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RESUMO

AS 2-HIDROXI-3,4,6-TRIMETOXIFENILCHALCONAS PROTEGEM AS
CELULAS TUBULARES RENAIS CONTRA OS DANOS OXIDATIVOS E
INFLAMATORIOS CAUSADOS PELA CETAMINA - POSSIVEL
ENVOLVIMENTO DAS VIAS JNK/46A E MAPK/CJA

A nefrotoxicidade induzida por farmacos é uma das causas de lesdo renal aguda (LRA),
onde medicamentos, como a cetamina, podem causar danos renais por morte celular e
estresse oxidativo. Diante do processo de alteracdo do equilibro 6xido-redutor e morte
celular produzida por esse farmaco, é importante o estudo de moléculas capazes de
regular a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como as chalconas. Essas
moléculas anti-inflamatorias e antioxidantes, presentes na biodiversidade brasileira,
permitem a otimizacdo de suas estruturas, conferindo melhora na sua atividade
farmacolégica. O trabalho foi realizado com objetivo de avaliar o efeito citoprotetor da
2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenilchalcona (HTMCX), proveniente da espécie Croton
anisodontus Mull.Arg, contra o dano celular tubular induzido pela cetamina e comparar
seu efeito com as suas chalconas semissintéticas. Células HK-2 foram tratadas com
concentracdes ndo toxicas de chalconas (31,25 UM e 15,62 uM) e/ou Cetamina ICso (2,55
mM). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT. A citometria de fluxo foi usada
para avaliar a morte celular, estresse oxidativo e o potencial transmembrana mitocondrial.
Parametros que avaliam o equilibrio éxido-redutor (SOD e GSH), Molécula da Injdria
Renal 1 (KIM-1) e biomarcadores inflamatérios (IL-6 e IFN-y) foram determinados.
Alteracgdes ultraestruturais foram observadas por microscopia eletrénica de varredura. Por
fim, foram realizados ensaios de docking molecular com possiveis vias de acdo das
moléculas em estudo. O tratamento com HTMCX e suas chalconas semissintéticas, dentre
as quais se destaca a CPN2F, melhorou a viabilidade celular apos indugéo da lesdo com
Cetamina, com reducdo da apoptose e liberacdo de KIM-1. Isso foi associado a uma
atenuacdo parcial das alteracdes morfoldgicas, estando relacionado a um efeito
antioxidante e protetor nas mitocéndrias. As chalconas reduziram a producéo de citocinas
pré-inflamatorias induzida por cetamina nas células. Esses efeitos parecem estar

relacionados a ligacdo das chalconas as proteinas da via INK/p38 MAPK.

Palavras-chave: Chalconas; Antioxidante; Apoptose; MAPK/JNK



ABSTRACT

2-HYDROXY-3,4,6-TRIMETHOXYPHENYLCHALKONES PROTECT RENAL
TUBULAR CELLS AGAINST OXIDATIVE AND INFLAMMATORY DAMAGE
CAUSED BY KETAMINE - POSSIBLE INVOLVEMENT OF THE JNK/46A
AND MAPK/CJA PATHWAYS

Drug-induced nephrotoxicity is one of the causes of acute kidney injury (AKI), where
drugs such as ketamine can cause kidney damage through cell death and oxidative stress.
In view of the process of alteration of the oxide-reductive balance and cell death produced
by this drug, it is important to study molecules capable of regulating the production of
reactive oxygen species (ROS), such as chalcones. These anti-inflammatory and
antioxidant molecules, present in Brazilian biodiversity, allow the optimization of their
structures, improving their pharmacological activity. The objective of this work was to
evaluate the cytoprotective effect of 2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenylchalcone
(HTMCX), from the species Croton anisodontus Mull.Arg, against tubular cell damage
induced by ketamine and to compare its effect with the their semi-synthetic chalcones.
HK-2 cells were treated with non-toxic concentrations of chalcones (31.25 uM and 15.62
KuM) and/or Ketamine I1C50 (2.55 mM). Cell viability was assessed by the MTT assay.
Flow cytometry was used to assess cell death, oxidative stress and mitochondrial
transmembrane potential. Parameters that evaluate the oxide-reductive balance (SOD and
GSH), Kidney Injury Molecule 1 (KIM-1) and inflammatory biomarkers (IL-6 and IFN-
y) were determined. Ultrastructural changes were observed by scanning electron
microscopy. Finally, molecular docking tests were carried out with possible pathways of
action of the molecules under study. Treatment with HTMCX and its semi-synthetic
chalcones, among which CPN2F stands out, improved cell viability after lesion induction
with Ketamine, with a reduction in apoptosis and KIM-1 release. This was associated
with a partial attenuation of morphological changes, being related to an antioxidant and
protective effect on mitochondria. Chalcones reduced ketamine-induced production of
pro-inflammatory cytokines in cells. These effects seem to be related to the binding of

chalcones to proteins in the INK/p38 MAPK pathway.

Keywords: Chalcones; Antioxidant; Apoptosis; MAPK/INK.
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1 INTRODUCAO

1.1 Les&o Renal Aguda (LRA)

A lesdo renal aguda (LRA) é uma condigdo clinica grave e comumente
encontrada em doencas criticas, tais como insuficiéncia cardiaca grave, infeccles
generalizadas e outros. Possui um impacto altamente negativo nas taxas de
morbimortalidade, pois, apesar dos avancos na ciéncia, o prognéstico da doenca
permanece ruim.

Estudos anteriores, que utilizaram as defini¢cbes da Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO), mostraram que a incidéncia da lesdo renal aguda em
pacientes adultos internados foi de 21,6%, enquanto em criancas hospitalizadas essa taxa
aumentou para 33,7%. Além disso, tal desordem esta associada a um aumento de quase
10 vezes na taxa de mortalidade de pacientes hospitalizados (SUSANTITAPHONG, P.
etal. 2013; CHAWLA et al. 2014; WILSON et al. 2021).

Uma reducéo inesperada e abrupta na taxa de filtracdo glomerular, associada,
frequentemente, a reducdo do fluxo sanguineo renal define a LRA (KOZA, 2016), que é
responsavel por gerar a perturbacdo da homeostase renal, quando acontece a perda da
funcdo excretora, gerando acumulo de metabdlitos residuais, como creatinina e ureia. A
reducéo dataxa de filtracdo glomerular (TFG) e a ativacao do sistema renina-angiotensina
levam a retencdo de liquidos no paciente, o que pode causar um agravamento do quadro.
Aliado a isso, 0s pacientes podem apresentar alteracGes na excrecdo de eletrolitos, como
sodio, fosfato, potassio e calcio (MCCOY & CHERTOW, 2020; KELLUM et al. 2021).

Em termos de diagnostico clinico, se utiliza, geralmente, a avaliacdo de dois
principais fatores: o aumento da creatinina sérica e a reducdo do débito urinario
(PEERAPORNRATANA et al. 2019). A LRA é parte de uma variedade de condi¢cbes
renais denominadas de “Disturbio e Doenca Renal Aguda (DRA)”, podendo ser
classificada, conforme mostrado na Tabela 1, onde a lesdo renal aguda possui duragdo de
no maximo 7 dias, sendo, entdo, classificada como distdrbio renal apds esse periodo
(KELLUM et al. 2021).
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Tabela 1: Critérios de classificacdo para lesdo renal aguda (LRA), distarbio renal agudo
(DRA) e doenga renal cronica (DRC).

3 o o Critérios
Duragéo Critérios funcionais )
estruturais

Aumento da Creatinina sérica em 50%;
Aumento da Creatinina sérica maior que

LRA  <7dias o _ _ Né&o definidos
0.3mg/dL; Oligdria maior ou igual a 6 horas.

LRA ou taxa de filtragdo glomerular

) Aumento da
TFG<60ml/min/1.73m?. Reducéo da taxa de .
L _ albumindria e
DRA <3 meses filtracdo glomerular maior que 35%. Aumento o
hematuria

da Creatinina Sérica maior que 50%. )
(mais comum)

Taxa de filtracdo glomerular menor que  Aumento da
DRC >3 meses ) o
60ml/min/1.73mz2. albuminuria

Fonte: adaptado de Kellum et al. (2021).

A LRA abrange varias etiologias, sendo dividida em trés categorias: pré-renal,
intrarrenal e poés-renal. A lesdo pré-renal é comumente observada em pacientes
hospitalizados e com doencas pré-existentes, mas ndo se exclui o seu desenvolvimento
devido a causas adquiridas na comunidade, tais como a sepse. A lesdo cursa com
hipoperfuséo renal leve a moderada e ndo leva a alteracdes estruturais nos rins, podendo
ser causada por sindrome cardiorrenal, choque (hemorragico, séptico e hipovolémico),
transplante renal e pelo uso de medicamentos. A lesdo intrarrenal é estabelecida devido a
manutencao da situacdo de hipoperfusdo renal, o que pode gerar necrose tubular aguda
(NTA), doencas renais glomerulares e vasculites agudas, tendo como causas comuns
anemias, sepses, pielonefrite causadas por medicamentos ou metais pesados, nefropatias,
nefrite intersticial aguda e outros. Por fim, a LRA pds-renal ocorre devido a um processo
de obstrucdo com repercusséo renal bilateral ou unilateral, como obstrugdo do trato
urinario, obstrucdo ureteral, disfuncao da bexiga etc. (BHATRAJU et al. 2020, KELLUM
etal. 2021).

Fatores ambientais, socioecondmicos e culturais contribuem para o aumento da
incidéncia da LRA, bem como as caracteristicas préprias de cada paciente (idade e etnia),

e a presenca de comorbidades, a exemplo da hipertenséo arterial sistémica, doenca renal
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crbnica pré-existente e diabetes mellitus, assim como o uso de alguns farmacos em
intervencdes cirdrgicas e quimioterapias, a presenca de infecgdes por HIV, sepse, venenos
animais e, mais recentemente, a infec¢ao pelo virus causador da “doenca do coronavirus
2019 - COVID-19” (NEGI et al. 2018; PETEJOVA et al. 2020; CHAN et al.2021).
Outros estudos mostraram, ainda, que em paises de baixa e média renda, as infeccdes e o
choque hipovolémico sdo as causas predominantes da LRA, sendo essa classificada como
“LRA adquirida na comunidade”, ja em paises com renda alta, o processo da lesdo se da,
principalmente, em pacientes hospitalizados e estd relacionada a sepse, uso de
medicamentos e procedimentos invasivos (KELLUM et al. 2021, VERMA & KELLUM,
2021).

Atualmente, existem algumas estratégias para evitar o desenvolvimento da LRA
em pacientes hospitalizados, tais como otimizar a hemodinamica do paciente, evitar
nefrotoxinas e controlar a terapia com medicamentos possivelmente nefrotoxicos. Porém,
a terapia de substituicdo renal (TSR), que inclui o processo de hemodidlise, dialise
peritoneal, hemofiltracdo e transplante renal, ainda € a Unica opc¢do terapéutica para LRA
grave. Diversos séo os estudos que avaliam o momento ideal para comecar a TSR, visto
que seu inicio precoce pode corrigir e controlar distirbios metabdlicos e remover toxinas
urémicas de forma rapida e eficaz. Porém, para pacientes cuja funcdo renal pode se
recuperar de forma espontanea, esse inicio antecipado pode gerar o risco de eventos
adversos associados a TSR, tais como instabilidade hemodindmica, sangramento e
infeccdo da corrente sanguinea (LI et al. 2021; VIJAY AN, 2021).

1.2 Lesdo renal induzida por farmacos.

Diversos sdo os fatores para a origem da lesdo renal aguda (LRA) em pacientes da
comunidade e hospitalizados. Dentre eles, se destaca, a nefrotoxicidade de farmacos
utilizados na clinica, visto que eles podem atuar nos rins através de mecanismos de
inflamacdo, hipdxia e estresse oxidativo, levando a lesdo celular renal (EHRMANN et al.
2019).

Estudos epidemiologicos identificaram a toxicidade dos medicamentos como um
fator contribuinte em 15-25% dos casos de LRA e determinaram que a leséo renal
induzida por farmacos pode ser resultante da toxicidade dependente da dose, que é

passivel de tratamento e monitorizacao; ou da toxicidade idiossincratica independente da
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dose, sendo essa mais dificil de ser controlada e tratada precocemente (UCHINO et al.
2005; WU & HUANG, 2018).

O mecanismo fisiopatologico envolvido se da pelo fato de que a excregdo dos
farmacos se inicia a partir da filtracdo do sangue pelos glomérulos, onde a maioria deles
e de seus metabdlitos sdo removidos para a urina, a0 mesmo tempo em que farmacos
ligados a proteinas plasmaticas se mantém na circulagdo sanguinea. A partir disso, 0
ultrafiltrado urinario entra no processo de reabsor¢éo tubular, que é seguida pela remocéo
de ions e outros metabdlitos através da reabsorcao tubular ativa. Ou seja, durante todo o
processo farmacocinético de excrecdo, a lesdo renal pode ocorrer nos compartimentos dos
néfrons (glomérulos, tabulos intersticiais e ductos coletores) (SCHETZ et al. 2005;
GOODMAN & GILMAN, 2017; WU & HUANG, 2018).

A nefrotoxicidade induzida por farmacos e considerada uma combinagdo ampla de
fatores, que podem estar ligados ao proprio medicamento e a sua capacidade em induzir
uma lesdo com base em sua estrutura quimica, dose, interacdes, metabolizacdo e via de
excrecdo renal. Porém, também devem ser levadas em conta as caracteristicas dos
pacientes, como a presencga de comorbidades, fatores genéticos para metabolizacdo de
farmacos e, até a resposta imunologica e inflamatoria do paciente (PERAZELLA, 2018).
Estudos demonstraram que as caracteristicas do farmaco, do paciente e as altera¢fes na
maneira de tratar a excrecdo da droga pelo rim podem explicar a variabilidade envolvida
na toxicidade renal induzida por farmacos (PERAZELLA, 2012; HARTY et al. 2008).

Nesse contexto, muitos farmacos utilizados na clinica médica, medicamentos
isentos de prescricdo e agentes de diagndstico ja possuem seus mecanismos de acdo
elucidados, assim como os protocolos clinicos e estratégicos para prevenir a possivel
instalacdo de lesdo renal causada por elas. Fato € que a dose do medicamento, duracédo da
terapia, caracteristicas do farmaco, tais como solubilidade, polaridade e estrutura e suas
interagdes medicamentosas podem levar a instalacdo do processo de lesdo renal
(SLATER et al. 2017; PERAZELLA, 2018).

A maneira mais comum para inducdo de lesdo renal por farmacos € através do
efeito direto nos tabulos renais, levando a lesdo e morte celular. A necrose tubular aguda
(NTA), a nefrite intersticial aguda (NIA), a nefrose osmatica e a nefropatia cristalina sdo
outras vias de nefrotoxicidade induzida por farmacos. O processo de NTA se da de
maneira dose-dependente, ocorrendo, principalmente, por mecanismos nao inflamatérios

e em pacientes com predisposi¢do para a instalacdo do processo, como idosos, pacientes
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hospitalizados ou com lesdes renais pre-existentes (PANNU & NADIM, 2008;
PETEJOVA et al. 2020).

A classe de antimicrobianos denominada de aminoglicosideos é o exemplo mais
comum da instalacdo de NTA, podendo apresentar uma incidéncia de 10-20% em
pacientes em uso do farmaco (PANNU & NADIM, 2008). A nefrotoxicidade induzida
por aminoglicosideos é caracterizada pelo direcionamento seletivo das células epiteliais
do tabulo proximal do cortex renal. Aproximadamente, 5% da dose administrada se
acumula dentro das células apds o processo de filtracdo glomerular. Em seguida, esses
farmacos se acumulam nos componentes celulares, tais como lisossomos, complexo de
Golgi e reticulo endoplasmatico, o que leva a ligacdo deles aos fosfolipidios de
membrana, inativando, assim, a enzima fosfolipase levando a saida dos lisossomos para
o citoplasma. Dessa forma, o antimicrobiano atinge o citoplasma e atua nas mitocondrias,
levando a ativagao de vias da apoptose e formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(LECLERQ & TULKENS, 1999; WILLIAM et al. 2017). Ainda, na classe de
antimicrobianos e atuando na regido tubular renal, pode-se ter acdo do antifungico
anfotericina B, que tem seu mecanismo de nefrotoxicidade mediado por danos a
membrana plasmatica, através da interacdo do farmaco com os lipidios membranares, e
processos de estresse oxidativo (MAGALHAES et al. 2022).

Outro processo que ocorre, como resultado da toxicidade renal de farmacos, € a
nefrite intersticial aguda (NIA). Na NIA, se observa uma condigdo que afeta,
especificamente, os tubulos renais e o intersticio e é responsavel por cerca de 3-15% da
lesdo renal aguda causada por farmacos. A maioria dos casos possui a caracteristica de
ser autolimitada e reversivel, podendo causar sintomas sistémicos, como pidria,
eosinofildria e granulomas em biopsia renal. Os antibi6ticos da classe dos betalactamicos
e das fluoroquinolonas, especialmente, a ciprofloxacina, séo em 75% dos casos 0S
responsaveis pela instalagdo de NIA nos pacientes (CARAVACA-FONTAN, JUAREZ
& PRAGA, 2019; PERAZELLA et al. 2018).

Na nefrose osmética causada por agentes terapéuticos hiperosmolares se observam
alteracdes em células tubulares proximais e lesdo renal em curso inicial. Estudos relatam
que farmacos, como sacarose intravenosa, radiocontrastes de alta osmolaridade e,
principalmente, imunoglobulinas intravenosas, sdo capazes de induzir o processo de
nefrose osmotica em pacientes com injaria renal pré-existente e idosos (SCHETZ et al.
2005; PANNU & NADIM, 2008).
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Por fim, a nefropatia cristalina induzida por farmacos, que é mais comumente
conhecida como célculo renal, representa cerca de 1-2% dos processos de litiase renal
analisados em laboratorios. Aqui, dois mecanismos estdo envolvidos, onde no primeiro o
farmaco se deposita formando o calculo renal em si e, no segundo, onde o farmaco leva
a formacdo de calculos através do seu metabolismo, que é responsavel por interferir na
metabolizacdo do calcio, oxalato, fosfato, acido Urico e, até no pH urinario.
Antirretrovirais, como ritonavir, efavirenz e raltegravir, cefalosporinas, sulfonamidas,
metotrexato, felbamato, alopurinol e outros sdo alguns exemplos de farmacos capazes de
provocar nefrolitiase (DOUDON et al. 2018).

Além do que foi anteriormente relatado tem-se que a utilizacdo de farmacos que
atuam como anestésicos em procedimentos cirdrgicos pode causar alteracbes no
funcionamento dos rins. O processo de LRA, causado pelo uso desses farmacos, pode
ocorrer por diversos mecanismos, como através do efeito direto das substancias
anestésicas sobre as estruturas funcionais do rim, efeitos relacionados a individualidade
de cada paciente e, por fim, efeitos provenientes da combinacao entre 0 uso do anestésico
e a cirurgia em si (MERCATELLO, 1990). A exemplo disso, a anestesia halogenada é
utilizada como anestesia geral e pode causar reducdo do fluxo plasmatico renal com
reducdo acentuada da taxa de filtracdo glomerular e diminuicdo do débito urinario,
podendo, ainda, causar excessiva liberacdo de ions flior, com consequente formacéo de
fluoretos, que podem gerar lesbes graves a nivel tubular renal.

Dentre os farmacos que constituem o grupo, destaca-se o metoxiflurano, pois
apresenta alta capacidade de provocar lesdo tubular. Ha, ainda, estudos demostrando que
halotano, isoflurano e enflurano foram responsaveis por alterar as concentracfes de
creatinina em pacientes hospitalizados (SARAIVA, 1994; DURAL et al. 1995;
ALIZADEH & FARD, 2019). A literatura traz inumeros relatos associando o uso de
anestésicos e as alteracdes renais, como aquelas causadas pelo uso de opioides, relaxantes
e bloqueadores neuromusculares, barbitdricos e anestésicos dissociativos, como a
cetamina (ALIZADEH & FARD, 2019).

1.2.1 Cetamina

Cetamina (2-(2-clorofenil) -2-(metilamino) -ciclohexanona) é um anestésico
intravenoso de acdo rapida derivado da fenciclidina, que comegou a ser comercializada
para uso humano em 1970, pois ao contrario da sua precursora, apresentava menores

efeitos adversos, como alucinag@es e disforia. Esse farmaco pode se apresentar na forma
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de dois isémeros (Figura 1), que possuem potenciais clinicos diferentes, sendo a forma
(S+) -cetamina, aproximadamente, trés a quatro vezes mais potente que a forma (R-) —
cetamina. A molécula da cetamina apresenta peso molecular de 274,4 M, ponto de fusdo
de 258°C a 261°C e a capacidade de ser solubilizada em agua e lipidios, 0 que a permite
ser administrada por diversas vias, dentre as quais estdo intravenosa, intramuscular, retal,
oral e intranasal, sendo vias utilizadas para procedimentos com anestesia geral, onde a
concentracdo maxima, no plasma, deve estar entre 5-10 pM e, mesmo assim, pode
acarretar efeitos adversos. Além disso, para procedimentos com analgesia, a cetamina
pode ser utilizada pelas vias ja citadas e de maneira transdérmica e subcutanea.
(SCHUTTLER & SCHWILDEN, 2008; ZANOS et al. 2018; NOWACKA &
BORCZYK, 2019).

Figura 1: Moléculas da Cetamina e seus isdmeros (R-Cetamina e S+Cetamina).

Cl
H
N—_ >
O
CETAMINA (R-) CETAMINA (@] s CETAMINA O

Fonte: adaptado de Schuttler & Schwilden, (2008).

Em termos farmacocinéticos, existem dados mostrando que a cetamina €
conhecida por proporcionar uma “anestesia dissociativa”, ou seja, o paciente apresenta o
estado de analgesia e anestesia sem perda de consciéncia e com manutencdo de seus
reflexos faringeos e laringeos. Sua biodisponibilidade pode chegar a até 93%, quando
administrada pela via intramuscular e seu volume de distribuicdo € alto, pois apresenta
baixa ligacdo as proteinas plasmaticas. A meia vida dos dois isdbmeros da cetamina é
semelhante e apresenta duracdo de 2 a 4 minutos. Esse farmaco é extensamente
metabolizado pelas enzimas do citocromo P450, principalmente, a CYP2B6 e CYP3A4,
que promovem a sua biotransformacdo através da desmetilagdo da cetamina em

norcetamina,  subsequentemente,  metabolizada em  desidronorcetamina e
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hidroxinorcetamina. Esses metabolitos apresentam hidrofilicidade, sendo, portanto,
capazes de serem eliminados através da urina. No quesito via de administracdo, as
principais sdo intramusculares e intravenosas, onde o farmaco € comumente utilizado
como anestésico pediatrico em pacientes de alto risco e em ambientes com recursos
limitados (NOWACKA & BORCZYK, 2019; KAMP et al. 2020; ORHURHU et al.
2021).

A cetamina tem como principal mecanismo de acdo o antagonismo nao
competitivo do receptor N-metil D-Aspartato (NMDA), um receptor ionotrépico ativado
pelo glutamato, principal neurotransmissor excitatorio. Esse farmaco age bloqueando o
canal do receptor e impedindo o fluxo de Na* e de Ca?* para dentro da célula e de K* para
fora da célula. O efeito se da através da ocupacdo de dois possiveis sitios no receptor, o
primeiro que diminui o tempo de abertura do canal e o0 segundo que diminui a frequéncia
de abertura dele. Dessa forma, a ligacdo aos receptores NMDA é determinante para a
poténcia exercida pelos isdmeros, ou seja, (S+) -cetamina possui de trés a quatro vezes
mais afinidade pelo receptor que a (R-)-cetamina. A molécula de cetamina pode
apresentar ainda interacfes importantes com receptores opioides (p, 8 e K),
monoaminérgicos e colinérgicos (muscarinicos e nicotinicos) (ERSTAD &
PATANWALA, 2016; NOWACKA & BORCZYK, 2019).

O uso da cetamina, na pratica clinica, é corriqueiro e diverso, onde a sua
utilizacdo como anestésico, apesar de seus efeitos adversos psicodislépticos, pode ocorrer
como primeira escolha em procedimentos veterindrios, medicina de campo e,
principalmente, na anestesia pediatrica, pois, devido a sua seguranca, baixa toxicidade
comparativa e boa recuperacdo, o farmaco desempenha papel importante em cirurgias e
procedimentos emergenciais infantis (GAO et al. 2016; KIM et al. 2011; ORHURHU et
al. 2021).

O farmaco apresenta um papel importante no controle da dor tanto na medicina
humana guanto na veterinaria, sendo um analgésico potente, que proporciona alivio ao
paciente em baixas doses antes, durante e ap0s 0 processo cirlrgico. Estudos
demonstraram que o uso da cetamina em casos de crises epiléticas prolongadas é
benéfico, além, ainda, de atuar positivamente em estados de depressdo resistente ao
tratamento (MORGAN et al. 2012; CORRIGER & PICKERING, 2019; NOWACKA &
BORCZYK, 2019).

Apesar de conferir muitos beneficios clinicos, principalmente no que tange a

pediatria e veterinaria, a cetamina € um farmaco repleto de efeitos adversos. Sua
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toxicidade pode causar uma variedade de sintomas cardiovasculares, neuroldgicos,
psiquiatricos, urogenitais, renais e outros. Em relagéo a sua neurotoxicidade, estudos ndo
mostraram comprometimento da cogni¢do e aprendizagem em pacientes que receberam
a cetamina como anestésico (DIAMOND et al. 2014; SHIROMA et al. 2020). Por outro
lado, alguns autores relatam que esse farmaco age no sistema nervoso causando
neuroapoptose, dependente da dose e do tempo de exposicdo, desregulacio da expressao
de receptores do tipo NMDA e inducdo de estresse oxidativo neuronal (DONG &
ANAND et al. 2013; KALOPITA et al. 2021). A cardiotoxicidade, em doses anestésicas
administradas no coragdo em experimentos in vivo, foi demonstrada por mecanismo
envolvendo estresse oxidativo e presenca de radicais livres. Além disso, a cetamina
também se mostrou capaz de aumentar os niveis de troponina e lactato desidrogenase
(LDH) sanguinea e alterar o ritmo cardiaco em animais (CHAN et al. 2011;
AHISKALIOGLU et al. 2018).

A toxicidade renal exercida pela cetamina é extremamente relevante, uma vez
que os rins sdo responsaveis pela manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico, pela
excrecdo e pela metabolizagdo de farmacos. A utilizagdo da cetamina e outros anestésicos
deve ser precedida de uma avaliacdo para que se possa evitar o desenvolvimento de LRA
e outras doencas. A escolha do farmaco anestésico € baseada no local de biotransformacao
e eliminacdo dele. Para substancias como a cetamina, 0 mecanismo renal ainda é incerto
e inclui a expressdo de genes ligados ao processo apoptotico, ativagdo do sistema
inflamatdrio e causas idiossincraticas (GOLDEN, CORBETT & FORNI, 2016; LOPES
etal. 2017).

Wai et al. (2012), demonstraram que o farmaco foi capaz de conferir
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade em camundongos, onde o tecido renal se apresentou
com degeneracdo hidropica dos tabulos renais e oclusdo glomerular. Outros estudos
mostraram que a cetamina foi capaz de conferir nefrotoxicidade em ratos, que
apresentaram alteragdes dos niveis da Molécula da Injdria Renal 1 (KIM-1) e atrofia
tubular. Ademais, a cetamina, que pode ser utilizada como droga de abuso em doses
baixas, pois produz elevacgdes de humor, alucinacdes visuais e dissociagao, foi capaz de
promover alteragdes renais, tais como necrose tubular aguda (NTA), cistite inflamatoria
e nefropatia obstrutiva em pacientes. Conforme observado por Li et al (2015) e Kovacova
et al. (2016), o uso de cetamina em células renais, de forma independente da dosagem,
foi capaz de promover citotoxicidade relacionada a danos por estresse oxidativo. Assim,

além dos estudos citados anteriormente, outros autores, em seus trabalhos, atribuem como
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possivel causa de nefrotoxicidade os efeitos oxidativos da cetamina (SELBY et al. 2008;
WANG et al. 2014; LOPES et al. 2017).

1.3 Estresse Oxidativo
1.3.1 Equilibrio oxido-redutor celular.

O mecanismo do metabolismo oxidativo mitocondrial, para gerar a maior parte
da adenosina trifosfato (ATP) celular, ocorre através da passagem de elétrons de
moléculas com alto potencial redox para moléculas com baixo potencial 6xido-redutor,
como o oxigénio molecular (O2), que € o aceptor final dos elétrons na cadeia
transportadora de elétrons (CTE) na mitocondria. Apds a transferéncia, a molécula de
oxigénio é reduzida a duas moléculas de H,O com o consumo de 4 elétrons. Inicialmente,
ocorre a conversdo do oxigénio em superoxido (Oz -7) que sera, entdo, convertido em
peroxido de hidrogénio (H20.) pela enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD), a
partir dai, a molécula de peroxido de hidrogénio formara o radical hidroxila (-OH), que
vai gerar a segunda molécula de dgua pela reacdo com hidrogénio (H*) através da acéo
das vias antioxidantes da catalase e da glutationa reduzida (GSH) como mostra a Figura
2 (BARREIROS et al. 2006; SACK et al. 2017).

Figura 2: Formacéo de radicais livres através da molécula de oxigénio.

0, +4¢ + 4HY —»= 2H.O

O, +¢ —»= 0"

50D
0," + ¢ + 2H* — H,0,

L e 4 + .
H,0, + e+ H* — "OH + H,O CATALASE

GSH
‘OH+e + Hf — H.O

Legenda: GSH = glutationa; SOD = superoxido dismutase; O2=; H20,= perdxido de
hidrogénio. -OH= radical hidroxila; O»= oxigénio molecular; H.O= &gua; H* = ion
hidrogénio; e = elétron

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas por esses sistemas enzimaticos
sdo produzidas em baixas quantidades e desempenham um papel relevante para o
mecanismo funcional celular e mitocondrial, durante a homeostase, sendo prontamente
debeladas pelas vias antioxidantes internas (superéxido dismutase, catalase e glutationa).
Porém, devido a acdo de agentes externos ou em casos de doencas que perturbem esse
processo e levem a producgdo excessiva de ERO, podem ocorrer danos oxidativos
celulares e teciduais, tais como apoptose e necrose (SACK et al. 2017; ALKADI et al.
2020).

1.3.2 O papel do estresse oxidativo na indugdo da morte celular.

O estresse oxidativo é definido como um estado de desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a degradagao insuficiente desses radicais pelos
sistemas antioxidantes do organismo. Peroxidacdo lipidica, danos oxidativos ao DNA e
proteinas e morte celular sdo alguns mecanismos derivados do estresse oxidativo
(DAENEN et al. 2019). O entendimento do processo de morte celular € importante para
esclarecer aspectos celulares, conhecer a fisiologia de diversas doencas, bem como para
a elaboracdo de novas estratégias terapéuticas. A classificacdo desses processos se da com
base em seu modo de execucdo e através da observacdo de suas caracteristicas
bioguimicas, sendo esses mecanismos classificados em apoptose, necrose e autofagia
(KROEMER et al. 2009).

A apoptose é a chamada morte celular programada e desempenha um papel
crucial no mecanismo celular. As manifestacdes morfoldgicas do processo de apoptose
sdo a formacdo de corpos apoptoticos, retracdo do citoplasma celular, fragmentacao
bolhosa na membrana da célula, reducdo ou perda da adesdo na matriz extracelular,
oxidacdo dos lipidios da membrana e fragmentacdo de material genético (NIRMALA &
LOPUS, 2020).

A apoptose pode ocorrer durante o desenvolvimento (organogénese) e
envelhecimento celular, sendo o mecanismo homeostatico para manutencdo das
populagdes celulares teciduais. Além disso, esse processo apoptético pode se instalar
como resposta a células danificadas por doengas, a agentes nocivos ao maquinario celular
e em reagdes autoimunes. Algumas doencas, como céncer, doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer e Parkinson, lesGes associadas ao processo isquémico e outros, podem
levar ao desencadeamento da morte celular programada no organismo (ELMORE, 2007;
NIRMALA & LOPUS, 2020).
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Sdo trés as principais vias de execu¢do da apoptose: via extrinseca, via intrinseca
e via induzida (através do estresse do reticulo endoplasmatico). Todas as vias envolvem
a acdo das proteases de cisteina, comumente denominadas de caspases (cysteine-
dependent aspartate-specific proteases), que clivam substratos, levando ao processo de
externalizacdo de lipidios membranares, os residuos de fosfatidilserina. Essas moléculas
residuais emitem a sinalizagdo para que ocorra 0 processo de fagocitose de células
apoptoticas (GALLUZZI et al. 2018). No caso dos néfrons, as células dos tabulos
proximais, durante o processo de apoptose, sdo também capazes de externalizar essas
moléculas sinalizadoras da lesdo do tecido, tais como a Molécula da Injuria Renal 1
(KIM-1), que se apresenta como um receptor de fosfatidilserina, mediando a fagocitose
de corpos apoptoticos e lipidios oxidados, sinalizando a morte celular programada
(BROOKS et al. 2015).

A via extrinseca (Figura 3) ocorre através da interacdo de ligantes, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e Fas ligante (FASL), respectivamente, a receptores
transmembranares de morte celular, denominados de receptor do fator de necrose tumoral
1 (RTNF1) e o receptor Fas (RFas). Essa ligacédo e responsavel por agrupar os dominios
do citoplasma desses receptores, que recrutam proteinas contendo o dominio de morte. A
partir dai, estes dominios servirdo como ponto de ligacdo para pro-caspase 8 e pro-caspase
10, que formardo o complexo de sinalizagdo de morte celular (CSMC). O CSMC ativa as
caspases iniciadoras (caspases 8 e 10), que ativam as pro-caspases 3, 6 e 7, precursoras
das caspases executora 3, 6 e 7. Assim, para a finalizacdo da via extrinseca, nucleotideos,
liberados pela célula apoptotica, sinalizam aos macrofagos a necessidade da realizacdo
do processo de “engolfamento” dessas células (OBENG, 2021; ELMORE, 2007).
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Figura 3: Via apoptdtica extrinseca
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Legenda: TNF-a= Fator de Necrose Tumoral Alfa; FasL= fas ligante; RTNF 1= receptor
de TNF; FASR= receptor de FAS.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A via intrinseca € também denominada de mitocondrial e envolve a formagao de
uma molécula denominada apoptossomo, formada pela associacdo de citocromo C e fator
de ativacdo de protease apoptética-1 (APAF-1). No ambiente do apoptossomo, ocorre a
ativacdo da pro-caspase 9, que se torna caspase-9 e promove a ativacdo das caspases

efetoras (caspases 3, 6 e 7), levando a apoptose celular (Figura 4) (EDLICH, 2018).
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Figura 4: Via apoptotica intrinseca.
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Legenda: DNA= acido desoxirribonucleico; Cit-C= citocromo C; APAF-1= Fator
Ativador de Protease Apoptatica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A via induzida pelo estresse do reticulo endoplasmatico (Figura 5) é ativada pela
presenca de processos infecciosos, hipdxia celular, fome, produtos quimicos e
medicamentos, pois esses fatores sdo responsaveis por contribuir para o acimulo de
proteinas “mal dobradas”. O processo de formacao de proteinas dobradas incorretamente
ativa um mecanismo que sinaliza a necessidade de substituicdo dessas proteinas por

outras dobradas de maneira correta, sendo essa via ativada por trés mecanismos: o da
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quinase do reticulo endoplasmatico semelhante ao RNA da proteina quinase (PERK), o
da enzima que necessita de inositol 1 (IRE1) e o do fator de transcricéo ativador 6 (ATF6).

Dentre os trés, o IRE1 € o responsavel por induzir o processo apoptotico mediado
por caspase-12 e pelo fator 2-apoptose regulador de sinal de quinase 1 (TRAF2-ASK1),
que é mediado pelo complexo cJun N-terminal quinase 1 (JNK) e pela cascata de
sinalizacdo p38-MAPK. Uma vez ativada a via JNK, haverd a inibicdo da proteina BCL -
2, que é anti-apoptdtica, e a ativacdo da proteina BIM, pré-apoptoética. Ja a via de p28-
MAPK leva a morte celular pela ativacdo da proteina CHOP, localizada nas vias PERK
e ATF6, que age como ativadora de proteinas pré-apoptoticas (TNF, receptor de morte 5-
DR5, proteina de dano ao DNA-34- GADD-34 e outros), promovendo a apoptose
dependente da caspase-8, além de inibir a transcricdo de BCL-2 e promover a expressao
de BIM (SANO & REED, 2013; NIRMALA & LOPUS 2020).

A necrose ocorre de maneira ndo programada e através da alteragdo estrutural da
célula. Esse processo pode acontecer devido a infecgdes, radiacdo, eletricidade,
substancias quimicas, venenos, asfixia, medicamentos variados e como alternativa a
apoptose, caso haja bloqueio na via das caspases (LIN et al. 2004). Durante o mecanismo
necrotico, a célula tem a sua integridade membranar decomposta, levando ao
“vazamento” dos constituintes celulares, o que resulta em um processo inflamatorio.
Alguns fatores sdo responsaveis por influenciar diretamente no desencadeamento da
morte celular por necrose, tais como a producéo elevada de espécies reativas de oxigénio,
reducdo ou inativacdo da via das caspases, baixo nivel de ATP celular, elevada
concentracdo de calcio (Ca?*) intracelular (NIRMALA & LOPUS, 2020). Estudos
demonstraram, que a associacgao desses fatores, como os elevados niveis de ion calcio e
0 estresse oxidativo intracelular, podem promover a entrada de diversas moléculas de
soluto para as mitocéndrias, o que compromete a producdo de ATP e leva a liberagdo de
proteinas mitocondriais no citosol celular, ocasionando, também, a morte por necrose
(GALLUZZI et al. 2018).
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Figura 5: Via apoptotica induzida pelo estresse do reticulo endoplasmatico.
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Legenda: IRE-1= inositol requiring protein; TRAF2= tumor necrosis fator receptor-
associated factor 2; ASK1= apoptosis-1 signal regulation kinase; JNK= N-terminal
kinase Jun; p38-MAPK= p-38 map kinase; CHOP= CCAAT/Enhancer-binding protein
homologous protein; DR-5= death receptor 5; BIM= Bcl2-interacting mediator of cell
death; BCL-2= B-cell lymphoma 2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim, conforme dito anteriormente, o processo de morte celular e 0 mecanismo
de estresse oxidativo estdo intimamente ligados, podendo ocorrer devido a varios fatores

externos como infecgdes, uso de medicamentos, doencgas e outros.

1.3.3 O uso da Cetamina e 0 estresse oxidativo.

A cetamina tem se mostrado capaz de induzir efeitos toxicos em culturas de
células variadas e em estudos realizados in vivo. O processo de morte celular instalado
apos o uso desse farmaco, principalmente como anestésico e como droga de abuso, pode
estar diretamente relacionado a producéao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Estudos
anteriores demonstraram a interrelacdo entre a morte celular programada e o aumento de

Ca?* no citosol de células neuronais submetidas ao tratamento com cetamina, o que é
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explicado pelo fato de as mitocondrias contribuirem diretamente para a sinalizacdo do
calcio intracelular sendo essas organelas, quando em sobrecarga de calcio, submetidas ao
tamponamento que quando associado a reducdo do potencial de membrana, altera a CTE,
levando a célula ao estresse oxidativo, com consequente producdo de ERO (WANG et al.
2010; BUSTAMANTE et al. 2019).

Segundo Li et al. 2015, é provavel que o estresse oxidativo causado pelo uso da
cetamina seja um dos principais contribuintes para 0 comprometimento cardiaco e renal,
onde a toxicidade é exercida pela instalacdo do processo de apoptose em células desses
tecidos, sendo atribuidas as espécies reativas de oxigénio danos como fibrose intersticial
e inflamacéo renal.

Dessa forma, apesar de ter o uso aprovado em situacdes da préatica clinica, se
observa que o0 uso da cetamina pode estar associado ao processo de morte celular em
tecidos como os do coragéo, cérebro e rins, pois a sua utilizagdo podera provocar aumento
da quantidade de espécies reativas de oxigénio. Trazendo a tona a necessidade de terapias
antioxidantes para os pacientes, que venham a utilizar esse medicamento.

Além de promover o estresse oxidativo celular, a cetamina é conhecida como uma
droga pré-inflamatoria para as celulas do trato urinario, o que pode influenciar

diretamente no processo de instalacdo de lesdo renal por esse farmaco (XI et al. 2020).

1.4 Vias de sinalizacdo apoptdtica e seus biomarcadores inflamatérios

A via de apoptose induzida pelo estresse do reticulo endoplasmatico, apés
iniciacdo por fatores citados anteriormente, pode ser ativada por trés principais
mecanismos, dentre os quais 0 da enzima que necessita de Inositol 1 (IRE1) se destaca
por induzir apoptose através da sinalizacdo mediada pela via MAPK (GUO et al. 1998;
COOB, 1999; NIRMALA & LOPUS 2020). Estudos mostram a relevancia da atuagéo
das vias de sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) na
fisiopatologia das células renais, principalmente, devido a ativacdo de JNK e p38 em
células renais tubulares e mesangiais. As MAPKSs se apresentam em trés grandes grupos:
quinases classicas reguladas por sinal extracelular, chamadas de ERKs, JNK e p38,
estando as duas Ultimas presentes na resposta das células ao estresse oxidativo e a
inflamacédo (TIAN, ZHANG & COHEN, 2000; GARRINGTON & JOHNSON, 1999).
As familias JNK e p 38 pode ser ativadas por citocinas pré-inflamatérias ou em resposta
a estresses celulares, tais como estresse osmotico, hipoxia celular e estresse oxidativo
(TIAN, ZHANG & COHEN, 2000; KIM & CHOI, 2010).
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Sao inimeras as citocinas pré e anti-inflamatérias envolvidas no processo de
estresse oxidativo e apoptose. A familia de citocinas do tipo interleucinas (IL) é
responsavel pela ativacdo de genes envolvidos na diferenciacéo, sobrevivéncia, apoptose
e proliferacdo celular, sendo a IL-6 uma molécula pré-inflamatéria, que possui a cascata
MAPK como via de sinalizacdo, envolvendo principalmente a via JNK, onde, estudos
anteriores mostraram, que a ativacao de JNK é responsavel pela expresséo génica de IL-
6 (HEINRICH et al. 2003; NISHITAI et al. 2004; JOHN, 2018). Assim como IL-6,
interferon gamma esta envolvido no processo inflamatério, visto que a sua atividade
excessiva pode levar a dano tecidual, necrose e inflamacéo, agravando possiveis doencas
associadas. Estudos mostraram que situagdes de estresse oxidativo causado por infeccoes
podem promover a sinalizacdo mediada por IFN- y e levar a iniciacdo da cascata de
MAPK-p38, induzindo morte celular (CHEALLAIGH et al. 2016; KAK, RAZA &
TIWARI, 2018).

Assim, considerando o envolvimento da cetamina na ativacdo de vias pro-
oxidantes e pro-inflamatdrias, é importante salientar que substancias com potencial

antioxidante e anti-inflamatorio podem se destacar na reducéo dos danos a fungéo renal.

1.5 Chalconas e suas fontes naturais e sintéticas.

As chalconas sdo as precursoras responsaveis pela biossintese de flavonoides na
natureza e possuem estruturas quimicas derivadas da estrutura geral da classe: (E) [1,3-
difenil-2-propen-1-ona], sendo essas moléculas cetonas aromaticas que se apresentam em
um sistema carbonila a, B — insaturado, unindo dois anéis aromaticos. Além disso,
possuem dois estereoisbmeros (E) e (Z) (Figura 6), que influenciam como parte do
processo de formacdo dos flavonoides. Essas moléculas podem ser classificadas na
familia das fitoalexinas e apresentam ampla quantidade de efeitos biofarmacoldgicos
evidenciados, tais como propriedade anti-inflamatoria, anticonvulsivante, antifungica,
antibacteriana, antioxidante, antinociceptiva e outras (VIANA, BANDEIRA & MATOS,
2003; HEIDARI et al. 2009; FERREIRA et al. 2018; LOPES, 2019).
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Figura 6: Estrutura geral das chalconas (E) (1,3-difenil-2-propen-1-ona) e (Z) (1,3-

difenil-2-propen-1-ona)
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Fonte: adaptado de Santana et al. (2015).

As chalconas podem ser encontradas, na natureza, em diversas plantas das
familias Compositae, Moraceae, Leguminosae e Euphorbiaceae. Essa ultima ¢é
pertencente as regides, predominantemente, tropicais e subtropicais, estando distribuida
em ecossistemas como mata atlantica, cerrado e caatinga. O género Croton pertence a
familia Euphorbiaceae e esta distribuido mundialmente em, aproximadamente, 8.000
espécies, das quais 700 estdo no Brasil, o que o torna o segundo maior género da familia
(SILVA, 2010; LOPES, 2019).

O Nordeste brasileiro € conhecido por apresentar grande variedade de espécies de
plantas pertencentes ao género Croton com as mais diversificadas utilidades dentro da
medicina popular, sendo o marmeleiro-cravo (Croton anisodontus Mull. Arg.) (Figura 7)
uma planta tipica de um bioma, exclusivamente brasileiro, denominado caatinga, que
apresenta em sua estrutura (folha, flor, caule e raiz) variados componentes quimicos
potencialmente terapéuticos, como os terpenos, taninos, flavonoides e as chalconas. No
contexto popular, essa espécie é utilizada em processos infecciosos, hemorragias e
inflamacgdes (FERREIRA et al. 2018; SANTIAGO et al. 2018).

Figura 7: Marmeleiro-cravo (Croton anisodontus Mill. Arg).

Fonte: SILVA et al. (2020).
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As cascas dos caules das plantas do género Croton, em especial da espécie C.
anisodontus Miill. Arg., sdo ricas em uma fonte alternativa de chalcona, denominada de
2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX) (Figura 8), que se apresenta em uma
estrutura simples e privilegiada pois, através de reacGes quimicas basicas, se podem
realizar inmeras substituicfes nos anéis aromaticos da chalcona, levando a formacéo de
moléculas semissintéticas que, de forma semelhante, possuem atividade farmacologica
comprovada (FONTENELLE et al. 2008; SANTIAGO et al. 2018; FREITAS et al.
2021).

Figura 8: Estrutura quimica da 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (HTMCX).
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Fonte: De Freitas et al. (2020).

Estudos anteriores demonstraram que a classe das chalconas naturais e
semissintéticas apresentam capacidade de agir como moléculas antioxidantes, anti-
inflamatdrias, ansioliticas, antimicrobianas, anticancerigena, dentre outros (FREITAS et
al. 2021).

As chalconas naturais podem originar, pela substitui¢do e adi¢do de radicais em sua
estrutura, as chamadas chalconas semissintéticas que apresentam extensa atividade
farmacoldgica (TEIXEIRA et al. 2019). De acordo com De Freitas e colaboradores
(2020), as chalconas semissintéticas sdo fortes candidatas a serem usadas como moléculas
antibacterianas ou em combinacdo com antibiéticos para o tratamento de infeccOes
causadas por cepas de bactérias multirresistentes. Além disso, chalconas semissintéticas,
analogas estruturalmente a curcumina, foram capazes de inativar vias de apoptose
importantes para o processo inflamatorio na diabetes em camundongos, bem como inibir
a producdo de citocinas no processo de hiperlipidemia (FANG et al. 2015; CHEN et al.
2018).

Derivados das chalconas apresentaram alta capacidade de eliminagdo de espécies

reativas de oxigénio, demonstrando, ainda, atividades como antioxidante geral in vitro,
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Oxido-redutora, sequestrante de radicais hidroxila e capacidade de inibicdo de enzimas
oxidantes do tipo polifenoloxidases em alimentos (DE FREITAS et al. 2008; GACCHE
et al. 2008; POLO et al. 2019). Chu e Guo, (2016) demonstraram in vitro a habilidade
anti-inflamatéria de chalconas semissintéticas, que foram capazes de inibir
consideravelmente a atividade de NF-kB em macr6fagos. Somado a isso, no mesmo
estudo, observaram, ainda, a capacidade dessas moléculas sobre radicais livres como
perdxido de hidrogénio e oxido nitrico, inibindo o processo apoptotico, demonstrando,
assim, forte influéncia desses compostos sobre mecanismos de morte celular.

As chalconas naturais e semissintéticas, como previamente citado, sdo moléculas
importantes como antioxidantes e anti-inflamatdrias e o processo da leséo renal aguda
(LRA) envolve, justamente, os mecanismos de producdo de espécies reativas de oxigénio
e de liberacdo de fatores pro-inflamatdrios. Estudos, como o de Lee et al. (2015)
demonstraram que chalconas semissintéticas foram capazes de reduzir a citotoxicidade
em células renais tratadas com cisplatina, droga comprovadamente nefrotdxica, e de inibir
a via de sinalizacdo MAPKs-p53-caspase-3 da apoptose celular. A reducéo da toxicidade
renal da cisplatina foi observada também em células tubulares renais e em ratos,
envolvendo moléculas ricas em flavonoides, dos quais as chalconas sdo precursoras
(KHULMANN el al. 1998; JONES & SHOSKES, 2000). Somado a isso, chalconas
semissintéticas foram capazes de reduzir a LRA in vivo através da inibicdo de fatores pré-
inflamatdrios, como NF-kB, alem de serem responsaveis pela reducdo do dano renal
causado por diabetes e hiperlipidemia em animais submetidos ao tratamento com essas
moléculas (FANG et al. 2015; HU & LIU, 2016; CHEN et al. 2018).

Dessa forma, produtos naturais e seus derivados com potencial antioxidante e anti-
inflamatdrio, tais como as chalconas, vém sendo investigados como ferramentas
farmacoldgicas ou substancias com valor terapéutico, que poderao contribuir para futuras

terapias.
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2 JUSTIFICATIVA

A lesdo renal aguda (LRA) causada por farmacos € uma condi¢do multifatorial, que
corresponde a cerca de 25% dos casos de LRA em pacientes adultos jovens e de 60% em
pacientes idosos (KOHLI et al. 2000; JACOB, DANNENHOFFER & RUTTER, 2020).
No contexto de saude pablica, no Brasil, a lesdo renal foi responsavel, nos ultimos anos,
por gerar um impacto financeiro superior a R$ 37,6 milhdes aos cofres puablicos, somente
na regido Nordeste do pais (SOUZA JR. et al. 2019). Esse processo pode ocorrer por
mecanismos como a efeito direto da lesdo e morte celular nos tubulos renais, necrose
tubular aguda, dentre outras condicOes, que sdo estabelecidas, principalmente, pela
condicao de estresse oxidativo e pela excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio
(PERAZELLA, 2018; WU & HUANG, 2018; PETEJOVA et al. 2020).

A cetamina € um anestésico intravenoso utilizado na préatica clinica pediatrica e
veterinaria, sendo de primeira escolha nesses casos. Os efeitos adversos associados a esse
farmaco sdo amplos, tais como alteracdes neuronais, cardiovasculares, urogenitais e
renais. Parte desses efeitos pode estar ligada ao processo de morte celular induzida pelo
uso do anestésico em procedimentos clinicos, despertando a necessidade de estratégias
protetoras frente ao uso desse farmaco (SELBY et al. 2008; LI et al. 2015; SHIMORA et
al. 2020).

As chalconas sdo moléculas presentes na biodiversidade brasileira e que
apresentam facilidade de sintese de outras moléculas derivadas delas. Sdo amplamente
estudadas devido as suas atividades farmacoldgicas e bioldgicas, tais como os efeitos anti-
inflamatdrios e antioxidantes, que sdo determinantes no processo de instalacdo da injuria
renal (SANTIAGO et al. 2018; FREITAS et al. 2021).

Dessa forma, sabendo da necessidade da comunidade cientifica de buscar novas
alternativas terapéuticas para garantir a melhora da qualidade de vida de pacientes com
leséo renal aguda, bem como observando os gastos de satde publica com essa condicéo
e entendendo a importancia da ampla diversidade botanica presente no Brasil, em especial
no estado do Ceard, o presente trabalho estuda o potencial efeito citoprotetor de chalcona
HTMCX e suas moléculas semissintéticas em modelo de LRA induzida por cetamina in

vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Estudar o potencial efeito citoprotetor de chalcona 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona (HTMCX) e suas moléeculas semissintéticas em modelo de LRA

induzida por cetamina in vitro.

3.2 Objetivos especificos
¢ Avaliar a citotoxicidade da cetamina sobre as células de tibulo proximal humano;
e Avaliar o efeito citoprotetor da chalcona 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona
(HTMCX) e suas moléculas semissintéticas sobre a viabilidade de células tubulares
renais submetidas a lesdo induzida por cetamina;
e Analisar a participacdo da chalcona 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona
(HTMCX) e suas moléculas semissintéticas no balanco REDOX citoplasmatico e
mitocondrial apos lesdo induzida por cetamina, bem como avaliar o possivel tipo de
morte celular envolvido nesse processo.
e Comparar o0s efeitos citoprotetores da chalcona  2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona (HTMCX) e de suas moléculas semissintéticas. sobre células
tubulares renais humanas
¢ Investigar o envolvimento das vias de sinalizacdo MAPKs e JNK e a consequente

liberacdo de citocinas no efeito protetor das chalconas através de estudos in silico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencgéo do produto natural e chalconas semissintéticas

As amostras da Croton anisodontus foram coletadas na cidade de Itapiuna/CE e
identificadas botanicamente pelo Professor Edson Nunes da Universidade Federal do
Ceara, com exsicata depositada no Herbario Prisco Bezerra-UFC sob nimero 48964.20,
e cedidas ao estudo pelo Professor Hélcio Silva dos Santos, Universidade Estadual do
Vale do Acaral. A partir desse processo, 0 produto natural, 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona, foi extraido através da utilizacdo do solvente hexano e identificado
por cromatografia em camada delgada (CCD). As chalconas semissintéticas, descritas na
tabela 2, foram sintetizadas através das reaces de condensacdo aldélica de Claisen-
Schmidt em meio basico, onde em um frasco de Erlenmeyer contendo 50 ml de KOH a
10% (m/v) e 40 ml de etanol, foram adicionados, lentamente sob agitagdo, 7 ml de uma
mistura de aldeidos:cetona (5:2) em temperatura ambiente. Em seguida, decorridos 30
minutos, a mistura foi filtrada para obtengdo de um precipitado, que foi lavado com agua
destilada em pequena quantidade. Esse composto foi dissolvido em etanol e deixado em
gelo para obtencdo de cristais. Esses cristais foram lavados com etanol frio e secos a
temperatura ambiente (SILVA et al. 2020). A HTMCX e suas chalconas semissintéticas
foram cedidos pelo Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da Universidade
Estadual do Vale do Acaral (UVA). O produto natural isolado foi registrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional (SISGEN)
com numero AC40B4C.

Tabela 2 — Estruturas das Chalconas semissintéticas derivadas da 2-hidroxi- 3,4,6-

trimetoxiacetofenona.

Chalcona Estrutura Nomenclatura
Semissintética
OH O (E)-1-(2-hydroxy-3,4,6-
CPNB RsCO O = O trimethoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-
H3CO OCHj, one
OH O (2E,4E)-1-(2-hydroxy-3,4,6-

HsCO
CPNC s trimethoxyphenyl)-5-phenylpenta-2,4-
H;CO OCHg, dien-1-one
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OH O
E)-3-(4-chlorophenyl)-1-(2-hydroxy-
CPN4cl]  HaCO = (E)-3-( phenyl)-1-(2-hydroxy
3,4,6-trimethoxyphenyl) prop-2-en-1-one
HsCO OCHs o
OH O Cl
E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(2-hydroxy-
cpnpic] HCO _— (E)-3-(2,4-di phenyl)-1-(2-hydroxy
3,4,6-trimethoxyphenyl) prop-2-en-1-one
H,CO OCHg Cl
OH O
E)-3-(4-fluorophenyl)-1-(2-hydroxy-
cpnap | HeCO _— (B)-3-( phenyl)-1-(2-hydroxy
3,4,6-trimethoxyphenyl) prop-2-en-1-one
H3CO OCHg F
OH O F
E)-3-(2-fluorophenyl)-1-(2-hydroxy-
CPNOF HsCO _— (E)-3-( phenyl)-1-(2-hydroxy
3,4,6-trimethoxyphenyl) prop-2-en-1-one
H5CO OCH,4
OH O (E)-1-(2-hydroxy-3,4,6-
HsCO NO
CPN3NO2 3 O = O > trimethoxyphenyl)-3-(3-nitrophenyl)
HsCO OCHj4 prop-2-en-1-one

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para realizagdo dos experimentos, foram preparadas solugdes estoques da HTMCX
(0,2 M) e das chalconas semissintéticas (0,2 M) em dimetilsulfoxido (DMSO). As
aliquotas foram armazenadas em freezer a -20°C para a utilizacdo em experimentos
posteriores. A partir dessas solucdes, foram realizadas diluicGes seriadas para cada
chalcona e para o produto natural nas concentrag6es de 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25
e 15,62 uM. Diluigdes de duplo passo foram realizadas em tampao fosfato (PBS), de

forma a respeitar a concentracdo maxima de DMSO por pogo igual a 0,5%.

4.2 Obtengdo da Cetamina

A solucdo de cloridrato de dextrocetamina (50 mg/ml) — KETamin ® solugdo
injetavel - foi obtida do Laboratério CRISTALIA Produtos Quimicos Farmacéuticos
LTDA ® (S&o Paulo, Brasil). O armazenamento da solucéo foi realizado de acordo com
as orientacOes do fabricante.

Para a utilizacdo da cetamina em cada um dos experimentos programados, foi

realizada a preparacdo de uma solucdo estoque a 10 mM, utilizando solucdo salina
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tamponada com fosfato estéril (PBS — NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM;
Na;HPOs 8,1 mM; pH 7,4) e, em seguida, foram feitas diluicbes seriadas nas
concentracgdes de 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 e 0,156 mM. As concentracfes de cetamina
foram estabelecidas de acordo com KOVACOVA et al. (2016). Os grupos controle foram

tratados apenas com o solvente.

4.3 Cultura de células renais HK-2
4.3.1 Obtencao, cultivo e manutencao da linhagem celular.,

As células HK-2 foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e
cultivadas em meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), Invitrogen, EUA,
contendo glutamina, bicarbonato de sodio (3.7 g/L), glicose, piruvato de sodio, sais
inorganicos, vitaminas e aminoacidos e, acrescido de penicilina (200 Ul/ml),
estreptomicina (130 mg/ml) e soro bovino fetal (SBF) a 10%, em garrafas plasticas
mantidas em estufa de CO2 a 37°C e 5% de CO; para obtencéo da confluéncia celular
(BUTLER & DAWNSON, 1992).

As células mantidas no cultivo foram utilizadas ao atingirem a confluéncia, onde
tiveram o meio de cultivo removido, sendo lavadas com 3-5 ml de PBS estéril, pH 7,4.
As células foram incubadas com 1 ml de solucéo tripsina-EDTA (0,05 %/0,02 %) por 5
minutos a 37°C para que as células aderidas fossem deslocadas. Em seguida, para
inativagdo da tripsina-EDTA foram adicionados 2 ml de DMEM contendo SBF a 10%.

Para realizagdo dos experimentos, as células foram lavadas com PBS estéril,
descoladas com tripsina e adicionadas a tubo para centrifugacéo (1500 G por 5 minutos).
A seguir, o pellet de células foi suspenso para contagem em camara de Neubauer (as
células contabilizadas foram aquelas presentes nos campos de contagem de leucdécitos) a
fim de se obter densidade celular de 1 x 10° células/ml, para que a suspenséo celular fosse
distribuida em placas de 96 (200 ul/po¢o) ou 24 pocos (1 ml/pogo). As células foram
incubadas durante 24 horas em condicdes ideais, visando aderéncia celular e, entdo, 0s
tratamentos previstos foram realizados.

A estocagem das células para futuros experimentos foi realizada apds descolamento
(tripsina) e centrifugacdo (1500 G por 5 min) para ressuspensao do pellet de células em
DMEM suplementado com SBF 10% e DMSO 10%. Os tubos de criopreservacdo foram

conservados em nitrogénio liquido e em freezer a -80°C.
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4.3.2 Citotoxicidade da HTMCX e chalconas semissintéticas em células renais HK-2.

A fim de determinar a viabilidade celular foi realizado o ensaio de reducéo do [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) (Sigma®). Tal
protocolo se baseia na capacidade metabdlica de células viaveis em internalizarem o sal
de MTT e promoverem a sua transformacdo, através da acdo de desidrogenases
mitocondriais e citoplasmaticas, em um produto de cor azul violacea, chamado sal de
formazan. O formazan, fora da célula, apresenta capacidade de ser solubilizado por
dodecilsulfato de sodio (SDS) e, sabe-se que a concentracdo de formazan é diretamente
proporcional a densidade de células viaveis, considerando o controle com 100% de
viabilidade. Assim, torna-se possivel observar a viabilidade celular, visto que em células
ndo viaveis esse processo ndao ocorre (MOSMANN, 1983; VANDENBERGHER et
al.2013).

Células renais HK-2 presentes em placas de 96 pocos foram tratadas nas diferentes
concentracdes das chalconas semissintéticas e da HTMCX (1000; 500; 250; 125; 62,5 e
31,25 e 15,62 uM) e incubadas por 24 horas em estufa de CO». A seguir, foi realizado o
ensaio com MTT (2,5 mg/ml em PBS estéril), onde, apés retirada de 100 pl do
sobrenadante de cada pogo da placa foram adicionados 10 pl de MTT 2,5 mg/ml
(Sigma®) e, depois de 17 horas, na incubadora a 37°C/5% CO3, acrescentou-se 90 pl de
tensoativo SDS (10% em HCI 0,01 N). Assim, passadas 4 horas, foi realizada a leitura
por espectrofotometria em 570 nm, sendo, entdo, calculada a viabilidade celular,
considerando a absorbancia média do grupo controle, tratado apenas com veiculo, como

100% de viabilidade e as demais leituras com viabilidade proporcional.

4.3.3 Citotoxicidade renal induzida por Cetamina em células renais HK-2.

A fim de avaliar a citotoxicidade induzida pela cetamina em células renais, foi
realizado o ensaio de MTT, conforme descrito anteriormente nesse trabalho, utilizando
as concentracOes de 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 e 0,156 mM para o tratamento das células
por 24 horas. ApoOs a obtencdo dos valores de viabilidade celular, foi calculada, por
regressdo linear, concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade das células,
denominada de ICso (KIKUCHI et al. 2016). Os valores de 1Cso foram utilizados em

experimentos posteriores.
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4.3.4 Avaliacdo do efeito da HTMCX e das chalconas semissintéticas sobre a
toxicidade em células renais induzida pela Cetamina.

ApoOs a determinacdo da faixa citotoxicidade das moléculas previamente
apresentadas, foram selecionadas aquelas com menor citotoxicidade tubular renal para
dar continuidade aos experimentos. A fim de avaliar o efeito citoprotetor da HTMCX e
de suas chalconas semissintéticas, foi realizado o ensaio de redugdo do MTT.

Inicialmente, as células foram expostas com a Cetamina na concentracdo referente
a sua ICso. ApGs 24 horas, foi trocado o meio e, entdo, realizado o tratamento com a
HTMCX (125;62,5;31,25 ¢ 15,62 uM) ou com as chalconas semissintéticas (62,5; 31,25
e 15,62 uM) nas concentragdes ndo toxicas selecionadas previamente. Assim, apos 24
horas de incubagdo a 37°C e 5% COg, se deu o protocolo de ensaio do MTT descrito

anteriormente.

4.4 Avaliaco da liberagéo de KIM-1 no sobrenadante de células HK-2 tratadas com

cetamina.

Para a determinacéo das concentracoes de KIM-1 no sobrenadante de células HK-2
foi utilizado o ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA) (R&D Systems, Inc — Cat.
DY1750, Minneapolis, MN), que consiste em um ensaio bioquimico analitico especifico
e sensivel, utilizado na deteccdo (quantitativa e qualitativa) de uma amostra, a qual pode
ser uma proteina ou complexo molecular. A deteccdo de antigenos por essa técnica
depende da ligacdo especifica entre antigeno e anticorpo, que gera um sinal fluorescente
a ser medido por espectrofotometro (JASCHKE, 2020).

O experimento foi realizado utilizando placa especifica para ELISA (R & D
Systems, Inc - Cat. DY1750, Minneapolis, MN), onde os pogos foram cobertos, diluindo
0 anticorpo de captura (720 pg/ml) para uma concentracdo de 4 ug/ml em PBS, obtendo-
se 0 volume de 100 pL em cada pogo. A seguir, a placa foi incubada overnight a
temperatura ambiente. Apds 24 horas, a placa foi lavada duas vezes com 400 pL da
“solucdo de lavagem” (PBS+Tween 20 — 0,5 ml de Tween/1L de PBS) e realizou-se a
etapa de bloqueio com 300 pL de BSA (Bovine Serum Albumin) + PBS (10g BSA/1L de
PBS) por 1 hora. Por conseguinte, 100 pL de padrdo de KIM-1 recombinante humano
(nas concentracbes de 1000 - 1,56 pg/mL) e o sobrenadante das células HK-2 foram
adicionados aos seus pog¢os e incubados durante 2 horas. As lavagens foram repetidas e

100 pL do anticorpo de deteccéo (biotinilado caprino anti-KIM-1) foram adicionados aos
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pocos, que novamente foram lavados e, a seguir, adicionados de 100 pL de solugéo de
estreptavidina — HRP (Horseradish Peroxidase) e incubados por 20 minutos a
temperatura ambiente. Apds lavagens, 100 pL da solugdo de substrato (TMB- 3,30,5,50-
tetra-methylbenzidine) foram adicionados aos pocos, na auséncia de luz, e incubados por
20 minutos. Por fim, 50 L da solucédo de parada (H2SO4 2N) foram colocados nos pogos
e foram medidas as absorb&ncias a 450 nm com uma corre¢cdo para 570 nm. A
concentragdo de KIM-1 nas amostras foi calculada, baseando-se na curva padrdo e
expressa em termos absolutos em ng/mL de sobrenadante. Em seguida, a concentragado
de proteinas no sobrenadante foi determinada pelo método de Bradford (KIELKOPF et

al. 2020) e o resultado foi expresso em ng/mg de proteina.

4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A fim de visualizar as alteracGes qualitativas na superficie celular foi realizada a
técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), a qual consiste na utilizagdo de
um microscopio, que apresenta uma coluna de elétrons, angulada a uma coluna de ions,
que gera ions carregados positivamente e os acelera em direcdo a amostra de maneira
controlada. As duas colunas (elétrons e ions) tem bobinas de varredura, que possibilitam
a passagem de feixes pela superficie da amostra, gerando imagens altamente precisas de
valor tridimensional (SMITH & STARBORG, 2019).

As células HK-2 foram plaqueadas em uma concentracdo de 5x10% células/ml em
placa de 24 pocos, contendo uma laminula de vidro circular no fundo de cada poco, e
mantidas 24 horas incubadas para a completa adesdo celular. A seguir, a placa foi
submetida ao tratamento com 1Cso de Cetamina. Apds 24 horas, foram adicionados aos
poc¢os o produto natural e as chalconas semissintéticas na concentracao de 31,25 uM, que
apresentou resultados satisfatorios nos ensaios de MTT. Por fim, ap6s a incubagéo, as
células foram fixadas durante 2 horas com 2,5% de glutaraldeido em PBS (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavadas duas vezes com PBS e duas vezes
com agua destilada e foi realizada centrifugacdo (800 G/10 min). A seguir, as amostras
foram desidratadas utilizando séries crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%), fixadas
com glutaraldeido a 2,5 % a 37°C com 5% de CO> e secas em dessecador contendo silica
gel overnight, metalizadas com ouro e observadas em um microscopio eletronico de
varredura Microscépio Quanta 450 FEG-FEI, (Oregon, USA) (MELLO et al. 2017). As
eletromicrografias digitais foram adquiridas e armazenadas em computador na Central
Analitica — UFC utilizando o Software Nis 4.0.
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As células HK-2 foram plaqueadas em uma concentracdo de 5x10* células/ml em
placa de 24 pogos, contendo uma laminula de vidro circular no fundo de cada pogo, e
mantidas 24 horas incubadas para a completa adesdo celular. A seguir, a placa foi
submetida ao tratamento com ICso de Cetamina. Apds 24 horas, foram adicionados aos
pocos a HTMCX e as chalconas semissintéticas na concentracdo de 31,25 uM, que
apresentou resultados satisfatérios nos ensaios de MTT. Por fim, apds a incubacéo, as
células foram fixadas durante 2 horas com 2,5% de glutaraldeido em PBS (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavadas duas vezes com PBS e duas vezes
com agua destilada e foi realizada centrifugacdo (800 G/10 min). A seguir, as amostras
foram desidratadas utilizando séries crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%), fixadas
com glutaraldeido a 2,5 % a 37°C com 5% de CO> e secas em dessecador contendo silica
gel overnight, metalizadas com ouro e observadas em um microscopio eletronico de
varredura Microscopio Quanta 450 FEG-FEI, (Oregon, USA) (Mello et al. 2017). As
eletromicrografias digitais foram adquiridas e armazenadas em computador na Central
Analitica — UFC utilizando o Software Nis 4.0

4.6 Ensaios por citometria de fluxo.

A realizacdo do método de citometria de fluxo permite que sejam quantificados
cerca de até 50 parametros para milhdes de células por amostra, dentre os quais diferentes
parametros biolégicos. O aparelho tornou-se cada vez mais complexo ao longo dos anos,
devido a adicdo de lasers, detectores, filtros e, principalmente, o desenvolvimento de
novos corantes, tais como os fluorocromos (VELDHOEN, 2017).

O principio do ensaio por citometria de fluxo se baseia na contagem de células por
contadores ativados por fluorescéncia. O processo ocorre através da injecdo de células no
centro de um feixe de solucdo salina continuamente, levando a passagem das células de
forma individual pela camara de leitura, transpassando feixes de luz de comprimentos de
onda especificos. A forma de dispersdo do feixe luminoso é responsavel por cada tipo de
medida. Por exemplo, a dispersédo frontal (FSC — Foward Scatter) € utilizada para medir
o tamanho da célula, ja a disperséo lateral da luz (SSC — Side Scatter), que ocorre devido
ao encontro do feixe de luz com organelas celulares e o nicleo, é utilizada para avaliacdo
da complexidade celular. Adicionalmente, quando as células em analise sdo marcadas por
sondas fluorescentes especificas, o feixe de luz pode ser detectado em leitores de
fluorescéncia (FL), que sdo numerados de 1 a 5, que auxiliardo na determinacdo da
identidade celular, status celular e fisiologia (MONTANTE e BRINKMAN, 2019).
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As analises por citometria de fluxo foram antecedidas do cultivo de células renais
HK-2 em placa de 24 pocos, divididas em grupo controle negativo, grupo controle
positivo (Cetamina) e nos grupos tratados com chalconas semissintéticas e HTMCX. As
células da placa foram lavadas com PBS, tripsinizadas e descoladas e, para que fosse
possivel a marcacado fluorescente, o sobrenadante foi retirado e substituido por tampéo de
marcacgao (Hepes 10mM; NaCl 140 mM; CaCl2 2,5 mM; pH 7,4). Por fim, em cada tubo
foram analisadas 1 x 10* células no equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, New

Jersey, USA), utilizando o CellQuest ProTM software.

4.6.1 Avaliacdo do mecanismo de morte celular.

Para avaliar o mecanismo de morte celular envolvido no processo de interagéo entre
as células HK-2 e a Cetamina foi realizada a marcagdo com as substéncias fluorescentes:
Anexina V-PE (conjugada com ficoeritrina) e lodeto de Propidio (PI).

Conforme demonstrado na figura 10, a superficie de células saudaveis é composta
por moléculas lipofilicas, dentre as quais se destaca a fosfatidilserina. A molécula de
fosfatidilserina € disposta de maneira internalizada na célula, porém, durante o processo
de apoptose, por perda de assimetria celular, essa molécula é externalizada na membrana
plasmatica. A anexina V, uma proteina de ligacdo ao calcio de 36 kDa, liga-se a
fosfatidilserina, sendo utilizada, portanto, marcada com fluorescéncia, para detectar a
fosfatidilserina externalizada por células apoptéticas. Sabendo disso e, para haver
distincdo entre células apoptoticas e necroticas, foi utilizada a marcacdo por lodeto de
Propidio (PI), molécula fluorescente que se liga ao material genético (DNA) de células

necréticas com membrana permeabilizada (CROWLEY et al. 2016).
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Figura 9: Principio da metodologia da utilizacdo de Anexina V e lodeto de Propidio para

deteccdo de mecanismos de morte celular.

Anexina V

Fosfatidilserina

Célula viva Apoptose Ne$10 deto de propidio

Fonte: adaptada de Crowley et al. (2016).

O procedimento de analise se deu através do seguinte protocolo: as células-HK2 de
cada poco da placa de 24 pocos foram suspensas em 100 pL de tampdo de ligacao; nos
tubos foram adicionados 5 puL de Pl e 5 uL de Ax/PE (0,5 mg/mL cada), sendo o0 processo
realizado utilizando um kit comercial (Annexin V PE Apoptosis Detection Kit I, BD
Biosciences). Em seguida, apds 15 minutos de incubacéo sob abrigo da luz, foi adicionado
400 pL de tampdo de ligacdo em cada tubo e as células foram analisadas no FACSCalibur
(BD Biosciences). Os resultados foram expressos em percentual de células ndo marcadas;
células marcadas por PI, indicativo de necrose; células marcadas por anexina-V,

indicativo de apoptose, e células duplamente marcadas, indicativo de apoptose tardia.

4.6.2 Andlise da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) citoplasmaticas.

As células geram constantemente espécies reativas de oxigénio durante o
metabolismo aerobico, sendo o dano oxidativo por ERO responsavel pelos mecanismos
de vérias doencas. A fim de avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio no
citoplasma de células HK-2 foi realizado o ensaio do DCFH-DA (2',7'- diacetato de
diclorofluoresceina).

O DCFH-DA, uma molécula lipofilica, “célula-permeavel”, ndo fluorescente e

precursora do DCFH (2'-7'-diclorofluoresceina), pode ser usado como sonda intracelular
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para estresse oxidativo. Essa molécula, dentro da célula, como mostra a figura 11, sofre
a acao de enzimas esterases que desacetilam o DCFH-DA, formando, assim, o DCFH (2'-
7'-diclorofluoresceina) que, por apresentar alta polaridade, fica preso na celula. A
producédo de ERO, durante a respiracdo celular, promove a oxidacdo do DCFH, formando,
assim, o DCFoxi (2'-7'-diclorofluoresceina oxidada), molécula que apresenta
fluorescéncia verde. O estado redox da amostra pode ser monitorado através da deteccéo
do aumento dessa fluorescéncia a 530nm e, quando a amostra é excitada, a 488 nm pelo
sensor FL1 do citdmetro de fluxo. Assim, a medida da fluorescéncia verde emitida pela
formacdo de DCFoxi € diretamente proporcional a capacidade oxidativa da célula, sendo
um parametro confiavel para a analise da producdo de ERO citoplasmaticas
(ARMSTRONG, 2010).

Figura 10: Principio do método de analise de formacdo de ERO citoplasmaticas usando
DCFH-DA.

DCFH-DA DCFH DCFoxi
AcO~, - HO OH
Cl Cl c1 ERO
_— _
Esterases

intracelulares

INTRACELULAR
Fluorescéncia
verde

Fonte: Elaborado pelo autor.

A fim de introduzir a sonda DCFH-DA na célula, 5pL (concentracdo final 20 uM)
da solucéo estoque foram adicionados aos pogos da placa de 24 pogos contendo as células
em cultivo tratadas imediatamente antes com Cetamina, HTMCX e CPN2F, que foi
escolhida por apresentar resultados satisfatérios nos estudos anteriores, (ARMSTRONG,
2010). Apds 24 horas do tratamento, as amostras foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
o pellet de células processado em citémetro de fluxo. Dessa forma, a media de intensidade
de fluorescéncia relativa produzida, durante a respiracdo celular, pela oxidagcdo do DCFH
foi processada através do filtro de fluorescéncia verde, que é produzida através da

formacdo de DCFoxi e é proporcional a capacidade oxidativa da célula, ou seja, a
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intensidade de fluorescéncia intracelular € importante para a mensuracdo dos metabdlitos
oxidativos produzidos pela célula (ERUSLANOV & KUSMARTSEYV, 2010).

Os resultados do ensaio acima foram expressos como intensidade relativa de
fluorescéncia, a qual foi obtida a partir dos valores absolutos de intensidade de
fluorescéncia dos quais foi calculada uma média geométrica e atribuido valor 1,0 para a
média de fluorescéncia do controle. As demais leituras receberam valores proporcionais
calculados por regra de trés simples, conforme previamente descrito (JOHNSON et al.,
1980; POKORNY et al., 2014).

4.6.3 Avaliagdo do potencial transmembranico mitocondrial (1¥Ym)

A fim de avaliar o potencial transmembranico mitocondrial foi utilizado o corante
Rodamina 123 (Rho 123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que apresenta a
capacidade de ser absorvido, especificamente, por mitocondrias de celulas vivas. Sabe-se
gue a membrana mitocondrial apresenta potencial elétrico negativo e que a rodamina 123
possui carater catidnico permanente, sendo, entdo, atraida pela membrana da mitocéndria.
Dessa forma, esse fluorocromo se incorpora nas organelas mitocondriais e emite
fluorescéncia vermelha. Porém, quando sdo observadas alteracdes da integridade da
mitocondria, essas podem ser detectadas por ensaios de citometria de fluxo devido ao
aumento da fluorescéncia verde citosdlica frente a fluorescéncia vermelha mitocondriall,
0 que demonstra, assim, a presenca da Rodamina 123 no citoplasma de células danificadas
(PORTER et al. 1995).

O ensaio foi realizado com células HK2, que foram tratadas com cetamina, HTMCX
e CPN2F nas concentracdes previamente estabelecidas e descritas. Ao fim de 24 horas do
tratamento, as amostras foram lavadas com PBS, tripsinizadas e o pellet de células
marcado com 5uL de Rodamina 123 (concentracdo final de 10 pug/ mL) por meia-hora e,
assim, foi realizada a leitura em citdmetro de fluxo com excitacdo a 488 nm e deteccdo a
563-606 nm.

Os resultados do ensaio foram expressos como intensidade relativa de fluorescéncia,
a qual foi obtida a partir dos valores absolutos de intensidade de fluorescéncia dos quais
foi calculada uma média geomeétrica e atribuido valor 1,0 para o controle, as médias dos
demais grupos receberam valores proporcionais calculados por regra de trés simples,
conforme previamente descrito (JOHNSON et al., 1980; POKORNY et al., 2014).
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4.7 Ensaios de avaliacdo do estresse oxidativo em células renais HK-2
4.7.1 Avaliacdo do acumulo de superdxido em células HK-2.

A avaliacdo do acumulo do radical superoxido em células HK-2 foi adaptada do
método indireto descrito por Bannister e Calabrese, (1987). O principio do ensaio se
baseia na auto oxidacdo do pirogalol, levando a formacéo da hidroxibenzoquinona. Este
produto inibe a reducdo do brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio
(MTT) (Figura 12). O formazan formado a partir da reducdo do MTT pode ser detectado

em um espectro de 570 nm.

Figura 11: Principio do ensaio de acimulo de superéxido.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a realizacdo da metodologia anteriormente citada, 30 puL de amostra de
sobrenadante de células HK2, 99 uL de tampéo de fosfato (PBS), 6 uL de 1,25 mmol / L
de MTT e 15 puL de 100 pmol/L de pirogalol foram dispostos em placa de 96 pogos, onde
o0 pogo referente ao branco da reagdo continha apenas 144 pL de tampao fosfato e 6 uLL
de MTT. A placa foi incubada a 37 ° C por 10 min e, em seguida, 150 pL de
dimetilsulfoxido foram adicionados a placa para promover a parada da reacao.

Para o céalculo do acumulo de superdxido, o resultado obtido da amostra foi
subtraido do valor encontrado para o branco e, a seguir, esse valor foi dividido pelo valor
encontrado para o controle (leitura do poco subtraida do branco). A partir da correcao
para a concentragdo de proteinas totais no sobrenadante (LOWRY; ROSEBROUGH;
RANDALL, 1951), a avaliacdo do acimulo de superdxido foi expressa em nmol/mg de

proteina.
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4.7.2 Determinacao dos niveis de Glutationa reduzida (GSH)

Um ponto importante na determinagdo dos mecanismos do estresse oxidativo e da
sinalizacdo redox é a medicdo das diferentes formas de tidis nas células. A glutationa
(GSH) é um tri-peptideo (gama-glutamilcisteinilglicina) que atua como um antioxidante
enddgeno e estd envolvida na regulacdo metabdlica. Sua sintese ocorre a partir de L-
glutamato, L-cisteina e L-glicina em duas etapas, que geram gasto de ATP, sendo essas
etapas catalisadas pelas enzimas gama-glutamilcisteina ligase e glutationa sintetase. A
porcao tiol da cisteina confere ao GSH suas propriedades antioxidantes. O tiol é oxidado
por pré-oxidantes celulares, como radicais livres e aldeidos reativos, para formar
dissulfeto de GSH oxidado (GSSG). A redugdo de GSSG de volta ao GSH requer a
presenca de NADPH e é catalisado pela enzima glutationa redutase, regenerando assim o
GSH para a defesa antioxidante celular (Figura 13) (SLIVKA et al. 1987; OWEN &
BUTTERFIELD, 2010).

Figura 12: Sintese, degradacéo e regenera¢do da molécula de glutationa (GSH)
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Fonte: adaptado de OWEN & BUTTERFIELD, (2010).

A fim de determinar a glutationa reduzida (GSH), 400 uL das amostras da suspenséo
de lisado celular foram adicionados a 800 uL de tampé&o Tris-HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 ul
do cromo6geno DTNB (5,5'-ditiobis-(acido 2- nitrobenzoico)), denominado reagente de
Ellman. A absorbéancia foi medida por espectrofotometria a 412 nm (UV ASYS 340,

Biochrom, Cambridge, Reino Unido), usando como curva de calibragdo um padrdo de
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GSH. Os resultados foram expressos em nmol GSH/ mg de proteinas (SHARMA et al.,
1997).

4.8 Quantificacdo de biomarcadores inflamatdrios no sobrenadante de células HK-
2 tratadas com cetamina, HTMCX e CPN2F.

Os biomarcadores inflamatorios interferon-gama (IFN-y) e interleucina-6 (IL-6)
foram dosados no sobrenadante de células HK-2, através da técnica de ELISA, um ensaio
imunoenzimatico de alta sensibilidade e especificidade, conforme explicitado
anteriormente (JASCHKE, 2020).

Os niveis de IL-6 (Cat. D6050) e IFN-y (Cat. DIF50C) no sobrenadante de células
HK-2 foram determinados através de um ensaio imunoabsorvente ligado a enzima
(ELISA) comercial (R & D Systems, Minneapolis, EUA). Inicialmente, os pogos das
placas foram revestidos com o anticorpo de captura (IL-6 — 2,00 pg/mL; IFN-y - 4,00
pg/mL) em um volume de 100 pL, e a placa foi selada e incubada overnight sob agitacao
em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas com tampéo de lavagem
(400 pL de Tween-20 a 0,05% em PBS).

Ap06s o bloqueio com 300 pL de albumina sérica bovina (BSA 1% em PBS) por
2 horas, 100 pL dos padrdes de IFN-y (1000 — 15,63 pg/mL) ou IL-6 (600 — 9,38 pg/mL)
recombinantes humanos e sobrenadante de cultivo de células foram adicionados a cada
poco e incubadas sob agitacdo em temperatura ambiente por 2 horas, sendo a placa
novamente lavada. Logo ap6s,100 L de anticorpo anti-IFN-y (200 ng/mL) ou anti-1L-6
(50 ng/mL) foram adicionados a cada poco e a placa incubada durante duas horas, sendo
repetida a lavagem.

Por fim, em cada po¢o foram adicionados 100 pL de estreptavidina-HRP e
incubados durante 20 minutos. Ap0s realizada a lavagem, 100 pL do substrato
cromogénico 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) foram adicionados e incubados a
temperatura ambiente durante 20 minutos, sendo a reagdo cessada com 50 pL de solucgdo
de parada. A absorbancia foi medida a 450 nm, com correcdo de absorbancia em 540 nm.

As concentragdes dos analitos foram calculadas com base nas curvas padrdo (pg/mL).

4.9 Estudo in silico
4.9.1 Obtencéo das estruturas moleculares
Os estudos in silico foram realizados no Laboratério de Quimica de Produtos

Naturais (LQPN/UECE), sob coordenacao do professor Emmanuel Silva Marinho, com
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0 objetivo de observar possiveis mecanismos de acdo das chalconas no modelo de inducédo
de lesdo renal por cetamina e baseando-se no que foi descrito por Lee et. al 2015, que
demonstraram a capacidade de chalconas semissintéticas em reduzir a citotoxicidade em
células renais através da inibicdo da via apoptoética de sinalizacdo MAPKSs-p53-caspase-
3. Assim, a estrutura da cetamina foi importada do repositério virtual PubChem®©

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (PubChem CID: 3821) e as estruturas das chalconas

PN e CPN2F foram  projetadas no  software  Marvin  Sketch

(https://chemaxon.com/products/marvin).

4.9.2 Docking molecular

As estruturas tridimensionais (3D) das proteinas estudadas foram obtidas no
Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), MAPK (PDB ID: 6MC1), JNK (PDB ID:
302M). Ja os ligantes inibidores foram importados do repositorio virtual PubChem ©
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) INK/46 A (PubChem CID: 15658026) e MAPK/CJA

(PubChem ID: 2820916). As simulacGes de docking molecular foram realizadas

utilizando o software Autodoc Vina versdo 1.1.2. Para cada analise, foram realizados 100
ciclos de 10 simula¢Ges independentes, utilizando o algoritmo Lamarkiano (TROTT &
OLSON, 2010). Os escores de docking sdo usados como critério de selecdo (e estes
valores devem ser iguais ou inferiores a 6,0 kcal/mol e o RMSD (Root Mean Square
Deviation menor que 2,0 A) (SHITYAKOV & FORSTER, 2014). Com base nas
observacOes das interacdes entre as moléculas e proteinas, as ligacdes de hidrogénio
foram plotadas e classificadas de acordo com estudos anteriores que agrupam interagcoes
com distancias entre 2,5 e 3,1 A como fortes, de 3,1 a 3,55 A como médias e > 3,55 A
como fracas (IMBERTY et al. 1991). Para analise de resultados e plotagem dos mapas,
foram utilizados o UCSF Chimera 1.8 (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), LigPlotp e 0

visualizador Discovery.

4.10 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como meédia * erro padrdo da média (EPM). A fim
de comparar estatisticamente 0s grupos experimentais, foi utilizado one-way ANOVA
seguido de post-test de Bonferroni. Como critério de significancia foi aceito p < 0,05.

Para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism 7.03 (EUA).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://chemaxon.com/products/marvin
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade da HTMCX e chalconas semissintéticas em células HK-2.

Foram realizadas as avaliagbes dos efeitos do produto natural e das chalconas
semissintéticas em células tubulares HK-2, através do ensaio de reducdo do MTT, para
que houvesse a selecdo das concentracdes nao citotoxicas. Conforme mostra a Tabela 3,
as concentragdes 1000, 500, 250 uM da HTMCX foram toxicas. Quando sdo observadas
as toxicidades relacionadas as chalconas semissintéticas todas apresentaram toxicidade
nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 uM. Sendo a concentragdo de 31,25 e
15,62 uM ndo toxicas nas moléculas CNPDICI, CPN2F e CPN3NO2. As substancias
semissintéticas, que apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade significativa em relacao
ao grupo controle (CT), e o produto natural foram escolhidos para posterior experimento

de citoprotecéo.
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Tabela 3: Percentual de viabilidade celular das células HK-2 tratadas com diversas concentracdes da HTMCX e Chalconas semissintéticas.

Viabilidade Celular (%) HK-2

(uUM) HTMCX CPNB CPNC CPN4Cl CPNDICI CPN4F CPN2F CPN3NO2
1000 32,940,8" 6,02+0,48" 32,9+0,8" 2,67+0,9" 47,719 2,75+0,7" 17,0+0,6" 51,4+1,1"
500 52,9+1,3" 4,25+0,97" 52,9+1,4" 4,76+2,3" 67,940,3" 4,13+1,0 19,2+1,6 54,0+0,4"
250 57,6+0,4" 10,544 ,4" 28,4+2,8" 16,443,6 62,1+4,8" 6,73+1,0 32,2+1,0" 53,6+0,5"
125 80,1+5,6 20,616,0" 47,8+0,2" 33,56+3,3" 67,210,3" 16,8+1,8" 62,4+0,4" 72,9+1,4"
62,5 96,9+6,6 32,1+1,67" 55,8+4,2" 37,8+1,7" 71,243,2" 40,6+5,0" 72,5+0,5" 75,9+0,9*
31,25 110,5+2,6 30,3+3,5" 49,5+0,3" 46,9+1,7" 75,8+0,8 48,8+8,6" 84,3+2,7 80,2+2,0
15,62 101,4+0,8 - 79,7+£3,0* - 85,4+2,2 - 87,1+3,0 91,3+2,1
0 (CT) 93,9+0,9 8,1+1,0 93,9+0,9 81,1+1,0 93,9+0,9 81,1+1,0 93,9+0,9 93,9+0,9

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM, *p<0,05 vs. CT (controle negativo). Para analise estatistica foi utilizada ANOVA,
seguido de pos-teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.



58

5.2 Citotoxicidade induzida por Cetamina em células HK-2.

A fim de avaliar a citotoxicidade da Cetamina nas células HK-2 foi realizado o
ensaio de reducdo do MTT, o qual mostrou que a Cetamina apresentou toxicidade elevada
nas concentragdes 10, 5, 2,5, 1,25 mM Através dos calculos de regressao linear, a 1Csg =
2,55 £ 0,18 foi calculada para utilizacdo em experimentos posteriores (Figura 14 e Tabela
4)

Figura 13: Percentual de viabilidade das ceélulas HK-2 tratadas com concentra¢fes

decrescentes de Cetamina.

*p<0.05 vs. CT
1501

o

z 1009 _ T

% *

o

¥

=

s 50+

=

=

=

- * *

=

= ﬂ L] L] '_T_| L] L] L] L]
A Q & 5 B oAb b b
<N Ve \:""é"' N

™

Cetamina (mM)

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrao + EPM, *p<0,05 vs. CT (controle
negativo). Para analise estatistica foi utilizada ANOVA, seguido de pds-teste de
Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 4: Percentual de viabilidade das células HK-2 tratadas com concentracdes decrescentes de Cetamina

Cetamina (mM)
CT 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 0,15625

Viabilidade 939+12
Celular (%) HK-2 1,37 +0,1" 346+05° 67,2+0,2" 90,0+34 1005+14 1051+138 1041+15

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM, *p<0,05 vs. CT (controle negativo). Para analise estatistica foi utilizada ANOVA,
seguido de pos-teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.3 Avaliagéo do efeito citoprotetor da HTMCX sobre a toxicidade em células
renais HK-2 induzida pela Cetamina.

Como observado na figura 15 e na tabela 5, as células HK-2 tratadas com Cetamina
na concentracdo de 2,55 £ 0,18 mM (ICsp) apresentaram 50% de viabilidade celular. As
concentracgdes 62.5, 31.25 e 15.62 uM da HTMCX foram escolhidas para o tratamento
das células, por serem ndo toxicas no ensaio anterior. Apés avaliagdo, o produto natural
demonstrou promover protecdo em todas as concentracdes, sendo as concentracdes de
31.25 e 15,62 UM capazes de gerar valores de viabilidade, respectivamente, de 89% e
94%, promovendo, dessa forma, uma reducdo da toxicidade de aproximadamente 35%
paraa concentracédo de 31,25 uM e 40% para concentracdo 15,62 uM em relagdo ao grupo

tratado com Cetamina.

Figura 14: Percentual de viabilidade das células HK-2 tratadas com concentracoes
decrescentes de HTMCX
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=3 e 0s dados expressos como
percentual de viabilidade £ EPM. Na andlise estatistica foi utilizado one-way ANOVA,
seguido de pos teste de Bonferroni, *p<0,05 vs. CT (controle negativo); #p<0,05 vs.
Cetamina ICso (MM).

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 5: Percentual de viabilidade das células HK-2 tratadas com concentragdes
decrescentes de HTMCX.

Viabilidade Celular (%) HK-2

(LM) HTMCX
62,5 78,3+3,0™
31,25 89,3+3,7%
15,62 94,5+1,5%
Cetamina 54,4+1,8"
0(CT) 94,5+2,2

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM, *p<0,05 vs. 0 CT
(controle negativo); #p<0,05 vs. Cetamina ICso (MM). HTMCX= 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona. Na analise estatistica foi utilizado one-way ANOVA, seguido de
pos-teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4 Avaliagdo do efeito citoprotetor das chalconas semissintéticas intituladas
CPN2F, CPNDICIl e CPN3NO2 sobre a toxicidade em células renais HK -2 induzida
pela Cetamina.

A figura 16 e a tabela 6 mostram os dados da avaliacdo do efeito citoprotetor das
chalconas semissintéticas derivadas da HTMCX sobre a toxicidade induzida por cetamina
em ceélulas renais. As células tratadas com Cetamina na concentragdo de 2,55 mM
apresentaram 50% de viabilidade celular. Assim como para HTMCX, a chalcona
semissintética CPN2F foi utilizada para o tratamento e nas concentracdes de 31,25 e 15,62
UM apresentou viabilidade de cerca de 80%, sendo capaz de reduzir a toxicidade da
Cetamina, nas células HK-2, em 25,6%, quando comparadas ao grupo controle positivo
(cetamina). A chalcona semissintética CPNDICI, nas concentracGes de 31,25 e 15,62
UM, foi capaz de manter a viabilidade celular em cerca de 70%, 79% e 67% nas
concentracgdes 62,5 ,31,25 e 15,62 puM, respectivamente, o que mostra uma redugdo da
toxicidade da Cetamina de 15,6%, 24,6% e 12,6% quando comparadas ao grupo controle
positivo (cetamina). Porém, mesmo alcancando a citoprotecdo, o tratamento com a
chalcona ainda gerou citotoxicidade nas células HK-2, quando comparado ao grupo
controle negativo (CT). Por fim, a CPN3NO2 foi capaz de aumentar a viabilidade celular
de forma significativa nas concentracdes de 31,25 e 15,62 UM em torno de 87,5% e

87,9%, respectivamente. Promovendo, assim, uma reducdo de 27% na toxicidade da
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Cetamina, quando comparamos 0S grupos tratados com o grupo controle positivo

(cetamina).

Figura 15: Percentual de viabilidade das celulas HK-2 tratadas com concentragdes
decrescentes das chalconas semissintéticas CPN2F, CPNDICI e CPN3NO2.
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Legenda: Os experimentos foram realizados com n=3 e 0s dados expressos como
percentual de viabilidade £ EPM. Na analise estatistica foi utilizado one-way ANOVA,
seguido de pos teste de Bonferroni, *p<0,05 vs. CT (controle negativo); #p<0,05 vs.
Cetamina 1Csp (MM). A) viabilidade das células HK-2 tratadas com concentracdes
decrescentes da chalcona semissintética CPN2F; B) viabilidade das células HK-2 tratadas
com concentragdes decrescentes da chalcona semissintética CPNDICI; C) viabilidade das
células HK-2 tratadas com concentracGes decrescentes da chalcona semissintética
CPN3NO2.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 6: Percentual de viabilidade das células HK-2 tratadas com concentragdes
decrescentes das chalconas semissintéticas CPN2F, CPNDICI e CPN3NO2.

Viabilidade Celular (%) HK-2

(LM) CPN2F  CPNDICI CPN3NO2
62,5 78.9+1 8™ 70,2+4,1% 69,746,1"
31,25 80740 7¢ (962207 87,5¢3,7%
15,62 80543 5%  07.0£2,1% 87,9416
Cetamina saqs1g  DHALE" 544:18
0(CT) o45ipy 4522 94,5:22

Legenda: Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM, *p<0,05 vs. 0 CT
(controle negativo); #p<0,05 vs. Cetamina ICso (mM). Na analise estatistica foi utilizado
one-way ANOVA, seguido de p6s-teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 Liberacdo da Molécula da Injuria Renal (KIM-1) em células HK-2.

Para analisar o dano especifico causado pelo tratamento com cetamina em células
renais tubulares, foi realizada a mensuracao da liberacdo de KIM-1, onde se utilizou o
sobrenadante da cultura celular. Observando a figura 17 e tabela 7, se visualiza que o
tratamento com a Cetamina (ICso) foi capaz de aumentar em, aproximadamente, trés
vezes 0s niveis basais de KIM-1 nas células, quando comparado ao grupo controle
negativo (CT).

A fim de avaliar esse acimulo de KIM-1 na presenca do tratamento com as chalconas
(PN, CPN2F, CPNDICI e CPN3NO2) foi utilizada a concentracdo intermediaria de 31,25
MM e se observou que todas as chalconas foram capazes de inibiram a liberacdo de KIM-
1 pelas células. Adicionalmente, as chalconas semissintéticas CPN2F e CPN3NO2
apresentaram capacidade de reversdo completa dos niveis de KIM-1, diminuindo-os,

respectivamente, em 52% e 57%, quando comparadas ao grupo Cetamina.
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Figura 16: Niveis de Molécula da Injaria Renal (KIM-1) em células HK-2
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Legenda: Os dados foram expressos como média £ EPM, onde CT = Controle Negativo,
PN = Produto Natural, CPN2F, CPNDICI e CPN3NO2 = Chalconas semissintéticas. Os
dados foram analisados por one-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 7: Niveis de Molécula da Injuria Renal (KIM-1) em células HK-2

Grupos KIM-1 (ng/mg de proteina)
Controle 0,04194 + 0,002
Cetamina (ICso) 0,1166 + 0,002"
HTMCX 31,25 uM 0,08451 + 0,005
CPN2F 31,25 uM 0,05621 + 0,002%
CPNDICI 31,25 uM 0,07082 + 0,005
CPN3NO2 31,25uM 0,05093 +0,0001"

Legenda: Os dados foram expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way
ANOVA com poés tese de Bonferroni *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. Cetamina.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.6 Microscopia eletronica de varredura de células renais HK2.

A fim de observar o dano celular renal produzida pela Cetamina e da citoprotecédo
conferida as células pela HTMCX e por suas chalconas semissintéticas (CPN2F,
CPNDICI e CPN3NO2) foram realizadas analises utilizando microscopia eletrénica de
varredura (MEV), conforme demonstrado nas figuras (Figuras 18,19,20).

Para o grupo controle negativo (CT), células renais HK-2 ndo tratadas foram
utilizadas, enquanto para demonstrar as lesdes obtidas pela Cetamina, se utilizou a
concentracao definida pela ICsp (2,55+£0,18 mM) e se observaram alteracdes, tais como
formacdo de corpos apoptéticos devido a fragmentacéo do citoplasma, redu¢do acentuada
do volume celular e encolhimento do citoplasma.

Para que fosse possivel a observacdo do processo de citoprotecao, a concentragao
intermediaria de 31,25 uM foi escolhida como padrdo para todos os grupos tratados
(HTMCX, CPN2F, CPNDICI e CPN3NO2). A partir disso, temos que os tratamentos
foram capazes de reverter parcialmente as alteracGes causadas pelo uso da Cetamina,

principalmente, no grupo denominado CPN2F (figura 20)

Figura 17: Eletromicrografia obtida por meio de microscopia eletrénica de varredura

(MEV) de células renais HK-2 em aerobiose.

¥ -
sp | 10/21/2020 [ mag ) | Y W HRY | mode | det 10 ym ——

ad 3:27:05PM | 7000x |20.00kV | 9.7 mm | 59.2ym | SE ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

Legenda: Sao observadas células renais HK-2 em aerobiose. Barra de escala: 10 um. As
imagens foram obtidas com o Microscépio Quanta 450 FEG-FEI (x50.000).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 18: Eletromicrografia obtida por meio de microscopia eletrénica de varredura

(MEYV) de células renais HK-2 submetidas a lesdo pelo tratamento com Cetamina.

f 10/21/2020 | mag [J HV WD HFW mode | det — 10 pm ———
afe 3:40:01PM | 7000x | 20.00kV | 8.6 mm | 59.2uym | SE | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

Legenda: S&o observadas células renais HK-2 em processo indicativo de apoptose. Barra
de escala: 10 um. As imagens foram obtidas com o Microscopio Quanta 450 FEG-FEI
(x50.000).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 19: Eletromicrografia obtida por meio de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) de celulas renais HK-2 submetidas ao tratamento com HTMCX, CPN2F,
CPNDICI e CPN3NO2.

HTMCX 31,25 nM. CPN2F 31,25 nM.

¥ XX 000 kv 9

CPN3NO2 31,25 nM.

Legenda: Sdo observadas células renais HK-2 em processo indicativo de apoptose. Barra
de escala: 10 um. As imagens foram obtidas com o Microscopio Quanta 450 FEG-FEI
(x50.000).

Fonte: Dados da pesquisa.

5.7 Ensaios por citometria de fluxo.

Devido a compilacéo de resultados prévios e com base na analise microscopica das
células, se optou por prosseguir o estudo utilizando-se, apenas, a HTMCX e a chalcona
semissintética (CPN2F) nas concentracGes de 31,25 puM e 15,62 pM, que foram

submetidos a ensaios de analise do potencial 6xido-redutor por citometria de fluxo.

5.7.1 Avaliacdo de mecanismos de morte celular.
A figura 21 mostra a ocorréncia de marcacao representativa com Anexina-V nas
células tratadas com a Cetamina (ICso), apresentando 25,78 + 0,17 % de marcacao,

percentual este que era proximo a zero no controle negativo (0,52 + 0,05 %). Avaliando
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0s grupos tratados HTMCX e CNP2F, na concentracdo de 31,25 uM, foi possivel
evidenciar os efeitos antiapoptoticos dessas substadncias, que reduziram
significativamente o percentual de células marcadas com Anexina-V para 20,46 +0,36 %
(grupo HTMCX) e 10,03 + 0,14 % (CPN2F) em relacéo ao grupo Cetamina. A figura 21
mostra densidade comparativa da avaliacdo da via de morte celular, onde no controle as
células estdo no quadrante inferior direito. Se observou, que o deslocamento da populacéo

de celulas para cima indica marcagdo com P1 e para a direita com a anexina-V.

Figura 20: Ensaio de avaliacdo da via de morte celular em células tubulares renais. As

células necrdticas foram marcadas por Pl e as células apoptéticas foram marcadas por

Anexina-V.
100 *p < 0,05 vs. Controle
— #p < 0,05 vs. Cetamina
*4
80 [ controle
* Il Cetamina
;é\ 60 B HTMCX 31.25
@ = HTMCX 15.62
= i
BN cPN2F 31.25
S 40 *y
w [ CPN2F 15.62
*
*
#
20 * 4
* *
0 ||
PI * i
. +
Anexina

Legenda: Os dados foram expressos em média da porcentagem de distribuicdo de eventos
(células) + EPM. *p<0,05 vs. Grupo controle (CT)/ #p<0,05 vs. Cetamina (ICsp). A
anlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 21: Gréaficos Density Plot representativos da densidade comparativa da avaliacdo
da via de morte celular. As células necroticas foram marcadas por Pl (lodeto de Propidio)

e as células apoptoticas foram marcadas por Anexina V.
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Legenda: Considera-se (CT)= Controle Negativo; (HTMCX) = 2-hidroxi-3,4,6 —
trimetoxiacetofenona; (CPN2F) = chalcona semissintética.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.7.2 Andlise da producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) citoplasmaticas.

Conforme observado no experimento de avaliagdo de morte celular, a utilizacdo de
Cetamina em células HK-2 gerou, preferencialmente, morte celular por apoptose.
Sabendo que a apoptose tem como uma de suas principais causas 0 processo de estresse
oxidativo produzido pelo acimulo de ERO citoplasmaticas, se optou pela realizagdo da
avaliacdo da producdo dessas espécies através da medicdo da fluorescéncia relativa a
oxidacdo do DCFH-DA.

Afigura 22 e a tabela 8 demonstram, através da intensidade da fluorescéncia relativa,
que a utilizacdo de Cetamina em células HK-2 foi capaz de aumentar significativamente
a producdo de ERO em 525% dentro da célula. Por conseguinte, observou-se que o

tratamento com as chalconas (HTMCX e CPN2F) nas concentracdes de 31,25 e 15,62
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UM foram capazes de reduzir significativamente essa producdo, quando comparados ao
grupo Cetamina. Sendo a redugdo em 17,60 % e 40,40 %, respectivamente, no grupo
HTMCX nas concentragdes 31,25 e 15,62 uM e, no grupo CPN2F 31,25 e 15,62 uM,
respectivamente, em 30,99 % e 44,62 %. Os histogramas (Figura 23) das populacGes
celulares demonstraram que a Cetamina (pico vermelho) aumentou a fluorescéncia em
comparacgdo ao grupo controle (pico cinza). O HTMCX (pico azul) foi capaz de reduzir
esse pico, indicando, assim, a reducdo do acimulo de ERO nas duas concentracdes. Tal
comportamento também foi encontrado para as duas concentracbes de CPN2F. Além
disso, o tratamento com as chalconas promoveu o deslocamento da populacgéo celular para

a esquerda, indicando a reducdo na fluorescéncia.

Figura 22: Anélise do estresse oxidativo e produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) citoplasmaticas em células HK-2 por citometria de fluxo (Ensaio DCFH-DA).
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Legenda: Os dados foram expressos como fluorescéncia relativa ao controle £ EPM e
analisados por one-way ANOVA com pdés-teste de Bonferroni, onde *p<0,05 vs.
Controle; #p<0,05 vs. Cetamina.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 8: Avaliagdo da producdo de EROs citoplasmaticas. Intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) das células renais HK-2 submetidas ao

tratamento com Cetamina e tratadas com diferentes concentracdes de chalconas (produto natural e semissintética).

HTMCX HTMCX
Controle Cetamina 31,25 15,62 CPN2F 31,25 CPN2F 15,62
IFR 1,00 £0,02 6,25 +0,3" 515+0,3% 3,73+0,04"% 431+011% 3,46+0,11*

Legenda: Os dados foram expressos como fluorescéncia relativa ao controle + EPM e analisados por one-way ANOVA com pos-teste de

Bonferroni, onde *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. Cetamina. PN = produto natural (uM); CPN2F = chalcona semissintética (LM).

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 23: Histograma representativo do ensaio (DCFH-DA), mostrando o grupo tratado

com HTMCX e CPN2F 31,25 e 15,62 uM
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Legenda: A figura representa o grupo controle (cinza), o grupo tratado com Cetamina
(vermelho) e o grupo tratado com substancia (HTMCX ou CPN2F) 31,25 e 15,62 uM
(azul), onde os picos demonstram a contagem de eventos (células) que apresentam a sua
devia fluorescéncia.

Fonte: Dados da pesquisa

5.7.3 Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial

Sabendo que o tratamento com Cetamina foi responsavel por grande acumulo de
ERO dentro da célula e que esse acumulo pode levar a disfungdo mitocondrial,
principalmente, no ambito do potencial elétrico transmembrana, que é responsavel pela
respiracdo celular, se avaliou, entdo, o A¥m através de uma sonda fluorescente
denominada Rhodamine-123.

A figura 24 e tabela 9 demonstram os resultados através da intensidade de
fluorescéncia relativa. Os resultados mostraram que o grupo tratado com Cetamina teve
0 seu potencial mitocondrial reduzido em 25%, quando comparado com o grupo controle
negativo (CT). Adicionalmente, temos que o grupo CPN2F 31,25 uM apresentou um

aumento significativo do A¥m, atingindo um pico a esquerda em relagdo ao grupo
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controle negativo (CT), demonstrando, assim, o melhor comportamento entre 0s grupos.
Além disso, observam-se os histogramas representativos das populagdes celulares, onde
0s picos a esquerda indicam reducdo potencial transmembranico e picos a direita o

aumento desse potencial (Figura 25).

Figura 24: Andlise do potencial transmembrénico mitocondrial em células HK2 por

citometria de fluxo através do ensaio utilizando a Rodamina 123.
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Legenda: Os dados foram expressos como fluorescéncia relativa ao controle £ EPM e
analisados por one-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni, onde *p<0,05 vs.
Controle; #p<0,05 vs. Cetamina.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 9:Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial. Intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) das células HK2 submetidas ao

tratamento com Cetamina e tratadas com diferentes concentracdes de chalconas (produto natural e semissintética).

HTMCX HTMCX
Controle Cetamina 31,25 15,62 CPN2F 31.25 CPN2F 15.62

IFR 1,00+£0,02 0,75+0,04 054+003 08+0,03 1,29+0,04 0,58 + 0,07

Legenda: Os dados foram expressos como fluorescéncia relativa ao controle £ EPM e analisados por one-way ANOVA com pds-teste de
Bonferroni, onde *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. Cetamina. HTMCX = 2-hidroxi-3,4,6- trimetoxiacetofenona (uM); CPN2F = chalcona
semissintética (UM).

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 25: Histograma representativo do ensaio (Rodamina 123), demonstrando o grupo
tratado com HTMCX e CPN2F nas concentragdes de 31,25 e 15,62 uM
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Legenda: A figura representa o grupo controle (cinza), o grupo tratado com Cetamina
(vermelho) e o grupo tratado com substancia (HTMCX ou CPN2F) 31,25 e 15,62 uM
(azul), onde os picos demonstram a contagem de eventos (células) que apresentam a sua
devia fluorescéncia.

Fonte: Dados da pesquisa

5.8 Avaliacao do acumulo de superoxido em células HK-2

Como forma de complementar os estudos previamente realizados, decidiu-se por
avaliar o acimulo de superéxido (O2), em células renais HK-2. A figura 26 e tabela 10
demonstram que no grupo tratado com Cetamina houve um aumento significativo de
74,6% no acumulo de superoxido, quando comparado ao grupo controle negativo (CT).
Além disso, o tratamento com as chalconas (PN e CPN2F) nas concentracdes de 31,25
UM foram capazes de reduzir significativamente esse acumulo, sugerindo, assim, um

efeito antioxidante nas células HK-2.
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Figura 27: Avaliacdo do acimulo superoxido (O27) em células renais HK-2.

*pPp<0,06vs.CT

250 = #p < 0,05 vs. Cetamina

200 * *

Acimulo de supero6xido (nmol/mg proteina)

Legenda: Os dados foram expressos em média =+ EPM, *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs.
Cetamina. Para analise estatistica foi utilizada one-way ANOVA seguido de pos teste de
Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 10: Avaliacdo do acumulo de superoxido (O27) em células renais HK-2.

. HTMCX HTMCX
Controle Cetamina 31.25 1562 CPN2F 31.25 CPN2F 15.62
Acumulo
de O2
(nmol/mg de 100 £ 0,29 1746 +8,73 108,7+2,16 184,36 +6,84 117,2+6,8 149,9+8,3
proteina)

Legenda: Os dados foram expressos em média =+ EPM, *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. Cetamina. Para analise estatistica foi utilizada one-way

ANOVA seguido de pds teste de Bonferroni. CT=controle negativo; HTMCX= 2-hidroxi-3,4,6 - trimetoxiacetofenona; CPN2F= chalcona

semissintética.
Fonte: Dados da pesquisa.
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5.9 Determinacéo dos niveis de GSH

A fim de avaliar possiveis danos causados pelo mecanismo de estresse oxidativo em
células tubulares renais, foi mensurado o GSH. O grafico abaixo (Figura 27), ilustra o
estresse oxidativo causado pelo tratamento com a Cetamina, que reduziu os valores de
GSH em aproximadamente 10,0 % em relacdo ao controle negativo (CT). Quando
observada a concentracdo de GSH, ap6s o tratamento com o HTMCX 31,25 uM, o gréafico
indica aumento de 24,07 %, quando comparado ao grupo cetamina, o que indica protecao
dessa substancia. Os grupos restantes ndo apresentaram protecdo em relacdo ao grupo
cetamina, 0 que sugere a necessidade da investigacao de outros mecanismos de protecao,

além da defesa antioxidante direta e inespecifica mediada pela glutationa.

Figura 27: Avaliacdo do estresse oxidativo por meio da medida dos niveis de glutationa

reduzida (GSH) em células HK-2.

*Pp <0,06vs.CT

< X i
20000 #p < 0,05 vs. Cetamina

GSH (nmol/mg de prqteina)

Legenda: Os dados sdo expressos como média £ EPM. CT= Controle negativo. Os dados
foram analisados por one-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. CT;
#p<0,05 vs. Cetamina.

Fonte: Dados da pesquisa



79

5.10 Quantificac@o de biomarcadores inflamatorios no sobrenadante de células HK-

2 tratadas com cetamina.

A fim de determinar o envolvimento de um processo inflamatério no tratamento das
células com a Cetamina e a capacidade anti-inflamatéria da HTMCX e da chalcona
semissintética CPN2F, foi realizado o ensaio imunoenzimatico para quantificacdo de
IFN-y e IL-6.

Demonstrou-se que o tratamento com a Cetamina (ICso) foi capaz de aumentar os
niveis da citocina pré-inflamatoria IFN-y em 17,33 % quando comparado ao grupo
controle negativo (C-) (Figura 28 e Tabela 11).

Dando continuidade ao experimento, as células foram tratadas com duas
concentracdes de HTMCX (31,2 e 15,6 uM) e de CPN2F (31,2 e 15,6 uM). Conforme
observado 31,2 e 15,6 pM). Conforme observado, o tratamento com as chalconas foi
capaz de reduzir significativamente a liberacdo de interferon-gamma pelas células

tubulares renais em todos 0s grupos.

Figura 28: Niveis de interferon-gamma (IFN- y) no sobrenadante de células HK-2
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Legenda: Os dados foram expressos em media + EPM, *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs.
Cetamina. Para analise estatistica foi utilizada one-way ANOVA seguido de pos teste de
Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 11: Niveis de IFN- y (pg/mL) no sobrenadante de células HK-2

Grupos

IFN- v (pg/mL)

Controle

Cetamina (ICso)

HTMCX 15,62 uM

HTMCX 31,25 uM

CPN2F 15,62 uM

CPN2F 31,25 pM

256,0 + 2,095

309,7 +1,143"

266,6 £ 0,857%

271,7 + 3,143

274,3 £ 0,190%

267,1 £ 2,952%
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Legenda: Os dados foram expressos como média padrdo = EPM e avaliados por one-way

ANOVA com pos tese de Bonferroni *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. Cetamina.

Fonte: Dados da pesquisa

Para confirmacéo de atividade anti-inflamatoria das chalconas estudadas, a IL-6 foi

dosada e 0 experimento demonstrou que o tratamento com a Cetamina (1Cso) foi capaz de

aumentar 35,96 % a concentracédo de IL-6, quando comparado ao grupo controle negativo

(C-) (Figura 29 e Tabela 12). Além disso, o tratamento com as chalconas HTMCX e

CPN2F, nas concentracbes de 31,2 e 15,6 uM, reduziu significativamente as

concentracdes de IL-6 nas células HK-2.



Figura 29: Niveis de interleucina-6 (IL-6) no sobrenadante de células HK-2
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Legenda: Os dados foram expressos em média =+ EPM, *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs.

Cetamina. Para analise estatistica foi utilizada one-way ANOVA seguido de pos teste de

Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 12: Niveis de IL-6 (pg/mL) no sobrenadante de células HK-2

Grupos IL-6 (pg/mL)
Controle 78,51+ 2,100
Cetamina (ICsp) 122,6 +7,349"
HTMCX 15,62 uM 83,24 £ 1,575*
HTMCX 31,25 pM 81,66 + 0,000%
CPN2F 15,62 pM 80,09 £ 0,524%

CPN2F 31,25 uM

72,21 + 4,199%
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Legenda: Os dados foram expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way
ANOVA com pés tese de Bonferroni *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. Cetamina.

Fonte: Dados da pesquisa

5.11 Estudo in silico

5.11.1 Docking molecular

Nas simulagdes in silico de previsdo tedrica por docking molecular, foram
comparadas as interacGes entre as moléculas das substancias estudadas (cetamina,
HTMCX e CPN2F) e moléculas inibidoras das proteinas INK e MAPK (46A e CJA). A
chalcona semissintética CPN2F exibiu energia de interacdo mais forte (-7,5 kcal/mol) que
a cetamina (-6,3 kcal/mol). O mesmo ocorreu na simulacdo com a MAPK, onde a CPN2F
mostrou maior energia de interacdo (-7,5 kcal/mol) que a cetamina (-7,0 kcal/mol), o que
demonstra, entdo, melhor afinidade de CPN2F, quando comparado a cetamina e ao
HTMCX (- 5,4 kcal/mol e — 6,0 kcal/mol). E importante salientar, que HTMCX
apresentou RMSD (11,330 A), o que demonstra que ndo ha afinidade entre a molécula e
JNK. Os dados referentes a energia de interacdo e ao RMSD (Root Mean Square
Deviation) estdo descritos na tabela 13.

Tabela 13: Energia de interacdo e RMDS das chalconas, cetamina e inibidores dos

ligantes - alvo em ensaio de docking molecular.

Alvos  Ligantes Energia livre (AG kcal/mol) RMSD (A)
Redocking (46A) -8,8 0,072
Cetamina -6,3 2,160
JNK
HTMCX -5,4 11,330
CPN2F -7,5 1,351
Redocking (CJA) -7,5 2,347
MAPK
Cetamina -7,0 2,195
HTMCX -6,0 1,248
CPN2F -7,5 2,661

Legenda: JNK - N-terminal kinase Jun; MAPK - map kinase; HTMCX - 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona; CPN2F - (E)-3-(2-fluorophenyl)-1-(2-hydroxy-3,4,6-
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trimethoxyphenyl) prop-2-en-1-one. Os escores de docking utilizados foram AG® < 6,0

kcal/mol e RMSD < 2,0 A.

Fonte: Dados da pesquisa.

Ainda se tratando do processo de simulagbes de docking molecular foram

observadas as interacdes entre as moléculas e suas respectivas distancias (Tabela 14),

onde se destacam, na tabela 14, a similaridade no local de interacéo do inibidor de JNK e

cetamina (VAL 40), bem como a ocorréncia de ligacdo de hidrogénio entre CPN2F e INK

no aminoacido SER 155 com distancia de 3,26. A figura 30 mostra as imagens 3D e 2D

dessas interagdes.

Tabela 14: InteracGes tedricas entre HTMCX, CPN2F, cetamina e o inibidor 46A com

JNK

REDOCKING (46A) + INK

CETAMINA + INK

j _ DISTANCIA , . DISTANCIA
RESIDUOS INTERACOES RESIDUOS INTERACOES
A A
VAL 40 Alquil 4,96 VAL 40 n-alquil 4,76
n-alquil 4,73 LEU 168 n-sigma 3,56
. Carbono
VAL 158 n-Sigma 3,51 ASN 114 . . 3,72
hidrogénio
LEU 168 n-alquil 5,34
LYS 55 Alquil 5,49
ILE 32 w-alquil 5,26
ALA 36 Alquil 3,92
HTMCX + JNK CPN2F + JNK
; . DISTANCIA ) . DISTANCIA
RESIDUOS INTERACOES RESIDUOS INTERACOES
(A) (A)
VAL 186 Alquil 4,95 VAL 158 n-sigma 3,52
LEU 172 Alquil 39 LEU 168 w-alquil 5,18
Carbono Ligacéo de
HIS 66 . . 3,13 SER 155 3,26
hidrogénio hidrogénio
Carbono
n-n T sheped 5,92 ) o 3,27
hidrogénio
Carbono Carbono
ARG 69 . . 3,21 ASP 151 . . 3,51
hidrogénio hidrogénio



ALA 70

LEU 57

GLN 37

ARG 59

PRO 60

Carbono
hidrogénio
w-alquil
Carbono
hidrogénio
Alquil
Alquil
Alquil
Carbono
hidrogénio
Carbono
hidrogénio
Alquil

3,32
4,08
3,51

3,55
431
4,07

3,78

3,57

4,22

84

Carbono

GLN 37 3,76
hidrogénio

PRO 60 Alquil 4,22

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 31: Interagdes entre HTMCX, CPN2F, cetamina e o inibidor 46A com JNK.
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Legenda: (A) Estruturas tridimensionais das interacdes; (B) Mapas em 2D das interacdes

Fonte: Dados da pesquisa
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As interac6es com MAPK e suas respectivas distancias também foram evidenciadas

nas simulacdes de docking molecular (Tabela 15), onde se destacam as ligagfes em TYR

435 e MET 452 ocorrendo de maneira similar entre todas as moléculas estudadas. A

Tabela 15 mostra a ligacdo entre o residuo MET 452 da proteina MAPK e o &tomo de

flior presente na estrutura da chalcona semissintética CPN2F, com distancia de 3,1 A,

caracterizando uma interacéo forte entre as moléculas. Além disso, a figura 31 mostra em

3D e 2D, os locais de ligacdo entre MAPK e as moléculas, onde em CJA, Cetamina e PN

foram observadas similaridades de localizac¢do e distancias.

Tabela 15: Interac@es tedricas entre HTMCX, CPN2F e cetamina e o inibidor CJA com

MAPK

REDOCKING (CJA) + MAPK

CETAMINA + MAPK

) B DISTANCIA } . DISTANCIA
RESIDUOS INTERACOES RESIDUOS INTERAGCOES
(A) (A)
TYR 435
n-n stacked 3,99 MET 452 n-enxofre 3,95
LEU 456 n-alquil 5,15 TYR435  m-m stacked 4,04
MET 452  z-alquil 4,72
MET 431 n-enxofre 5,34
HTMCX + MAPK CPN2F + MAPK
. . DISTANCIA . . DISTANCIA
RESIDUOS INTERACOES RESIDUOS INTERACOES
(A) (A)
TYR435  7-m stacked 4,83 LEU 456 n-alquil 4,82
Carbono )
SER 413 ] . 3,68 MET 431  =-sigma 3,83
hidrogénio
ILE 445 Alquil 5,05 Alquil 4,08
Carbono )
) . 34 LEU 455 Alquil 4,6
hidrogénio
PRO 447 Alquil 4,19 ILE 420 Alquil 4,13
Carbono ]
3,3 TYR 435 n--alquil 5,35

hidrogénio



Carbono
MET 452 ) )
hidrogénio

n-alquil
Alquil

Carbono
SER 446 _ _
hidrogénio

341

4,47

4,65

3,44

MET 452

PRO 447

nt-rt stacked

n--alquil
Carbono

hidrogénio
Halogénio (fltor)

n--enxofre
Alquil
Alquil

88

3,82

4,78

3,6

3,1

3,79
5,08
4,37

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 32: Interacdes entre HTMCX, CPN2F, cetamina e o inibidor CJA com MAPK.
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MAPK/CJA

MAPK/Cetamina
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Legenda: (A) Estruturas tridimensionais das interagdes; (B) Mapas em 2D das interacdes

Fonte: Dados da pesquisa
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o tratamento com HTMCX
e CPN2F melhorou a viabilidade celular ap6s a inducgao do dano induzido pela cetamina,
refletindo na reducdo da apoptose e na liberacdo de KIM-1 pelas células. Esses achados
foram associados a atenuacdo das alteragfes morfolégicas, principalmente na formacéo
de corpos apoptoticos e a fragmentacdo do citoplasma, estando relacionados a um efeito
antioxidante e protetor das mitocondrias. O tratamento com chalconas reduziu a producao
de citocinas pro-inflamatérias pelas células. Podemos destacar que esses efeitos parecem
estar relacionados a ligacdo das chalconas as proteinas da via JNK/p38 MAPK. Na
maioria dos ensaios, a chalcona semissintética CPN2F apresentou melhores efeitos do
quea HTMCX.

A lesdo renal induzida por farmacos é responsavel por até 25% dos casos de LRA,
sendo essa nefrotoxicidade causada por uma combinagdo de fatores que envolvem
caracteristicas do paciente e da prépria molécula do farmaco (PERAZELLA, 2018). A
instalacdo de hipoxia tecidual e o dano pela formacdo de espécies reativas de oxigénio
nos tubulos renais sdo os principais fatores responsaveis pela morte celular e inflamagao
na LRA induzida por farmacos (PETEJOVA et al. 2020).

A cetamina € utilizada em procedimentos veterinarios, medicina de campo e
desempenha um papel importante em cirurgias pediatricas e procedimentos de
emergéncia (GAO etal. 2016, ORHURHU et al. 2022). Apesar disso, a literatura relatada
toxicidade cardiovascular, neuronal, urogenital, renal e outras. A toxicidade renal da
cetamina é relatada como decisiva para a saide do paciente, pois seu mecanismo de dano
nos rins ainda ndo esta totalmente elucidado e inclui a expressdo de genes ligados ao
processo apoptotico, ativacdo do sistema inflamatério e causas idiossincraticas
(GOLDEN et al. 2016, LOPES et al. 2016).

As chalconas sdo os precursores dos flavonoides e possuem uma ampla gama de
efeitos biofarmacologicos, incluindo efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios. Estudos
como o de Fang et al. 2015 demonstraram que chalconas semissintéticas, analogas aos
curcuminoides, foram capazes de inativar vias de apoptose importantes para 0 processo
inflamatorio em doencgas crbnicas. Além disso, as chalconas mostraram atividade
nefroprotetora na apoptose induzida por farmacos em células tubulares renais humanas
(THONGNUANUJAN et al. 2021). Ademais, chalconas semissintéticas foram capazes de

reduzir os danos renais por meio da inibicdo de fatores pro-inflamatérios, além de serem
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responsaveis por reduzir os danos oxidativos renais causados pelo diabetes e pela
hiperlipidemia (CHEN et al. 2018)

Dessa forma, devido a relevancia dessa condi¢do patologica e a importancia do uso
da cetamina em procedimentos clinicos, se torna necessaria a descoberta de moléculas
capazes de proteger a estrutura do tecido renal deste tipo de lesdo. Assim, decidiu-se por
investigar o mecanismo de citoprotecdo mediado pela chalcona HTMCX e suas derivadas
semissintéticas em um modelo in vitro de LRA induzida por cetamina.

A metodologia experimental utilizada neste estudo foi baseada em um modelo bem
descrito e estabelecido, que utilizou anestésicos, como cetamina e Xxilazina, em células
cardiacas, hepaticas e renais (KOVACOVA et al. 2016). No presente estudo, foi analisada
a capacidade de recuperacdo de celulas tubulares renais humanas apés a lesdo in vitro
induzida por cetamina e posterior tratamento com a chalcona HTMCX e suas derivadas
semissintéticas. Sendo, entdo, evidenciada a avaliacdo isolada das celulas renais sem a
possivel interferéncia de mecanismos e processos biolégicos que pudessem compensar
de alguma forma os danos causados pelo uso do farmaco.

Quando realizado o ensaio do MTT, as células tratadas com a chalcona denominada
de HTMCX, a propria molécula de 2-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona, e suas
derivadas semissintéticas (CPNB, CPNC, CPNA4CI, CPN4F, CPNDICI, CPN2F e
CPN3NO2) apresentaram graus de viabilidade variaveis, sendo as moléculas CPNB,
CPNC, CPNA4CI, CPNA4F citotoxicas em todas as concentracdes utilizadas. O que se
apresentou diferente em relacdo ao HTMCX, que demonstrou promover reducdo de
viabilidade celular apenas nas trés maiores concentracdes, sendo, entdo, as outras
mantidas em estudo. Por fim, as moléculas semissintéticas CPNDICI, CPN3NO2 e
CPN2F tiveram auséncia de toxicidade nas duas menores concentracdes estudadas.
Assim, as substancias semissintéticas, que apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade
significativa e o produto natural foram escolhidos para 0s experimentos que se seguiram.
A reduzida citotoxicidade renal do produto natural e de algumas de suas moléculas
derivadas foi descrita por Magalhdes et al. 2022. Ademais, outros autores também
demonstraram a baixa toxicidade dessas substancias em variadas linhagens celulares, bem
como em estudos in vivo, sendo isso, portanto, determinante para o estudo de suas
atividades bioldgicas (SILVA et al. 2020; DA SILVA et al. 2021).

O ensaio de MTT também foi realizado para avaliar a citotoxicidade da cetamina
em células renais e demonstrou que o farmaco apresentou toxicidade expressiva nas

maiores concentracGes testadas no estudo. Situacdo semelhante foi observada por
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Kovacova et al. 2016, que demonstraram reduc¢éo da viabilidade celular em células renais
de gamo tratadas com cetamina em altas concentra¢es. Assim, definiu-se a ICso desse
farmaco, que foi utilizada para o experimento de citoprotecéo, onde a cetamina foi capaz
de inviabilizar 50% das células HK-2 utilizadas. As células tratadas com o produto natural
e as chalconas semissintéticas, previamente selecionadas, apresentaram recuperacao
parcial da viabilidade, demonstrando que essas substancias exerceram efeito protetor
sobre a linhagem celular HK-2.

ApoOs a realizacdo dos ensaios de citoprotecdo, decidiu-se por analisar o dano
especifico em células renais tubulares através da mensuracdo de KIM-1, uma
glicoproteina multifuncional (90 kDa) que ¢é conhecida por apresentar clivagem em sua
regido extracelular, durante o processo de lesdo renal, levando a deteccao desse dominio
na urina e sangue de pacientes de maneira precoce e sensivel, visto que, quando ha morte
celular renal o KIM-1 solavel também pode ser detectado no plasma. Dessa forma,
aumento nas concentracdes de KIM-1 urinario e plasmatico podem refletir na lesdo
tubular renal (SABBISETTI et al. 2014; KARMAKOVA et al. 2021)

O presente trabalho, analisou a concentracéo de KIM-1 no sobrenadante de células
HK-2 submetidas ao contato com a cetamina, de acordo com o modelo citado
anteriormente, e tratadas com as chalconas. Sendo observado o aumento significativo dos
niveis de KIM-1 nas células tratadas apenas com a cetamina. Esse resultado corrobora
com o que foi visto por Li et al. 2015, onde o tratamento com a cetamina foi capaz de
aumentar significativamente os niveis de KIM-1, ocasionando danos irreversiveis em
animais. No presente estudo, a concentracdo de KIM-1, nas células tubulares, apresentou
reducdo significativa apds o tratamento com as chalconas HTMCX, CPN2F, CPNDIClI e
CPN3NO2. Resultados semelhantes foram vistos por outros estudos, que analisaram a
capacidade de citoprotecdo das chalconas naturais e sintéticas em células renais tratadas
com moléculas nefrotoxicas (TANG et al. 2021; LEE et al. 2015).

Estudos in vivo e in vitro demonstraram a capacidade da cetamina em provocar
alteracdes morfoldgicas em tecido renal, bem como em células e mitocéndrias do sistema
nervoso, onde as estruturas observadas por microscopia eletronica de varredura
apresentaram retracdo de volume, aparecimento de corpos apoptoticos e degeneracdo
nuclear (ZOU et al. 2009; WAI et al. 2012; EUSTAQUIO et al. 2018). No presente
trabalho, foi realizada a avaliacdo das estruturas morfolégicas através da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), a fim de se analisar as alteracGes ultraestruturais

provocadas pela cetamina e o efeito do tratamento com as chalconas. Assim, pdde-se
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notar que o uso da cetamina nas células foi capaz de provocar alteracbes ligadas ao
processo apoptotico, enquanto o tratamento com as chalconas foi capaz de promover
melhora parcial nas estruturas celulares submetidas a esse processo. Se observou, ainda,
que os tratamentos, com a HTMCX e, principalmente, com a chalcona semissintética,
denominada CPN2F, foram os melhores para a reverséo parcial da apoptose causada pela
cetamina.

Observando os resultados obtidos previamente, decidiu-se por utilizar a HTMCX
e CPN2F para os estudos de avaliacao das alteracGes celulares caracteristicas de apoptose
e/ou necrose. Para isso, foram utilizados ensaios de citometria de fluxo, que se apresentam
como tecnologias de analise multiparamétrica rapida de células Unicas em solugdo e que
garantem facil execucdo e reprodutibilidade (GIVAN, 2011). A deteccdo da apoptose foi
realizada através da utilizacdo da Anexina V, que , quando combinada com lodeto de
Propidio (IP), permite uma distingdo entre células necroticas (Anexina V+/IP+) e células
apoptoticas precoces (Anexina V+/IP-). Essa molécula é uma proteina de ligagdo de
fosfolipidios que se liga a fosfatidilserina e se desloca para a regido externa da membrana
celular, indicando o processo apoptético (McKINNON, 2018).

No presente estudo, a populacéo de células renais submetidas a lesdo pelo uso da
cetamina apresentou um aumento significativo dos eventos de morte celular por apoptose,
qguando comparados ao controle negativo. Esses achados corroboram com estudos
anteriores realizados in vitro e in vivo, que demonstraram a capacidade pronunciada da
cetamina em provocar apoptose celular (LI et al. 2015; BUSTAMANTE et al. 2019).
Ademais, nesse trabalho, se observou que as chalconas HTMCX e CPN2F foram capazes
de reduzir significativamente o percentual de morte celular por apoptose causada pela
cetamina. Resultados semelhantes foram demonstrados por Lee et al. (2015), que
estudaram chalconas semissintéticas capazes de reduzir o processo apoptético em células
renais submetidas a citotoxicidade induzida por farmaco. Somado a isso, outros autores
observaram a capacidade de substancias contendo chalconas e flavonoides, que tem as
chalconas como precursoras, em reduzir a apoptose em diversas linhagens celulares,
reforcando, assim, o efeito antiapopt6ticos das chalconas em processo de lesdo (JONES
& SHOSKES, 2000; KHULMANN, 1998; LIAO et al. 2020; ADELUSI et al. 2021).

O estresse oxidativo celular foi avaliado por citometria de fluxo através da
utilizacdo de DCFH-DA e Rodamina 123, que sdo, respectivamente, marcadores de
estresse oxidativo citoplasmatico e mitocondrial. O tratamento com HTMCX e CPN2F

gerou reducdo do acumulo de espécies reativas de oxigénio induzido pelo uso da
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cetamina, bem como, no caso da chalcona semissintética, foi capaz de aumentar o
acumulo mitocondrial de Rodamina 123, levando a melhora do potencial
transmembranico mitocondrial na populagdo celular estudada. Dessa forma, os achados
indicam o envolvimento da respiracao celular e equilibrio 6xido redutor nos mecanismos
de morte e reparo celular, demonstrando, ainda, formas de atuacdo das substancias em
estudo. Esses resultados corroboram com trabalhos anteriores, que observaram o potente
efeito antioxidante da classe das chalconas, bem como de suas derivadas sintéticas, em
diversos modelos de estudos (QIAN et al. 2011; SIVAKUMAR & PRABHAKAR, 2011;
ALY, FODAH & SALEH, 2014; CAO et al. 2020).

Ainda para confirmacdo do envolvimento do mecanismo de estresse oxidativo
instalado pelo uso da cetamina e abrandado pelo tratamento com as chalconas, foram
avaliados o acimulo do radical superéxido e os niveis de GSH em células renais HK-2
submetidas ao modelo previamente descrito. No presente estudo, foi demonstrada a
capacidade da cetamina em promover aumento do acumulo de superéxido mostrando,
entdo, o aumento na producdo de ERO causada pelo farmaco. J& o tratamento com as
chalconas HTMCX e CPN2F foi capaz de reduzir significativamente esse acumulo,
sugerindo, assim, um efeito antioxidante em celulas renais HK-2.

A glutationa (GSH) também foi avaliada, conforme descrito anteriormente, pois
é um tripeptideo importante, que atua como um antioxidante enddgeno ndo enzimatico e
esta envolvida na regulacdo metabdlica, apesar de ter seus estoques esgotados
rapidamente durante o processo de desintoxicacdo de ERO (URSINI & MAIORINO,
2020; ROSA et al. 2021). Nesse trabalho, foi observada a reducéo significativa dos niveis
de GSH nas células renais tratadas com a cetamina. Além disso, o tratamento com o
HTMCX promoveu o aumento do GSH, o que corrobora com os resultados achados
anteriormente no presente estudo ligados a atividade antioxidante das chalconas.

A dosagem de biomarcadores inflamatorios é parte importante de estudos que
avaliam o potencial pro e anti-inflamatério de diversas substancias. No tecido renal, as
citocinas produzidas sdo capazes de induzir a proliferacdo local de células tubulares e
intersticiais, bem como sintetizar matriz extracelular e gerar a formacdo de ERO.
Citocinas inflamatdrias produzidas em células tubulares, principalmente, em situacoes de
estresse oxidativo causado por nefrotoxicidade sdo responsaveis pela instalacdo de lesbes
renais (VIANNA et al. 2011; XU et al. 2015). Dessa forma, decidiu-se por investigar a
producdo de mediadores pro-inflamatérios, como IFN- y e IL-6 em células expostas a

cetamina e tratadas com chalconas.
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O interferon-gama (IFN-y) é uma citocina pro-inflamatéria moduladora das
respostas imunes centrais e periféricas, e esta, intimamente, ligado a resposta
inflamatoria, sendo produzida por células T e natural killer (NK). Essa citocina coordena
uma série de mecanismos celulares através da regulacdo da transcricdo de genes
imunologicamente relevantes e é utilizada como biomarcador da lesdo renal em modelos
invitro einvivo (SCHRODER etal. 2004; SONEKATSU etal. 2016; LU & CROWLEY,
2018; PEDROSO et al. 2020).

No presente trabalho, foi observado que os niveis de IFN-y, em células HK-2
tratadas com cetamina, se apresentaram aumentados significativamente, o que demonstra
a capacidade inflamatdria da cetamina nessa linhagem celular. J& o tratamento com as
chalconas HTMCX e CPN2F foi capaz de reduzir a concentracdo desse mediador
inflamatorio. Esses resultados corroboram com o que foi visto por autores, como Ahmad
et al. 2006, que observou a capacidade de hidroxichalconas em inibir a producgéo de IFN-
vy em linhagem celular envolvida no processo inflamatoério. Além disso, outros estudos
demonstraram que as 2-hidroxichalconas apresentam mecanismo de acédo ligado a cascata
da inflamacéo (KONTOGIORGIS, MANTZANIDOU & LITINA, 2008).

Conforme dito anteriormente, & inegavel a importancia da dosagem de
biomarcadores inflamatérios e, sendo assim, decidiu-se por avaliar 0s niveis de
Interleucina-6 (IL-6) no modelo estudado. A IL-6 é uma citocina pré-inflamatoria e
exerce sua acdo atraves dos transdutores de sinal, que levam a ativacdo das cascatas
JAK/STAT (Janus quinase/transdutor de sinal e ativador de transcricdo) e MAPK
(proteina quinase ativada por mitdgeno) (HEINRICH et al. 2003; JOHN, 2018). Ademais,
sdo relatadas na literatura evidéncias de que a LRA é um processo inflamatério mediado
por uma séries de citocinas, dentre as quais a IL-6, que em alta concentracdo circulante
no organismo pode levar a disfuncdo organica nos rins (RATLIFF et al. 2013;
GREENBERG et al. 2015).

No presente trabalho, os niveis de IL-6 se apresentaram elevados
significativamente nas células renais tubulares tratadas com cetamina confirmando,
entdo, o estimulo inflamatério gerado pelo farmaco. O tratamento com HTMCX e CPN2F
diminuiu a concentracdo de IL-6 nas células, demonstrando efeito anti-inflamatério
dessas moléculas. Esses resultados corroboram com o que foi visto em outros estudos,
onde a administracdo de cetamina foi capaz de aumentar os niveis de IL-6 e outras

citocinas pré-inflamatorias (FAN et al. 2015; LI et al. 2017). A capacidade dessa classe
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de moléculas em atenuar a liberacdo de IL-6 foi descrita anteriormente na literatura
(NOWAKOWSKA, 2007; KIM et al. 2008; PINHO-RIBEIRO et al. 2015).

No processo de instalagdo da LRA, ocorre a associacdo de estresse oxidativo,
inflamacéo e apoptose de células renais, evidenciando o papel essencial desses processos
para a instalacdo da lesdo. Conforme observado por estudos anteriores, a via apoptotica
induzida pelo estresse do reticulo endoplasmatico esta envolvida com o estimulo da lesdo
renal aguda induzida por farmacos nefrotdxicos, onde o estresse causado pelo uso desses
farmacos estimula o complexo JNK e a cascata de sinalizacdo MAPK (LEE et al. 2015;
DING et al. 2019; MENG et al. 2022).

JNK é uma das trés vias de MAPK, que controla processos como proliferacdo
celular, diferenciacdo, migracdo, inflamacdo e apoptose, podendo ser ativada como
resposta a estimulos que ocorrem nas lesdes renais aguda e crénica, tais como produgéo
de citocinas inflamatérias e estresse oxidativo. No mecanismo dessa via, JNK ap0s
ativada pode fosforilar residuos de serina e treonina de diversos substratos (BODE &
DONG, 2007, WAGNER & NEBREDA, 2009; GRYNBERG, MA & NIKOLIC-
PATERSON, 2017). O presente trabalho evidenciou, atraves de simulacdes de docking
molecular, a interacdo entre a JNK e as moléculas de cetamina, HTMCX e CPN2F e foi
observada a existéncia de ligacdo de hidrogénio de forca moderada entre residuo de serina
(SER 155) da JNK e a molécula de chalcona semissintética, o que denota um possivel
sitio de agdo da substancia nessa molécula. Além disso, através da anélise da energia de
interacdo e RMDS dessas estruturas, se pdde notar, que a afinidade existente entre INK e
CPNZ2F era significativamente importante.

A fim de complementar a avaliagdo, optou-se por analisar a interacdo entre a via
apoptotica anteriormente citada e as substancias estudadas, assim, foi realizado o docking
molecular, com MAPKSs, que sdo proteinas funcionalmente conectadas a regulacdo de
mecanismos celulares envolvidos diretamente com a doenca renal (CUARENTAL et al.
2019). Estudos anteriores mostraram que o0 aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como IL-6, promovem a ativacdo das MAPKS, levando ao aumento
das reacGes inflamatdrias e apoptose celular em células tubulares renais (ZHANG et al.
2018; MENG et al. 2022).

No presente estudo, foi observada a afinidade entre MAPK e a chalcona CPN2F,
medida através da energia de interacdo e RMSD, o que mostra a possivel capacidade de
ligacdo entre as moléculas. No docking molecular, se pode evidenciar, ainda, a ligacéo,

caracterizada como forte, do flior da CPN2F com o residuo de metionina (MET 452) da
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MAPK, demonstrando possivel sitio de ligacdo da chalcona semissintética na estrutura
da proteina, visto que as ligacbes de halogénios apresentam analogia a ligacdo de
hidrogénio, sendo interagdes direcionais entre um atomo de halogénio e elétrons livres de
outra estrutura, que promovem maior estabilidade aos ciclos aromaticos (VALADARES,
2009). Anteriormente, Chen et al. 2018, mostraram que chalconas semissintéticas foram
capazes de inibir a producdo de citocinas inflamatdrias através da inibicdo da via de
sinalizacdo MAPK em tecidos renais e cardiacos, sendo esse achado complacente com o
estudo aqui realizado.

E importante ressaltar que a chalcona semissintética CPN2F apresentou melhores
resultados, em todas as analises, que a HTMCX extraida diretamente do marmeleiro-
cravo. E possivel se observar a tendéncia da industria farmacéutica em realizar alteragbes
de uma variedade de grupos funcionais em candidatos a novos farmacos, substituindo ou
adicionando atomos variados, que agreguem positivamente o mecanismo de agdo, a
farmacocinética, bem como promovam a reducdo de efeitos adversos dessas substancias
(LAURENCE et al. 2009; PITALUGA, 2015). Estudos anteriores demonstram um
aumento do desenvolvimento de novos farmacos que contém um ou mais &tomos de flior
em sua estrutura quimica. Além disso, estima-se que 20 a 25% dos medicamentos
produzidos pela industria farmacéutica ja possuem pelo menos um atomo desse halogénio
em sua constituicdo. Esse interesse extenso se deve, principalmente, ao fato de que o
atomo de fldor promove mudancas significativas nas caracteristicas estruturais e de
reatividade dos compostos (BORKIN et al. 2012; PITTALUGA, 2015).

Dessa forma, nossos resultados contribuem para o entendimento da leséo renal
causada por farmacos utilizados na pratica clinica. E destacam as chalconas naturais e
semissintéticas, como fontes importantes de abordagem de estratégias e ferramentas

farmacoldgicas na pesquisa, inovacédo e desenvolvimento de novas terapias.
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7 CONCLUSAO

O tratamento com chalconas naturais (HTMCX) e semissintéticas protegem as
células epiteliais tubulares renais humanas (HK-2) contra danos oxidativos causados pela
citotoxicidade renal induzida pela cetamina. A chalcona semissintética CPN2F
apresentou melhores efeitos em todo o estudo. Efeitos possivelmente associados a
inibicdo do processo apoptdtico, com envolvimento de espécies reativas de oxigénio,
alteracdo do potencial mitocondrial, do processo inflamatorio e da liberacdo de KIM-1
em células tubulares renais. Os ensaios de docking molecular sugerem, ainda, que as vias
de sinalizacdo MAPK e JNK podem ser alvo das chalconas estudadas, assim como da

cetamina.
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