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RESUMO

A cisplatina é um agente antineoplasico utilizado no tratamento de diversos tipos de
cancer. Apesar de seus efeitos positivos no tratamento do cancer, ainda enfrentamos
uma importante limitagdo quanto ao seu uso que se deve a potenciais efeitos
colaterais. Dentre estes efeitos, a nefrotoxicidade € o principal fator limitante da terapia
com cisplatina. A cisplatina pode causar desequilibrio de eletrdlitos no organismo e
lesdo renal aguda (LRA) devido a necrose tubular. Diferentes mecanismos parecem
contribuir para a patogenicidade renal do composto incluindo lesdo vascular,
inflamacé&o, isquemia, estresse oxidativo e morte celular. O estudo de potenciais
estratégias de prevencao da lesédo renal induzida pela cisplatina tem se tornado um
desafio pois deve-se encontrar um meio de proteger os rins, porém sem reduzir a
eficacia do farmaco no tratamento do cancer. Diferentes estudos mostram que o uso
de compostos antioxidantes pode representar uma importante op¢ao na prevencao da
lesdo renal através da reducao da producdo de espécies reativas. O probucol € o
succinobucol (composto derivado do probucol) sdo compostos hipolipemiantes com
propriedades antioxidante e anti-inflamatéria, que vém demonstrando efeitos
benéficos em diferentes modelos experimentais de patologias. Neste sentido, o
objetivo geral deste trabalho foi investigar, o possivel efeito protetor do probucol e seu
derivado succinobucol frente a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em células
HEK 293. Inicialmente, as células foram tratadas com probucol ou succinobucol nas
concentracdes de 0,5, 1, 3 e 10 uM durante 48 h. O tratamento com probucol nio
causou nenhuma alteragdo na viabilidade celular, enquanto que o tratamento com
succinobucol, na concentracdo de 10 uM, significativamente reduziu a viabilidade
celular. A partir destes resultados, escolhemos as concentragdes de 10 uM para o
probucol e 3 uM para o succinobucol, as quais hdao demonstraram efeitos citotoxicos
no ensaio de viabilidade celular, para serem utilizadas nos ensaios posteriores. Em
experimentos paralelos, as células foram expostas a cisplatina (10, 20, 50, 75, 100 e
200 uM) durante 24 h. A exposicao a cisplatina na concentragao de 200 uM causou
uma reducado de 30% na viabilidade das células HEK 293, porém sem induzir morte
celular através do ensaio de incorporagdo do iodeto de porpidio. Em seguida,
investigou-se o possivel efeito protetor do probucol e do succinobucol na toxicidade
induzida por cisplatina. As células foram pré-tratadas com os compostos durante 24 h
e, expostas a cisplatina por 24 h. O pré-tratamento com os compostos probucol e
succinobucol nao protegeu as células contra o efeito citotdxico induzido pela
cisplatina. Tendo em vista que existe a necessidade de efetivos agentes protetores
capazes de reduzir o efeito téxico da cisplatina sobre o tecido renal, mais estudos sao
necessarios, utilizando tempos maiores de pré-tratamento com os compostos. Além
disso, estudos adicionais sdo também importantes para melhor entender o mecanismo
de toxicidade da cisplatina em células HEK 293, além do potencial mecanismo de
protecao dos compostos.

Palavras-chave: Probucol. Succinobucol. Cisplatina. Nefrotoxicidade.
Estresse Oxidativo. Células HEK 293.



ABSTRACT

Cisplatin is an antineoplasic agent used to treat various types of cancer. Despite its
positive effects on cancer treatment, we still face an important limitation regarding its
use due to potential side effects. Among these effects, nephrotoxicity is the main
limiting factor of cisplatin therapy. Cisplatin can cause electrolyte imbalance in the body
and acute kidney injury (AKI) due to tubular necrosis. Different mechanisms appear to
contribute to the renal pathogenicity of the compound including vascular injury,
inflammation, ischemia, oxidative stress and cell death. Study potential strategies for
cisplatin-induced kidney injury prevention has become a challenge as looking for a way
of protecting the kidneys must be found, but without reducing the effectiveness of the
drug in treating cancer. Different studies show that the use of antioxidant compounds
may represent an important option in preventing kidney injury by reducing the
production of reactive species. Probucol and succinobucol (a compound derived from
probucol) are hypolipidemic compounds with antioxidant and anti-inflammatory
properties, which have been shown beneficial effects on different experimental models
of pathologies. Therefore, the general objective of this work was to investigate the
possible protective effect of probucol and its derivative succinobucol against cisplatin-
induced nephrotoxicity in HEK 293 cells. Initially, cells were treated with probucol or
succinobucol at concentrations of 0.5, 1, 3 and 10 uM for 48 h. Probucol treatment did
not cause any change in cell viability, while succinobucol treatment at 10 pM
significantly reduced cell viability. From these results, we chose concentrations of 10
MM for probucol and 3 uM for succinobucol, which showed no cytotoxic effects in the
cell viability assay, for use in subsequent assays. In parallel experiments, cells were
exposed to cisplatin (10, 20, 50, 75, 100 and 200 pM) for 24 h. Exposure to cisplatin
at a concentration of 200 uM caused a 30% reduction in viability of HEK 293 cells, but
without inducing cell death by propidium iodide assay. Then, the possible protective
effect of probucol and succinobucol on cisplatin-induced toxicity was investigated.
Cells were pretreated with compounds for 24 h and exposed to cisplatin for 24 h.
Pretreatment with the probucol and succinobucol compounds did not protect the cells
against cisplatin-induced cytotoxic effect. There is a need for effective protective
agents capable of reducing the toxic effect of cisplatin on renal tissue, further studies
are needed using longer pretreatment times with the compounds. In addition, further
studies are also important to better understand the toxicity mechanism of cisplatin in
HEK 293 cells, as well as the potential protection mechanism of the compounds.

Keywords: Probucol, Succinobucol, Cisplatin, nephrotoxicity, oxidative stress, HEK
293 cells.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Atividade de agentes antineoplasicos conforme ciclo celular.

Figura 2- Estrutura quimica do composto Cisplatina em 2D.

Figura 3 — Eventos fisiopatolégicos envolvidos na nefrotoxicidade por cisplatina.
Figura 4 — Estrutura dos compostos Probucol (A) e Succinobucol (B).

Figura 5 — Linha do tempo representando o protocolo experimental utilizado para os
Compostos Probucol e Succinobucol.

Figura 6 — Linha do tempo representando o protocolo experimental utilizado para a
cisplatina.

Figura 7 — Linha do tempo representando o protocolo experimental utilizado para
investigar o efeito protetor dos compostos Probucol e Succinobucol, frente a
toxicidade da cisplatina.

Figura 8 — Efeitos do tratamento com os compostos probucol e succinobucol na
viabilidade de células HEK 293.

Figura 9 — Efeitos da exposigéo a cisplatina sobre a viabilidade e morte celular em
células HEK 293.

Figura 10 — Efeito dos compostos probucol e succninobucol na reducao da viabilidade

celular induzida por cisplatina.



LISTA DE ABREVIATURAS

AlIF Fator de indugao da apoptose

DMEM Dulbeco modified eagle médium

DMSO Dimetilsulfoxido

DMTU Dimetilureia

EROs Espécies reativas

FDA Food and Drug Admnistration

GGT Gama glutamiltranspeptidase

GPx Glutationa Peroxidase

GSH Gilutationa

HDL Colesterol de alta densidade

INCA Instituto nacional do cancer

IP lodeto de propidio

LRA Leséao renal aguda

MAPK Proteinas cinases ativadas por mitdgenos
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5 difenil tetrazolium]
NF-kB Fator de transcricdo nuclear kappa

OCT2 Transportador de cations organicos 2
OMS Organizagao Mundial da Saude

TFG Taxa de filtragdo glomerular

TNF-a Fator de necrose tumoral



SUMARIO

1. INTRODUGAO 12
1.1 CANCER 12
1.2 CISPLATINA 14
1.2.1 Nefrotoxicidade induzida por cisplatina 15
1.2.2 Mecanismos de nefrotoxicidade induzidos pela cisplatina: uma énfase
no estresse oxidativo 17
1.3 PROBUCOL E SUCCINOBUCOL 21

2. JUSTIFICATIVA 23

3. OBJETIVOS 24
3.1 OBJETIVO GERAL 24
3.1.1 Objetivos Especificos 25

4. MATERIAIS E METODOS 25
4.1 CULTURA CELULAR 25
4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 26
4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 28
4.4 ENSAIO DE MORTE CELULAR 29
4.5 ANALISE ESTATISTICA 29

5. RESULTADOS E DISCUSSAO 30
5.j EFEITOS DO PROBUCOL E SUCCINOBUCOL NA VIABILIDADE DE
CELULAS HEK 293 30

5.2 TOXICIDADE DA CISPLATINA EM CELULAS HEK 293 Erro! Indicador nio
definido.30

5.3 EFEITOS DO PROBUCOL E SUCCINOBUCOL NA TOXICIDADE INDUZIDA
POR CISPLATINA EM CELULAS HEK 293 34

6. CONCLUSAO 37
REFERENCIAS 38



12

1. INTRODUGAO

1.1 CANCER

O numero de casos diagnosticados de cancer no Brasil € no mundo esta em
constante aumento nos ultimos anos, um desafio ndo apenas para os pacientes que
convivem com a doenga, mas também para médicos e demais profissionais da area
da saude. Suas causas ndo sao totalmente compreendidas, porém, sabe-se que um
terco das mortes se deve a simples fatores: indice de massa corporal alto, ma
alimentagao, sedentarismo, radiagao, alcool e tabagismo, sendo este ultimo o mais
importante (OMS, 2019). O cancer pode ser considerado, na maior parte dos paises,
a segunda maior causa de o6bitos da populacdo (HOYERT, 2012) e em 2018 foi
responsavel pela morte de 9,6 milhdes de pessoas (OMS, 2019). Segundo a
Organizagdao Mundial de Saude (OMS), os casos de morte relacionados ao cancer
ultrapassam as estatisticas de morte por doengas neuroldgicas, ficando atras apenas
dos numeros relacionados a morte por problemas cardiovasculares (OMS, 2016).
Para os anos de 2018 e 2019, no Brasil, ha o surgimento anual de 600 mil novos casos
de neoplasias (INCA, 2018).

Biologicamente falando, o cancer é caracterizado por varias doengas que
possuem um padrdo de multiplicagdo celular descontrolada e geracédo de células
anormais. Este crescimento descontrolado provém de mutagées no DNA de origem
genética, que ocorrem devido a exposigao a agentes mutagénicos ou devido ao
préprio envelhecimento. Os canceres também apresentam alteragbes epigenéticas
que, associadas as genéticas, levam as mutagdes de expressao e funcado de genes
regulatorios de processos celulares (KUMAR et al, 2018. Cap 6). Tais alteragdes sao
hereditarias e ttm como resultado a apresentagao dessas nas células-filha. As células
mutadas possuem vantagem sobre as células ndo mutadas, fazendo com que
predominem na populagao celular e possuam certa autonomia (KUMAR et al, 2018.
Cap 6).

Ha diferentes formas de tratamento para as neoplasias: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Em alguns casos ha a necessidade de associacao de duas formas para
uma eficacia maior do tratamento. Dentre as opcdes de tratamento, a escolha da
quimioterapia € mais frequente entre os casos de cancer. Seu objetivo principal é

induzir a morte das células mutadas; entretanto a maioria dos farmacos ndo atua de
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forma especifica gerando lesdes nao somente as células malignas mas
comprometendo também células saudaveis. Existem diferentes agentes
antineoplasicos disponiveis para uso na clinica, os quais atuam através de
mecanismos de agao que interferem no ciclo celular, cada um em uma fase diferente
do ciclo (MURAD; KATZ, 1996) (Figura 1).

Figura 1 — Atividade de agentes antineoplasicos conforme ciclo celular.
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Legenda: A figura apresenta as classes de compostos antineoplasicos mais comumente utilizados e

seu mecanismo de agao no ciclo celular. Adaptado de: ALMEIDA, Vera Lucia de et al. 2005.

Dentre as classes de agentes antineoplasicos destacam-se os agentes
alquilantes, antimetabdlicos, derivados de plantas (taxdides e alcaldides-vinca),
antibidticos citotoxicos, inibidores da proteina quinase, anticorpos monoclonais e
outros. Os agentes alquilantes, por sua vez, sao os farmacos mais antigos utilizados
no tratamento do cancer desde 1940 e também estdo entre os mais utilizados. Entre
os agentes alquilantes estdo as mostardas nitrogenadas, nitrosureias, compostos de
platina e outros. Estes compostos sdo agentes citotoxicos que interagem com o DNA
inibindo a sintese de novo material genético. Desta forma, estes medicamentos

interferem com o ciclo celular levando a célula a morte (RANG et al, 2016 Cap. 50).



14

1.2 CISPLATINA

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina (ll)) € um composto da classe dos
agentes alquilantes e sua atividade citotoxica foi descoberta em meados de 1960,
quando observou-se seu efeito antineoplasico em um estudo utilizando camundongos
com tumor ja estabelecido (ROSENBERG et al, 1969). Posteriormente, em 1978 a
cisplatina foi aprovada para o tratamento de cancer de ovario e testiculo (HIGBY et al,
1978). Atualmente, este composto € utilizado para o tratamento de diversos tipos de
cancer incluindo ovarios, testiculo, bexiga, eséfago, pulmao, cabega, pesco¢o, mama,
préstata, dentre outros. A estrutura quimica da cisplatina pode ser observada na figura
2.

Figura 2- Estrutura quimica do composto cisplatina em 2D.
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Fonte: Drugbank <(https://www.drugbank.ca/drugs/DB00515)>

O mecanismo de acdo da cisplatina envolve, basicamente, a ligacdo do
composto ao DNA, desta forma prejudicando a transcricdo e replicagdo celular e
resultando em apoptose (FLOREA et al, 2011). Além disso, outros mecanismos
também desempenham papel importante no seu efeito antineoplasico como a
interferéncia na sintese e reparo de DNA, a producao de espécies reativas, alteracdes
na proteina supressora de tumor p53, indu¢ao de apoptose através da interagao entre
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e caspases e disfungdo mitocondrial via
estresse no reticulo endoplasmatico (MANOHAR et al, 2018; PERES et al, 2013;
SANTOS, 2006).

A cisplatina tem sido utilizada na clinica por 40 anos e apesar de seus efeitos
positivos no tratamento do cancer, ainda enfrentamos uma importante limitacdo

quanto ao seu uso que se deve a potenciais efeitos colaterais. A partir de alguns


https://www.drugbank.ca/drugs/DB00515
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estudos, verificou-se que entre os efeitos colaterais do farmaco estda um grande
potencial de desencadeamento de neurotoxicidade, ototoxicidade e nefrotoxicidade
apd6s uma unica dose. Dentre estes efeitos, a nefrotoxicidade é o principal fator

limitante da terapia com cisplatina (SANTOS et al, 2012).

1.2.1 Nefrotoxicidade induzida por cisplatina

As funcdes do rim incluem a formacgao da urina, reabsorgao e secrecao tubular,
funcdes enddcrinas através da produgéo de eritropoietina e renina e regulacao de
calcio no organismo associada a metabolizacdo da vitamina D (HARTMANN, 1994).
Devido ao seu papel em manter a homeostase sanguinea, os rins estdo muito
susceptiveis a toxicidade por alguns compostos. A definicido de nefrotoxicidade
engloba alteragbes tanto funcionais quanto estruturais, resultado da acédo de
substancias que possuem toxicidade no parénquima renal, cujo efeito toxico pode
estar associado a altas concentracbes ou devido ao tecido renal possuir
caracteristicas que o tornam mais sujeito a danos causados por determinados
compostos (GORDON et al, 1986).

Como mencionado anteriormente, a cisplatina induz potencial toxicidade sobre
os rins, o que limita o tratamento com o farmaco. A maior parte da cisplatina é
excretada através dos rins, sua excrecao biliar e intestinal € minima, o que torna sua
concentracdo neste 6rgao cinco vezes maior que a concentragdo sanguinea
(SANTOS et al, 2012). Aincidéncia destes efeitos nefrotdxicos também vem de fatores
de risco como idade, histérico de doengas, a forma de tratamento, além de outros
fatores enddgenos (MIZUNO et al, 2013). Os efeitos tdéxicos atingem principalmente
os tubulos proximais, especialmente a por¢cédo S3; entretanto, os glomérulos e os
tubulos distais também sdo afetados posteriormente (SCHNELLMANN, 2001). A
concentracao de cisplatina nas células dos tubulos renais é cerca de cinco vezes mais
alta do que no sangue (PERES et al, 2013). A incidéncia de nefrotoxicidade aumenta
com o aumento da dose, da frequéncia e duracdo do tratamento, o que,
consequentemente, compromete a eficacia da terapia (HANIGAN et al, 2003).

A prevaléncia de nefrotoxicidade induzida por cisplatina é alta, ocorrendo em
aproximadamente um tergo dos pacientes em tratamento com o farmaco (ARANY et
al, 2003). As principais manifestagdes clinicas aparecem cerca de 10 dias apds sua
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administracdo e sao caracterizadas por redugao na taxa de filtragdo glomerular,
aumento da creatinina sérica e redugao das concentragcdes séricas de potassio e
magnésio (GONZALES-VITALE et al, 1977; GOMES et al, 1986). A cisplatina pode
causar desequilibrio de eletrdlitos no organismo e lesdo renal aguda (LRA) devido a
necrose tubular (PABLA et al, 2008). A exposi¢cao continua e prolongada ao farmaco
pode levar a uma cronicidade da lesao renal e outras nefropatias (HAN et al, 2009).

A LRA é caracterizada por uma redugao da fungao renal que, como o proprio
nome diz, ocorre de forma abrupta, dentro de poucas horas ou dias. Nesta situacéo,
ha uma diminuicdo na taxa de filtragcdo glomerular, com consequente aumento na
concentracdo de creatinina e ureia séricas, bem como alteragdes na homeostase
eletrolitica além de uma diminui¢cdo do débito urinario, que ocorrem cerca de 48h apés
eventos clinicos ou outros. Os sintomas clinicos n&o séo especificos e incluem mal-
estar, febre, fraqueza, dor lombar, possivel diminuicdo do volume urinario, entre
outros, e podem ser confundidos com diversas doencas (MUNDT et al, 2011). O
diagnodstico da LRA é baseado em exames laboratoriais como a dosagem de
creatinina sérica, clearence de creatinina, avaliacdo de sedimento urinario, exames
de imagem e inclusive bidpsia renal (SANCHEZ-GONZALES et al, 2011).

O tratamento com cisplatina parece causar LRA em 20-30% dos pacientes.
Além da LRA, outras formas de manifestacdo de sua toxicidade incluem
hipomagnesemia, sindrome de Fanconi, acidose tubular, defeitos no processo de
concentragao renal, microangiopatia trombaética e outras complicagdes (MANOHAR et
al, 2018). Diferentes mecanismos parecem contribuir para a patogenicidade renal do
composto incluindo lesao vascular, inflamacéao, isquemia, estresse oxidativo e morte
celular. Ha também estudos demonstrando que a cisplatina possui capacidade de
causar disfungdo mitocondrial nas células renais, juntamente com o dano ao DNA
nuclear, o que é resultante do estresse oxidativo coordenado pela agéo das espécies
reativas de oxigénio como o radical anion superdoxido. Com o aumento destas
espécies reativas ha uma liberagcédo de citocromo ¢ no citosol, o que da inicio a uma
série de eventos que resultara na morte celular, geralmente por apoptose (SANTOS,
2006). Um estudo comparativo com um analogo, a carboplatina, demonstrou que a
cisplatina induziu uma maior quantidade de células a morte (HARRAP, 1985).
Também foi observado que a administragdo de cisplatina induziu o aumento da

expressao de citocinas inflamatdrias e quimiocinas renais, incluindo a interleucina 1,
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interleucina 18, CX3CL1 (uma quimiocina envolvida nas etapas iniciais de inflamacéao)
e interleucina 3 em camundongos (FAUBEL et al, 2007).

Como mencionado anteriormente, a toxicidade da cisplatina sobre o sistema
renal € um importante fator limitante no tratamento com o composto. Neste contexto,
algumas medidas sao tomadas para minimizar os efeitos toxicos da cisplatina. Para a
prevencao da lesdo renal, uma das principais medidas adotadas é o aumento da
hidratagdo dos pacientes em conjunto com a administracdo de manitol, que favorece
a diurese e a excrecdo da cisplatina, reduzindo a exposi¢cdo renal ao composto
(SANTOS et al, 2006). Alguns farmacos também sdo empregados para esta fungao,
como os inibidores do transportador de cations organicos 2 (OCT2), um transportador
de cations responsavel pelo transporte da cisplatina nas células tubulares renais
(SPROWL et al, 2013). Diretrizes europeias recomendam também o ajuste da dose
de cisplatina conforme a funcao renal do paciente e administracdo de agentes que
previnam a nefrotoxicidade (LAUNAY-VACHER, 2008). Entretanto, mesmo com estas

medidas, o comprometimento renal ocorre de maneira frequente.

1.2.2 Mecanismos de nefrotoxicidade induzidos pela cisplatina: uma

énfase no estresse oxidativo

Os mecanismos de nefrotoxicidade da cisplatina tem sido extensivamente
estudados nos ultimos anos. De uma maneira geral, a base patofisiolégica da
toxicidade da cisplatina € mediada pela sua entrada nas células tubulares renais. Uma
vez dentro das células, a cisplatina ativa diferentes vias de sinalizagdo, com inducéo
de resposta inflamatdria, culminando com a morte das células renais. A cisplatina
também pode causar lesao vascular, culminando com diminuigéo do fluxo sanguineo
e dano isquémico no tecido renal, o que contribui para a redugao na taxa de filtragao
glomerular (Figura 3). Juntos esses eventos contribuem para o desenvolvimento de
LRA (PABLA et al, 2007).
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Figura 3 — Eventos fisiopatoldgicos envolvidos na nefrotoxicidade por cisplatina
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Legenda: Apds a entrada da cisplatina nas células tubulares renais, ocorre a ativagdo de vias de
sinalizagdao como a via das MAPK e proteina supressora de tumor p53, bem como, a produgédo de
EROs, o que promove a morte celular. Ao mesmo tempo, a cisplatina induz a produg¢do de TNF-a nas
células tubulares o que desencadeia a resposta inflamatéria que contribui para os danos celulares. A
cisplatina também pode gerar danos na vasculatura renal, causando morte das células tubulares por
isquemia e diminuicdo da TFG. EROs, espécies reativas de oxigénio; MAPK, proteinas cinases
ativadas por mitégenos; TGF, taxa de filtracdo glomerular; TNF-qa, fator de necrose tumoral a. Adaptado
de: PABLA et al, 2007.

Devido ao seu baixo peso molecular e sua neutralidade, a cisplatina entra
livremente nas células tubulares renais, gerando alta concentracdo nas células
tubulares proximais do coértex renal interno e também na camada medular externa
(KUHLMANN, 1997). Um transportador catiénico organico (OCT) foi identificado como
principal transportador responsavel pela entrada da cisplatina nas células renais. Foi
demonstrado que o tratamento com cimetidina, um inibidor de OCTs previne
parcialmente a toxicidade da cisplatina (LUDWIG et al, 2004). Ciarimboli e
colaboradores demonstraram que o OCT2 é o principal transportador atuando na
entrada da cisplatina nos tubulos renais (CIARIMBOLI et al, 2010, CIARIMBOLI et al.,
2005).
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Uma vez nas células tubulares renais, a cisplatina exerce diversos efeitos
téxicos culminando com morte celular através de mecanismos de necrose e apoptose.
Estudos com ratos demonstram que altas doses do composto induzem necrose
enquanto que em baixas doses ocorre ativagdo de vias apoptoéticas (YU et al, 2007),
sugerindo que a dose de cisplatina pode determinar o tipo de morte celular. Outros
estudos demonstram que a cisplatina induz a nefrotoxicidade através de mecanismos
como (i) danos ao DNA, (ii) produgdo de espécies reativas, (iii) interagdo com a
proteina p53, (iv) interagdo com o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e capases
intrinsecas, (v) disfungdo mitocondrial e (vi) alteracbes na sinalizagdo de calcio nas
células (MANOHAR et al, 2018).

A cisplatina reage com o DNA resultando em ligagbes cruzadas intracadeias,
as quais conduzem a um prejuizo no ciclo celular, levando a apoptose (JIANG et al,
2008). Estudos também demonstram que o DNA mitocondrial pode ser o sitio mais
comum de ligacdo da cisplatina. Além do DNA, a cisplatina interage com RNA,
proteinas e fosfolipideos (CULLEN et al, 2007).

A lesao induzida pelo uso de cisplatina pode gerar interferéncias na polaridade
celular, modificando ions hidrogénio, magnésio, potassio e calcio o que pode ser um
fator contribuinte para diminuir a reabsorgao no tubulo proximal e distal, aumentando
a excrecao destes ions. Além disso, a lesao gerada pela cisplatina ao epitélio dos
tubulos renais pode resultar em um retorno do filtrado glomerular a circulagado (LAJER
et al, 2005). Além disto, a resposta inflamatdria gerada pelo uso de cisplatina se deve
ao fato de que este composto ativa a fosforilacdo e translocacdo do fator de
transcricao nuclear kappa B (NF-kB), e sua ativagdo promove a transcricdo de genes
que codificam mediadores inflamatérios (MILLER et al, 2010). Estes eventos
aumentam a expressao de TNF-a o qual pode desencadear a morte das células dos
tubulos renais, contribuindo para o processo de nefrotoxicidade (ZHANG et al, 2007)

Além desses mecanismos, o estresse oxidativo parece desempenhar um papel
importante na toxicidade da cisplatina. O estresse oxidativo é caracterizado por um
desequilibrio entre a produgao de espécies reativas e a sua detoxificacido. A cisplatina
pode induzir estresse oxidativo através da indugcao da producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e também da deplegao da glutationa (GSH). Uma vez captada
pelas células renais, a cisplatina reage rapidamente com tidis, como a GSH (PABLA
et al, 2008). A GSH ¢ o principal antioxidante ndo enzimatico nos sistemas bioloégicos

e sua deplecao resulta no aumento do estresse oxidativo nas células. Quando
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absorvida a cisplatina forma um conjugado com a GSH (cisplatina-GSH) no figado, o
qual, quando chega aos rins, é clivado a um metabdlito toxico, através da agédo da
enzima Gama-glutamiltranspeptidase (GGT), culminando em morte celular
(WAINFORD et al, 2008). Além disso, vale ainda ressaltar que a reacgao da cisplatina
com grupamentos tidis resulta na deplecdo ou inativagdo da GSH, causando um
acumulo de EROs, culminando com estresse oxidativo.

Outro mecanismo que contribui para o estresse oxidativo induzido pela
cisplatina é a disfungdo mitocondrial. A cisplatina parece aumentar a geragédo de
EROs através de alteracbes na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial.
Kruidering e colaboradores mostraram que o tratamento com cisplatina em células
tubulares proximais foi capaz de inibir os complexos mitocondriais | ao IV, resultando
na diminuicdo da produgdo de ATP geragdo de EROs (KRUIDERING et al, 1997).
Ademais, a Cisplatina também parece induzir a produgdo de EROs via sistema
citocromo P450 (CYP). Um estudo in vivo demonstrou que em animais transgénicos,
que nao expressavam CYP2E1, a geragdo de EROs induzida pelo tratamento com
cisplatina foi atenuada, assim como o dano renal (LIU et al, 2003).

As EROs tém por natureza a capacidade de atacar e modificar moléculas, como
DNA, lipidios e proteinas, resultando em dano celular. Além disso, as EROs também
estdo envolvidas na ativagcado das vias de sinalizagdo importantes na nefrotoxicidade
produzida pela cisplatina, incluindo vias apoptéticas (JIANG et al, 2007). Neste
cenario, compostos antioxidantes tém sido estudados para verificar o potencial de
protecao frente a nefrotoxicidade causada pela cisplatina, entre eles destacam-se
melatonina (SAAD et al, 2002), N-acetilcisteina (WU et al, 2005), vitamina E
(NAZIROGLU et al, 2004), compostos naturais como a curcumina (WALY et al, 2011),
entre outros. Alguns estudos foram realizados em humanos com suplementacéo de
micronutrientes antioxidantes, incluindo vitamina C, E e selénio, porém, nao foi
possivel verificar nenhum beneficio (WEIJL et al, 2004). A dosagem do antioxidante e
o estado clinico do paciente s&o determinantes na possibilidade de prevencéo do dano
renal (PABLA et al, 2008). Ressalta-se a importancia de o antioxidante nao interferir
na eficacia do tratamento anti-cancer em andamento, agindo localmente nos rins,
como demonstrado em muitos estudos utilizando compostos naturais (SHIMEDA et
al, 2005).

Além dos estudos com antioxidantes, outros compostos tém sido investigados

como potenciais agentes protetores frente a nefrotoxicidade da cisplatina. Alguns
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compostos tidis sdo utilizados para desempenhar esta fungao, pois acredita-se que
sdo capazes de formar um complexo com a cisplatina prevenindo a formag¢ao de um
conjugado cisplatina-glutationa. Um exemplo € a Amifostina, o unico composto
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para a nefrotoxicidade induzida
pela cisplatina em casos de cancer avangado de ovario e pulmao. Contudo, o efeito
citoprotetor da Amifostina ainda néo foi demonstrado de forma consistente ja que
existem varios relatos de ototoxicidade mesmo com administracdo de doses corretas
do farmaco (MANOHAR et al, 2018).

1.3 PROBUCOL E SUCCINOBUCOL

O probucol (Figura 4A) foi descrito em 1970 como um composto hipolipemiante
em um estudo com camundongos, ratos e macacos (BARNHART et al, 1970), efeito
também confirmado em humanos (DRAKE et al, 1969). Trata-se de um composto
fendlico com propriedades antioxidante e anti-inflamatdria, que foi utilizado na clinica
para o tratamento de doencgas cardiovasculares; entretanto ndo esta mais disponivel
em muitos paises devido ao seu potencial de causar efeitos colaterais como arritmias
ventriculares e redugéo no colesterol de alta densidade (HDL) (TARDIF et al, 2002).

Apesar da demonstracdo de efeitos colaterais, o probucol ainda é utilizado
clinicamente em paises como o Japdo, desde 1985, para o tratamento de
aterosclerose e na prevencgao de doencgas cardiovasculares (YAMASHITA et al, 2009).
Além disso, o probucol ainda figura entre estudos clinicos para avaliar suas
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas. A partir de tais resultados, seria possivel
entao inseri-lo novamente em determinados protocolos terapéuticos (YAMAMOTO et
al, 2008). Exemplo disto sdo estudos que demonstram sua capacidade de modular a
atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx) (COLLE et al, 2013) e
propriedades anti-inflamatérias (PFUETZE et al, 2000). O probucol também apresenta
efeitos cardioprotetores, previne ataques cardiacos e retarda a aterosclerose em
humanos (SAWAYAMA et al., 2002; YAMASHITA et al., 2008).

Estudos experimentais também demonstraram os efeitos neuroprotetores do
probucol em modelos de doenca de Parkinson, Alzheimer e Huntington (COLLE et al,
2013; RIBEIRO et al, 2013; SANTOS et al, 2012), os quais foram relacionados ao seu
potencial efeito anti-inflamatério e antioxidante. Nos rins, ja foi demonstrado os efeitos
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do probucol como protetor em modelo de LRA induzida por contraste em ratos, onde
o composto inibiu a apoptose das células renais (MA et al, 2019). Em um estudo
recente, o probucol foi capaz de reduzir os danos renais em um modelo de nefropatia
diabética induzido pela administracdo de estreptozotocina em camundongos, sendo
tal efeito atribuido a uma diminuicdo no estresse oxidativo (YANG et al, 2017).

O succinobucol (AGI-1067) (Figura 4B) € um éster monosuccinico derivado do
probucol que retém as propriedades antioxidantes deste composto (MENG et al.,
2002; SUNDELL et al., 2003), porem sem induzir os efeitos colateriais do probucol. O
succinobucol demonstrou ser um agente antioxidante (SUNDELL et al, 2003), com
potencial hipolipémico (TARDIF et al, 2008), além de apresentar propriedades anti-
inflamatdrias, diminuindo a expressao de células de adesao e citocinas inflamatérias
(LUYENDYK et al, 2007). Dados da literatura mostram que o succinobucol previne o
desenvolvimento da aterosclerose (SUNDELL et al.,, 2003) e é capaz de reduzir
significativamente a incidéncia de infarto do miocardio e o acidente vascular cerebral
em pacientes cardiopatas (TARDIF et al., 2008). Estudos também demonstraram que
o succinobucol apresenta atividade antidiabética, sendo capaz de reduzir os niveis de
hemoglobina glicada e de glicose de jejum (TARDIF et al., 2008), além de apresentar
efeitos benéficos frente a condicdo de resisténcia a agao da insulina (CRIM et al.,
2010).

Além disso, esse composto apresentou efeitos benéficos em modelos de
doenca de Parkinson (SANTOS et al, 2017) e Huntington (COLLE et al, 2016),
apresentando efeitos superiores aos efeitos do probucol (COLLE et al, 2013). Um
estudo recente demonstrou que o tratamento com succinobucol em células de
neuroblastoma humano SH-SYS5Y é capaz de aumentar os niveis de GSH através da
modulacgdo da enzima glutamato cisteina ligase (GCL, uma enzima chave na sintese
da GSH), o que conferiu protecao frente a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo
induzidos pelo acido 3-Nitropropidnico (COLLE et al., 2016). Além disso, Santos e
colaboradores demonstraram que o Succinobucol foi capaz de conter a perda de
neurénios dopaminérgicos na substancia negra induzida pela administragao da toxina
MPTP em um modelo de doenga de Parkinson em camundongos (SANTOS et al.,
2017).
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Figura 4 — Estrutura dos compostos Probucol (A) e Succinobucol (B).

Fonte: (Santos et al, 2016)

2. JUSTIFICATIVA

Desde sua aprovagao pelo FDA (American Food and Drug Admnistration) em
1978, a cisplatina vem sendo utilizada constantemente como tratamento para
diferentes casos de neoplasias. Seu efeito terapéutico aumenta proporcionalmente ao
aumento da dose/frequéncia, o que se apresenta também como fator limitante devido
a resultar em nefrotoxicidade (PERES et al, 2013).

Quando administrada, a cisplatina tende a se acumular nos tubulos renais
proximais onde da origem a espécies reativas de oxigénio, gerando o processo de
estresse oxidativo, um dos principais desencadeadores da nefrotoxicidade, além de
outros mecanismos (PABLA et al, 2008).

A LRA é uma das principais manifesta¢des clinicas da nefrotoxicidade da
cisplatina, onde de forma abrupta se da um decaimento da taxa de filtracao glomerular
devido ao dano as células epiteliais tubulares, glomerulares e endoteliais vasculares.
Estudos comprovam que pacientes em tratamento com o antineoplasico
apresentaram aumento na excreg¢ao de PB2-microglobulina, um importante marcador
de dano tubular proximal, além de albumina e imunoglobulina G (IgG) que também
s&o marcadores de dano renal (SANTOS et al, 2006).

O tratamento com cisplatina se torna prejudicado e limitado devido aos seus
efeitos adversos, sendo o dano renal o mais preocupante devido a sua alta taxa de

morbidade e mortalidade associadas a toxicidade do medicamento. Para prevencao
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de tais quadros, atualmente, se aplicam tratamentos com intensa hidratagao visando
0 nao acumulo do farmaco nos rins (PERES et al, 2013).

O estudo de potenciais estratégias de prevencgao da lesdo renal induzida pela
cisplatina se torna um desafio pois deve-se encontrar um meio de proteger os rins,
porém sem reduzir a eficacia do farmaco no tratamento do cancer (PABLA et al, 2008).
Diferentes estudos mostram que o uso de compostos antioxidantes pode representar
uma importante opcéo na prevencao da lesao renal através da redug¢ao da producéao
de espécies reativas (FLOREA et al, 2011). Neste sentido, o interesse em estudar
compostos antioxidantes como o probucol e o succinobucol € relevante,
principalmente devido ao fato de que esses compostos apresentam importante
atividade antioxidante e anti-inflamatéria em diferentes modelos experimentais.

Tendo em vista que (i) o uso da cisplatina induz potencial efeito nefrotdxico; (ii)
o efeito nefrotdxico induzido pela cisplatina limita a sua utilizacdo na clinica; (iii) o
estresse oxidativo desempenha um papel importante na toxicidade da cisplatina
(FLOREA et al, 2011); (iv) os compostos probucol e succinobucol sdo potentes
antioxidantes e ja demonstraram efeito protetor em modelos de toxicidade/patologia e
(COLLE et al, 2013) (v) ainda ha uma necessidade de efetivos agentes protetores para
reduzir o efeito toxico da cisplatina sobre os rins, acredita-se que a busca de possiveis
agentes com atividades renoprotetoras € amplamente justificavel. Desta forma, a partir
dos resultados e observacbes obtidas, o presente trabalho visa a contribuir com
conhecimento basico que pode auxiliar no desenvolvimento de futuros estudos
farmacolégicos clinicos visando a prevengdao da lesdo renal causada pelo

antineoplasico cisplatina sem comprometer sua eficacia no tratamento do cancer.

3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € investigar, em um modelo in vitro, o possivel
efeito protetor do probucol e seu derivado succinobucol frente a toxicidade induzida

pela cisplatina em células HEK-293.
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3.1.1 Objetivos especificos

a) Avaliar, através de testes de viabilidade celular, o efeito dos compostos

probucol e succinobucol em células HEK-293;

b) Avaliar, através de testes de viabilidade e morte celular, o efeito toxico

da exposicao a cisplatina em células HEK-293;

c) Investigar o possivel efeito protetor do composto probucol contra a

toxicidade induzida pela cisplatina em células HEK-293;

d) Investigar o possivel efeito protetor do composto succinobucol contra a

toxicidade induzida pela cisplatina em células HEK-293.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURA CELULAR

Para este estudo in vitro foram usadas células embrionarias de rim humano
(HEK-293, ATCC — Rockville, EUA), gentilmente cedidas pela professora Dra. Fabiola
Branco Filippin Monteiro. As células HEK-293 sao provenientes de rim de um feto
saudavel abortado, em meados da década de 70, com causas desconhecidas. As
células foram mantidas em meio DMEM (Dulbeco Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 0,28 pg/uL de
gentamicina e 250 ug de anfotericina B. As culturas foram mantidas em estufa umida
a 37°C com atmosfera de 5% de CO:2 e cultivadas em placas de petri com area de
crescimento de 60,8 cm?2. O meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias e o repique
ocorreu conforme necessidade verificando a confluéncia celular (~90%), utilizando
solucao de tripsina 1x. Os experimentos foram realizados em 60-70% de confluéncia

celular e foram utilizadas células entre as passagens 5 e 10.



26

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os compostos cisplatina e probucol foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich.
O composto succinobucol foi sintetizado previamente em colaboragdo com o
Professor Dr. Marcelo Godoi da Universidade Federal do Rio Grande, Campus Santo
Antbénio da Patrulha em parceria ja estabelecida (WEINGARTEN, 2004; COLLE et al,
2013). Os compostos probucol e succinobucol foram preparados em Dimetilsulféxido
(DMSO) que foi utilizado como veiculo e cuja concentragédo ndo ultrapassou 0,1% nas
células. A cisplatina foi preparada em solugao salina (NaCl) 0,9%. Para os
experimentos as células foram cultivadas em placas de 96 pocos.

Inicialmente foi realizada uma curva de concentragdo com os compostos
probucol e succinobucol para entao definir qual a concentragcado que seria usada para
cada composto nos experimentos posteriores. As células foram tratadas com veiculo
(DMSO 1%), probucol (0,5 pM, 1 uyM, 3 yM e 10 pyM) ou com seu derivado
succinobucol (0,5 uM, 1 uM, 3 uM e 10 uM), durante 48h e, ao final do tratamento foi
realizado o teste de viabilidade celular através do ensaio de reducado do MTT (Figura
5). Baseado nestes resultados foram determinadas as concentragdes de 10 uM para
o Probucol e 3 uM para o Succinobucol, para utilizacdo nos demais ensaios propostos

neste estudo.

Figura 5 — Linha de tempo representando o protocolo experimental utilizado para os compostos

probucol e succinobucol.

Plagueio Tratamento com Ensaio de
probucol e viabilidade
succinobucol celular

Legenda: As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, com 6.000 celulas/pogo e incubadas
durante 24h em estufa Umida com atmosfera de 5% de CO:2 a 37°C. Apds, as células foram tratadas
com os compostos probucol e succinobucol com as concentragdes previamente escolhidas e incubadas
nas mesmas condi¢des durante 48h. Em seguida foi realizado o ensaio de viabilidade celular (MTT).
Fonte: O autor, 2019.
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Em outro experimento, as células foram expostas a concentragdes crescentes
de cisplatina (10 yM, 20 pM, 50 uM, 75 uM, 100 uM e 200 uM) ou veiculo (salina)
durante 24 horas e em seguida foram realizados os testes de viabilidade (MTT) e

morte celular (ensaio de captagao do iodeto de propidio) (Figura 6).

Figura 6 — Linha de tempo representando o protocolo experimental utilizado para a cisplatina.

48h 24h
Plaqueio Tratamento com Ensaio de
cisplatina morte e
viabilidade
celular

Legenda: As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, com 6.000 celulas/pogo e incubadas
durante 48h em estufa umida com atmosfera de 5% de COz a 37°C. Apds, as células foram tratadas
com cisplatina utilizando as concentragbes previamente escolhidas e incubadas nas mesmas
condi¢des durante 24h. Em seguida, foram realizados os ensaios de morte (IP) e viabilidade celular
(MTT). Fonte: O autor, 2019.

Para investigar se os compostos probucol e succinobucol seriam capazes de
proteger as células frente a toxicidade da cisplatina, as células foram pré-tratadas com
os compostos nas concentragdes escolhidas anteriormente durante 24h. Apoés o pré-
tratamento com os compostos antioxidantes, nas concentragdes de 10 uM para o
probucol e 3 yM para succinobucol, foi realizado o tratamento com cisplatina na
concentragéo de 200 uM durante 24h. Posteriormente foram realizados ensaios de

viabilidade celular (Figura 7).
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Figura 7 — Linha do tempo representando o protocolo experimental utilizado para investigar o efeito

protetor dos compostos probucol e succinobucol frente a toxicidade da cisplatina

24h 24h 24h
Plaqueio Tratamento com Tratamento com Ensaio de
probucol e cisplatina viabilidade
succinobucol celular

Legenda: As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos com 6.000 células/pogo e incubadas
durante 24h em estufa umida com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Em seguida as células foram
tratadas com os compostos probucol (10 uM) e succinobucol (3 uM) e incubadas mais 24h nas mesmas
condigdes. Apods este pré-tratamento, as células foram expostas a cisplatina (200 uM) e novamente

incubadas durante 24 h e, em seguida foi realizado o ensaio de viabilidade celular (MTT).

4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para o ensaio de viabilidade celular, as células foram semeadas em placas com
configuracado de 96 pocos, na densidade de 6.000 células/pogo. O ensaio de reducao
do MTT (MOSMAN, 1983) foi utilizado para verificar a viabilidade celular. Neste ensaio
verifica-se a capacidade da redugao do sal tetrazdlico, MTT, [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil tetrazolium], pelas desidrogenases provenientes das mitocondrias das
células, em um composto azulado denominado formazan. Apds os tratamentos, o
meio de cultivo foi removido e adicionado aos pogos 100 uL de uma solugao de MTT
0,5 mg/mL. As células foram incubadas durante uma hora e meia a 37 °C protegidas
da luz. Apds o tempo de incubacgao, a solugado de MTT foi removida e 100 pyL do
solvente DMSO foi adicionado aos pocos para solubilizar o formazan. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotémetro (Multileitora Infinite M200 - TECAN)
no comprimento de onda de 540nm. A viabilidade celular foi expressa pela

porcentagem do controle (células tratadas com veiculo, 100%).
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4.4 ENSAIO DE MORTE CELULAR

Para os ensaios de morte celular, as células foram semeadas em placas com
configuracdo de 96 pocgos, na densidade de 6.000 células/pogo. Como ensaio de
morte celular, utilizou-se o teste da incorporagdo do iodeto de propidio (IP), um
marcador nuclear fluorescente de coloracdo vermelha que se intercala em qualquer
DNA desde que a membrana celular esteja permeavel (ROSA et al., 1997). Esta
propriedade deve-se ao fato de que marcadores de DNA de elevado peso molecular,
como o Pl, ndo sao capazes de penetrar na célula intacta. Desta forma somente
marcam células que apresentem alteracbes na permeabilidade da membrana
plasmatica, o que ocorre nos estagios finais do apoptose ou na morte celular por
necrose.

Para este ensaio, primeiramente foi adicionado 10 uL de uma solugao de Triton
X-100 2% em alguns pogos chamados de controle positivo (100 % de morte) e a placa
foi incubada por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado em cada pog¢o 5 yL de uma
solugao de lodeto de propidio 147 pg/mL e as células foram incubadas por 20 minutos
a 37°C. Posterior foi realizada a leitura da fluorescéncia em 535 nm de excitagao e
617 nm de emissao, utilizando espectrofotdmetro (Multileitora Infinite M200 — TECAN).
Os resultados foram determinados em porcentagem em relagéo ao controle positivo

(100% de morte celular, células tratadas com Triton X-100 2% por 10 minutos).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa STATISTICA, na versao
8.0 (StatSoft, Inc., 2008). Analises de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias foram
utilizadas para avaliar as diferencas entre grupos, seguido do teste de comparacdes
multiplas de Tukey. Os dados foram representados como média + erro padrao da
média e diferengas entre grupos foram consideradas significativas para um valor de
p< 0,05. Através do programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA,

USA) foi realizada a produgao dos graficos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITOS DO PROBUCOL E SUCCINOBUCOL NA VIABILIDADE DE
CELULAS HEK 293

Primeiramente foi avaliada a viabilidade das células HEK 293 apds o
tratamento com os compostos antioxidantes probucol e succinobucol. O tratamento
com o composto probucol durante 48 h, ndo causou alteragdes significativas na
viabilidade celular, em nenhuma das concentra¢des testadas (Figura 8A). Por outro
lado, foi observada uma redugao de aproximadamente 25% na viabilidade das células
tratadas com o composto succinobucol na concentragcao de 10 yM (p< 0,001; Figura
8B). A partir destes resultados, estabeleceu-se entdo as concentragdes de 10 uM para
o probucol e 3 uM para o succinobucol, as quais ndo demonstraram efeitos citotéxicos

no ensaio de viabilidade celular, para serem utilizadas nos ensaios posteriores.

5.2 TOXICIDADE DA CISPLATINA EM CELULAS HEK 293

Em seguida, investigou-se o efeito da cisplatina nas células HEK 293. Para este
experimento, as células foram expostas a cisplatina, em concentragdes crescentes
durante 24 h. O tratamento com cisplatina causou uma reducao significativa na
viabilidade celular apenas na concentragado de 200 uM (p <0,001; Figura 9A). Essa
reducao observada na viabilidade celular foi em torno de 30 % em relagdo ao grupo
controle. Os resultados observados estdo de acordo com outros dados observados na
literatura, onde também houve uma diminuigcdo da viabilidade celular apds exposi¢cao
a cisplatina.

Avaliou-se também a morte celular através do ensaio de incorporag¢ao do iodeto
de propidio (IP) para as mesmas condigdes celulares e néo foi observada nenhuma
alteracao significativa nas concentrac¢des utilizadas (Figura 9B).
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Figura 8 —Efeitos do tratamento com os compostos probucol e succinobucol na viabilidade de células
HEK 293
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Legenda: As células foram tratadas com concentragdes crescentes dos compostos probucol (A) e
succinobucol (B) por 48 h. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de redugédo do MTT. Os
resultados sdo expressos em porcentagem do controle. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata e os dados representam médias + EPM de 4 experimentos independentes. *** p<0,001 indica
diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle através de analise de variancia de uma via, seguida

pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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Figura 9 — Efeitos da exposi¢ao a cisplatina sobre a viabilidade e morte celular em células HEK 293
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Legenda: As células foram tratadas com concentragdes crescentes de cisplatina durante 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de redugao do MTT (A) e a morte celular através do
ensaio de incorporagéo do iodeto de propidio (B). Os resultados sdo expressos em porcentagem do
controle. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os dados representam médias + EPM
de 6 experimentos independentes. *** p<0,001 indica diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle
através de andlise de varidncia de uma via, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

O IP é um composto fluorescente que somente é capaz de entrar nas células
quando houver rompimento de membrana plasmatica. Desta forma, este corante
somente marca células que apresentem alteracdes na permeabilidade na membrana,

0 que corresponde com os estagios finais do processo de apoptose ou na morte
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celular por necrose. No presente estudo, ndo foi observado nenhum efeito na
incorporagao do IP nas células expostas a cisplatina, mesmo na concentragao de 200
MM, a qual foi capaz de induzir uma redugao significativa na viabilidade celular (Figura
9A).

Este resultado pode estar relacionado a alguns fatores como o tempo de
incubacao com cisplatina nas células HEK 293, que pode nao ter sido suficiente para
induzir morte celular. Desta forma, podemos concluir que a exposi¢ao das células HEK
293 a cisplatina durante 24 h compromete a viabilidade celular, porém sem afetar a
integridade da membrana celular. Entretanto, n&o se pode descartar que potenciais
vias de morte por mecanismos de apoptose podem ter sido ativas apds o tratamento
com cisplatina. Em um ensaio descrito por Zhang e colaboradores, foi relatado que
em uma concentracao de 50 uM de cisplatina, as células HEK 293 apresentaram
aumento no percentual de apoptose comparado com o grupo controle (ZHANG et al,
2005). Assim como Cummings e colaboradores demonstraram, em outras linhagens
celulares, que ha um aumento significativo de morte celular por apoptose induzida
pelo tratamento com cisplatina (CUMMINGS et al, 2003).

Dados na literatura mostram que a cisplatina induz morte celular tanto por
mecanismos de necrose quanto por apoptose. O que parece determinar o tipo de
morte € a concentracdo ou dose utilizada. Em um estudo realizado por Lierberthal e
colaboradores, a exposicdo de culturas primarias de células tubulares proximais de
camundongo a uma concentracao alta de cisplatina (800 uM) induziu morte celular por
necrose, enquanto que em baixas concentragdes (8 uM), foi observada morte celular
através de mecanismos de apoptose (LIEBERTHAL et al, 1996).

Duas vias de apoptose estéo relacionadas a toxicidade da cisplatina no tecido
renal, a intrinseca e a extrinseca. A primeira, envolve organelas celulares como as
mitocondrias e o reticulo endoplasmatico e a segunda, também conhecida como via
do receptor de morte celular, envolvendo a ativagao de receptores de morte celular.
Ambas as vias sdo responsaveis pela ativagcao de proteinas caspases, culminado com
a morte das células. Podemos destacar a via intrinseca, relacionada a mitocéndria,
como principal responsavel pela morte de células renais causada por cisplatina. A
exposicao a sinais de morte celular modifica as proteinas pré-apoptoticas Bax e Bak,
gerando uma alteragdo na membrana da mitocondria o que libera fatores
apoptogénicos, como o citocromo ¢ e o fator de indugcdo de apoptose (AlF),

culminando com ativagcao de caspases e consequentemente a morte celular. Outros
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fatores também parecem estar envolvidos na indugéo de apoptose por cisplatina como
a ativagao de transdutores de sinais como proteinas cinases (MAPKSs) e fatores de
transcricdo (NF-kB e p53), sendo a p53, um fator critico para indugéo de apoptose.
Sua ativacao representa o inicio do processo de apoptose em células renais, pois
promove a ativacao da caspase-2 e a liberagdo de AIF mitocondrial (PERES et al,
2013).

Em nosso estudo ndo avaliamos parametros de morte celular por apoptose
apds exposicao a cisplatina e, portanto, mais estudos sao necessarios para melhor

elucidar os mecanismos de toxicidade da cisplatina em células HEK 293.

5.3 EFEITOS DO PROBUCOL E SUCCINOBUCOL NA TOXICIDADE
INDUZIDA POR CISPLATINA EM CELULAS HEK 293

Tendo em vista os resultados obtidos anteriormente, investigou-se o possivel
efeito protetor do probucol e do succinobucol na toxicidade induzida por cisplatina.
Nestes experimentos as células foram pré-tratadas com probucol e succinobucol
durante 24 h e, posteriormente expostas a cisplatina. O ensaio de viabilidade celular
foi realizado apds 24 h de exposicao a cisplatina. Na figura 10A podemos observar
que a cisplatina induziu uma reducgao significativa na viabilidade celular [F(1,20) =
53,161, p<0,001], porém o pré-tratamento com o composto probucol nao foi capaz de
proteger as células contra o efeito citotdxico induzido pela cisplatina [F(1,20) = 0,003,
p=0,9565]. De maneira semelhante, na Figura 10B, o tratamento com cisplatina
reduziu a viabilidade celular [F (1,20) = 29,035, p<0,001] e o pré-tratamento com o
succinobucol também nao foi efetivo em proteger as células frente a reducdo da
viabilidade induzida pela cisplatina [F(1,20) = 0,003, p=0,9565].
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Figura 10 — Efeito dos compostos probucol e succninobucol na reducdo da viabilidade celular

induzida por cisplatina.
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Legenda: As células foram pré-tratadas com 10 yM de probucol (A) e 3 uM de succinobucol (B) durante
24h e posteriormente expostas a 200 uM de cisplatina. A viabilidade celular foi avaliada através do
ensaio de reducdo do MTT. Os resultados s&o expressos em porcentagem do controle. Todos os
experimentos foram realizados em duplicata e os dados representam médias + EPM de 6 experimentos
independentes. ** p<0,01 e *** p<0,001 indicam diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle
através de andlise de varidncia de duas vias, seguida pelo teste de compara¢des multiplas de Tukey.

Diversas evidéncias na literatura apontam para o potencial efeito protetor dos
compostos probucol e succinobucol em diferentes modelos de patologias (SUNDELL
et al, 2003; TARDIF et al, 2008; SANTOS et al, 2012; RIBEIRO et al, 2013; COLLE et
al, 2013; COLLE et al, 2016; SANTOS et al, 2017). Entretanto, no presente estudo, os
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compostos nao foram capazes de proteger as células HEK 293 da toxicidade induzida
por cisplatina. A falta de um efeito protetor em nosso protocolo experimental pode ser
devido ao tempo de pré-tratamento com os compostos utilizado no presente estudo
(24 horas).

Em um estudo recente, o succinobucol demonstrou um efeito protetor em
células SH-SY5Y frente a toxicidade induzida pelo acido 3-nitropropiénico (um modelo
de doenga de Huntington) e tal efeito foi somente observado apds o pré-tratamento
com succinobucol na concentracdo de 3 uyM durante 6 dias (COLLE et al., 2016). O
efeito protetor do composto foi atribuido a ativagdo da enzima GCL e aumento da
sintese de GSH, o que acorreu apds 6 dias de tratamento com o succinobucol (COLLE
et al, 2016). Além disso, dados ainda nao publicados do nosso grupo mostraram que
o pré-tratamento com probucol (10 uM) durante 6 dias protegeu da toxicidade induzida
por peroxidos em células SH-SY5Y, o que foi correlacionado a ativacdo da enzima
glutationa peroxidase 1 (GPx1) induzida pelo probucol (SANTOS et al., 2019, no
prelo). As glutationa peroxidases representam uma importante classe de enzimas
antioxidantes que catalisam a redugdo do peroxido de hidrogénio ou dos
hidroperoxidos organicos as custas da glutationa reduzida (URSINI et al, 1995).

O efeito do probucol em aumentar a atividade da GPx foi também observado
em um estudo in vivo em ratos, onde o tratamento com o composto por 2 meses
aumentou a atividade da GPx o que conferiu protecéo frente ao estresse oxidativo e
disfuncdo mitocondrial induzidos pelo acido 3-nitropropiénico em um modelo de
doenca de Huntington (COLLE et al., 2013a).

Em conjunto, esses dados mostram que os compostos probucol e succinobucol
possuem um potencial efeito benéfico terapéutico, o qual foi correlacionado com a
ativagao de defesas antioxidantes celulares (aumento da atividade da GPx e aumento
nos niveis de GSH, respectivamente) (COLLE et al, 2016; COLLE et al 2013). Esses
efeitos somente foram observados apoés tratamentos prolongados com os compostos.
Além desses efeitos, tanto o probucol como o succinobucol apresentam atividade
antioxidante direta, agindo como scavengers de espécies reativas, ou seja, sao
capazes de neutralizar as espécies reativas diretamente. Dados da literatura mostram
que a cisplatina induz estresse oxidativo através da geracao de EROs e, neste caso,
compostos com atividade scavenger podem representar uma importante estratégia
para conter o estresse oxidativo (KRUIDERING et al, 1997; PABLA et al, 2007;

MANOHAR et al, 2018). Entretanto, em nosso modelo experimental, nem mesmo uma
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possivel atividade scavenger dos compostos foi capaz de proteger contra a toxicidade
da cisplatina. Assim, mais estudos sdo necessarios para melhor compreender tanto
0s mecanismos de toxicidade da cisplatina nas células HEK 293 quanto o papel dos

compostos probucol e succinobucol como estratégias de protegéao.

6.CONCLUSAO

A toxicidade renal da cisplatina € um importante fator limitante na terapia contra
0 cancer em pacientes que utilizam este farmaco. Os antioxidantes tém sido
extensivamente estudados como estratégias de protegao na nefrotoxicidade induzida
pela cisplatina, entre eles estdo melatonina, dimetiluréia (DMTU), N-acetilcisteina,
vitaminas, entre outros (SENER et al, 2000; TSURUYA et al, 2003; DICKEY et al,
2005; APPENROTH et al, 1997). Atualmente, o unico composto autorizado pelo FDA
para este uso é a Amifostina, um composto citoprotetor (HENSLEY et al, 2009).

Neste estudo buscamos avaliar o efeito protetor dos compostos probucol e
succinobucol frente a toxicidade induzida por cisplatina em células HEK 293. A
exposic¢ao das ceélulas HEK 293 a cisplatina causou reduc¢ao na viabilidade celular,
porém os compostos probucol e succinobucol ndao foram capazes de proteger contra
essa diminuicdo na viabilidade induzida pelo agente antineoplasico cisplatina. Tal
resultado pode ser justificado pelo tempo de pré-tratamento das células com os
compostos, que comparado com outros estudos que demonstraram o potencial efeito
benéfico dos mesmos (COLLE et al, 2016; SANTOS et al, 2016), foi menor em nosso
estudo.

Tendo em vista que existe a necessidade de efetivos agentes protetores
capazes de reduzir o efeito toxico da cisplatina sobre o tecido renal, mais estudos séo
necessarios, utilizando tempos maiores de pré-tratamento com os compostos. Além
disso, estudos adicionais sdo também importantes para melhor entender o mecanismo
de toxicidade da cisplatina em células HEK 293, além do potencial mecanismo de

protecdo dos compostos.
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