al. 2019).

1.4.4. Via RAF/MAPK/MERK/ERK

A sinalizagdo através da via Ras/Raf/MEK/ERK sdo eventos orquestrados geralmente a
partir da superficie da célula, como receptores tirosina quinases, levando a expressdo génica
controlada dentro do ntcleo. A regulagdo dessas vias ¢ mediada por uma série de quinases,
fosfatases e varias proteinas de troca, de forma que a desregulacdo desta via pode levar ao
crescimento e proliferagdo celular desenfreados (CHAPPELL et. al. 2011).

A quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK) pertence a familia da proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPK), que desempenha um papel nas cascatas de sinalizagdo e transmite
sinais extracelulares para alvos intracelulares. Portanto, as cascatas MAPK sdo elementos de
sinalizagdo centrais que regulam processos basicos, incluindo proliferagdo celular, diferenciacdo e
respostas ao estresse (KESHET & SEGER, 2010) e as cascatas ERK sdo cascatas altamente
reguladas que sdo responsaveis por processos celulares basicos, incluindo proliferagdo e
diferenciagao celular (GUO et. al. 2020).

Raf-1 desempenha um papel importante na via de sinalizagdo da proliferacdo celular
Ras/Raf/MEK/ERK. A ativa¢do de Raf-1 ocorre em duas etapas. O primeiro passo ¢ a ligacao do
Ras e a fixagdo do Raf-1 no lado interno da membrana; a segunda etapa ¢ a ativagdo 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
proliferacdo e diferenciacdo celular ao nucleo, regulando a atividade de varios reguladores
transcricionais, que regulam a expressdo génica (PLOTNIKOV et. al. 2011). De modo que as

proteinas RAF ativam MEK1 e MEK2, fosforilando seu segmento de ativagao (KYRIAKIS et. al.
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1992), onde MEK1 e MEK?2, medeiam a ativacao, via fosforilacdo dupla de residuos de treonina e
tirosina, de ERK1 e ERK2 que, por sua vez, apds sua ativagao por MEKSs, fosforilam centenas de
substratos, afetando assim a atividade enzimatica, capacidade de se associar com outras proteinas
ou com acidos nucleicos, localiza¢dao 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 oxigénio e nitrogénio sdo conhecidas por serem sinais envolvidos
na regulacdo de processos vitais, como crescimento, ciclo celular, defesa de patogenos,
desenvolvimento e morte celular programada. Enquanto baixas doses de ERO causam proliferacao
celular e estimulam o crescimento, altas concentra¢des induzem parada temporaria do crescimento,
senescéncia, apoptose € necrose.

Todos os organismos sdo equipados com pelo menos um sistema antioxidante tiol-
dependente, que coordena o controle da homeostase redox. A glutationa ou L-y-glutamil-L-
cisteinilglicina ou glutationa reduzida (GSH) estd no centro de um dos sistemas antioxidantes
celulares mais importantes, onde, na sua forma reduzida, é capaz de capturar espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, 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 regulacao redox, desempenhando um papel defensivo através da a¢do da enzima glutationa
redutase (GSH-red) (VENANCIO-BROCHI et. al. 2021).

A GSH-red ¢ uma enzima homodimérica que catalisa a conversdo de glutationa oxidada
(GSSG) em glutationa reduzida (GSH), empregando um fosfato de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH) como fonte de equivalente redutor (SCRUTTON et. al. 1987). Como
muitas moléculas contendo cisteina, a glutationa ¢ facilmente oxidada, onde uma ponte dissulfeto
se forma entre duas moléculas de glutationa para produzir o dimero oxidado (COUTO et. al. 2016).
Essa reacdo mantém altos niveis de GSH na célula, removendo ERO e compostos xenobioticos
(GRANT & DAWES, 1996), onde a formagdo de dimeros ocorre quando as ERO doam um elétron
para uma molécula de GSH e a glutationa se torna reativa. Normalmente, a propor¢ao de glutationa

reduzida (GSH) para glutationa oxidada (GSSG), GSH/GSSG — que caracteriza o estado redox
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celular — ¢ 100/1 no citoplasma, 10/1 nas mitocondrias e 3/1 no reticulo endoplasmatico
(MORIARTY-CRAIGE & JONES, 2004). Em conjunto, isso nos permite enfatizar o importante

papel do GSH na modulagdo redox de proteinas.

1.5. Relacio entre Dano x Reparo e a terapéutica da LRA

A lesdo e o reparo renal sdo complexos e multifatoriais, envolvendo uma interagdo entre
fatores microvasculares, tubulares e inflamatérios, bem como varias vias de sinalizagdo (ZUK &
BONVENTRE, 2016; VENKATACHALAM et. al. 2015). Apos a lesdo, as células tubulares
sobreviventes sofrem desdiferenciacdo seguida de proliferacdo, migra¢do e diferenciagdo em
células tubulares totalmente maduras para reparar os tubulos renais lesionados. Segundo Tang e
colaboradores (2020), evidéncias sugerem que a disfun¢ao mitocondrial contribui criticamente para
a patogénese da LRA e reparo renal incompleto apds IRA. Neste contexto, a disfun¢do mitocondrial
possui um papel critico na patogénese da LRA (TANG et. al. 2020).

A LRA induzida por farmacos ¢ relativamente comum, no entanto, a fisiopatologia e os
mecanismos de lesdo variam de medicamento para medicamento (RONCO et. al. 2019). Agentes
nefrotdxicos como antibidticos, meios de contraste, entre outros e toxinas enddgenas como,
mioglobina, dcido urico, entre outras sdo filtradas e concentradas, reabsorvidas ou secretadas pelos
néfrons e podem atingir niveis toxicos para as células tubulares. Podendo ter um efeito citotoxico
direto nas células epiteliais tubulares renais ou nas células endoteliais, prejudicar a hemodindmica
intra-renal como por exemplo, constricio de células mesangiais e causar precipitagdo de
metabolitos ou cristais, entre outros (MAKRIS & SPANOU, 2016; ZHENG et. al. 2019). Porém,
os farmacos ou agentes infecciosos podem ativar reagdes imunes, de forma que, infiltrados
celulares inflamatorios intersticiais estimulam a expressdo de citocinas que contribuem para a
amplificacdo do processo e a produgdo de matriz extracelular. Se o processo nao for interrompido
nos momentos apropriados, pode ocorrer fibrose intersticial (COUSER & JOHNSON, 2014). De
forma que, evidéncias de estudos clinicos e experimentais sugerem que o reparo incompleto ou mal
adaptativo ap6s a LRA que leva a fibrose tubulointersticial, pode levar a doenga renal cronica
(DRC) (SEE et. al. 2019; YANG et. al. 2010).

Segundo o guideline KDIGO (2012), o tratamento de pacientes com LRA, acaba sendo ndo
especifico, ou seja, se torna um tratamento de suporte das consequéncias da lesdo renal. Por
exemplo, o manejo hemodindmico, como o uso de vasopressores e fluidos, assim como o controle
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glicémico, suporte nutricional. De forma oposta, muitos farmacos usadas em diversas situagdes
ndo sdo recomendadas, como por exemplo, existe uma ndo recomendac¢do do uso de dopamina em
dose baixa como vasodilatador de forma preventiva a lesdo renal aguda, assim como a ndo
recomendacao 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 Peptideo natriurético atrial (PNA).

O KDIGO usa como exemplo de nefrotoxicidade induzida por farmacos, a classe doa
Aminoglicosideos, 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 sugestdo do ndo uso deste tipo de fArmaco com potencial nefrotdxico se houver a opgao de
farmacos menos nefrotdxicas e terapias alternativas disponiveis, salvo seja a unica escolha
terapéutica em determinado caso clinico. Existe também a sugestdo de monitorizagdo de 24 a 48
horas caso o uso seja necessario, assim como o uso de vias menos nocivas, como a via topica.
Sendo assim se fazem necessarios tratamentos especificos para o tratamento de LRA induzida por
farmacos.

Diversos estudos, onde numerosos antioxidantes mostraram-se protetores do processo
oxidativo frente a VCM incluindo superoxido dismutase modificado (NISHINO et. al., 2003), os
antioxidantes erdosteina (OKTEM et. al., 2005), acido a-lipdico, extrato de Ginkgo biloba e
melatonina (CELIK et. al., 2005), bem como a timoquinona, éster feniletilico do acido cafeico,
vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteina, 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 farmacos
diversos, podendo este agente ser usado como adjuvante de uma terapia convencional ou pilar

principal de uma terapia especifica.

1.6. Metilsulfonilmetano - MSM

O metilsulfonilmetano (MSM) ¢ um composto organossulfurado de ocorréncia natural
utilizado como medicina complementar e alternativa sob uma variedade de nomes, incluindo
dimetilsulfona, metilsulfona, sulfonilbismetano, enxofre organico ou dimetilsulféxido cristalino
(BERTKEN, 1983). Possui a formula molecular, (CH3)2SO2, sendo a forma oxidada do
dimetilsulfoxido (DMSO) (MDAWAR et. al. 2019; GIVAN et. al. 2002), ilustrado na figura 8.

38



Fontes exdgenas de MSM sdo introduzidas no corpo através da suplementagdo ou consumo de
alimentos como frutas (SMALE et. al. 1975; PEARSON et. al. 1981), vegetais (WINNING et. al.
2009), graos (MOAZZAMI et. al. 2011), cerveja (PEARSON et. al. 1981), vinho do porto (SILVA
FERREIRA et. al. 2003), café (PEARSON et. al. 1981), chda (KAWAKAMI & YAMANISHI,
1999) e leite de vaca (WILLIAMS et. al. 1966).

Figura 8 Estrutura molecular tridimensional e organica do MSM
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Antes de ser usado como uma aplicagdo clinica, 0 MSM serviu principalmente como um
solvente comercial de alta temperatura, polar, aprdtico, assim como seu composto original,
dimetilsulféxido (DMSO) (CLARK et. al. 2008). O DMSO foi extensivamente estudado por suas
propriedades biologicas Unicas, incluindo sua penetrabilidade de membrana com e sem o co-
transporte de outros agentes, suas capacidades antioxidantes, seus efeitos anti-inflamatorios, sua
atividade anticolinesterasica e sua capacidade de induzir a liberagdo de histamina dos mastdcitos
(BRAYTON, 1986).

No final da década de 1970, iniciaram-se as buscas do uso do MSM para fins terapéuticos
semelhantes aos do DMSO (JACOB & APPLETON, 2003). A literatura cientifica sugere que o
MSM pode ter aplicagdes clinicas para artrite (DEBBI et. al. 2011; KIM et. al. 2006; LOPEZ, 2012)
e outros distarbios inflamatérios, como cistite intersticial (CHILDS, 1994), rinite alérgica
(BARRAGER & SCHAUSS, 2003; BARRAGER et. al. 2002) e inflamacao aguda induzida por
exercicio (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 ¢ 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 ¢ excretado no mesmo
dia da administracdo na urina, inalterado ou como outro metabdlito contendo S (OTSUKI et. al.
2002). A urina ¢ a forma mais comum de excrecdo, pois 0 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), caes (APPS et. al. 2012), macacos
(LAYMAN & JACOB, 1985) e humanos (PINTO et. al. 2015; DAWISKIBA et. al. 2014;
TAKEUCHTI et. al. 2010). O MSM exibe uma distribui¢do tecidual bastante homogénea e uma
meia-vida bioldgica de aproximadamente 12,2 h em ratos (MAGNUSON et. al. 2007), em humanos
a sua distribuicdo tecidual ¢, de forma similar, provavelmente ampla.

Devido a sua capacidade de penetrar nas membranas e permear todo o corpo, 0 mecanismo
de acdo completo do MSM pode envolver varios tipos celulares e, portanto, ¢ dificil de elucidagao.
Os resultados de estudos in vitro e in vivo sugerem que 0 MSM opera no crosstalk da inflamacao
¢ do estresse oxidativo a nivel transcricional e subcelular (BUTAWAN et. al. 2017). Suas agdes
sdo descritas como anti-inflamatoria, antioxidante e removedora de radicais livres, moduladora do
sistema imune e agente doador de enxofre (BUTAWAN et. al. 2017).

Sua acdo anti-inflamatoria 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-kB)
(JOUNG et. al. 2016; KIM et. al. 2009) ao impedir sua translocacdo para o nucleo enquanto
também previniu a degradagado do inibidor de NF-«kB. Tradicionalmente, a via NF-kB ¢ considerada
uma via de sinalizagdo pro-inflamatdria responsavel pela regulagdo positiva de genes que
codificam citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao (LAWRENCE, 2009). O efeito inibitorio
do MSM na via NF-«B resulta na regulagdo negativa do mRNA para interleucina (IL)-1, IL-6 e
fator de necrose tumoral-o (TNF-a) in vitro (AHN et. al. 2015; OSHIMA et. al. 2007), diminuindo
também a expressdo de 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) através
da supressao de NF-«B.

Sua acdo antioxidante se da pela sua influencia na ativagao de pelo menos 3 tipos de fatores

de transcricdo: NF-«xB, transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT), p53 e NrF-2.
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Mediando esses fatores de transcrigdo, o MSM pode regular o equilibrio de ERO e enzimas
antioxidantes (BUTAWAN et. al. 2017). A inibi¢do da atividade transcricional do NF-kB pelo
MSM pode reduzir a expressdo de enzimas e citocinas envolvidas na produ¢do de ERO, assim
como, a regulagdo negativa de COX-2 e iNOS reduz a quantidade de radical superoxido (O2—) e
6xido nitrico (NO), respectivamente (LAWRENCE et. al. 2009). Além disso, 0 MSM suprime a
expressdo de citocinas como o TNF-a, o que pode reduzir qualquer ERO mitocondrial gerada
(KASTL et. al. 2014). A regulagdo negativa da via Janus Kinase (Jak)/STAT pode reduzir ainda
mais a geracdo de ERO, diminuindo a expressdo de oxidases (MANEA et. al. 2010). A via
Jak/STAT esta envolvida na regulacdo de genes relacionados a apoptose, diferenciacdo e
proliferacdo, todos os quais geram ERO como um componente de sinalizagao necessario (HOLL
et. al. 2016; REDZA-DUTORDOIR & AVERILL-BATES, 2016). O MSM também foi capaz de
retornar a niveis normais a transloca¢ao do NrF-2 que foi reduzida em células de neuroblastoma
murino cultivadas com proteina reguladora transativadora do virus da imunodeficiéncia humana
tipo 1 (HIV-1 Tat) (KIM et. al 2015), embora ndo esteja claro qual o efeito direto que 0 MSM tem
no NrF-2.

Como citado anteriormente, diversas pesquisas tem investigado o uso de agentes naturais
ou ndo, com caracteristicas antioxidantes e anti-inflamatoérias na tentativa de tratar ou melhorar a
condi¢do renal na LRA. Desta forma, devido as suas caracteristicas terapéuticas descritas em
literatura, buscamos neste trabalho, analisar o possivel uso do MSM como agente citoprotetor renal,
na tentativa de adicionar um agente terapéutico efetivo e/ou coadjuvante em casos de LRA com o

objetivo de retardar ou tratar a lesdo renal.

2. JUSTIFICATIVA

Os rins mantém a homeostase dos fluidos corporais, eletrolitos, osmolalidade e pH,
excretam residuos metabolicos e secretam hormonios e moléculas bioativas (KELLUM et. al.
2021). A perda da funcdo excretora renal implica em disturbios na fung¢ao principal dos rins, a
manuten¢do da homeostase, através da excre¢do de residuos metabolicos, por exemplo. A
homeostase hidrica ¢ afetada, pois a diminui¢cdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG) e a ativagao
do sistema renina-angiotensina promovem reten¢do hidrica, que se apresenta como edema
periférico e congestdo pulmonar, principalmente naqueles individuos com insuficiéncia cardiaca

(PROWLE et. al. 2014). De forma que o uso de medicamentos sdo uma causa relativamente comum
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de lesdo renal (HOSTE et. al. 2015), onde a populagdo em geral esta exposta a um grande nimero
de medicamentos prescritos e de venda livre, bem como a uma variedade de substancias disponiveis
em lojas de produtos naturais (produtos naturais, suplementos, fitoterapicos), sendo assim possiveis
causadores de problemas renais, incluindo agentes antimicrobianos (PERAZELLA, 2018). A
nefrotoxicidade causada por fArmacos ¢ um processo complexo que envolve uma combinagdo de
fatores contribuindo para a LRA em pacientes hospitalizados (EHRMANN et. al. 2019;
GOLDSTEIN et. al. 2013). O passo inicial no desenvolvimento da lesdo renal envolve a exposicao
a um agente agressor potencialmente toxico (PERAZELLA, 2018), de forma que, farmacos que
sdo eliminadas pelos rins, como a vancomicina, sdo particularmente problematicas porque a
disfungao renal induzida por tais agentes pode levar ao acimulo do farmaco e de seus metabdlitos,
amplificando ainda mais a toxicidade (COSTA E SILVA et. al. 2014).

Melhorias no diagnostico e tratamento da LRA continuam sendo necessarias e, do ponto de
vista terapéutico, farmacos 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 doenga renal
cronica (DRC) (KELLUM et. al. 2021). Nesse contexto, farmacos com efeitos antioxidante e anti-
inflamatorio tomam destaque na tentativa de minimizar a lesdo renal causada por medicamentos
que se fazem necessarios na terapéutica de determinados quadros clinicos. O MSM ¢ amplamente
utilizado como suplemento dietético para melhorar a saude das articulacdes e tratamento de dor
artritica (KIM et. al., 2006; DEBBI et. al., 2011; PAGONIS et. al., 2014). Outros beneficios
relatados com o uso do MSM incluem, a moderagdo inflamatéria (VAN DER MERWE &
BLOOMER, 2016), reducdo da lesdo da mucosa gastrica (AMIRSHAHROKHI & KHALILI,
2017) e alivio do estresse oxidativo induzido pelo exercicio (NAKHOSTIN-ROOHI et. al., 2013).
Esses estudos relataram que as propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes do MSM sdo
amplamente responsaveis pela maioria dos efeitos benéficos a satide associados (RASHEED et. al.
2020). Com base nisso, nosso estudo buscou avaliar o possivel efeito protetor do MSM frente a
lesao induzida pela VCM em células tubulares renais HK-2, como forma de modelo de lesdo aguda
em células de tibulo proximal, induzida por fAirmacos, na busca de uma nova utilidade terapéutica

para o MSM e introdugdo de um possivel tratamento precoce para LRA induzida por farmacos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Investigar o efeito do Metilsulfonilmetano (MSM) em células de tibulo proximal humano
saudaveis (HK-2) expostas a um modelo de lesdo induzida por vancomicina e sua relagdo com a

via oxidativa Nrf-2.

3.2. Objetivos especificos

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

e Analisar a viabilidade celular das células HK-2 frente ao modelo de lesdo aguda induzida pela
vancomicina quando tratadas com o0 MSM;

e Avaliar o papel do MSM sobre os mecanismos de necrose e apoptose no modelo de lesao
celular aguda induzidas pela vancomicina nas células HK-2;

e Investigar a relacdo entre o composto metilsulfonilmetano (MSM) e o fato nuclear eritrdide 2
(Nrf-2) na regulacdo da resposta oxidativa das células HK-2 frente a vancomicina;

e Investigar a expressdo génica e quantificar o seu perfil molecular no modelo de lesdo tubular
aguda em células HK-2 tratadas com o metilsulfonilmetano, incluindo genes relacionados a via

Nrf-2 e atividades inflamatoria e oxidativa.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aquisicao 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 recomendagdes
do fabricante como ilustra a figura 9. Por se tratar de um composto sélido e cristalino, 0 mesmo
era pesado em balanga de precisdo para obtencdo das concentragdes desejadas de trabalho antes de
cada experimento, sempre respeitando as normas de seguranga laboratorial e diluido 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 Ul/mL) e estreptomicina

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

Figura 9 Metilsulfonilmetano (MSM)
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4.2. Aquisicao do composto Vancomicina (VCM)

O antibiotico glicopeptidico Vancomicina (VCM) foi obtido por compra comercial pela
distribuidora HD hospitalar-SP, CNPJ: 03.375.328/0001-80, do laboratério UNIAO QUIMICA em
frasco ampola de 500 mg de principio ativo em po6 para solugdo injetdvel de uso humano,
armazenado conforme recomendagdo do fabricante., como ilustra a figura 10. No momento da
realizagdo do ensaio, o composto era fracionado, pesado e diluido em 4gua para inje¢do estéril,
para a obtencdo de uma solug¢ao de 50 mg/mL, sendo ajustado volume e concentracdo 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 necessdrios para a obten¢do da concentracdo de trabalho de 5SmM (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 manutencio da cultura

As células HK-2 sdo uma linhagem imortalizada de células epiteliais renais de tubulo
proximal humano originarias 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 Ul/mL) e
estreptomicina (130 mg/L). As HK-2 em cultivo foram mantidas em condi¢cdes 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 verificacdo da confluéncia de sua monocamada
em frascos estéreis do tipo T-75 (75 cm?) e em placas de Petri descartaveis estéreis, proprias para
cultura celular. Estas foram visualizadas por meio do microscopio de inversdo (figura 11). A
confluéncia desejada para a realizacdo dos experimentos foi de 70-80%.

Ap0s atingida a confluéncia, o meio era removido e adicionado 5 ml de solugdo tampao
fosfato (PBS) para a lavagem das células aderidas e remocdo 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 remoc¢do da camada celular. Apos este periodo, a aliquota de 1 mL com as
células tripsinizadas era transferida para um Eppendorf de 2 ml para posterior centrifugagdo em
microcentrifuga 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 formacdo de um “pellet limpo de tripsina”, o sobrenadante era retirado e as células eram
9
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resuspendidas em 1 ml de meio DMEM. Com 10 pL da suspensdo de células em DMEM realizava-
se a contagem das mesmas na camara de Neubauer no campo dos leucocitos de modo a reajustar o
volume da suspensdo celular para 1 x 10° células/ mL. Com a concentra¢do padronizada, as células
eram entdo distribuidas para a experimentacdo ou manuten¢do da cultura de HK-2, onde eram
cultivadas 1 x 10° células em cada frasco do tipo T-75 ou placa de cultura para a manutengdo 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 sera descrita a
seguir nos topicos dos mesmos devido a sua variabilidade. Para o congelamento de vials de HK-2
colocamos 1 ml da solug¢do ajustada em DMEM (1 x 10° células/ mL) e adicionamos 10% de

DMSO como criopreservador, neste caso 10 pL.

Figura 11 Microscopio de inversdo e células HK-2 em confluéncia de 70-80%

Hk2 controle

Fonte: Autor

4.4. Ensaio de viabilidade celular e determinacao do IC-50 do Metilsulfonilmetano (MSM)
nas células HK-2

Para a avaliacdo da viabilidade celular das células HK-2 e determinag¢do do IC-50 do
Metilsulfonilmetano realizamos o ensaio por redug¢do do 3-(4,5-Dimethylthiazol-2- yl) -2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT), onde todos os experimentos foram realizados sob forma de
tripicata. Este ¢ um sal tetrazolio de cor amarela que, quando em contato com células viaveis, é
internalizado por endocitose e clivado por desidrogenases do citoplasmaticas e mitocondriais,
produzindo um sal de cor arroxeada chamado formazan (MOSMANN, 1983), conforme mostram

a figura 12 e 13. Tais cristais sdo exocitados e podem ser solubilizados pela adi¢do de reagentes
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como o dodecilsulfato de s6dio (SDS). As células ndo-viaveis perdem a capacidade metabolica de
internalizar e clivar o MTT, sendo que a concentracdo de formazan produzido ¢ diretamente

proporcional a quantidade de células viaveis e ¢ medida pela leitura da absorbancia a 562 nm.

Figura 12 Redugao mitocondrial do MTT
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Fonte: Adaptado pelo autor de website commons.wikimedia.org

Figura 13 Colora¢do do MTT em estado ndo reduzido (amarelo) e os cristais de formazan (roxo)

Fonte: Arquivo Pessoal

Para este ensaio utilizamos placas de 96 pogos de fundo chato, onde foram semeadas as
células HK-2 com o mesmo meio de manuten¢do no volume de 200 pL. por pogo com densidade
de 0,01x10° células. A placa era incubada a 37°C a 5% de CO2 por 24 horas. Posteriormente era
realizado a troca completa do meio por uma suspensdo de meio de cultivo com MSM (50 mg/ml)

e realizada uma dilui¢do seriada, obtendo-se as concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ¢ 3,12
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mg/mL, ao longo dos pogos. Ao final, as células eram mantidas em contato com suas respectivas
concentragdes de MSM por 24 horas. Apds este periodo, eram retirados 100 pL. do meio de cada
pogo e adicionados 10 pL da solugdo de MTT (2,5mg/mL), seguido de incubagdo por 4 horas em
estufa de CO2 a 5% e 37°C, na auséncia de luz. Em seguida, foram adicionados 90 pL de SDS
(10% p/v em HCL 0,1N) em cada pogo, onde as placas foram mantidas em repouso por 17 horas
em estufa de CO2 sob as mesmas condigdes anteriores, para a completa solubilizag@o 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
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Fonte: autor

A nivel de correcdo foi utilizada a média dos pocos 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 obtencdo do calculo da citotoxicidade relativa e do IC-50 do MSM,
subtraimos a média da absorbancia do branco da razao entre as médias dos grupos teste e controle

multiplicado por 100 como mostra a formula:

% de Viabilidade = AbsTESTE — médiaAbs BRANCO 100%.

médiaAbsCONTROLE — médiaAbsBRANCO

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

(VCM) nas células HK-2

Para a determinagdo da viabilidade celular do MSM frente ao modelo de lesdo por
Vancomicina (VCM) nas células HK-2, foram utilizados os mesmos métodos de avaliagdo de
citotoxicidade pelo MTT, descritos no topico 4.4. Para o uso da VCM como agente indutor de lesdo

tubular renal, utilizamos a concentra¢do do IC50 de SmM (7,24 mg/mL) (WENYUN XU et. al,

48



2021). Foram utilizadas placas de 96 pogos semeadas com 0,01 x 10° c¢élulas HK-2 por pogo em
um volume de 200 pL. de DMEM suplementado para todos os grupos, exceto nos pogos brancos,
os quais continham apenas o meio suplementado, sem a presenca de células. Foi utilizada uma
solugdo contendo o meio de cultura suplementado com a VCM na concentracao de SmM para o
grupo VCM, apenas o meio de cultura suplementado para o grupo controle HK-2, meio de cultura
suplementado juntamente com as concentragdes de trabalho do MSM (mg/mL) para o grupo MSM
e o meio de cultura suplementado na concentragdo de SmM de VCM juntamente com as
concentragdes de trabalho do MSM para os grupos tratamento, como mostra a figura 15. As células
eram semeadas nas placas de 96 pocos no tempo zero e incubadas a 37°C com 5 % de CO2 por 24
horas. Posteriormente as células eram submetidas ao protocolo experimental, onde retirdvamos
todo o meio de cultura dos pogos, os quais eram substituidos pelas solugdes pertinentes a cada
grupo conforme citado acima. As células HK-2 de cada grupo ficava em contato com sua solucgao

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)
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Fonte: Autor

4.6 Ensaios de Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo ¢ um método em que as células em suspensdo sdo contadas por
detecgdo fotoelétrica através de Contadores de Células Ativados por Fluorescéncia ou FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorter), permitindo alta sensibilidade do método. As células sdo
injetadas no centro de um feixe de solucdo salina em fluxo continuo, onde sdo for¢adas a passar

individualmente pela camara de leitura, atravessando um ou mais feixes de luz de comprimento de
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onda especificos. O laser empregado com maior frequéncia ¢ o laser ions de argdnio, que permite
maior excitagdo em fluorocromos. Ao passarem pela cdmara de leitura, as células causam a
dispersdo frontal do feixe luminoso, criando uma sombra, chamada de dispersdo frontal ou FSC
(Foward Scatter) e ¢ utilizada como medida do tamanho celular. A chamada Side Scatter (SSC) ou
dispersdo lateral de luz, ocorre por meio do encontro do feixe luminoso com as estruturas
intracelulares, como organelas, nucleo e granulos, permitindo assim, a avaliagdo da complexidade
ou granulosidade celular. Além disso, quando células ou outras particulas sdo marcadas com
fluorocromos, o feixe luminoso provoca a excitacdo dessas moléculas e consequente emissdo de
luz detectada em leitores de fluorescéncia (FL1, FL2, FL3, FL4 e FLS5). Apos configuragdao da
leitura e uma aquisicao inicial, foi estabelecido um gate (R1), conforme ilustrado na figura 16. Este
procedimento foi realizado a fim de selecionar a populacdo de acordo com o tamanho e
complexidade, reduzindo estatisticamente a interferéncia de debris. O principio da andlise por

citometria de fluxo e a ilustrag@o das estratégias de gate estado representados na figura 16.

Figura 16 Principio da citometria de fluxo e ilustragdo das estratégias de gate.
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Para a realizagdo das andlises por citometria de fluxo, as células HK-2 cultivadas sob
condi¢des ideais em placas de 24 pocos, submetidas ou ndo 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 marcacgao fluorescente. Para tal, o sobrenadante foi substituido

por tampao de ligacdo (Hepes 10mM; NaCl 140 mM; CaCl; 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 Pro™ software e contadas 10* células detectadas pelo laser de argdnio.
4.6.1. Citometria de Fluxo - Analise do mecanismo de morte celular

A analise do mecanismo de morte celular foi realizada utilizando a marcagdo com as
substancias fluorescentes Anexina V-PE (conjugada com ficoeritrina) e 7- aminoactinomicina
(7TAAD). A anexina V ¢ uma proteina de 36 KDa, que, na presenca de ions célcio, tem alta afinidade
pela fosfatidilserina (representada em azul na figura 17), proteina externalizada como sinal da

morte programada por apoptose. conforme representado na figura 17.

Figura 17 Metodologia de avaliagdo do mecanismo de morte celular — Anexina V-PE.
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O 7AAD ¢ um intercalador capaz de complexar-se com o DNA, excitando-se com o laser
de 488 nm e possuindo emissdo maxima de 647 nm; O 7AAD ndo ¢ capaz de penetrar em células
com membrana integra. Dessa forma, células com alta marcagdo para 7AAD sdo consideradas

células necréticas, por perda de integridade de membrana, como mostra a figura 18.
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Figura 18 Metodologia de avaliagdo do mecanismo de morte celular — 7AAD.
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Para realizagdo do ensaio, as células HK-2 de cada pogo foram suspensas em 100 puL de
tampao de ligacdo em tubos de ensaio e foram adicionados 5 uLL de 7AAD e 5 puL de Ax/PE (0,6
pg/mL cada). O procedimento foi realizado utilizando um kit comercial (Annexin V PE Apoptosis
Detection Kit I, BD Biosciences) e respeitando as orientagdes do fabricante. Apds 15 minutos de
incubag¢do no escuro, foi adicionado 400 puL de tampao de ligagdo em cada tubo e realizada a andlise
no FACSCalibur (BD Biosciences). Os resultados foram expressos em percentual de células nao
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 - Analise da produciao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERQO)

citoplasmaticas.

Esta andlise baseia-se na introducdo da sonda nao-fluorescente 2'.7'- diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) no interior das células, provendo um substrato oxidavel (DCFH).
O DCFH-DA ¢ um composto nao-fluorescente, estavel e lipofilico capaz de atravessar facilmente
a membrana celular. Dentro da célula, esterases citosolicas desacetilam o DCFH-DA e formam o
2" 7'-diclorofluoresceina (DCFH) que devido a sua polaridade, fica confinado no citoplasma.

Durante a explosdo respiratéria, as espécies reativas de oxigénio geradas, oxidam o DCFH
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formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi). Esta possui fluorescéncia verde, com
excitagdo em 488 nm e detec¢do em 515-545 nm pelo sensor FLL1, como mostra a figura 19, de
forma que a fluorescéncia verde produzida pela formag¢ao de DCFoxi € proporcional a capacidade
oxidativa da célula. Assim, a intensidade da fluorescéncia intracelular torna-se uma medida dos

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

Para a realizacdo da incorporagdo do DCFH no interior das células, Syl (concentragao final
20 uM) da solugdo reagente foram adicionados aos pogos da placa de 24 pogos contendo as células
em cultivo, na auséncia de luz, 3 horas apds a realizagdo do modelo lesdo/tratamento com VCM e
MSM. Ao término das 24 horas conjuntas de adi¢do do DCFH e tratamento com VCM e MSM, as
amostras foram lavadas com PBS, tripsinizadas e o pellet de células processado em citometro de
fluxo. Assim, a média de intensidade de fluorescéncia relativa produzida durante a explosdo

respiratdria pela oxidagdo do DCFH foi coletada através do filtro de fluorescéncia verde.

Figura 19 Metodologia do DCFH-DA
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4.6.3 Citometria de fluxo - Avaliacdo do potencial transmembrinico mitocondrial

Com fins de avaliar o potencial de membrana mitocondrial, utilizamos o corante Rodamina
123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Este ¢ um corante especifico para a marcagao
mitocondrial em células vivas. A Rodaminal23 ¢ um fluorocromo catidénico que permite que esta
seja atraida pelo elevado potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial,
incorporando-se no interior das organelas, emitindo fluorescéncia vermelha, como mostra a figura
20. Segundo Johnson et al., 1980, alteracdes ao nivel da integridade mitocondrial podem ser
detectados por aumento da fluorescéncia verde citosdlica em detrimento da vermelha mitocondrial
por ensaios de citometria de fluxo, indicando uma difusdo da Rhol123 da mitocOndria para o
citoplasma em células lesadas. Desta forma, o fluorocromo Rodamina 123 liga-se as membranas
mitocondriais e inibe o transporte de elétrons, retardando a respiragdo celular. Através do filtro de
fluorescéncia vermelha (FL2), foi medida a intensidade de fluorescéncia relativa produzida pela

marcacao de mitocondrias ativas (O’CONNOR et al., 1998).

Figura 20 Principio do método de andlise e estrutura da Rodamina.

Rho123

Fonte: Autor

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

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 concentracao final de 10 pg/ mL para, em seguida,

ser processado em citometro de fluxo com excitagdo a 488 nm e deteccdo a 563-606 nm.

Os resultados do ensaio do DCFH-DA e da Rodamina foram expressos como intensidade
relativa de fluorescéncia, a qual foi obtida a partir dos valores absolutos de intensidade de
fluorescéncia e foi calculada uma média geométrica e atribuido valor 1,0 para o controle, as médias
dos demais grupos receberam valores proporcionais calculados por regra de trés simples

(JOHNSON et al., 1980; POKORNY et al., 2014).
4.7 Docking Molecular — MSM e a via NRF-2

Com o objetivo de analisar a possibilidade de interacdo direta ou ndo do MSM com
proteinas relacionadas a via oxidativa Keapl/NrF-2, foram realizados os ensaios in silico no
departamento de Farmacia da Universidade Federal do Ceard (UFC), sob orientagdo do prof. Dr.
Thiago Lima Sampaio. Antes da realizacao das simulagdes de acoplamento propriamente ditas, se
fez necessario a realizacdo da selecdo e otimizacdo dos alvos proteicos e dos ligantes quimicos. A
selegdo dos ligantes foi realizada no banco de dados de quimica PubChem® e otimizados para a
sua conformacdo 3D no software MarvinSketch, ja os alvos Keapl (PDB: 4IQK) e Raf-1 (PDB:
30MV) foram obtidos do Protein Data Bank (PDB) e otimizados deixando-os apenas com a cadeia
polipeptidica no software UCSF Chimera. A escolha destes alvos foi baseada na interagdo
fisiologica que Keapl possui com o NrF-2, onde esta uma se liga ao NrF-2 causando sua repressao
e degradacdo pela via do proteassoma da ubiquitina (KANSANEN et. al. 2013), e pelo fato da
ativacdo da via RAF/ERK intensificar a interacdo de NrF-2 com os promotores de sua proteina
alvo (WANG et. al. 2018). Desse modo, com os ligantes e alvos proteicos otimizados, foram
realizadas as simulagdes de docking molecular por meio do software SwissDock disponivel
gratuitamente na web. Com o objetivo de descrever as caracteristicas intrinsecas das interagdes
alvo-ligantes, foram analisados os tipos de interagdes intermoleculares presentes entre as moléculas
e os residuos de aminoacidos da proteina, bem como as distancias dessas interacdes. Para cada
andlise, 100 ciclos de 10 simulag¢des independentes foram realizados usando o algoritmo
Lamarkiano (TROTT & OLSON, 2010). Escores de encaixe foram utilizados como critério de
selecdo e esses valores devem ser iguais ou inferiores a -6,0 kcal/mol e RMSD (Root Mean Square

Deviation) menor que 2,0 A (SHITAYKOV & FORSTER, 2014).
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Com base nas observagdes das interacdes entre a molécula teste e as proteinas, as ligagdes
de hidrogénio foram plotadas e classificadas de acordo com estudos anteriores que agrupam
interagdes com distancias entre 2,5 ¢ 3,1 A como fortes, de 3,1 a 3,55 A como média e > 3,55 A
como fraco (IMBERTY et al. 1991). Buscando analisar a natureza dessas interagdes, obtivemos 0s
resultados dos valores de AG para cada acoplamento e por meio do software Discovery Studio

2021 foram obtidos os mapas 2D juntamente com os tipos de interagdes e suas distancias.

4.8 Analise de expressao génica por RT-qPCR

O objetivo dessa analise foi observar o nivel de expressdo de mRNA que possam avaliar a
expressdo de genes que estejam direta ou indiretamente relacionados as vias de lesdo oxidativa da
VCM e protecdo do MSM. Analisamos a expressdo de genes que codificam os fatores de
transcri¢do e enzimas antioxidantes: Fator nuclear eritrdide 2 (NrF-2); Receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y); Sirtuina 1 (SIRT-1) e Glutationa redutase (GSH-

red). A seguir descreveremos a metodologia associada a analise génica em questao.
4.8.1 Extracdo do RNA total

Os pellets de células congelado a -80 °C, advindo dos experimentos de tratamento/lesdao
por VCM e MSM, foram usados para a extracdo 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 centrifugacdo a 4 °C na
velocidade 12.000G por 15 min. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e adicionados
200 pL de 1-Bromo-3-Cloropropano (BCP, Sigma Aldrich ® EUA). Em seguida, a solugao foi
vortexada por 15 segundos e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Procedeu-se a
extracdo centrifugando a ultima solugdo em temperatura de 4°C 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 ulL). Adicionamos ao sobrenadante, 500 uL de isopropanol, seguido de
vortexagdo e centrifugacdo a 4 °C na velocidade de 12000 x g por 20 minutos. Observamos um
precipitado, ao final da Gltima centrifugagdo, que continha o RNA. Este precipitado foi lavado com

1000 pL de alcool etilico a 75%, vortexado por 15 segundos e centrifugado por 5 min a temperatura
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de 4 °C na velocidade de 7500 x g. Tal processo foi repetido 3 vezes. Apos a terceira lavagem
aspiramos completamente o dlcool do microtubo, permitindo que uma minima quantidade restante
deste liquido fosse completamente evaporada. Apds a elui¢do em 12 plL. de dgua MiliQ e do
processo de extragdo, 1uL. 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
concentragdes para fornecer RNA para transcrigdo em DNA complementar (cDNA). Baseado na
quantidade obtida, o RNA total foi diluido para uma concentra¢do de 200 ng/uL e novamente

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

4.8.2 Sintese de cDNA

O RNA total isolado, armazenado a -80 °C, seguiu para a sintese de cDNA de acordo com
instru¢des do fabricante, por meio do GoScript cDNA Synthesis Kit (PROMEGA®, Wisconsin,
EUA). O protocolo da reacdo incluiu 2,0 pL da enzima transcriptase reversa, 4 pL do GoScript
Reaction Buffer (solucdo constituida de oligonucleotideos tampao salino e oligo dT), 200 ng/uL
de RNA extraido das amostras e completou-se o volume total até 20uL com 4gua livre de nuclease.
O protocolo padrao no termociclador Veriti Applied Biosystems® (Thermo Fisher Scientific,
EUA) foi 25 °C por 5 min, 42 °C por 60 min e 70 °C por 15 min. O cDNA sintetizado foi
armazenado em freezer -20 °C até¢ a amplificag¢do pela Reagdo de Polimerase em Cadeia em Tempo

Real (qPCR).

4.8.3 PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

A transcri¢do relativa dos genes: Fator nuclear eritroide 2 (NrF-2); Receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma gama (PPAR- y); Sirtuina 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 gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GADPH) e proteina ribossomal S-18 (RPS18) como gene de referéncia. A Tabela 1 mostra as
sequéncias dos iniciadores de DNA (primers) dos genes investigados, que foi obtida no sitio

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

Genes Sequéncia 5'-3’ senso Sequéncia 5'-3’ anti-senso

NrF-2 TCCAAGTCCAGAAGCCAAACTGAC GGAGAGGATGCTGCTGAAGGAATC
PPAR-Y AGAGCCTTCCAACTCCCTCA CCCTTGCATCCTTCACAAGC
SIRT-1 CCATACCCCATGAAGTGC GCAGATGAGGCAAAGGTT
GSHred TTCCAGAATACCAACGTCAAAGG GTTTTCGGCCAGCAGCTATTG
GAPDH CTGGGCTACACTGAGCACC AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG
RPS18 ATCACCATTATGCAGAATCCACG GACCTGGCTGTATTTTCCATCC

Fonte: Autor; Fator nuclear eritroide 2 (NrF-2); Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR- y);
Sirtuina 1 (SIRT-1); Glutationa redutase (GSH-red), Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH), Proteina ribossomal S-18
(RPS18)

Para a reagdo de polimerase em cadeia (PCR) foram utilizados 7,5 pL de GoTaq®
qPCRMaster Mix (PROMEGA, Wisconsin, EUA), 2.4 uL. de cada iniciador e 1,0 uL. de cDNA das
amostras, completando com agua livre de nuclease até um volume final de 15uL. Inicialmente a
enzima foi ativada a uma temperatura de 60°C por um periodo de 2 minutos. Em seguida, todos os
40 ciclos transcorridos tiveram uma etapa de desnaturag@o por 15 segundos a 95 °C seguido de um
passo de anelamento e extensdo por 1 minuto a uma temperatura de 60 °C. Para assegurar a
especificidade da amplificacdo e detectar a ndo formagao de dimeros de iniciadores ou qualquer
outro produto inespecifico, todas as amplificagdes foram avaliadas quanto a curva de fusdo. Para
tal, a temperatura foi acrescida em 0,05 °C a cada 5 segundos iniciando em 60 °C até 95 °C. Os
dados foram obtidos com o software do sistema 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 niveis relativos de RNAm foram calculados de

2-AACT

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

4.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism®, versdo 8.0. Para o
experimento de IC50 do MSM e tratamento com VCM, realizamos a estatistica descritiva seguido
de teste de comparagdes multiplas por meio de andlise de varidncia (ANOVA) e pods-teste de

Dunnett (dados ndo paramétricos). Para a citometria os dados foram analisados segundo one-way
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ANOVA e poés-teste de Tukey. Na andlise do docking molecular foi realizado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, e a comparacao entre os grupos foi avaliada por ANOVA com pos-
teste de Bonferroni. Para a andlise dos resultados da expressao génica (RT-qPCR) foi realizada a
estatistica 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 avaliacdo da viabilidade celular das células HK-2 frente ao
composto sulfurado MSM e a determinag¢do do seu IC 50, pela metodologia do MTT, para a
determinagdo da concentragdo a ser usada no trabalho. As concentragdes testadas, sob a forma de
dilui¢do 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 concentracdes utilizadas no presente trabalho.

Figura 21 Determinacado da citotoxicidade relativa do Metilsulfonilmetano em concentragdes

seriadas durante o periodo de 24 horas nas células HK-2
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Fonte: Autor; apresentagdo do grdfico com os resultados dos valores percentuais de viabilidade celular pelo método de avaliagdo
do MTT em suas respectivas concentragées de MSM durante o periodo de 24 horas, com *p<0,05 em comparagéo ao controle
avaliados por one-way ANOVA e pds-teste de Dunnett.
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De acordo com a figura 21, o resultado deste ensaio nos mostra que concentragdes de MSM
até 25 mg/mL ndo reduziram a viabilidade celular das células HK-2 durante o periodo de 24 horas,
porém doses iguais ou maiores do que 50 mg/mL reduziram a viabilidade celular, pela identificagao
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 concentragdes de 50 e 100 mg/mL de MSM foram excluidas 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 padrdes da média

(EPM) para as diversas concentragdes do MSM durante 24 horas de exposi¢ao.

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

em diversas concentragdes durante o periodo 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 padrdo + EPM com *p<0,05 em relagdo ao grupo controle, analisado por one-way
ANOVA com pos-teste de Dunnett
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Figura 22 Calculo do valor de IC 50 do MSM nas células HK-2 durante o periodo de 24

horas, baseado no ensaio de citotoxicidade via MTT
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Fonte: Autor; representagdo grdfica da curva de obtengdo 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 lesdo tubular renal in vitro, optamos por utilizar as células HK-2
expostas a concentra¢do de IC50 de 5 mM (7,24 mg/mL) do antibidtico vancomicina (VCM) obtido
na literatura vigente (WENYUN XU et al., 2021), com potencial nefrotdxico relevante. Com base
no experimento de citotoxicidade do MSM e de sua IC50, optamos pela utilizagdo das duas maiores
doses terapéuticas encontradas no trabalho, 12,5 mg/mL e 25 mg/mL, tendo em vista que testes
piloto realizados com todas as concentragdes indicaram um baixo potencial terapéutico de doses
abaixo de 12,5 mg/ml, para esse modelo de indu¢do de lesdo por VCM nas células HK-2 durante
24 horas. A figura 23 representa o grafico do tratamento das células HK-2 com MSM frente a lesdo
causada pela VCM. Os grupos tratamento de 12,5 e 25 mg/mL diferiram estatisticamente (p <0,05)
do grupo controle e grupo lesao (VCM), porém com diferentes niveis de significancia. 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 padrdes da média (EPM) para os diversos tratamentos realizados com
MSM frente a indugdo de lesdo tubular causado pela VCM, durante 24 horas de exposi¢ao.
Figura 23 Resultados dos tratamentos das células HK-2 pelo MSM expostas a VCM durante o
periodo de 24 horas
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Fonte: Autor; Grdfico da viabilidade celular relativa das células HK-2 frente a lesdo/tratamento com VCM e MSM, mostrando as
diferencas estatisticas *p< 0,05 quando comparado cada grupo com o controle e #p<0,05 quando comparado cada grupo com
VCM (grupo lesdo)

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

realizados com MSM frente a inducdo de lesdo tubular causado pela VCM, durante 24 horas de

exposicao.
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 5SmM + 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 padrdao + EPM com *p<0,05 em relagdo ao grupo controle e #p<0,05 em relacdo ao
grupo lesdo (VCM), analisado por one-way ANOVA com pos-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 lesdo e morte celular ocasionados
pela VCM as células tubulares HK-2, optamos pelo ensaio de citometria de fluxo com a marcagao

das células com Anexina V-PE e o0 7AAD descritos no item 4.5.1.

Os resultados do ensaio de citometria da exposi¢do das células HK-2 a VCM por 24 horas
mostraram que houve dupla marcagdo significativa em relagdo ao grupo controle (7JAAD"/Anx")
no grupo lesdo (VCM 5 mM), representando 18,7% dos eventos, indicando que tal grupo se
encontrava em apoptose tardia ou necrose secunddria. Tal grupo também apresentou uma marcagao
significativa com 7AAD (7AAD*/Anx") com aproximadamente 13% dos eventos, indicando que a
morte celular pode ter ocorrido por necrose, assim como a significativa reducdo das células nao
marcadas em relacdo ao grupo controle (7JAAD/Anx"), que era de 92,3% dos eventos no grupo
controle e reduziu para 67,5% no grupo lesao (VCM). Tanto o grupo tratamento de 12,5 quanto 25
mg/mL de MSM apresentaram significativa redu¢do do percentual dos eventos das células
duplamente marcadas (7AAD'/Anx"), com valores de 15% e 9,6% respectivamente, quando
comparado ao grupo lesdo (VCM). Mostrando que o grupo tratado com 25 mg/mL de MSM
conseguiu reduzir em 48,67% a populagdo duplamente marcada com 7AAD e Anexina-V. O grupo
tratado com 12,5 mg/mL de MSM apresentou comportamento semelhante, porém a redugdo da
populacdo duplamente marcada foi de 19,8%. A figura 24 e a tabela 4 representam e expressam,
respectivamente, os resultados numéricos citados acima. J& a figura 25 ilustra graficamente as

densidades comparativas do ensaio supracitado.

63



Figura 24 Representagdo da avaliacdo de morte celular no ensaio de Citometria de fluxo.
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Fonte: Autor, As células necroticas foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células apoptoticas foram
marcadas por Anx (Anexina V), os dados foram expressos em média de percentual da distribui¢do dos eventos (células) + EPM,
analisado por ANOVA e pos-teste de Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesdo . VCM5SmM =grupo lesdo
vancomicina SmM; VCM SmM + 12,5 mg/mL= grupo tratamento com MSM 12,5 mg/mL; VCM SmM + 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 marcagdes 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 indugdo de lesdo tubular causado pela VCM (mM), durante 24 horas de

exposicao.
Eventos (%) TAAD/Anx 7AAD'/Anx* TAAD'/Anx 7TAAD /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# 2,54 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 5SmM + 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 necroticas foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células apoptoticas foram
marcadas por Anx (Anexina V), os dados foram expressos em média de percentual da distribui¢do dos eventos (células) + EPM,
analisado por ANOVA e pos-teste de Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesdo . VCM5SmM =grupo lesdo
vancomicina SmM; VCM SmM + 12,5 mg/mL= grupo tratamento com MSM 12,5 mg/mL; VCM SmM + 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 graficos do tipo Density plot representando a densidade comparativa do
ensaio de avaliacdo da via de morte celular com as células marcadas com 7 AAD (7-

aminoactinomicina) (células necroticas) e com Anexina V (células apoptoticas).
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Fonte: Autor As células necroticas foram marcadas por 7AAD (7-aminoactinomicina), enquanto as células apoptoticas foram
marcadas por Anx (Anexina V), os dados foram expressos em média de percentual da distribui¢do dos eventos (células) + EPM,
analisado por ANOVA e pos-teste de Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesdo. (A) grupo controle HK-2 (B)
VCMS5mM =grupo lesdo vancomicina SmM; (C) VCM SmM + 25 mg/mL= grupo tratamento com MSM 25 mg/mL; (D) VCM
SmM + 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 — Producio de Espécies reativas de oxigénio (ERO) citoplasmaticas

Por meio da medicdo da fluorescéncia relativa a oxidagdo do DCFH-DA, aferimos a
producdo das ERO citoplasmaticas produzidas no ensaio de tratamento/lesdo do MSM frente a
exposicao por VCM nas células HK-2. A tabela 5 e a figura 26 mostram, em termos de intensidade
de fluorescéncia relativa (IFR), que a exposi¢do a VCM durante 24 horas ocasionaram um aumento
de 3x, o que representa um aumento de 200%, na produ¢do de ERO nas células HK-2 em relacao
ao grupo controle. Assim como, o tratamento com a concentracdo de 25 mg/mL levou a uma
reducdo da produgdo de ERO nas células HK-2 em cerca de 1,2x em relacdo ao grupo lesao (VCM),
o que representa uma reducdo de 122%. As figuras 27 e 28 mostram os histogramas representativos

das populacdes celulares deste ensaio.
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Tabela 5 Percentual de intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) da marcagdo com DCFH-DA
no ensaio de Citometria de fluxo para os tratamentos realizados com MSM (mg/mL) frente a

inducdo de lesdo tubular causado pela VCM a 5SmM, durante 24 horas de exposi¢ao.

Controle VCM 5SmM  MSM 12,5 mg/mL + VCM 5SmM  MSM 25 mg/mL + VCM 5SmM

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 pos-teste de
Bonferroni,com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesdo (VCM 5 mM)

Figura 26 Analise, em termos de intensidade de fluorescéncia relativa (IFR), da produgdo de
ERO e estresse oxidativo, apos o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com

exposi¢do a VCM por 24 horas.
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Fonte: Autor; os dados foram expressos em média de IFR + EPM, analisado por one-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni,
com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesdo (VCM 5 mM)
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Figura 27 Histograma do experimento de Citometria com DCFH-DA das células HK-2 expostas

a VCM 5mM e tratadas com 25 mg/mL de MSM durante 24 horas.
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Fonte: Autor; picos representativos das contagens de células (eventos) com suas respectivas fluorescéncias

Figura 28 Histograma do experimento de Citometria com DCFH-DA das células HK-2 expostas
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Fonte: Autor; picos representativos das contagens de células (eventos) com suas respectivas fluorescéncias
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5.5 Citometria de fluxo — Avaliacdo do potencial transmembrinico mitocondrial

Devido ao fato de que a produgdo e o acumulo excessivo de ERO podem levar as disfungdes
mitocondriais, utilizamos a marcacao pela sonda fluorescente Rodamina 123, para poder avaliar o
potencial transmembranico mitocondrial (Aym), especialmente no contexto de que o potencial
elétrico da membrana possa interferir diretamente na respira¢do celular. A tabela 6 mostra os
valores dos resultados em termos de IFR das células HK-2, marcadas com Rodamina, expostas a
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 0 MSM na concentragdo e 25 mg/mL conseguiu reduzir esse
comprometimento de 61% para 38% com significancia estatistica (p<0,05), conforme mostra a
figura 29. Os histogramas representativos das populagdes de células estdo representados as figuras

30e31.

Tabela 6 Percentual de intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) da marcagdo com Rodamina
123 (Rho123) no ensaio de Citometria de fluxo para os tratamentos realizados com MSM

(mg/mL) frente a inducdo de lesdo tubular causado pela VCM a SmM, durante 24 horas de

exposicao
Controle VCM 5SmM  MSM 12,5 mg/mL + VCM 5SmM  MSM 25 mg/mL + VCM 5SmM
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 pos-teste de Bonferroni,com
*n<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesdo (VCM 5 mM)
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Figura 29 Andlise, em termos de intensidade de fluorescéncia relativa (IFR), do potencial
transmembranico mitocondrial, ap6s o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com

exposi¢do a VCM por 24 horas.
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Fonte: Autor, os dados foram expressos em média de [IFR + EPM, analisado por one-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni,
com *p<0,05 vs controle e #p<0,05 vs grupo lesdo (VCM 5 mM)

Figura 30 Histograma do experimento de Citometria com Rodamina das células HK-2 expostas a

VCM 5mM e tratadas com 25 mg/mL de MSM durante 24 horas
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Fonte: Autor, picos representativos da contagem de células (eventos) com suas respectivas fluorescéncias
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Figura 31 Histograma do experimento de Citometria com Rodamina das células HK-2 expostas a

VCM 5mM e tratadas com 12,5 mg/mL de MSM durante 24 horas
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Fonte: Autor, picos representativos da contagem de células (eventos) com suas respectivas fluorescéncias

5.6 Docking Molecular

Para averiguacdo das possiveis interagdes do MSM com a via oxidativa Keapl/NrF-2,
realizamos o ensaio in silico de Docking molecular do MSM com a proteina Keapl, a qual ¢ uma
proteina repressora que se liga ao NrF-2 que impede sua transloca¢do nuclear e promove sua
degradacdo pela via do proteassoma da ubiquitina (KANSANEN et. al. 2013). Em adicdo, também
realizamos o ensaio da interagdo do MSM com a proteina RAF-1, a qual promove a intensificagdo
da interagdo de NrF-2 com os promotores de suas proteinas alvo por meio da ativagdo da via

Raf/ERK. Temos entdo, uma previsdo teorica de interagdo de um inibidor e um ativador de NrF-2.
Realizamos as simulagcdes de docking molecular entre a proteina Keapl e a 4-

Metoxibenzenossulfonamida (IQK), que ¢ seu inibidor especifico, e 0 MSM. A figura 32. ilustra

as regides do acoplamento de cada ligante com a molécula Keap-1.
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Figura 32 Regido de acoplamento dos ligantes com a proteina Keapl

Keapl /IQK Keapl / MSM

Fonte: Softwares e banco de dados; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock

Buscando analisar a natureza dessas interacdes, foi obtido o resultado de variagdo da energia
livre de Gibbs (AG) para cada acoplamento, conforme disposto na tabela 7. Dessa forma, como ja
esperado, o ligante IQK apresentou uma energia de afinidade satisfatoria de -9,48 Kcal/mol,
indicando estabilidade e especificidade na interacdo. J4 a MSM apresentou uma energia abaixo da
linha de corte de -6 Kcal/mol, demonstrando uma possivel menor afinidade e especificidade em

detrimento a substancia IQK.

Tabela 7 Afinidade energética dos ligante com a proteina Keapl

Complexo proteina/ligante AG (Kcal/mol)
Keapl / IQK -9,48
Keapl / MSM -5,88

Com o objetivo de descrever as caracteristicas intrinsecas das interacdes alvo-ligantes, foram
analisados os tipos de interagdes intermoleculares presentes entre as moléculas e os residuos de
aminodcidos da proteina, bem como as distancias dessas interagdes. Conforme disposto na tabela

8, o ligante IQK apresentou um numero superior de interacdes, sendo 4 ligagcdes de hidrogénio
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fortes, 4 interagdes hidrofobicas, 1 interagdo alquil, 5 interagdes n-Alquil e 1 interagdo n-n Stacked.
Jé& o ligante MSM apresentou um menor nimero de interagdes, contudo as 3 ligacdes de hidrogénio
dispuseram de distancias menores, o que leva a uma possivel afinidade e especificidade maior.
Embora os ligantes tenham acoplado em regides distintas, o residuo de isoleucina (ILE)
559 foi compartilhado entre os ligantes (destacado em lilads*), onde pode-se destacar os tipos de
interagdes que cada ligante fez com esse residuo. O ligante MSM realizou uma ligacdo de

hidrogénio forte, enquanto o IQK realizou uma interacao do tipo Alquil.

Tabela 8 Tipos de interagdes e suas respectivas distancias com o alvo.

Keapl / IQK Keapl / MSM
Residuo AA Distancia (A) Residuo AA Distancia (A)
Ponte de Hidrogénio Ponte de Hidrogénio
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
Interagao Hidrofobica Interacao Hidrofobica
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
Interaciao Alquil

559% ILE 5,36

Interacao n- Alquil

415 ARG 4,70
415 ARG 4,03
556 ALA 3,56
556 ALA 3,76
525 TYR 4,54

Interacao tipo n-nt Stacked

525 TYR 4,44
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Esses achados sdo reforcados quando se faz a demonstragdo das interacdes do MSM com a

proteina Keapl, conforme ilustrado nos mapas 2D contidos na Figura 33, na qual visualiza-se

notadamente a diferenca, tanto no nimero quanto na natureza das interagdes do MSM quando

comparado ao IQK.

Figura 33 Diagrama 2D indicando as intera¢des intermoleculares dos ligantes com a proteina

Keapl
Keapl / IQK Keapl / MSM
s 556 ILE
508 -~ 559
v & GLlY
509 558
o~ ~0 ILE
~ o 559
0 3 Z i
A
7/ Gy \‘7 ] ‘C
&) &0
VAL
B S7
VAL
ALA
606 366
Interactions
[ conventonal HydrogenBond ] Ak teractions
[ carbonHydrogen sond [ prast [T Conventinsiysrogen sond Carbon yckogen s
l:l Pi-Pi Stacked .

Fonte: Softwares e banco de dados ; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock

Posteriormente realizamos as simula¢des de docking molecular entre a proteina Rafl e os
dois ligantes testes, 0 SMS5, como seu inibidor especifico e 0 MSM, como nosso alvo. Foi observado

que a regido de acoplamento entre as substancias citadas anteriormente e a Rafl eram distintas,

conforme a figura 34.
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Figura 34 Regido de acoplamento dos ligantes com a proteina Raf-1

Raf 1 / SM5 Raf 1 / MSM

Fonte: Softwares e banco de dados ; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock

Com o proposito de analisar a natureza das interacdes dessas substincias com a Rafl, foi
obtido o valor de AG para cada acoplamento, apresentados na tabela 9. Deste modo, foi possivel
observar que a afinidade energética do ligante SM5 apresentou-se satisfatéria, com uma energia de
-8,54 Kcal/mol, indicando especificidade na interacdo como ja esperado, visto que se trata do
ligante especifico. Além disso, a substdncia MSM apresentou uma energia de -6,26 Kcal/mol,
estando acima da linha de corte desejada de -6 Kcal/mol, apontando uma possivel menor

especificidade e estabilidade comparada a substancia SMS.

Tabela 9 Afinidade energética dos ligante com a proteina Keap1

Complexo proteina/ligante AG (Kcal/mol)
Rafl / SM5 - 8,54
Rafl / MSM - 6,26

Objetivando descrever as caracteristicas intrinsecas das interagdes alvo-ligantes, foram
analisados os tipos e distancias das interagdes intermoleculares presentes entre as moléculas e os

residuos de aminoacidos da proteina. Conforme disposto na tabela 10, o ligante SM5 demonstrou
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possuir um nimero maior de interagdes, sendo 2 ligagdes de hidrogénio fortes, 1 interagdo
hidrofobica, 1 interagdo alquil, 5 interagdes m-Alquil, 2 interagdes n-Sigma e 1 interagdo n-mt T-
sheped. Enquanto o ligante MSM demonstrou possuir um numero menor de interagdes, porém
apresentando 3 ligagdes de hidrogénio fortes com distdncias menores em comparagdo com as do

SMS5 e também 1 interagdo hidrofobica.

Tabela 10 Tipos de interacdes e suas respectivas distdncias com o alvo

Raf-1/SMS5 Raf-1/ MSM
Residuo AA Distancia (A) Residuo AA Distancia (A)
Ponte de Hidrogénio Ponte de Hidrogénio
395 LYS 2,88 266 TYR 2,66
349 CYS 2,22 60 LYS 2,02
123 LYS 2,50
Interacao Hidrofdbica Interacao Hidrofobica
349 CYS 2,89 123 LYS 2,85
Interaciao Alquil
298 ALA 4,68
Interacao n- Alquil
298 ALA 5,09
298 ALA 4,80
300 LYS 5,09
348 TRP 4,72
400 PHE 4,46

Interaciao tipo n-Sigma
288 VAL 2,29
348 TRP 2,84
Interacao tipo n-n T-sheped
400 PHE 5,02
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Esses resultados sdo reforcados a medida que se faz a demonstracdo das interagdes dos
ligantes com a proteina Rafl, conforme ilustrado nos mapas 2D contidos na Figura 35, em que ¢
possivel visualizar a diferenca, tanto em nimero quanto em natureza, das interacdes do MSM

quando comparado ao ligante especifico SMS.

Figura 35 Diagrama 2D indicando as interagdes intermoleculares dos ligantes com a

proteina Raf-1
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Fonte: Softwares e banco de dados ; MarvinSketch, Protein Data Bank (PDB), UCSF Chimera e SwissDock

5.7 Avaliacao da expressao génica por RT-qPCR dos genes NrF-2, PPAR-y, SIRT-1 ¢ 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 expressao génica dos genes NrF-2, PPAR-
Y, SIRT-1 e GSH-red, utilizando como genes de referéncia o GADPH e o RPS18. Os resultados de
expressao do gene NrF-2 estdo representados graficamente na figura 36, com p < 0,05 vs controle.

A tabela 11 mostra os valores da expressdo génica do NrF-2, sob forma de expressdo relativa,
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reportados pelas medianas (min.-max.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM

SmM durante 24 horas de exposicao.

Figura 36 Analise, em termos de expressdo génica relativa, da expressdo génica de NrF-2 apos o
tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do & VCM por 24 horas, com

p<0,05 vs controle.
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Fonte: Autor; Grdfico da expressdo génica relativa de NrF-2 nas células HK-2 frente a lesdo/tratamento com VCM e MSM, com
*p< 0,05 vs controle

Tabela 11 Valores das expressdes génicas relativas de NrF-2 para os diversos tratamentos
realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05

vs controle.

Grupos Mediana Min. — Max. 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.-mdx.) da expressdo génica, analisado por teste de Mann-Whitney,
com *p<0,05 vs controle,
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Embora a exposicdo a VCM 5mM pelas células HK-2 ndo tenha causado aumento ou
reducdo de expressao de NrF-2, o tratamento com MSM nas concentragdes de 12,5 e 25 mg/mL
levaram a um aumento significativo de expressdo de NrF-2 de 59% e 88% em relagdo ao grupo
controle, respectivamente. Ainda que o composto MSM tenha reduzido a expressdo de NrF-2 em

24%, tal valor nao foi significativo.

A figura 37 mostra os resultados de expressdo do NrF-2 com p < 0,05 vs grupo lesdo
(VCM) e a tabela 12 mostra os valores da expressdo génica do NrF-2, sob forma de expressao
relativa, com suas respectivas medianas (min.-mdax.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25

mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de exposi¢do, quando comparado ao grupo lesdo (VCM).

Figura 37 Andlise, em termos de expressao génica relativa, da expressao génica de NrF-2 apds o
tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do & VCM por 24 horas, com
p<0,05 vs grupo lesdo (VCM).
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Fonte: Autor; Grdfico da expressdo génica relativa de NrF-2 nas células HK-2 frente a lesdo/tratamento com VCM e MSM, com
*p< 0,05 vs grupo lesGo

Tabela 12 Valores das expressdes génicas relativas de NrF-2 para os diversos tratamentos
realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05
vs grupo lesdo (VCM).
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Grupos Mediana Min. — Max. 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. — max.) da expressdo génica, analisado por teste de Mann-
Whitney, com *p<0,05 vs grupo lesdo.

Assim como na analise da expressdo de NrF-2 em relagdo ao grupo controle, o tratamento
com MSM nas concentragdes de 12,5 e 25 mg/mL levaram a um aumento significativo de
expressdao de NrF-2 de 57% e 86% em relacdo ao grupo lesdo (VCM), respectivamente. Onde o
composto MSM, mesmo tendo reduzido a expressio de NrF-2 em 25%, continuou a ser

considerado nao significativo.

Avaliamos a expressdo génica do PPAR-y e os resultados estdo representados graficamente
na figura 38, com p < 0,05 vs controle. A tabela 13 mostra os valores da expressdo génica do PPAR-
Y, sob forma de expressdo relativa, com suas respectivas medianas (min.-max.) para o tratamento

com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de exposicao.
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Figura 38 Andlise, em termos de expressao génica relativa, da expressao génica de PPAR-y
apods o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do a VCM por 24 horas,

com p < 0,05 vs controle.
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Fonte: Autor; Grdfico da expressdo génica relativa de PPAR- y nas células HK-2 frente a lesGo/tratamento com VCM e MSM, com
*p< 0,05 vs controle

Tabela 13 Valores das expressdes génicas relativas de PPAR- y para os diversos tratamentos
realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05

vs controle.

Grupos Mediana Min. — Max. 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.-mdx.) analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs
grupo controle

A exposi¢do a VCM 5mM nio levou a um aumento ou redugdo de expressao de PPAR-y

nas células HK-2, porém o tratamento com MSM na concentragdo de 25 mg/mL sem a presenca
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da VCM 5 mM, ou seja, em um estado homeostatico, levou a um aumento significativo de
expressdo de PPAR-y de 8x em relag@o ao grupo controle. De forma semelhante, porem em menor
propor¢ao, 0 MSM na concentracdo de 25 mg/mL na presenga de VCM 5mM, ou seja, em um
estado de estresse oxidativo, também ocasionou um aumento da expressao de PPAR-y de cerca de
2x (144%) em relagdo ao grupo controle. A concentracdo de 12,5 mg/mL de MSM embora tenha
causado um aumento de expressdo de PPAR- vy, este ndo foi considerado significativo.

A figura 39 mostra os resultados de expressao do PPAR-y com p < 0,05 vs grupo lesdo
(VCM) e a tabela 14 expressa os valores da expressdo génica do PPAR- vy, sob forma relativa, com
suas respectivas medianas (min.-max.) para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM

SmM durante 24 horas de exposicao, quando comparado ao grupo lesdo (VCM).

Figura 39 Andlise, em termos de expressao génica relativa, da expressao génica de PPAR-y
apods o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do a VCM por 24 horas,
com p < 0,05 vs grupo lesdo (VCM).
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Fonte: Autor; Grdfico da expressdo génica relativa de PPAR- y nas células HK-2 frente a lesGo/tratamento com VCM e MSM, com
*p< 0,05 vs grupo leséo (VCM)
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Tabela 14 Valores das expressdes génicas relativas de PPAR- y para os diversos tratamentos

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05

vs grupo lesdo (VCM).
Grupos Mediana Min. — Max. 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.-max.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs
grupo lesdo (VCM)

Na andlise da expressdo de PPAR- y em relacdo ao grupo lesio (VCM), o MSM na
concentragdo de 25 mg/mL, sem a presenga de VCM 5mM, levou a um aumento significativo de
expressdo de PPAR- y de cerca de 9x, porém na presenga da VCM 5mM, nesta mesma
concentragdo de MSM, ocorreu um aumento de cerca de 2x em relag@o ao grupo lesao. O MSM na
concentragdo de 12,5 mg/mL na presenca de VCM 5 mM, ndo teve significancia mesmo causando

um aumento de expressdo de PPAR-y em aproximadamente 2x, em relacdo ao grupo lesao (VCM).

Os resultados da avaliagdo da expressdo génica do SIRT-1 estdo representados
graficamente na figura 40, com p < 0,05 vs controle, ja a tabela 15 mostra os valores da expressao
génica do SIRT-1, sob forma de expressao relativa, com suas para o tratamento com MSM (12,5 e

25 mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de exposicao.
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Figura 40 Analise, em termos de expressdo génica relativa, da expressao génica de SIRT-1 apos
o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do a VCM por 24 horas, com p <

0,05 vs controle.
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Expressao Relativa SIRT-1

Fonte: Autor; Grdfico da expressdo génica relativa de SIRT-1 nas células HK-2 frente a lesao/tratamento com VCM e MSM, com
*n< 0,05 vs controle

Tabela 15 Valores das expressdes génicas relativas de SIRT-1 para os diversos tratamentos
realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05

vs controle

Grupos Mediana Min. — Max. 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.-max.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs
grupo controle

A exposicdo a VCM 5mM, assim como a presenca do MSM sozinho na concentragdo de
25 mg/mL, levaram a uma reducdo de expressao significativa de SIRT-1 nas células HK-2, de 54

e 56 % respectivamente, em relacdo ao grupo controle. J& quando o as células HK-2 sdo
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mutuamente colocadas em contato com a VCM 5mM e ambas as concentragoes de MSM (12,5 ¢
25 mg/mL), ndo vemos alteragdo significativa de expressdo de SIRT-1, em relagdo ao grupo
controle.

A figura 41 mostra os resultados de expressdo do SIRT-1 com p < 0,05 vs grupo lesdo
(VCM) e a tabela 16 expressa os valores da expressao génica do SIRT-1, sob forma relativa, com
suas respectivas medianas (min.-max.) para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM

SmM durante 24 horas de exposicao, quando comparado ao grupo lesdo (VCM).

Figura 41 Analise, em termos de expressdo génica relativa, da expressao génica de SIRT-1 apos
o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do a VCM por 24 horas, com p <

0,05 vs grupo lesao (VCM).
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Fonte: Autor, Grafico da expressdo génica relativa de SIRT-1 nas células HK-2 frente a lesao/tratamento com VCM e MSM, com
*n< 0,05 vs grupo lesdo (VCM)
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Tabela 16 Valores das expressdes génicas relativas de SIRT-1 para os diversos tratamentos

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05

vs grupo lesdao (VCM)
Grupos Mediana Min. — Max. 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.-max.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs
grupo lesdo (VCM)

Quando comparado ao grupo lesdo (VCM), obtivemos um aumento significativo da
expressdo de SIRT-1 nos grupos VCM 5SmM + 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 expressdo de SIRT-1 nas células HK-2 e quando colocadas em conjunto, causam um
aumento relativo de expressdo de SIRT-1, que difere significativamente do grupo lesdo (VCM)

porém nado difere do grupo controle.

Realizamos a avaliacdo da expressdo génica do GSH-red e os resultados estdo
representados graficamente na figura 42 e a tabela 17 exprime os valores da expressdo génica do
SIRT-1, com p<0,05 vs controle, sob forma de expressao relativa, com suas respectivas medianas
(min.-max.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM 5mM durante 24 horas de

exposicao.
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Figura 42 Andlise, em termos de expressao génica relativa, da expressao génica de GSH-red
apods o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do a VCM por 24 horas,

com p < 0,05 vs controle
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Fonte: Autor; Grafico da expressdo génica relativa de GSH-red nas células HK-2 frente a lesdo/tratamento com VCM e MSM,
com *p< 0,05 vs controle

Tabela 17 Valores das expressdes génicas relativas de GSH-red para os diversos tratamentos
realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05

vs controle

Grupos Mediana Min. — Max. 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.-max.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs
grupo controle

Quando comparado ao grupo controle, obtivemos um aumento significativo da expressao

de GSH-red nos grupos lesdo (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 presenca 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 expressdo do GSH-red com p < 0,05 vs grupo lesdo
(VCM) e a tabela 18 expressa os valores da expressao génica do GSH-red, sob forma relativa, com
suas respectivas medianas (min.-méx.), para o tratamento com MSM (12,5 e 25 mg/mL) e VCM

SmM durante 24 horas de exposicao, quando comparado ao grupo lesdo (VCM).

Figura 43 Analise, em termos de expressdo génica relativa, da expressao génica de GSH-red
apods o tratamento com MSM (mg/mL) das células HK-2 com exposi¢do a VCM por 24 horas,
com p < 0,05 vs grupo lesdo (VCM).

1.5+

T —

J_ £
0.5+ é

0.0

1.0

Expressao Relativa GSHred

T T | T
VANCO MSM VM12,5 VM25

Fonte: Autor; Grdfico da expressdo génica relativa de GSH-red nas células HK-2 frente a leséo/tratamento com VCM e MSM, com
*p< 0,05 vs grupo lesdo (VCM)
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Tabela 18 Valores das expressdes génicas relativas de GSH-red para os diversos tratamentos

realizados com MSM (mg/mL) frente a exposicdo a VCM (mM), durante 24 horas, com p<0,05

vs grupo lesdao (VCM)
Grupos Mediana Min. — Max. 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.-max.), analisado por teste de Mann-Whitney, com *p<0,05 vs
grupo lesdo (VCM)

Quando analisamos os grupos em compara¢gdo com o grupo Lesdo (VCM), ocorre uma
reducdo de significativa de 65% da expressdo de GSH-red nas células HK-2 no grupo MSM 25
mg/mL sozinho, de modo que este grupo foi o tinico que nao teve diferenca significativa em relagdo

ao controle, assim como foi o tnico com diferenca significativa em relagdo ao grupo lesdo (VCM).

6. DISCUSSAO

O uso de medicamentos ¢ uma causa relativamente comum de lesdo renal aguda (LRA),
especialmente em pacientes hospitalizados que estdo expostos a inlimeros agentes. Embora todos
os segmentos do néfron possam ser lesionados por diversos farmacos, os tibulos sdo um alvo
comum (PERAZELLA, 2003, 2005; MARKOWITZ & PERAZELLA, 2005). A lesdo tubular
aguda relacionada a firmacos ¢ a causa mais comum de LRA associada a esses agentes. A
nefrotoxicidade inerente aos fArmacos, seu tipo de transporte, metabolismo e manuseio renais,
desempenham um papel importante na ocorréncia da lesdo tubular aguda. (PERAZELLA, 2019).
Dentre os diversos farmacos capazes de causar injiria renal, o uso de antimicrobianos e
antineoplasicos possuem destaque, em especial para pacientes em unidades de terapia intensiva
(UTI), os quais por muitas vezes, necessitam de doses supra terapéuticas destes tipos de farmacos,

tendo em vista o desequilibrio homeostatico imposto pela condi¢do patologica do paciente.
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Dentro da classe de antimicrobianos, a vancomicina merece destaque, pois embora seja um
antibidtico glicopeptideo que foi introduzido hd 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 a toxicidade renal ndo ¢
totalmente compreendido. Nos ultimos anos, o uso de doses maiores de vancomicina com o
objetivo de conter o aumento da incidéncia 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, reversivel, sua ocorréncia pode estar associada a um aumento da incidéncia de doenga
renal terminal e uma maior taxa de mortalidade (BAMGBOLA, 2016).

A suspeita acerca do mecanismo de lesdo da vancomicina deve-se principalmente a
disfuncdo tubular proximal, de forma que, parametros que diferenciam o distirbio da filtracao
glomerular dos que estdo associados a fun¢ao tubular melhorardo a precisdo do diagndstico (COCA
et al. 2008). Neste contexto, a lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL), a molécula
de lesdo renal 1 (KIM-1) e a interleucina 18 (IL-18) sdo biomarcadores preferenciais de inflamacao
tubular, enquanto a cistatina C prevé comprometimento precoce na filtragao glomerular (COCA et
al. 2008).

Baseados na relevancia do aumento da incidéncia 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 lesdo renal envolvidos com o uso da vancomicina,
optamos pelo uso do modelo de indugdo de injuria celular, ja estabelecido em literatura (WENYUN
XU et. al, 2021), nas células HK-2, por se tratarem de uma linhagem celular imortalizada de tubulos
proximais humanos saudaveis e serem amplamente utilizadas em estudos de citotoxicidade, fun¢do
renal e efeitos farmacologicos (RYAN et al., 1994). Ainda neste contexto, se fazem necessarios
estudos com novas moléculas, que se mostrem capazes de promover algum grau de prote¢ao renal,
para que possam ser introduzidos juntamente as terapéuticas necessarias em casos graves que
tenham algum tipo de efeito adverso a nivel renal, sejam de uso prolongado ou ndo, afim de
minimizar tais efeitos.

Previamente, nosso grupo demonstrou que metabolitos 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 diminuirem os distirbios renais, o estresse oxidativo e a

89



resposta inflamatdria por meio de um mecanismo possivelmente correlacionado com o aumento da
producdo de metilsulfonilmetano (MSM) (RODRIGUES et. al., 2018). Deste modo, decidimos
investigar se 0 MSM possuia algum efeito protetor renal a nivel de célula de tubulo proximal,
utilizando o antibidtico glicopeptidico vancomicina como agente lesivo nas células HK-2. Podendo
assim, realizar os ensaios nas células de forma isolada, sem interferéncia de mecanismos teciduais
compensatorios ou de mediadores bioldgicos extrarrenais.

Sao propostos diversos mecanismos de acdo para o MSM, como imunomodulador, anti-
inflamatorio, 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 o0 MSM em concentragdes da ordem de mg/mL, apresentaram redugdo significativa da
viabilidade celular apenas nas doses de 50 e 100 mg/mL, sendo estas excluidas dos demais ensaios.
Embora a baixa toxicidade do MSM a nivel de células saudaveis seja pouco descrita, em especial
para as células HK-2, varios 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 caes (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-inflamatdrio em culturas de condrécitos (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) esofago (JAFARI et. al., 2012), estomago (JAFARI et. al., 2012), figado
(JAFARI et. al., 2012; KIM et. al., 2014), célon (KARABAY et. al. 2016), bexiga (JOUNG et. al.,
2014) e tegumento (CARON, 2015). Sob notificacdo da Food and Drug Administration (FDA), o
MSM ¢ 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 cientifico que podera nortear o caminho de novos estudos
ao nivel celular renal.

Por se tratar de uma metodologia ja 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 concentracao
de SmM, obtivemos uma reduc¢do de aproximadamente 42% na viabilidade celular das células HK-

2 durante 24 horas de exposi¢do, em relagdo ao nosso grupo controle. Mostramos desta forma que
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o antibidtico glicopeptidico vancomicina exerce um efeito citotoxico sob as células HK-2
reduzindo sua viabilidade celular. De forma semelhante, King e Smith (2004) mostraram que a
vancomicina consegue alterar a proliferacdo de células tubulares proximais in vitro de forma dose
dependente.

Conseguimos obter uma recuperacdo parcial da viabilidade celular em ambas as
concentragdes de 12,5mg/mL e 25 mg/mL, baseado no experimento de viabilidade celular pelo
MTT, demonstrando desta forma, que 0 MSM exerceu um efeito citoprotetor para este tipo celular.
Na concentracdo de 12,5 mg/mL conseguimos demonstrar que, quando utilizado
concomitantemente com a vancomicina durante um periodo de 24 horas, 0o MSM promoveu uma
melhoria parcial significativa da viabilidade celular em relagao ao grupo lesdo, em torno de 27%,
fazendo com que a viabilidade das HK-2 passasse de 57,88 % no grupo lesdo para 73,88% no grupo
tratamento com 12,5 mg/mL de MSM. Para a concentragdo de 25 mg/mL, obtivemos uma melhoria
semelhante da viabilidade, porém no patamar de 35% de aumento desta viabilidade, alcangando os
78,15% de viabilidade nas células tratadas com MSM a 25 mg/mL.

Embora o grande alvo do uso do MSM como agente terapéutico seja em modelos de estudo
antineoplasico e anti-inflamatorio a nivel 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 cardiomidcitos
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 0 MSM nas concentragdes de 2000 pM e 6000 uM foi capaz de causar um
pequeno aumento na viabilidade celular de condrdcitos expostos ao efeito negativo da interleucina
1 (IL-1) por 24 horas. Porém em estudo a nivel antineoplésico, Kowalska e colaboradores (2018),
demonstrou que o MSM possui um efeito negativo dose dependente sobre a viabilidade em células
de cancer de prostata, quando utilizado em concentragdes de 300 mM a 800 mM. Todos estes
dados mostram que o MSM possui propriedades terapéuticas que aumentam a sobrevida em alguns
tipos celulares, levando a um aumento de viabilidade celular, que muitas vezes ¢ atribuida a uma
possivel atividade anti-inflamatoria e antioxidante. Porém, seu uso em doses altas in vitro se torna
citotdxico, como demonstrado em nosso trabalho. Apesar disto, seu uso em doses altas parece ser

promissor como agente antineoplasico.
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A VCM, como agente lesivo de células de tubulo proximal humano, causou a redugio
significativa do niimero de células vidveis em aproximadamente 42%, estando significativamente
associados a marcagdo caracteristica do processo de necrose € ao processo de necrose/apoptose
tardias. Dalaklioglu e colaboradores (2010), sugerem o mecanismo apoptotico da vancomicina,
demonstrando que em ratos, ocorre uma superativacao da atividade da poliadenosina difosfato
ribose polimerase 1 (PARP-1), uma via enzimatica envolvida no reparo do DNA. Ao passo que,
quando adicionamos o MSM na concentracdo de 12,5 mg/mL como forma de tratamento,
observamos um aumento no numero relativo de células ndo marcadas para necrose e/ou apoptose,
que passa de 67,54% no grupo lesdo (VCM 5mM), para 72,59% no grupo tratamento com o MSM
na concentracao de 12,5 mg/mL (MSM 12,5 mg/mL + VCM 5mM), assim como quando utilizamos
0 MSM na concentracdo de 25 mg/mL, que passa a ser 81,59% de células ndo 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 lesdo 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 concentragdo de 25 mg/mL de MSM. Um estudo de realizado por Cheleschi e colaboradores
(2018) em consisténcia com o estudo de Karabay e colaboradores (2014), demonstrou a capacidade
do MSM de reverter a apoptose induzida pelo lipopolissacarideo (LPS) e interferon Gama (IF-Y)
em células semelhantes a macréfagos RAW 264.7. Os resultados obtidos pelo nosso estudo
corroboram com dados supracitados, mostrando que o MSM pode possuir um possivel mecanismo
anti-apoptotico.

Segundo Bamgbola (2016), a fosforilacdo oxidativa causada pela vancomicina induz
radicais livres de oxigénio e, assim, reduz a atividade de enzimas antioxidantes defensivas,
incluindo superdxido 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
avaliagdo, por citometria de fluxo, dos mecanismos oxirredutores via marcacdo com DCFH-DA,
para avaliar o estresse oxidativo citoplasmatico e a Rhol23, para avaliar o estresse oxidativo
mitocondrial. A nivel citoplasmatico, observamos, por meio da intensidade de fluorescéncia
relativa (IFR) do DCFH-DA, que a VCM foi capaz de duplicar a quantidade de espécies reativas
de oxigénio (ERO) em relagdo ao nosso grupo controle. De forma que, somente o0 MSM na

concentragdo 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 superoxido dismutase
modificado (NISHINO et. al., 2003), os antioxidantes erdosteina (OKTEM et. al., 2005), 4cido a-
lipoico, extrato de Ginkgo biloba e melatonina (CELIK et. al., 2005), bem como a timoquinona,
éster feniletilico do 4cido cafeico, vitamina C, vitamina E, N-acetilcisteina, curcumina, tempol e
isoquinelinodio (ELYASI et. al. 2013). A nivel mitocondrial, observamos que a VCM foi capaz de
causar um grande dano as mitocondrias das células HK-2. Tal dano foi avaliado por meio da
marcacdo por Rhol23, que demonstrou uma redugcdo de cerca de 61% do potencial
transmembranico mitocondrial. King e Smith (2004) descrevem, de forma semelhante, que a
vancomicina consegue alterar a fun¢dao mitocondrial. De forma semelhante, Sakamoto et. al. 2017,
demonstraram que a vancomicina induziu apoptose em células de tubulos proximais de suinos via
producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio com peroxidacdo do fosfolipideo
mitocondrial cardiolipina. Assim, a lesdo mitocondrial causada pela vancomicina, segundo
Arimura et. al. 2012 e Humanes et. al. 2015, parece estar ligada um aumento da inducdo de
producdo de superdxidos que levam a uma despolariza¢ao do potencial de membrana mitocondrial
com liberagdo do citocromo C e posterior ativacdo das caspases 9 e 3. Esta ultima esta envolvida
no processo de morte celular por apoptose, o que corrobora com todos os resultados do nosso
estudo por citometria de fluxo, incluindo a avalia¢do do tipo de morte celular e tipo de mecanismo
oxidativo presente.

Em nosso estudo, somente 0 MSM na concentragdo de 25 mg/mL foi capaz de melhorar
significativamente o dano mitocondrial causado pela VCM, refor¢ando os indicios dos mecanismos
antioxidativos propostos em literatura para o MSM. Segundo Butawan et. al. 2017, o MSM
influencia a ativacao de pelo menos quatro tipos de fatores de transcri¢do: NF-kB, transdutores de
sinal e ativadores de transcricdo (STAT), p53 e fator nuclear derivado de eritroide tipo 2 (NrF-2).
Assim, mediando esses fatores de transcri¢do, o MSM pode regular o equilibrio 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-kB e assim, reduzir a expressdo de enzimas e citocinas envolvidas
na producdo de ERO e a regulacdo negativa de cicloxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico sintetase
induzivel (iNOS), reduz a quantidade de radical superoxido (027) e o6xido nitrico (NO),

respectivamente (KIM et. al. 2009). Além disso, 0 MSM suprime a expressdo de citocinas como
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TNF-a (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 ¢ um agente nefrotoxico capaz de reduzir significativamente a viabilidade
celular renal, em especial, pela via apoptotica com disfuncdo mitocondrial e geracdo de ERO.
Assim como, 0 MSM conseguiu aumentar a viabilidade das células tubulares renais frente a este
tipo de lesdo, levando a uma melhoria significativa da fungdo mitocondrial e redugao da produgdo
de ERO. Ao nivel renal, a transferéncia de elétrons tem sido mostrada como uma fonte de ERO em
concentragdes fisiologicas (SAMPAIO et. al. 2019). Entretanto, a super expressao dessa enzima
esta relacionada a fisiopatologia da LRA através da producdo exacerbada de ERO e indugdo de
morte celular por apoptose (WENG et al., 2018). Evidéncias sugerem que a disfungdo mitocondrial
¢ um ponto chave nas lesdes dos tibulos renais e que o desequilibrio da fungdo mitocondrial ¢ um
dos mecanismos que leva a desregulacdo e apoptose celulares. Porém, segundo Zhang e
colaboladores (2015), o aumento de ERO pode modificar as proteinas de sinalizacdo celular e ter
consequéncias funcionais em diversas patologias, de forma que existem diversos mecanismos e
alvos os quais as ERO atuam, como as proteinas de sinalizag¢ao celular (NF-kB, MAPKS, Keap1-
NrF-2-ARE e PI3K-AKT), canais de ions, transportadores (Ca2+ e MPTP) e modificacdes do
sistema de proteina quinase e ubiquitinagdo/proteassoma. Baseado nestas informagdes € como um
dos focos do nosso trabalho, buscamos também analisar se existe relagdo do mecanismo de acao
do MSM com a via de sinalizagdo do Keapl-NrF-2-ARE. Para tal, lancamos mao do uso das
metodologias de Docking molecular e RT-qPCR.

A via de sinalizagdo Keapl-NrF-2-ARE desempenha papel critico na manuten¢do do
equilibrio e metabolismo celular induzindo uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo (ZHANG
et. al. 2015). Essa via consiste em trés componentes celulares principais: proteina 1 associada a
ECH do tipo Kelch (Keapl), fator nuclear eritrdide 2 (NrF-2) e elementos de resposta antioxidante
(ARE) (KENSLER, 2007; LEE & JOHNSON, 2004; JUNG & KWAK, 2010). Sob condi¢gdes
fisioldégicas normais, a Keapl, que também ¢ chamado de inibidor do NrF-2 (INrF-2), estd
associada ao NrF-2, cuja maioria reside no citoplasma, e recruta e interage com a Cullin-3 E3-
Ubiquitin Ligase (CUL3). Entretanto, sob condi¢des oxidantes, o aumento do nivel de ERO
intracelular promove a dissociagdo de NrF-2 e Keap1. Onde, como um fator de transcri¢do, o NrF-

2, pode regular a expressdo de proteinas antioxidantes e as defesas celulares contra o estresse
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oxidativo. Porém, segundo Banerjee et. al. 2011, a interacdo entre NrF-2 e os promotores de sua
proteina alvo pode ser intensificada através da ativagdo da via de sinal RAF/ERK. Além disso,
segundo Chen et. al. 2001, a ativacdo de RAF-1 da via MEK-ERK tem sido associada a inibi¢ao
da apoptose, levando a sobrevivéncia celular. Com base nisso, decidimos investigar se 0 MSM
possui algum tipo de interacdo com a proteina Keapl e RAF-1, tendo em vista os resultados de
melhoria da condicdo oxidativa celular proporcionada pelo MSM.

Com os resultados in silico do nosso grupo, observamos que o0 MSM foi capaz de interagir
com a molécula Keap1l, com energia de ligacdo satisfatoria, além de compartilhar o mesmo residuo
de isoleucina na posi¢do 559 com o ligante ideal de ligagdo com Keap1, o IQK. A molécula Keapl
¢ uma proteina rica em residuos de cisteina, contendo 27 residuos no total e embora trés destes
residuos, segundo Taguchi et. al. 2011, o C151, C273 e C288, tenham mostrado desempenhar um
importante papel funcional na alteracdo de conformagao de Keapl, permitindo a translocacdo de
NrF-2 para sua acdo efetiva de expressdo nuclear, o MSM nao realizou nenhuma intera¢dao com
quaisquer residuos de cisteina de Keapl. Apesar do nimero de interagdes feita pelo MSM com o
Keapl seja menor do que a do IQK, a liga¢do do residuo compartilhado pelas duas moléculas, se
mostrou mais estdvel com o0 MSM, o qual possuiu uma distancia de interagdo menor ( 2,11A) e um
tipo de ligacdo mais forte (ponte de hidrogénio), quando comparado ao IQK com 5,36A de
distancia e interacdo do tipo Alquil. Tais ligagdes interagdes ocorreram com os aminoacidos
ILE559, GLY367 e VAL606, onde, de forma semelhante, um estudo realizado por Liang et. al.
2020, mostrou que o Dihidrocaempferol foi capaz de formar ligacdes de hidrogénio com os
aminoacidos SER146 ¢ TYR85 dos dominios BTB ¢ ARG415, SER363 e ILE416 dos dominios
Kelch de Keapl. De forma que segundo Londhe et. al. 2019, os aminoéacidos de Keapl: TYR334,
ARG415, SER508, TYRS525 E TYRS572 foram identificados como sendo fundamentais para
interagdes hidrofobicas, enquanto os residuos de aminodacidos criticos para interagdes eletrostaticas
sdo SER363, ARG483, SER508, GLY 530, SER555 E SER602.

Quando analisamos a intera¢do entre 0 MSM e a molécula RAF-1, vimos que quando
comparado ao ligante especifico 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 (AG -6), onde tal valor, segundo
Shytaykov e Forster (2014), € usado como critério de selecdo, de modo que sua negatividade se
refere a interagdes moleculares exergdnicas, o que pela segunda lei da termodinamica, sdo

caracterizadas como reacdes espontaneas. Apesar do SMS5 ter demonstrado um numero maior de

95



interagdes do que o0 MSM, apenas duas ligacdes fortes do tipo ponte de hidrogénio foram formadas
com a RAF-1, enquanto o MSM consegue formar 3 ligagdes do tipo ponte de hidrogénio com a
RAF-1, onde estas ligacdes possuem distancias menores quando comparado as distancias da
interagdo RAF-1/SMS5. Isso pode conferir ao MSM uma maior estabilidade quimica de ligacao
mesmo quando comparado a um ligante especifico, assim como a possibilidade desta reagdo
acontecer de forma espontanea quando analisamos o valor de seu AG. A molécula RAF-1 faz parte
de diversas conexdes de vias metabolicas e cascatas de sinalizagdo celular e dentre elas, em
especial, com a cascata de fosforilagdo ERK/MAPK. Tal via, segundo Lavoie e Therrien (2015),
dada sua grande variedade de alvos, afeta um amplo conjunto de eventos celulares, incluindo
crescimento, proliferagdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e migracao.

Neste contexto, podemos perceber uma relacdo entre nossos resultados de docking
molecular da RAF-1 com os de viabilidade e proliferacdo celulares. De modo que, Li e Zhou
(2016), mostraram que o tratamento de células HK-2 com VCM induziu a resposta de sinalizacao
ERK/MAPK, ocorrendo uma regulacdo pela VCM de uma série de proteinas importantes nas
células HK-2. Ainda neste estudo, houve um aumento no nivel de expressao de H3F3A/H3F3B,
PPP2CA, YWHAB ¢ YWHAQ e uma reducao no nivel de expressao de HSPB1, ITGB1, MAPKI,
PPP1CA, PPP2R1A, STATI1, TLN1, YWHAG, YWHAH ¢ YWHAZ, onde, de acordo com Li e
Zhou et. al. (2016), em conjunto, o efeito modulador da vancomicina na via de sinalizacdo 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 0 MSM em concentragdes de 12,5 e 25 mg/mL em um modelo
de lesdo com VCM. Assim como também mostramos que 0 MSM se liga a molécula RAF-1 de
uma forma satisfatoria, com energia de ligagdo acima da linha de corte, e a presenca de pontes de
hidrogénio entre as mesmas. Quando compilamos estes dados, podemos sugerir que, como a VCM
regula a via ERK/MAPK de forma a favorecer um quadro citotoxico e a molécula RAF ¢
responsavel pela ativacdo desta via em favorecimento da sobrevivéncia e proliferagdo celulares,
existe uma grande probabilidade de que a interagdo entre 0 MSM e a RAF-1, cause este mesmo
direcionamento de modo a impedir ou superar a modulagdo negativa pela VCM nas células HK-2,
J& que vemos uma melhoria da condi¢ao celular com o tratamento com o0 MSM. Neste contexto o

MSM funcionaria como estimulador da via ERK/MAPK pela interagdo com RAF.
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Com objetivo de aprofundar os mecanismos de agdo do MSM no modelo de lesdo com
vancomicina nas células HK-2, lancamos mao da metodologia de RT-qPCR para analisar alguns
genes diretamente ligados ao processo oxidativo e da via Keapl-NrF2-ARE. Neste contexto,
analisamos a expressdo do gene do NrF-2 neste modelo de lesdo/tratamento. Os resultados que
obtivemos nos mostram que a vancomicina como agente lesivo na dose de SmM e no periodo de
24 horas nao foi capaz e aumentar significativamente a expressdao do NrF-2. Porém, a adi¢ao do
MSM em ambas as concentragdes, de 12,5 e 25 mg/mL, causou um aumento de expressao deste
gene. A andlise dos dados sugere que este aumento de expressao ¢ dependente da concentragdo do
MSM, tendo em vista que a concentracdo de VCM foi a mesma para todos os grupos os quais
estava incluida, assim como o tempo de exposi¢do, de modo que parece existir uma tendéncia de
aumento de expressdo de NrF-2 com a concentracdo de 25 mg/mL, quando comparado com a
concentragdo de 12,5 mg/mL.

Os resultados de expressdo do NrF-2 nos permitem fazer uma analise em conjunto com o0s
resultados do Docking molecular do Keapl. De acordo com Marcotte et. al. 2013, a molécula de
NrF-2 contém um dominio regulador N-terminal chamado Neh2 que engloba dois motivos que se
ligam em uma grande cavidade central carregada positivamente do dominio Kelch-DC no C-
terminal de Keapl e que este sitio de interagdo poderia ser bloqueado por uma pequena molécula
inibidora. Nosso trabalho mostrou que existe uma interacdo do MSM com a molécula Keap1 e que
embora o numero de ligagdes seja reduzido, quando comparado a um antagonista padrdo, estas sao
ligagdes consideradas fortes e com distancias curtas, conferindo maior estabilidade das mesmas.
De forma paralela, a presenca do MSM em um modelo de lesdo oxidativa com VCM consegue
aumentar a expressao do NrF-2, que como fator de transcri¢do central segundo Marcotte et. al.
2013, direciona a transcricdo de genes protetores interagindo com um elemento cis-acting
(ARE/EpRE) em seus promotores para melhorar o estresse oxidativo e ambiental. Como a
regulacdo negativa do NrF-2 ocorre por sua interagdo com o facilitador de ubiquitinacdo Keapl, a
suposi¢do de que uma pequena molécula inibidora que bloqueia a interagdo Keapl/NrF-2 pode
prolongar a meia-vida do fator de transcricdo NrF-2 e melhorar o resultado de uma ampla variedade
de doengas em que a redugdo da o estresse oxidativo por genes protetores desempenha um
importante papel terapéutico, citada por Marcotte et. al. 2013, seria valida para os resultados aqui
encontrados com o0 MSM, tendo em vista suas caracteristicas quimicas e funcionais. Cria-se desta

forma, uma possivel interacdo direta entre 0 MSM e o Keapl, induzindo a um bloqueio desta
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proteina, que por sua vez aumentaria o grau de dissociagdo da keapl com o NrF-2 ou ainda inibiria
sua ligacdo com ele, promovendo o prolongamento da meia vida de NrF-2 e, consequentemente,
aumentando o efeito citoprotetor resultante da acdo do NrF-2 por meio da indugdo de expressao de
elementos antioxidantes celulares. Tendo em vista que, segundo os resultados de Docking
molecular, as intera¢des que ocorrem entre Keapl e 0o MSM ndo sdo as mesmas que ocorrem entre
o NrF-2 e o Keapl, citadas por Taguchi e colaboradores (2011), se realmente houver uma
importancia funcional destas ligagdes, sugere-se que as mesmas possam estar realizando essa
dissociacdo ou inibigdo de Keapl com NrF-2 de forma alostérica. As ERO produzidas pela lesdo
oxidativa da VCM e pelo MSM como inibidor sugestivo de keapl ndo foram capazes de causar um
aumento de expressdo de NrF-2 quando utilizados de forma isolada. Porém, as duas vias quando
agindo em conjunto causam uma nitida potencializacdo da expressdo de NrF-2, sendo esta via,
segundo Kansanen e colaboladores (2013), ¢ a principal reguladora das respostas citoprotetoras a
estresses enddgenos e exogenos causados por espécies reativas de oxigénio (ERO) e eletrofilicos.

Segundo Ma et. al. 2020, o PPAR- y tem sido expresso em tecidos renais e implicado na
regulagdo da hemostasia redox renal. Yang et. al. 1999, descrevem que o PPAR- y ¢
abundantemente expresso no ducto coletor medular, células epiteliais parauretrais e da bexiga
porém, Kiss-Toth e Roszer (2008), afirmam que tal fator também ¢ expresso em podocitos, células
mesangiais e células endoteliais vasculares. Multiplos mecanismos estdo potencialmente
envolvidos nos efeitos renoprotetores da ativacdo do PPAR- y. Segundo Okada et. al. 2006, o
PPAR- y inibe a proliferacdo celular e a apoptose, onde agonistas do PPAR- y, inibem a
proliferacdo de células mesangiais e reduzem a proteintria, pela regulacdo negativa da expressao
de p27, Bcl-2 (linfoma de células B 2) e fosforilagdo da proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK). Segundo Li & Zhou (2016), um estudo protedmico quantitativo mostrou que um grande
niamero de proteinas importantes regulam a proliferacdo celular, crescimento, morte celular e
migracdo em células HK-2, com o envolvimento de varias proteinas funcionais, como, PI3K,
caspase 9, caspase 3, p53, PPAR, Erk1/2 e Ras e observaram que a vancomicina regulava o nivel
de expressdo de varias proteinas, como CAPNI1, CDK1 e MAPKI. Nosso estudo mostrou que a
VCM 5mM como agente lesivo ndo aumenta a expressdo de PPAR- y de maneira significativa,
porém, o MSM na concentragdo de 25 mg/mL, como Unico agente de tratamento, consegue induzir
uma expressao significativa de PPAR- y. Porém, embora essa expressao seja reduzida quando as

HK-2 sdo tratadas com MSM em conjunto com a VCM 5mM, ainda continua significativa quando
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comparamos ao nosso grupo controle e lesdo. Diante do exposto, percebemos que existem diversas
vias pelas quais 0o MSM pode estar atuando em beneficio do aumento de expressdo de PPAR-y em
prol da melhoria da homeostase celular das HK-2, tendo em vista que houve melhoria em termos
de viabilidade celular e condi¢ao oxidativa. Segundo Cho et. al. 2010, a ativacdo do PPAR-y em
condi¢des de estresse oxidativo esta ligada a sua capacidade de interagir com a via de sinalizagdo
NrF-2. De forma que o aumento de PPAR- y pode estar ligado a este efeito, pois nossos resultados
mostraram que existe um aumento de expressao de NrF-2 quando as HK-2 sdo tratadas com VCM
e MSM simultaneamente.

A presenga de ERO ¢ capaz de modular diversas proteinas de sinalizag¢do, dentre elas a
PI3K, e resultados protedmicos mostram que a vancomicina exibe um efeito modulador na via de
sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR. Segundo Ersahin et. al. 2015, a via de sinalizagao fosfatidilinositol
3-quinase (PI3K) / AKT / mamifero alvo da rapamicina (mTOR) ¢ hiperativada ou alterada em
muitos tipos de cancer e regula uma ampla gama de processos celulares, incluindo sobrevivéncia,
proliferacdo, crescimento, metabolismo, angiogénese e metastase, assim como, ¢ regulada por uma
ampla gama de proteinas de sinalizagdo e regula muitos efetores, colaborando com varias vias de
sinalizagdo compensatodrias, principalmente com RAF/MEK/ERK. Segundo Butawan et. al. 2017,
o MSM pode inibir a atividade transcricional do NF-«B e, assim, reduzir a expressdo de enzimas e
citocinas envolvidas na produ¢do de ROS, assim como agonistas de PPAR- y inibem respostas
inflamatorias mediadas por NF-kB em varios tecidos (KONSTANTINOPOULOS et. al., 2007).
Desta forma vemos que as vias RAF, MAPK, PI3K e NF-«B estdo correlacionadas com a via
PPAR- y, de modo que os mecanismos de acio do MSM que causam o aumento da expressao do
PPAR- y podem estar ligados a todas estas vias, resultando na melhoria do estado oxidativo e da
longevidade celulares.

Analisamos a expressdo genica do SIRT-1 onde, Segundo Jin et. al. 2007, o componente
citoplasmatico de SIRT-1 tem sido associado a um aumento da morte celular por apoptose. Porém,
segundo Xu et. al. 2021, o SIRT-1 ¢ um fator anti-apoptotico chave em células tumorais. Em nosso
estudo, verificamos pela citometria de fluxo, um aumento significativo de células HK-2 em estado
apoptdtico em decorréncia dos danos mitocondriais e oxidativos causados pela exposi¢do a VCM.
Porém, quando analisamos a expressao de SIRT-1 em relagdo ao grupo controle, vemos que a VCM
reduz significativamente a expressdo de SIRT-1, assim como o MSM na concentracdo de 25

mg/mL. Entretanto, o tratamento conjunto do MSM em ambas as concentragdes (12,5 € 25 mg/mL),
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na presenca da exposicdo & VCM faz com que a expressdo de SIRT-1 seja semelhante a do grupo
controle. Quando realizamos a analise estatistica de comparacdo com grupo lesdo, ou seja, as
células tratadas apenas com VCM 5 mM por 24 horas, vemos que os grupos tratamento com MSM
em ambas as concentracdes diferem do grupo VCM em favor de um aumento de expressao relativa
de SIRT-1. De forma que, os resultados do nosso trabalho sugerem que o retorno da expressao de
SIRT-1 ao nivel de normalidade do grupo controle causado tratamento com MSM nas
concentragdes de 12,5 e 25 mg/mL frente a exposi¢do das células 8 VCM possa, de certa forma,
ter contribuido para o retorno das HK-2 a homeostasia celular, visto que, a VCM 5 mM causou
uma redugdo significativa de SIRT-1. Todavia, esse mecanismo ¢ incerto. Segundo Tang (2016),
o SIRT-1 e seu substrato, PGC-1a (PPAR- y coativador 1-a), regulam aspectos do metabolismo
energético por meio das mitocondrias, assim como medeiam uma ampla gama de respostas
celulares através de sua atividade de desacetilagdo visando varios fatores de transcri¢dao, como p53,
forkhead box-O-3 (Foxo3), fator nuclear-xB (NF-«B), segundo Feige e Auwerx (2008). Desta
forma, suspeitamos que outras vias possam estar envolvidas na atividade farmacologica do MSM,
como interagdes com a via do NF-kB e do PPAR- y. Segundo Kauppinen et. al. 2013, a via de
sinalizacdo NF-kB ¢ uma importante mediadora de defesa imunolégica, enquanto a SIRT-1 ¢ um
regulador crucial do metabolismo energético e da sobrevivéncia celular, onde este ¢ capaz de inibir
a ativa¢do de NF-«xB e em contrapartida, a sinalizagdo de NF-«kB e a resposta inflamatéria podem
suprimir a atividade de SIRT-1, de forma que, segundo os autores, os inibidores da sinalizagao de
NF-«B e os ativadores de SIRT-1 sdo potentes agentes terapéuticos em processos inflamatdrios
devido a regulagdo antagdnica dessas vias de sinalizacdo. De forma que uma das correlagdes que
pode existir entre o uso do MSM como agente terapéutico frente a lesdo com VCM e o retorno a
normalidade de expressdo de SIRT-1, seria a supressdo da via NF-kB e redugdo dos efeitos pro-
inflamatorios causados pela ativagdo desta via. Porém, como o comportamento da expressao do
SIRT-1 nas células tratadas com VCM e MSM 25 mg/mL como controle positivo foram
semelhantes, existe um forte indicio de que, mesmo sem causar um dano significativo a célula, o
MSM seja capaz de causar uma alteracdo desta via na célula, de forma semelhante a VCM.

Como citado anteriormente, o SIRT-1 e seu substrato, PGC-1a, regulam aspectos do
metabolismo energético por meio das mitocondrias. Segundo Xu et. al. (2021), o PGC-1a é um
coativador transcricional nuclear de receptores e de outros fatores de transcri¢ao, sendo também

um regulador mestre da biogénese mitocondrial necessaria para a transferéncia mitocondrial
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eficiente. De forma que, segundo Sen et. al. 2011, o PGC-1la pode promover a biossintese
mitocondrial, que inclui a regulacdo da sintese de proteinas mitocondriais e a replica¢do de genes
mitocondriais. Curiosamente, 0 PGC-1a ¢ um regulador da atividade do PPAR- y e a expressdo
desregulada do PGC-1a pode afetar a fungdo do PPAR- y. Segundo Janani e Ranjitha (2015), a
ativagdo do PPAR- y e a subsequente regulacdo da transcri¢do de varios genes pode ser mediada
diretamente por ligantes, o que leva a heterodimerizacdo com SIRT-1 e a subsequente ligagdo dos
heterodimeros a elementos de resposta proliferadores de peroxissomo (PPREs). Segundo Gou et.
al. 2017, evidéncias demonstraram que o PPAR- y também pode ser ativado por meio de outros
mecanismos, incluindo a desacetilagdo mediada por SIRT-1, e neste contexto, assemelhando-se ao
nosso trabalho com o uso de um agente nefrotoxico em células renais. Segundo, Reedy et. al. 2008,
a ativacdo do PPAR- y também pode proteger as células contra a toxicidade da cisplatina, um
agente quimioterapico conhecidamente nefrotdxico, reduzindo a expressdo de proteinas que
promovem resisténcia a terapia com cisplatina chamadas metalotioneinas.

Assim, segundo Do et. al. 2014, a inibicdo da via SIRT-1/PGC-1o/NrF-2 através da
supressao da atividade transcricional de PPAR- y foi apontada por aumentar a suscetibilidade de
células cancerigenas ao estresse oxidativo. Com base nisto, vemos que 0 MSM em nosso trabalho
aumentou a expressdo de PPAR- y ao mesmo tempo em que ocorreu uma melhora nas condigdes
mitocondriais e oxidativa das células HK-2 tratadas com VCM, o mesmo ocorrendo com a
expressdao de NrF-2, corroborando com Do et. al. 2014 no que diz respeito a existir uma correlagdo
paralela entre essas vias no mesmo sentido de expressdo génica. De forma que segundo a database
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), a regulacdo que existe entre SIRT-1 e
PPAR- y ¢ antagbnica, pois a ativacdo de SIRT-1 causa a inibi¢do de PPAR- y, assim como do o
NF-kB, em favorecimento da longevidade celular. Em contrapartida a ativagdo de SIRT-1 leva a
uma ativagdo de PGC-1la, que favorece a biogénese mitocondrial, o metabolismo oxidativo e a
longevidade celular. Com base nisso podemos sugerir que existe o direcionamento de mais de uma
via de sinalizacdo celular quando as células HK-2 sdo tratadas com a VCM e o MSM
simultaneamente, as quais seriam a ativacao direta de NrF-2 por meio da provével interacdo com a
molécula Keap-1 e RAF-1, aativagdo de PPAR- y e subsequente sinalizacdo para ativagao de NrF-
2, a ativagdo de SIRT-1 levando a subsequente ativacdo de NrF-2 pela via PGC-1a e ainda a
correlacdo que existe entre a ativagdo de PPAR-y e RAF-1 levando a uma redug¢ao da atividade de

NF-kB reduzindo assim mediadores pro-inflamatdrios. Ainda neste contexto, quando compilamos
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a expressao de SIRT-1 e PPAR-y em células HK-2 saudaveis, conseguimos notar o antagonismo
destas vias apresentado na database KEGG, onde em nosso trabalho obtivemos uma reducao de
expressdo de SIRT-1 quando as HK-2 foram tratadas com MSM 25 mg/mL em detrimento de um
aumento significativo de expressdo de PPAR- y no mesmo grupo. Isso nos mostra como a fina
regulacdo de SIRT-1 e PPAR- y esta 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 ¢ um processo inevitavel da vida aerébica e que a
necessidade de oxigénio leva a formagdo de ERO durante o processo de respiracao celular, os
organismos aerobicos, 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
expressdo 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 producao de
ERO causado pela exposi¢do a VCM, sugerindo que uma das respostas fisiologicas de protecao
celular das HK-2 é o aumento de expressdo de GSH-red no intuito de aumentar a conversao de
GSSG em GSH para que esta se torne reativa e consiga se ligar as ERO produzidas em diregdo a
uma redugdo do estresse oxidativo e retorno a homeostasia celular. Quando analisamos o
comportamento das células HK-2 expostas somente ao MSM na concentragdo de 25 mg/mL, vemos
que a expressao de GSH-red ndo se altera em relagdo ao grupo controle, porém € significativamente
reduzida se compararmos ao grupo de exposicdo a VCM. Esse resultado sugere que o MSM
sozinho ndo ¢ capaz de causar um estresse oxidativo a ponto de ativar a via da glutationa, assim
como quando usado concomitantemente com a VCM buscando uma ag¢ao terapéutica antioxidante,
os niveis de expressdo se mantem iguais aos do grupo VCM, mostrando que ocorre um aumento
de expressdao de GSH-red em prol da ativagdo da via da glutationa, como mecanismo de defesa
celular em resposta a lesdo causada pela VCM e ndo pudemos atribuir a ativagao desta via ao MSM.
Com base nisso e nos resultados do nosso trabalho, vemos que mesmo o0 MSM sendo capaz
de induzir um aumento de expressao de NrF-2 e, segundo Zhang et. al. 2015, o NrF-2 estando bem
caracterizada sua associacdo com enzimas antioxidantes e componentes do sistema glutationa,
incluindo glutamato-cisteina ligase (GCL), superéxido dismutases (SODs) e glutationa S-
transferase (GST), o mesmo ndo foi capaz de, por si sO, causar uma ativagdo direta da via da

glutationa por meio do aumento de expressdo do GSH-red. Embora um estudo conduzido por
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DiSilvestro et. al. 2008, mostre a administragdo de MSM por 5 semanas na dose de 80 mg/100 ml
de agua potavel, produziu um aumento significativo na glutationa hepética de camundongos e que
inibiu parcialmente a lesdo hepatica apos a injeg@o de tetracloreto de carbono, que induz o estresse
oxidativo do figado, realizando a avaliacdo da lesdo com base nos indices sanguineos de lesdao
hepatica, ndo houveram evidencias suficientes para que pudesse ser realizada uma correlacao direta
entre o uso do MSM e a ativagdo da via da glutationa. Desta forma mostramos que nosso trabalho
sugere que o uso do MSM como agente terapéutico renal a nivel tubular, ndo foi capaz de ativar
tal via diretamente e ndo existiu correlacdo entre a ativacdo da via de NrF-2 e a via da glutationa,

neste modelo lesivo experimental.

7. CONCLUSAO

Os resultados do nosso estudo demonstraram que a Vancomicina (VCM), utilizada na
concentragdo de 5 mM por um periodo de exposicao de 24 horas, ¢ um antibidtico glicopeptidico
citotoxico para as células tubulares renais humanas saudaveis (HK-2), sendo responsavel pelas
indugdes tanto de uma intensa produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) como de lesdo
mitocondrial, que levam a um quadro de estresse oxidativo celular. Sua utilizagcdo durante tal
periodo causa uma reducao do ntimero de células tubulares renais viaveis 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 condi¢do oxidativa das células HK-2 foi capaz de reduzir o
estresse oxidativo celular via redu¢do da producdo de ERO, melhoria da fungdo mitocondrial e
redug¢do de apoptose e necrose celulares melhorando assim a viabilidade das células renais. O
mecanismo antioxidativo do MSM pareceu estar ligado ao aumento de expressdo do fator de
transcrigdo NrF-2 e de sua interagdo com a proteina Keapl na regulacdo desta via no sentido
antioxidante. O composto MSM também demonstrou interagdo com a molécula RAF-1 assim como
causou um grande aumento de expressdo de PPAR-y, de modo que, tais vias também podem estar
envolvidas no seu efeito terapéutico. 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 sinalizagdo
celular quando as células HK-2 estdo em condi¢des de estresse oxidativo e sdo tratadas com MSM.
As quais poderiam ser: 1) a ativacdo direta de NrF-2 por meio da provavel interagcdo com a molécula
Keap-1 e RAF-1; 2) a ativacdo de PPAR- y e subsequente sinalizagdo para ativacdo de NrF-2; 3) a
ativagdo de SIRT-1 levando a subsequente ativacdo de NrF-2 pela via PGC-la e, ainda: 4) a
correlacdo que existe entre a ativagdo de PPAR-y e RAF-1 levando a uma redug¢ao da atividade de
NF-kB reduzindo assim mediadores pro-inflamatorios. A figura 44 resume os resultados
compilados do nosso trabalho. Deste modo sdo necessarios maiores estudos afim de elucidar, de
forma mais precisa, qual o mecanismo, além da via Keap1/NrF-2/ARE, envolvido na melhoria da

condi¢do oxidativa celular renal demonstrado pelo MSM.
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Figura 44 Figura final mostrando o resumo dos possiveis mecanismos do MSM envolvidos na melhoria da condi¢do celular das células HK-2

expostas ou ndo ao agente lesivo VCM
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